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Resumo

A presente dissertacdo esta dividida em quatro partes: um capitulo sumario de
parasitologia; os principios bésicos da alergologia veterinaria; os principios gerais da
imunoalergologia e da imunoparasitologia; o estudo realizado de avaliagdo da sensibilizacéo a
acaros do po e de armazenamento, através da realizagao de testes intradérmicos, que permitiram
a identificacdo de correlagfes de pares para os diferentes acaros e correlagdes para os achados
diagnésticos parasitolégicos num grupo de 20 canideos, tendo em conta as rela¢des imunitarias

estabelecidas.

Obteve-se uma prevaléncia de infecdo parasitaria geral de 50%, 10% de
ancilostomatideos, 5% de Trichuris vulpis, 15% de Dipylidium caninum (métodos coprolégicos),
15% de Hepatozoon canis, 15% de microfilarémia (citologia de esfregaco sanguineo) e 20% de

Rhipicephalus sanguineus.

Estatisticamente foi demonstrada a correlacdo positiva entre sensibilizagdo a acaros
domésticos e prevaléncia de protozoarios e ixodideos, e negativa para a prevaléncia de infecéo
por helmintes (r = -0,7; p <0,001).

Palavras-chave: Parasitologia; Dermatologia; Alergologia; Cées; Canil.

Abstract

Evaluation of sensitization to the most common allergen sources in association

with parasitic prevalence in dogs

The current graduation thesis is composed of four parts: a parasitology overview; basic
principles of veterinary allergology; immunoallergology and immunoparasitology theoretical
framework; the assessment of skin reactivity with intradermal testing against a group of house
dust and forage mites, that allowed a pair correlation between the mites and a correlational
research for the parasitological findings in a group of 20 dogs, considering the immune system

relationships.

The parasite prevalence in the group was 50%, 10% of ancylostomatoids, 5% of Trichuris
vulpis, 15% of Dipylidium caninum (coprological methods), 15% of Hepatozoon canis, 15% of

microfilaremia (blood smear cytology) and 20% of Rhipicephalus sanguineus.

Positive correlation was found between positivity for dust and forage mites, protozoa and

ixodidae, and negative correlation for helminth (r = -0,7; p <0,001).

Keywords: Parasitology; Dermatology; Allergology; Dogs; Kennel.
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ADN — Acido desoxirribonucleico

APC — Antigen-presenting Cells (Células
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Colony-stimulating Factor (Fator
estimulador de coldnias de granulécitos e

macrofagos)
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Introducao

A presente dissertacao foi desenvolvida no ambito do Mestrado Integrado de Medicina
Veterinaria da Universidade de Evora e baseou-se no estagio curricular realizado no Hospital
Veterinario de Loulé e no Canil Municipal de Lagos, no Algarve, nas areas de medicina veterinaria
de pequenos animais e de salide publica. O referido estagio teve inicio a oito de outubro de 2018
a término a 29 de maio de 2019. Este estagio realizou-se sob a orientacao do Doutor Luis Miguel
Lourengo Martins, Professor Auxiliar do Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade
de Evora, responsavel pelo Laboratério de Andlises Clinicas e pela Consulta Externa de
Imunoalergologia do Hospital Veterinario Universitario de Evora, e da Doutora Ludovina Neto
Padre, Professora Auxiliar do Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade de Evora,
responsavel pelo Laboratério de Parasitologia do Departamento de Medicina Veterinaria. Teve,
ainda, a coorientacdo do Dr. Déario Jorge Costa Santinha, diretor clinico do Hospital Veterinario
de Loulé, e do Dr. José Carlos de Sousa, médico veterinario municipal da Camara Municipal de

Lagos.

A informacdao relativa a casuistica, acompanhada na componente do estagio curricular
realizada no Hospital Veterinario de Loulé, visou a obtencdo de competéncias profissionais na
area de medicina de pequenos animais e serd exibida em tabelas apresentadas em anexo. A
informacdo anexada abrange os valores somatorios das frequéncias absolutas e frequéncias
relativas em percentagem por espécie, no que respeita a casuistica médica e cirdrgica
acompanhada. No referido Hospital realizaram-se também as analises hematolégicas e
citolégicas, com obtencéo de registos fotograficos de achados clinicos referentes aos animais

em estudo para esta dissertacao.

A presente dissertacdo esta organizada em quatro partes: compreende um capitulo
sumario de parasitologia, referente as espécies diagnosticadas no grupo de animais em estudo,
um capitulo descritivo dos principios basicos da alergologia veterinaria, no que respeita as
tematicas dermatite atépica canina, acaros do pé e de armazenamento, diagndstico alergénico
e hipétese da higiene. Esta dissertacdo compreende ainda um capitulo dedicado & imunologia
veterinaria, no qual sdo enunciados principios gerais de imunoalergologia e imunoparasitologia.
Por fim, o dltimo capitulo diz respeito ao estudo realizado no canil municipal de Lagos, a um
grupo de vinte canideos, no qual se pretendeu avaliar a sensibilizacdo dos animais a um grupo
de acaros do p6 e de armazenamento, através da realizacdo de testes intradérmicos, e averiguar
a correlagdo desses dados com os diagnésticos parasitologicos realizados no grupo. Esta
correlacao permitird averiguar sobre a correspondéncia das respostas imunitarias a parasitas e

na doenca alérgica.

Esta dissertacdo foi elaborada com o auxilio das ferramentas informéticas Microsoft
Office 365, Microsoft Word e Analysis ToolPak (Microsoft Excel®), Zotero 5.0.71, MedCalc 19.0.5
e GraphPad InStat 3.10.



|. Parasitologia veterinaria

Serve o presente capitulo para sumariar as espécies de parasitas importantes na
elaboracdo desta dissertacdo, com principal enfoque na sua caraterizacdo, contemplando

aspetos gerais da sua biologia, patogenia, diagnéstico e terapéutica.

1. Parasitas protozoarios

Protozoarios séo organismos unicelulares eucariontes que pertencem ao reino Protista.
Possuem organelos celulares, nicleo, reticulo endoplasmatico, mitocdndria, complexo de Golgi,
lisossomas, rodeados por membrana celular, podendo ainda apresentar estruturas flagelares,
membrana ondulante ou cilios, o que lhes permite a locomocéo e obtencdo de nutrientes por
endocitose (Taylor et al., 2015; Saari et al., 2018).

Alguns protozoarios infetam os canideos através de vetor artrépode e muitos
protozodrios provocam infecdes cronicas, devido a coevolucdo entre os parasitas e o0 sistema

imunitario do individuo (Lopes et al., 2012; Saari et al., 2018).

1.1 Filo Apicomplexa
1.1.1 Hepatozoon canis
O protozoario Hepatozoon sp. pertence a classe Conoidasida, ordem Adeleorina e

familia Hepatozoidae (Taylor et al., 2015).

Das mais de 300 espécies conhecidas de Hepatozoon, existem duas cujo hospedeiro
vertebrado obrigatério é o cdo, nomeadamente, Hepatozoon canis, de distribuicdo cosmopolita
e H. americanum, referido por Zajac & Conboy (2012) como limitado ao sudeste dos Estados

Unidos da América.

Apresenta um ciclo de vida heteroxeno, com diferentes formas de desenvolvimento e
reproducdo no hospedeiro vertebrado e invertebrado. A fase de reproducdo assexuada, que
decorre no hospedeiro vertebrado, inclui a merogonia seguida de gametogonia. No hospedeiro
invertebrado ocorre a fase de reproducdo sexuada, seguida de esporogonia. No sangue
periférico dos canideos podem observar-se os gamontes de H. canis, morfologicamente
alongados, elipsoidais, rodeados por membrana, com nulcleo excéntrico alongado, medindo 8-
12 pm de comprimento por 3-6 um de largura, visiveis em microscopia Otica em esfregaco
sanguineo corado com Diff Quick ou Giemsa, no citoplasma de leucécitos (neutréfilos e
monadcitos). Os esquizontes deste protozoério, quistos parasitérios, com 30 um de didmetro
médio, podem ser encontrados encapsulados nos tecidos por histopatologia ou citologia de
linfonodos, bago e medula 6ssea e agregam no seu interior dois a quatro macromerozoitos ou
mais de 20 micromerozoitos, com nucleo definido (Zajac & Conboy, 2012; Taylor et al., 2015;
Saari et al., 2018).

O animal infeta-se ap0Os ingerir o hospedeiro invertebrado, ixodideo portador de
esporozoitos. Os ixodideos Rhipicephalus sanguineus ou Ixodes spp. transmitem H. canis,

enquanto que H. americanum, é transmitido por Amblyomma maculatum. Apds a ingestao, 0s
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esporozoitos penetram a mucosa digestiva do animal e infetam mondcitos e macrofagos, que
transferem os esporozoitos para linfonodos, bago, medula 6ssea e, eventualmente, figado, rins
e pulmdes, onde se desenvolvem esquizontes e decorre a reproducéo assexuada num processo
denominado esquizogonia, que culmina com a libertagdo de merozoitos que penetram nos
neutréfilos. O ixodideo infeta-se quando se alimenta destas formas presentes no sangue do
hospedeiro, apés o que ocorre a gametogonia, fase de reproducao sexuada, de que resulta o
zigoto, cuja maturacéo (esporogonia) culmina no oocisto, 0 qual contém esporozoitos e que
permanece na cavidade corporal do ixodideo (Zajac & Conboy, 2012; Taylor et al., 2015;
Mehlhorn, 2016; Saari et al., 2018).

No que concerne a patogenia da hepatozoonose, a infecéo por H. canis pode apresentar
uma sintomatologia subclinica, podendo ocorrer manifestacao clinica apenas quando associada
a doenga concomitante, consistindo em sinais inespecificos de letargia, febre, apetite caprichoso,
perda de peso, anemia e linfadenomegalia. Quando a parasitémia é elevada pode desenvolver-

se hepatite, pneumonia e glomerulonefrite (Taylor et al., 2015; Saari et al., 2018).

A terapéutica para esta infecdo consiste na administracdo pela via subcutanea (SC) de
imidocarb na dose de 5 mg/kg de peso, a cada 14 dias, até que ndo se verifique parasitémia no
esfregaco sanguineo, e pode complementar-se com a administracdo oral (PO) de doxiciclina na
dose de 5 mg/kg de peso, uma vez por dia (SID), durante 7 dias. A terapéutica, contudo, pode
nao ser curativa, ocorrendo uma eliminacdo parcial dos organismos. No entanto, uma
parasitémia baixa constitui um bom prognéstico (Bowman, 2013; Mehlhorn, 2016).

1.1.2 Cystoisospora spp.
O protozoario Cystoisospora spp. pertencente a classe Sporozoea, subclasse Coccidia,
ordem Eucoccida e familia Eimeriidae. Anteriormente denominado Isospora spp. foi submetido a
revisdo taxondémica e reclassificado baseado na auséncia de corpo de Stieda nos seus
esporocistos, 0 que ocorre nas espécies parasitas de mamiferos (Barta et al., 2005; Bowman,
2013; Taylor et al., 2015; Mehlhorn, 2016).

As espécies que parasitam os canideos séo Cystoisospora canis (syn. Isospora canis),
C. ohioensis (syn. |. ohioensis), C. burrowsi (syn. I. burrowsi) e C. neorivolta, sendo que estas
duas ultimas podem representar a mesma espécie, como refere Dubey (2019). Os oocistos
podem ser identificados por microscopia Otica apds técnica coprologica de flutuagéo,
observando-se paredes lisas, de forma elipsoide e encontrando-se ndo esporulados nas
amostras fecais frescas, visualizando-se apenas uma célula, o esporonte. O oocisto de C. canis
mede cerca de 38-51 x 27-39 pum e as restantes espécies medem cerca de 17-27 x 15-24 pym.
Todavia, desconhecem-se as dimensdes do oocisto de C. neorivolta (Zajac & Conboy, 2012;
Dubey, 2019).

O céo pode infetar-se ap0ds a ingestao de oocistos esporulados presentes no meio ou
apos a ingestao de esquizontes em hospedeiros paraténicos. Praticamente todos os cachorros

nos primeiros meses de vida sdo infetados por Cytoisospora sp, independentemente das



condigbes sanitarias do local em que se encontrem. No intestino ocorre a libertacdo dos
esporozoitos que formam vacuolos parasitéforos no epitélio do hospedeiro, o esquizonte. Apés
a sua maturacao e rutura do vacuolo sdo libertos os merozoitos que invadem células vizinhas.
Ocorrem trés geracdes de esquizogonia no ciclo de vida de C. canis, o que promove a perda de
epitélio associada a sintomatologia tipica das coccidioses. A fase enddgena de C. ohioensis
ocorre a superficie do epitélio dos enterdcitos, enquanto que nas espécies C. burrowsi e C.
neorivolta ocorre no tecido subepitelial do hospedeiro (Bowman, 2013; Mehlhorn, 2016; Dubey,
2019).

A subsequente fase reprodutiva sexuada € designada gametogonia, na qual se formam
0s gametocitos. Apoés a fecundacéo forma-se o zigoto, culminado na libertacao de oocistos nao
esporulados nas fezes do hospedeiro. Apos a esporulacgéo (fase de esporogonia), que ocorre no
exterior, 0 oocisto possui dois esporocistos elipsoidais, contendo quatro esporozoitos cada
(Taylor et al., 2015; Mehlhorn, 2016; Saari et al., 2018).

A sintomatologia inclui diarreia, apatia, dor abdominal, anorexia e perda peso, em casos
severos, pode ocorrer anemia e diarreia sanguinolenta, durante 1-7 dias e morte pela destruicéo
massiva do epitélio intestinal (Zajac & Conboy, 2012; Mehlhorn, 2016).

A terapéutica de eleicdo consiste na administracéo de toltrazuril na dose de 10 mg/kg,
PO, SID, durante 4-5 dias; ou sulfadimetoxina na dose de 55 mg/kg, na primeira administracéo,
e na dose de 27,5 mg/kg, SID, nos quatro dias seguintes, ou até dois dias apds a remissdo dos
sintomas (Mehlhorn, 2016).

1.2 Filo Sarcomastigophora

1.2.1 Leishmania infantum
O protozoario Leishmania spp. pertence a subfilo Mastigophora, classe
Zoomastigophorea, ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae. Existem mais de 50
espécies de Leishmania, sendo que pelo menos 12 delas parasitam o cdo. A espécie Leishmania
infantum destaca-se pela sua importadncia médico-veterinaria e risco zoonético, sendo um
parasita intracelular obrigatério que infeta principalmente macréfagos (Bozza et al., 2012; Saari
et al., 2018).

Ao longo do seu desenvolvimento passa por dois tipos morfolégicos, a forma amastigota
e a forma promastigota. A forma amastigota, presente em macréfagos e no sistema
reticuloendotelial de véarios 6rgaos do hospedeiro vertebrado, € arredondada ou oval, com cerca
de 2—6 ym de didmetro, possui um nudcleo, quinetoplasto e um pequeno flagelo intracelular e
anterior. Esta forma é ingerida pelo hospedeiro invertebrado, insetos flebotomineos cujas
espécies Phlebotomus perniciosus e P. ariase sdo as mais importantes em Portugal. No
hospedeiro invertebrado transforma-se na forma promastigota, passivel de ser inoculada no
vertebrado quando o fleb6étomo se alimenta (Campino & Maia, 2010; Zajac & Conboy, 2012;
Taylor et al., 2015; Saari et al., 2018).



A sintomatologia, que pode demorar meses ou anos a evidenciar-se, consiste em lesfes
cuténeas ou viscerais. Na forma cutanea verificam-se sobretudo lesdes de dermatite ulcerativa.
A forma visceral € uma reticuloendoteliose, caracterizada pela proliferacdo de lesbes
granulomatosas em varios 6rgdos, como o figado, e verificando-se lesGes imunopatolégicas
secundarias nos glomérulos renais, mucosa nasal, Uvea ocular, alopécia periocular,
esplenomegdlia por congestao, hepatomegalia com infiltracdo lipidica, infiltracdo de amastigotas
em macréfagos, mielécitos e neutrdfilos na medula Ossea, anemia, trombocitopenia e
adenopatia, sendo que os linfonodos numa fase inicial podem apresentar-se hiperplasicos, mas
com a cronicidade da doenca pode ocorrer a atrofia do seu cortex (Day, 2011; Bowman, 2013;
Taylor et al., 2015).

O diagndstico pode ser realizado pela visualizacdo das formas amastigotas em citologias
coradas, obtidas de puncédo aspirativa por agulha fina (PAAF) de medula éssea, linfonodos ou
baco, de citologias por aposicdo de lesfes cutaneas e por sorologia, através da titulacdo de
anticorpos, em testes de aglutinacdo direta, de imunofluorescéncia e de imunoabsor¢céo
enzimatica (ELISA). O diagndstico pode também ser realizado com recurso a técnicas de
citometria de fluxo, ou por métodos de biologia molecular que detetam acido desoxirribonucleico
(ADN) especifico, como a técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (Zajac & Conboy,
2012; Travi et al., 2018).

Existem varios protocolos de controlo de leishmaniose, nomeadamente a administracéo
de alopurinol na dose de 10 mg/kg, PO, duas vezes ao dia (BID), durante 6-12 meses, associada
a antimoniato de meglumina na dose de 75-100 mg/kg, SID, durante 4-6 semanas; albendazol
na dose de 10mg/kg, PO, SID, durante 30 dias; anfotericina B, na forma lipossomal, na dose de
3-3,3 mg/kg, via intravenosa (1V), trés vezes por semana, até perfazer 3-5 tratamentos, ou na
forma de produto lipidico, testando inicialmente com a dose de 0,5 mg/kg e depois a passar a 3-
3,3 mg/kg, IV, cada 72-96 horas até se atingir a dose cumulativa de 15 mg/kg; miltefusina 2 mg/kg
PO SID durante 28 dias, associado a alopurinol; por fim, o0 imunomodulador domperidona na
dose de 0,5 mg/kg, SID, durante 30 dias a cada 4 meses (Plumb, 2011; Sabaté et al., 2014; Travi
et al., 2018).

Torna-se importante referir, dado o interesse no controlo desta zoonose no principal
reservatério, que foi demonstrada a existéncia de estirpes resistentes ao farmaco mais
comummente utilizado para o controlo da infe¢@o, o alopurinol. No entanto, representa maior
risco de saude publica o c&o ndo diagnosticado, que o sujeito a tratamento de controlo, mesmo
considerando as limitagBes terapéuticas verificadas atualmente (Yasur-Landau et al., 2016; Mird
& Lopez-Vélez, 2018).

1.2.2 Giardia spp.
O protozoério Giardia spp. pertence a classe Zoomastigophora, ordem Diplomonadida e
familia Hexamitidae. Nos canideos pode ocorrer infecdo pelas seguintes espécies: Giardia
duodenalis (syn. G. intestinalis, syn. G. lamblia) e G. entérica, que sdo espécies zoonoticas, e G.

canis. De acordo com a sua biologia molecular, as espécies pertencentes ao género Giardia séo
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classificadas em genotipos de A a H, sendo predominantes nos canideos os gendtipos C e D,
podendo encontrar-se também os genoétipos B e Al, este Ultimo com caracter zoonético (Ferreira
et al., 2011; Bowman, 2013;).

Ao longo do seu desenvolvimento passa por duas formas, trofozoitos e quistos. O
trofozoito é achatado bilateralmente, simétrico, piriforme a elipsoidal, mede cerca de 12-15 ym
de comprimento por 5-9 um de largura, é convexo dorsalmente e apresenta concavidade ventral
com funcao de disco suctorio; possui ainda quatro pares de flagelos, dois nlcleos anteriores e
discos suctérios, adaptados para aderir as microvilosidades da mucosa do intestino delgado e
coélon. Certas condi¢cbes ambientais estimulam a sua libertacdo e, a medida que percorre o
intestino grosso, ocorre 0 seu enquistamento, que consiste na formacado por exocitose de uma
parede resistente, contendo elementos filamentosos e quitina, o que lhe confere resisténcia e
permite a multiplicagdo dos dois ndcleos. Para além dos quistos com quatro nucleos, pode
ocorrer a libertagéo de trofozoitos nas fezes, especialmente quando diarreicas, estes Ultimos sao
bastante frageis e pouco resistentes no ambiente. A infecdo do hospedeiro pode ocorrer por
ingestdo de quistos, a partir do meio ambiente (Zajac & Conboy, 2012; Bowman, 2013; Taylor et
al., 2015; Mehlhorn, 2016; Saari et al., 2018).

A patogenia depende do estado imunitario do individuo, o que significa que a giardiose
canina pode ser assintomatica ou provocar diarreia por ma absorcdo, que pode ser aguda,
intermitente, cronica, e eventualmente acompanhada por dor abdominal, nduseas, vomitos e
anorexia, verificando-se a sintomatologia mais exuberante nos animais mais jovens ou
imunodeprimidos. Nas infecBes crénicas podem ocorrer sequelas dermatoldgicas, oculares,
articulares e a nivel do sistema nervoso central. As infecBes latentes colocam outros animais e
humanos em risco (Zajac & Conboy, 2012; Cotton et al., 2015; Mehlhorn, 2016).

Para a identificacdo diagnostica de trofozoitos ou quistos de Giardia sp., recomenda-se
gue as amostras fecais sejam observadas até 30 minutos apés a colheita e ndo refrigeradas,
tendo em consideracdo que os quistos colapsam com a maioria das solugfes de flutuagdo
utilizadas, sendo a solu¢@o mais indicada a de sulfato de zinco a 33%, pela especificidade da
sua densidade. A observagdo ao microscépio 6tico deve ser realizada sob ampliacdo de 400x.
Algumas formas parasitarias podem ser evidenciadas através de esfregaco fecal direto. No
entanto, como a quantidade fecal utilizada é muito reduzida, a sensibilidade é proporcionalmente
baixa. Outros métodos de diagnéstico incluem a pesquisa de anticorpos, por imunofluorescéncia
direta (gold standard), com maior sensibilidade quando h& alteracdo da mucosa, caso contrario
podem verificar-se falsos negativos, pesquisa de antigénios (ELISA, imunofluorescéncia indireta)
e detecao de material antigénico fecal por PCR (Zajac & Conboy, 2012; Mehlhorn, 2016; Beer et
al., 2017).

O tratamento médico consiste na administracdo de um dos seguintes protocolos:
febendazol na dose de 50 mg/kg, PO, SID, 3-5 dias; ronidazol na dose de 30-50 mg/kg, PO, BID,
durante 7 dias; nitazoxanida na dose de 75 mg/kg, a cada 14 dias. A utilizacdo de metronidazol

deve ser evitada pelo risco de selecdo de estirpes resistentes e pelos possiveis efeitos
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secundarios, nomeadamente disfun¢des neuroldgicas e digestivas (Mehlhorn, 2016; Moron-Soto
et al., 2017; Saari et al., 2018).

2. Parasitas helmintes

2.1 Filo Nematoda
Os nematodas s@o dos organismos multicelulares mais abundantes no mundo, ainda
gue a maioria ndo seja patogénica. Na sua morfologia séo parasitas bilateralmente simétricos,

cilindricos, longos, possuem pseudoceloma e dimorfismo sexual (Roberts & Janovy, 2008).

2.1.1 Ancylostomatinae
A subfamilia Ancylostomatinae refere-se a ancilostomatideos da classe Secernentea,
ordem Strongylida e familia Ancylostomatidae. As espécies com potencial zoonoético séo
Ancylostoma brasiliense e A. caninum, podendo desencadear nos humanos uma enterite
eosinofilica ou larva migrans cutanea (Roberts & Janovy, 2008; Zajac & Conboy, 2012; Bowman,
2013; Taylor et al., 2015).

Os adultos da espécie Uncinaria stenocephala possuem uma cépsula bucal larga,
afunilada, com um par de ldminas cortantes. Os machos adultos medem cerca de 5-8,5 mm e as
fémeas 7-12 mm de comprimento. O macho possui uma bolsa copuladora bem desenvolvida,
gue apresenta um pequeno lobo dorsal e dois lobos laterais separados com espiculas delgadas.
Os adultos de A. caninum diferem dos anteriores a nivel de dimensdes, medindo os machos
cerca de 12 mm e as fémeas cerca de 15-22 mm de comprimento. Outra diferenca entre as
espécies reside na cavidade bucal, apresentando A. caninum trés pares de ganchos e uma
capacidade elevada de hematofagia (Bowman, 2013; Taylor et al., 2015; Saari et al., 2018).

Os ovos de ancilostomatideos sdo detetados por métodos coprologicos de flutuacéo e
sdo morfologicamente idénticos, de forma eliptica, casca lisa, contendo uma morula. A diferenca
entre espécies reside no tamanho, medindo o Ancylostoma spp. cerca de 52-79 x 28-58 um,

enquanto que a U. stenocephala mede cerca de 71-92 x 35-58 um (Zajac & Conboy, 2012).

A transmissao de A. caninum pode ocorrer por via transmamaria e transplacentaria, pela
ingestdo da larva filaride presente no ambiente ou em hospedeiros paraténicos mas
principalmente por via percuténea. A transmissao de U. stenocephala ocorre por ingestdo da
larva filaréide ou de hospedeiros paraténicos, sendo rara a transmissao pela via percutanea, que,
guando ocorre, inviabiliza a maturagdo na forma adulta (Zajac & Conboy, 2012; Saari et al.,
2018).

No que respeita a patogenia de A. caninum, ocorrem trés fases. Na fase cuténea, a larva
penetra até & derme e provoca uma reacao local a nivel dos capilares; a fase pulmonar ocorre
guando as larvas saem dos capilares alveolares para os alvéolos e progridem dos brénquios
para a traqueia; por ultimo, na fase intestinal, fixam-se a mucosa do intestino delgado, geralmente
no duodeno, mudando frequentemente o seu posicionamento no hospedeiro. Devido a secrecao
de substancias anticoagulantes provocam micro hemorragias nos locais de fixacdo anteriores.



Cerca de duas semanas ap0s a ingestdo das larvas, ou um més apds a transmissao via
percutanea, ocorre a libertagdo de ovos nas fezes do hospedeiro (periodo pré-patente). No
entanto, nem todas as larvas se desenvolvem, algumas, invadem o tecido muscular estriado ou
a parede intestinal e entram em hipobiose, sendo reativadas no periodo peri-parto (Roberts &
Janovy, 2008; Bowman, 2013).

Por outro lado, na espécie U. stenocephala ndo ocorre migracao traqueal e os parasitas
permanecem no duodeno, fixando-se a mucosa através do seu par de laminas (Saari et al.,
2018).

A sintomatologia provocada por A. caninum é particularmente visivel em cachorros,
ocorrendo a deterioracdo do seu estado geral na segunda semana de vida, podendo verificar-se
anemia severa, hipoproteinémia, diarreia sanguinolenta e morte, consoante a carga parasitaria.
No que respeita a sintomatologia provocada por U. stenocephala, decorrente das lesdes
provocadas nas microvilosidades intestinais, pode ocorrer uma anemia ligeira, hipoalbuminémia,
diarreia, anorexia e letargia quando estdo presentes cargas parasitarias muito elevadas (Zajac
& Conboy, 2012; Bowman, 2013; Saari et al., 2018).

A terapéutica médica pode consistir na administracdo de nitroscanato, numa
administracdo Unica de 50 mg/kg, de pirantel numa administracdo de 5 mg/kg, de febendazol na
dose de 50 mg/kg, SID, durante trés dias, flubendazol na dose de 22 mg/kg em administracéo
Unica, levamisole na dose de 5 mg/kg, mebendazol, moxidectina, selamectina ou emodepside.
Recomenda-se que as fémeas cuja ninhada faleceu, na gestacéo seguinte sejam desparasitadas
com febendazol na dose anteriormente indicada, diariamente, desde o dia 40 da gestacdo, até
ao dia 14 do pés-parto, uma vez que os desparasitantes habitualmente utilizados séo ineficazes
contra as larvas presentes nos tecidos, que permanecem viaveis para migracdo para o tecido
mamario aquando da lactagdo. Uma cadela, exposta a apenas uma infego, ter4 capacidade de
transmitir o ancilostamatideo durante trés lactacdes as ninhadas futuras (Bowman, 2013;
Mehlorn, 2016).

2.1.2  Trichuris vulpis

A espécie Trichuris vulpis (syn. Trichocephalus vulpis) pertence a classe Secernentea,
ordem Trichocephalida, superfamilia Trichuroidea e familia Trichuridae. O adulto esbranquicado
mede cerca de 4,5-7,5 cm de comprimento e possui uma porcao posterior larga que afila
abruptamente até & por¢céo anterior filiforme, penetrando esta Ultima na mucosa do intestino
grosso, subepitelialmente, para que ocorra a hematofagia. A extremidade posterior do macho é
espiralada, com uma espicula envolvida por bainha retrétil (Roberts & Janovy, 2008; Saari et al.,
2018).

O ciclo de vida é direto e a infe¢cdo ocorre por ingestdo dos ovos com a forma larvar
infeciosa. ApOs a ingestéo, a larva eclode e penetra as criptas intestinais do intestino delgado,
onde permanece cerca de 2-10 dias, antes de migrar até ao limen do ceco e colon, local de

reproducdo e postura de ovos, apés um periodo pré-patente de cerca de 3 meses. Os ovos



embrionam e tornam-se infetantes no meio exterior, em cerca de um a dois meses (Bowman,
2013; Saari et al., 2018).

Os ovos castanho-dourados, de dimensfes que variam de 72-90 um por 32-42 um,
apresentam a forma caracteristica de limdo de casca lisa e grossa, com dois opérculos polares
transparentes. A sua observacdo por microscopia Otica apdés a aplicacdo de técnicas
coprolégicas de flutuacdo, permite o diagnoéstico definitivo (Zajac & Conboy, 2012; Bowman,
2013).

Tem como hospedeiros 0 cdo, a raposa e 0 gato, hos quais as infecBes podem ser
assintomaticas, ligeiras ou causar colites hemorragicas, quando a carga parasitaria é elevada. A
sintomatologia clinica, quando presente, consiste em diarreia aquosa e por vezes sanguinolenta,
anemia e perda de peso. A infecdo humana pode ocorrer, ainda que com alguma raridade (Zajac
& Conboy, 2012; Taylor et al., 2015).

O tratamento médico é realizado mediante a administracao de febendazol, milbemicina
oxima, febantel, emodepsida, oxantel ou moxidectina, uma vez por més durante trés meses. A
reinfecdo é controlada através do melhoramento no maneio sanitario (Bowman, 2013; Saari et
al., 2018).

2.1.3 Toxocara canis
O Toxocara canis pertence a classe Secernentea, ordem Ascaridida, superfamilia
Ascaridoidea e familia Toxocaridae. E um parasita cosmopolita de coloracéo branca a creme,
tendo os machos uma dimensédo de cerca de 10 cm e as fémeas cerca de 18 cm. A cabeca é
eliptica, devido as asas cefélicas, e a boca é rodeada por trés labios. A terminacéo posterior do
macho apresenta um apéndice digitiforme (Roberts & Janovy, 2008; Bowman, 2013; Taylor et
al., 2015; Mehlhorn, 2016; Saari et al., 2018).

A forma de infe¢cdo mais importante no céo € a via transplacentaria, seguida pelas vias
transmamaria, pela ingestdo de ovos ou de hospedeiros paraténicos. Nos animais jovens
verifica-se a migragéo larvar entero-hepato-pneumo-traqueo-entérica, as larvas migram através
do figado, coracao e sistema respiratorio até a faringe, onde sdo deglutidas para o trato digestivo,
onde maturam. Apos as 16 semanas de vida, ndo ocorre migracéo pelo sistema respiratorio, a
migracdo € somatica, dispersando-se o parasita por varias localizagbes do hospedeiro onde

podem enquistar e entrar em hipobiose (Zajac & Conboy, 2012; Saari et al., 2018).

Esta espécie tem importancia zoondtica, podendo manifestar-se em humanos como
larva migrans visceral, ocular ou neuroldgica, consoante a localizacéo das larvas ou os locais de
migracao (Zajac & Conboy, 2012).

O diagndstico parasitoldgico ocorre pela visualizagdo microscopica de ovos apoés técnica
coprolégica de flutuagcdo. Os ovos possuem uma casca rugosa espessa, com uma célula que se
observa granular e escura, medindo cerca de 85-90 x 75 ym (Zajac & Conboy, 2012; Taylor et
al., 2015).
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A toxocarose é uma patologia importante em cachorros, podendo provocar
sintomatologia respiratéria e digestiva, nados-mortos, morte neonatal, nos adultos ocorrem
infegBes geralmente assintomaticas (Zajac & Conboy, 2012; Bowman, 2013; Saari et al., 2018).

A desparasitacéo interna deve ser iniciada as duas semanas de vida, e repetida a cada
duas semanas até que os cachorros atinjam os trés a seis meses de idade, sendo indicada a
administracdo de milbemicina oxima. Para prevenir a transmissdo materna, as fémeas gestantes
devem ser desparasitas diariamente com febendazol na dose de 50 mg/kg, desde o 40° dia de
gestacao ao 14° dia pés-parto. Em alternativa, pode ser administrada ivermectina, na dose de 1
mg/kg, nos 20° e 42° de gestagdo, ou moxidectina a 1%, na dose de 1 mg/kg, nos 40° e 55° dias

de gestacdo (Bowman, 2013; Saari et al., 2018).

2.1.1 Dirofilaria immitis
A espécie Dirofilaria immitis pertence a classe Secernentea, ordem Spirurida,
superfamilia Filarioidea, familia Onchocercidae e subfamilia Dirofilariinae. Os adultos localizam-
se no ventriculo direito, atrio direito, artéria pulmonar e veia cava caudal, com dimensdes que se
aproximam dos 15-30 cm. Se a carga parasitaria for leve, os canideos podem permanecer
assintomaticos, mas se a parasitémia for elevada, pode ocorrer obstrucdo do sistema circulatorio,
provocando hipertenséo pulmonar, que € compensada por hipertrofia ventricular direita, que, por
sua vez, promove a insuficiéncia cardiaca congestiva direita. Para além disto, pela excrecéo de
produtos parasitarios e morte dos parasitas pode também ocorrer endocardite, endarterite
valvular e embolismo pulmonar. Importante fazer referéncia a bactéria Wolbachia, a qual
desempenha um papel importante na patogenia da dirofilariose. Wolbachia € uma Ricketsia
simbionte de varias espécies de filarideos. As suas colénias encontram-se a superficie das
filarias, sdo essenciais a embriogénese e maturacdo de D. immitis e promovem a deposi¢céo de
complexos imunes (anticorpos-antigénios bacterianos) causadores de lesdes a nivel renal e
pulmonar. Resumidamente, a sintomatologia da dirofilariose consiste em apatia, perda de
condicao corporal, intolerancia ao exercicio, tosse com hemoptise e, nas fases mais avancadas,
pode ocorrer dispneia, edemas, ascite e a morte do animal (Genchi et al., 2011; Bowman, 2013;

Taylor et al., 2015; Saari et al., 2018).

O desenvolvimento larvar ocorre no hospedeiro intermediario e a transmissdo das
microfilarias tem lugar aquando da refeicdo do Culex sp. no hospedeiro definitivo. Atingem a
forma adulta a nivel cardiaco, onde os adultos podem reproduzir-se e sobreviver até cinco anos.
A microfilarémia, resultante da reproducdo sexuada e consequente libertagdo de microfilarias,
surge 6-9 meses apoés a infecdo do hospedeiro e a permanéncia destas no sangue periférico
permite a sua ingestao pelo hospedeiro intermediario aquando da sua refeicdo (Bowman, 2013;
Mehlhorn, 2016).

O diagnéstico definitivo pode ser realizado através de visualizag&o ao microscépio 6tico
de microfilarias em esfregago sanguineo, existindo vérias técnicas que permitem aumentar a

baixa sensibilidade deste teste, tais como 0os métodos de concentracao teste de Knott modificado
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e teste de filtracdo. Podem também ser utilizados testes de detegcdo antigénica, de maior
sensibilidade, como o teste ELISA (Bowman, 2013; Mehlhorn, 2016; Saari et al., 2018).

Est4 indicado como tratamento médico a administracdo de doxiciclina na dose de 10
mg/kg, PO, BID, durante quatro semanas, para eliminagdo da bactéria simbidtica Wolbachia,
reduzindo os efeitos secundérios do tratamento e aumentando a sua eficacia. O adulticida
indicado é a melarsomina na dose de 2,5 mg/kg, IM, sendo repetida apés um més, em duas
administragbes espacadas de 24 horas. Como microfilaricida, utilizam-se lactonas macrociclicas
cerca de dois meses antes do tratamento adulticida. Alternativamente, a administracdo mensal
de imidaclopride a 10% associada a moxidectina a 2,5%, juntamente com a administracdo de
doxiciclina na dosagem descrita anteriormente, € um protocolo igualmente eficaz na eliminagéo
de dirofilarias adultas e microfilarémia. Quando o animal desenvolve a sindrome da veia cava
caudal, pode efetuar-se tratamento cirdrgico (Scheffers et al., 2013; Meireles, et al., 2014; Saari
et al., 2018; Genchi et al., 2019).

2.1.2 Onchocerca lupi
O Onchocerca lupi pertence a classe Secernentea, ordem Spirurida, superfamilia
Filaroidea, familia Onchocercidae e subfamilia Onchocercinae (Zajac & Conboy, 2012; Bowman,
2013; Taylor et al., 2015).

O conhecimento do seu ciclo de vida permanece sob investigacdo. Estudos recentes
apontam para que o hospedeiro invertebrado seja a espécie hematéfaga Simulium tribulatum ou
as espécies do complexo de S. vittatum e que o céo seja o reservatério natural deste parasita.
Este nematoda causa onchocercose ocular, induzindo doenc¢a aguda ou cronica caracterizada
por conjuntivite, fotofobia, epifora, exoftalmia e lesdes nodulares perioculares de 0,3-0,7 cm de
dimenséo, nos hospedeiros vertebrados canideos, felideos e humanos. O diagnéstico € possivel
por biépsia de pele da &rea frontal periocular, sedimentagéo e observacdo das microfilarias ao
microscopio o6tico, com cerca de 100 pum, ou dos adultos, nos quais se destaca a presenca de
cuticula de duas camadas, a interna estriada transversalmente e a externa com proeminéncias
especificas que se acentuam com a maturacéo. Adicionalmente, foi desenvolvido teste PCR para
o diagndstico de O. Lupi (Otranto et al., 2012; Otranto et al., 2013; Hassan et al., 2015; Komnenou
et al., 2016; Latrofa et al., 2018; Verocai et al., 2018).

O tratamento da oncocercose é cirlrgico, com a remog¢ao dos granulomas conjuntivais e
seguido de tratamento médico pds-cirdrgico. Um protocolo consiste na administracdo de
melarsomina 2.5 mg/kg, IM, SID, repetidos em dois dias consecutivos, ivermectina 50 pg/kg, SC,
uma vez por més, apds o tratamento com melarsomina, antibioterapia tépica e prednisolona
sistémica. Esta é uma adaptagcéo do protocolo terapéutico da dirofilariose canina surte algum
efeito na onchocercose ocular, mas pode verificar-se a recorréncia da sintomatologia meses
apés o tratamento. Estudam-se atualmente novos protocolos médicos que, associados ao
tratamento cirdrgico, tém melhorado o prognostico desta patologia, como sendo a conjugacao
de ivermectina (na dose de 400 ug/kg, PO, SID) e doxiciclina (na dose de 10-100 mg/kg, PO,

SID) durante véarios meses (Otranto et al., 2015).
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2.2 Classe Cestoda

Os cestodes pertencem ao filo Platyhelminthes, correspondendo a parasitas cujo corpo
parenquimatoso é achatado dorsoventralmente, segmentado e desprovido de celoma. A
absorcdo de nutrientes ocorre por histofagia, através do tegumento. O corpo dos cestodes
consiste em escolex, pescoco e estrobilo. O estrobilo é constituido por inUmeros proglotes que
contém os orgaos sexuais masculinos e femininos, tendo capacidade de autorreproducéo ou
reproducdo cruzada. Os novos segmentos sao formados a nivel do pescoco, ocorrendo
distalmente a maturacdo dos segmentos mais antigos, os gravidos, ocupados por Utero e ovos
embrionados, libertam-se juntamente com as fezes. Apos a sua desintegracdo sao libertos os
ovos (Bowman, 2013; Saari et al., 2018).

2.2.1 Dipylidium caninum

O Dipylidium caninum pertence a ordem Cyclophillidea, familia Dilepididae. Quanto a sua
morfologia, pode atingir os 50 cm de comprimento, possui escélex com quatro ventosas e rostelo
retratil, com quatro ou cinco camadas de ganchos. Os proglotes sdo facilmente reconheciveis
guando presentes nas fezes, apresentam uma forma alongada, assemelhando-se a bagos de
arroz largo ou a pevides de pepino, possuindo dois conjuntos de 6rgdos genitais, com um poro
de abertura em cada margem, tém cerca de 12 X 3 mm e movimentos auténomos. Os ovos sao
amarelo-acastanhados, quase esféricos, contém um embrido hexacanto, medem cerca de 25-50
um e podem encontrar-se livres ou dentro de capsula ovigera, sendo que cada cépsula pode
conter até 30 ovos (Bogitsh et al., 2012; Bowman, 2013; Taylor et al., 2015).

O adulto ndo é patogénico e véarias centenas de parasitas séo tolerados pelo hospedeiro
sem que ocorra sintomatologia clinicamente relevante, apenas prurido perianal devido ao

movimento dos proglotes (Taylor et al., 2015).

O ciclo de vida de D. caninum, requer um hospedeiro intermediario, Pulex sp.,
Ctenocephalides sp. ou Trichodectes canis, que ingira ovos, no caso das pulgas durante a sua
fase larvar. O animal infeta-se com a ingesté@o do artrépode, apds a libertacéo do cisticercoide
no intestino delgado, onde desenvolve a maturidade sexual em cerca de 20 dias (Bogitsh et al.,
2012).

O diagnéstico é realizado pelo reconhecimento dos proglotes e visualizacdo ao

microscépio otico.

O tratamento médico pode ser realizado com administragfes de praziquantel, epsiprantel
ou nitroscanato. Por outro lado, deve ser realizado o controlo do hospedeiro intermediario (Saari
et al., 2018).

3. Parasitas ixodideos

As carragas sao ectoparasitas hematé6fagos obrigatdrios, com dimorfismo sexual, que se
alimentam em hospedeiros vertebrados e sé@o importantes vetores de agentes que podem

provocar doengas protozoarias, virais e bacterianas. A sua posi¢ao sistematica € a seguinte: filo
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Arthropoda, classe Arachnida, ordem Acarina, superfamilia Ixodoidea. Existem cerca de 700
espécies na familia Ixodidae, distribuidas por 12 géneros (Bowman, 2013; Taylor et al., 2015).

3.1 Rhipicephalus sanguineus
A cosmopolita espécie Rhipicephalus sanguineus pertence a familia Ixodidae e
subfamilia Rhipicephalinae (Metaestriata). Pode ser vetor da Babesia canis (agente da
piroplasmose canina), Ehrlichia canis (erliquiose monocitica canina), Rickettsia rickettsii (febre
maculosa das montanhas rochosas) e Hepatozoon canis (hepatozoonose) (Bowman, 2013; Saari
et al., 2018; Nicholson et al., 2019).

Quanto a sua morfologia, a sua coloragéo € amarela, avermelhada ou acastanhada. Os
adultos medem de 3 a 12 mm, com palpos e hipostoma curtos e base do capitulo em forma
hexagonal. O primeiro par de coxas tem dois esporfes e as pernas tornam-se gradualmente mais
largas dos pares anteriores para os posteriores. O sulco anal é posterior e estende-se
medialmente. Os machos possuem escudos adanais e acessorios. As larvas de seis pernas sao
pequenas e castanhas claras, enquanto que as ninfas de oito pernas sdo avermelho-
acastanhadas. Possui olhos e festdes e 0 escudo ndo € ornamentado (Bowman, 2013; Taylor et
al., 2015; Nicholson et al., 2019).

Esta espécie tem um ciclo de trés hospedeiros, ocorrendo a reproducdo no hospedeiro.
Apés fertilizacdo, a fémea alimenta-se cerca de 14 dias, liberta-se do hospedeiro para depositar
4000-5000 ovos em locais abrigados, de onde eclodem as larvas passados 17-30 dias. As larvas
alimentam-se durante seis dias, libertam-se do hospedeiro e no solo realizam a muda para ninfas
em cerca de 5-23 dias. Por sua vez, as ninfas realizam refeicdes sanguineas durante 4-9 dias
apos o que ocorre no solo a muda para a forma adulta. Todo o ciclo pode ocorrer em apenas
dois meses, caso as condi¢cdes sejam favoraveis. Caso ndo se alimentem, possuem uma
longevidade no ambiente de, designadamente, as larvas até 34 dias, ninfas até 40 dias e os
adultos até 385 dias (Dantas-Torres et al., 2012; Bowman, 2013; Taylor et al., 2015).

A infestacao por ixodideos pode provocar anemia, dor e edema no local de hematofagia,

absorcéo de toxinas, infe¢Bes secundérias e miases (Bowman, 2013).

Recomenda-se o tratamento profilatico peridédico com acaricidas, principalmente na
medida em que reduz o risco de doengas secundarias associadas, e controla a sua prevaléncia.
Em Portugal, foi referido que a formulacdo ectoparasiticida mais utilizada € a combinacgéo de
imidaclopride a 10% e permetrina a 50%. No entanto, McCall et al. (2004) demonstraram que
ndo se verifica o suposto efeito sinérgico entre ambas as substancias, sendo a sua aplicagao
menos eficaz do que, por exemplo, a utilizagdo Unica de imidaclopride. Existem inUmeras
substancias acaridas no mercado e varios relatos das crescentes resisténcias verificadas. As
recomendacdes atuais focam-se, sobretudo, na sensibiliza¢éo dos tutores para a importancia da
aplicagcdo de medidas de controlo nos animais e no ambiente, respeitando as doses e tempos de

acao definidos para o ectoparasiticida utilizado, removendo imediatamente os ixodideos

13



presentes no animal e procedendo a eliminacéo cuidadosa dos mesmos (Coles & Dryden, 2014;
European Scientific Counsel Companion Animal Parasites, 2016; Pereira et al., 2016).

Il. Alergologia veterinaria

As afecbBes alérgicas em animais sdo econdémica e clinicamente significantes. As
manifesta¢gbes de hipersensibilidade tipo | em canideos sao urticaria, angioedema e anafilaxia,
consistindo a dermatite alérgica a picada da pulga e a dermatite atopica canina, as condicdes
alérgicas caninas mais prevalentes. Outras afecGes que se podem verificar nos canideos
alérgicos sdo a dermatite alérgica de origem alimentar, a dermatite por Malassezia e a dermatite
de contacto (Day & Schultz, 2011; Martins et al., 2016).

Nos préximos capitulos seréa realizada uma abordagem sumaria da dermatite atopica
canina, assim como dos acaros domésticos, geralmente envolvidos na patogenia desta afecéo,
dando especial enfoque as espécies utilizadas nos testes intradérmicos para a elaboracéo desta
dissertacdo. Serdo referidos os principios teéricos do diagnéstico alergolégico, que sera
complementado com informacédo adicionada no capitulo referente a imunologia. Por fim, sera
descrita a hipétese da higiene, salientando-se algumas interpretacGes correntes, como
importante base para compreender o rumo tedrico que tem guiado investigadores na construgao

do conhecimento em alergologia veterinéria.

1. Dermatite Atépica Canina

A dermatite atdpica canina (DAc) é uma das dermatoses mais frequentes em cées. E
uma patologia dermatolégica complexa, que consiste numa resposta inflamatéria, pruritica, que
se desenvolve na sequéncia de uma predisposi¢@o genética para reagdes alérgicas a alergénios
ambientais, sendo mediada por imunoglobulina E (IgE) (DeBoer, 2013; Bizikova et al., 2015;
Favrot, 2015; Matrtins, 2018).

Paralelamente, existe outra condi¢do dermatoldgica que apresenta sintomatologia clinica
sobreponivel a DAc, diferindo desta por ndo ser possivel documentar a resposta imunomediada
por IgE, nem por métodos soroldgicos, nem por testes intradérmicos, pelo que foi denominada
de dermatite do tipo atépico ou Atopic-like Dermatitis (AID) (DeBoer, 2013).

Nao existem sinais patognomoénicos de DAc e a diversidade de apresenta¢des clinicas

impossibilitam o diagndstico completo. Recorrendo & anamnese e exame do estado geral, podem

Figura 1 — Mapa da distribuicdo mais comum das lesdes
e prurido associado a dermatite atOpica canina
(adaptado de Hensel et al., 2015).
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verificar-se lesbes com apresentacéo localizada ou generalizada, agudas ou croénicas, e
possivelmente a ocorréncia de infegbes secundarias. Na Fig. 1 esta evidenciada a distribuicao
mais comum das lesdes de DAc, ocorrendo tipicamente nos membros, a nivel perioral, periocular,
abdominal ventral, regido axilar e face interna dos pavilhdes auriculares. Nestes locais podem
ocorrer os sinais clinicos mais consistentes desta afecdo, como eritema, verificando-se, por
vezes, erupc¢des eritematosas maculares ou papulares, alopécia, excoriacdes, hiperpigmentacao
e liquenificacéo (Bizikova et al., 2015; Favrot, 2015; Hensel et al., 2015).

Para dirigir a interpretacdo de achados dermatolégicos coincidentes com a distribuicao
das lesbes inflamatérias e pruriticas representadas na Fig. 1, no sentido do diagnostico de DAc,
devem ser utilizados os critérios de Favrot (2000), cujo grau de observacao determina diferentes
niveis de sensibilidade e especificidade (Hensel et al., 2015), conforme identificado na tabela 1:

Tabela 1 — Os dois conjuntos de critérios de Favrot para o diagnostico de dermatite atopica canina (adaptado
de Favrot, 2010, referido por Hensel et al., 2015).

Critérios para o diagndéstico de CAD Utilizacao Fiabilidade

Conjunto de critérios I:

1. Inicio dos sinais antes dos 3 anos de idade

2. Predominantemente indoor

3. Prurido responsivo a corticosteroides Estudos clinicos, e 5 critérios:

4. Infegdes flingicas crénicas ou recorrentes farmacoldgicos e Sensibilidade 85.4%
5. Membros anteriores afetados epidemiolégicos. Especificidade 79.1%
6. Afecao das faces internas dos pavilhdes e 6 critérios:
auriculares Sensibilidade 58.2%
7. Margens dos pavilhdes auriculares nao Especificidade 88.5%
afetadas

8. Regido dorsolombar ndo afetada
Conjunto de critérios Il
1. Inicio dos sinais antes dos 3 anos de idade

i _ Diagnostico provavel
2. Predominantemente indoor

. . . de CAD; utilizar e 5 critérios:
3. Prurido alesional inicial i o
. métodos Sensibilidade 77.2%
4. Membros anteriores afetados ] o o
. . _ diagnosticos Especificidade 83%
5. Afecdo das faces internas dos pavilhdes
: complementares e e G critérios:
auriculares o . L
_ . _ excluir diagnosticos Sensibilidade 42%
6. Margens dos pavilh6es auriculares ndo ) o -
diferenciais. Especificidade 93.7%

afetadas
7. Regido dorsolombar ndo afetada
A lista de diagnoésticos diferenciais para esta condi¢édo é extensa, pelo que devem ser
excluidas outras provaveis doencas pruriticas, através da realizacdo de exames dermatologicos
complementares, tais como, entre outros, otoscopia, citologias dermatoldgicas de aposicao ou
por raspagem, tricogramas e provas culturais, que permitem confirmar ou descartar outras
etiologias ou a ocorréncia de infe¢des secundarias, como por exemplo, por Staphylococcus sp.,
Malassezia sp. ou ectoparasitoses, como infestacdo por pulgas, sarna sarcoptica, demodicose,

otocariose, pediculose, trombiculose, assim como outras condi¢Bes alérgicas, tais como

15



N

dermatite alérgica a picada de pulga, hipersensibilidade a picada de insetos, dermatite de
contato, hipersensibilidade alimentar e neoplasias como o linfoma cutaneo (Martins et al., 2008;
Hensel et al., 2015; Martins et al., 2016; Martins, 2018).

Em suma, o diagndstico de DAc pressupde a exclusao de dermatites por ectoparasitas,
a presenca de mais de quatro critérios de Favrot, a exclusdo de outros possiveis componentes
alérgicos, designadamente de origem alimentar, e avaliacdo de possiveis complicacdes
microbianas, seguido da realizagdo de testes alergénicos, que permitem o diagndstico definitivo
e que serdo seguidamente abordados com maior detalhe. Aqueles, permitem identificar as fontes
alergénicas a que o individuo se encontra sensibilizado e possiveis desencadeadores da
patologia (Martins et al., 2008; Favrot, 2015).

A melhor profilaxia consiste na evic¢do do contacto com as espécies a que o animal é
alérgico. No entanto, por ser frequentemente muito dificil e, tendo em conta que a extenséo das
lesbes aquando do diagnostico implica medidas terapéuticas visando a normalizacédo imunitaria,
a remissao sintomatoldgica e a reconstituicdo da barreira cutanea, o tratamento de DAc requer

terapéutica médica mista — dermatologica e imunolégica (Martins, 2018).

Se, no passado, a terapéutica para esta condicao consistia sobretudo na administracédo
de glucocorticoides, orais ou injetaveis, cuja utilizacdo pode promover inUmeros efeitos
secundérios e sindrome de resisténcia aos glucocorticoides, com o surgimento da imunoterapia
tornou-se possivel reduzir a sua utilizacdo. No que respeita as apresentacfes farmacoldgicas
gue permitiram a reducéo do uso de glucocorticoides sistémicos, destacam-se: i) a ciclosporina,
um dos primeiros imunomoduladores, inibidor da calcineurina; ii) o aceponato de hidrocortisona,
um glucocorticoide de acdo tépica; iii) o oclacitinib, um inibidor da Janus kinase, enzima
responsavel pela ativacdo da via de transducéo do sinal indutor do prurido nas células nervosas
sensoriais, e iv) o lokivetmab, o primeiro anticorpo monoclonal caninizado, anti-interleucina (IL)-
31 (Olivry & Banovic, 2019).

Visando a remissdo da sintomatologia na fase reativa, em que a sintomatologia se deve
a uma complexa resposta inflamatéria desencadeada pelo contacto com os alergénios, o animal
beneficia de tratamento médico de efeito rapido e sistemicamente abrangente, sendo indicado o
uso de glucocorticoides de curta agéo, por via oral. Quando a inflamacéo cutanea diminui, pode
substituir-se o glucocorticoide pela administracdo de oclacitinib, como inibidor da resposta
pruriginosa. Em todo o caso, apés a identificacdo das espécies alergénicas implicadas na DAc,
€ vivamente aconselhado o recurso a imunoterapia alergénio-especifica (ASIT), uma terapia que,
ao recondicionar a resposta imunitaria, visa alterar o padrdo de resposta imunitéria, de forma
curativa. Nesta fase de indug&o da mudanga no padréo imunolégico, o recurso a glucocorticoides
de acdo topica nos locais afetados e ao lokivetmab constitui uma opc¢éo frequente e muito

vantajosa (Olivry & Banovic, 2019).
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2. Acaros domésticos

Reino Animalia
Filo Arthropoda
Classe Arachnida
Subclasse Acari
Ordem Sarcoptiformes
Familias Acaridae, Glycyphagidae e Pyroglyphidae

Os alergénios envolvidos na dermatite atépica canina (DAc), e causa frequente de
reacOes alérgicas, sdo sobretudo de origem ambiental, sendo os mais significativos os acaros
do po e de armazenamento. Estao identificadas mais de 250 espécies de acaros responsaveis
por problemas de salide em humanos e animais. As respostas alérgicas a acaros podem ocorrer
por contacto direto com a pele, inalacao, ou por ingestédo. No entanto, as propriedades intrinsecas
ou extrinsecas que tornam uma proteina alergénica permanecem desconhecidas, supondo-se
gue algumas atividades enzimaticas possam ser a base da capacidade, ainda ndo documentada,
para induzir uma resposta alérgica (Martins et al., 2008; Brazis, 2011; Moya et al., 2016; Mullen
& OConnor, 2019).

O corpo dos acaros estd dividido em gnatossoma, com pedipalpos e queliceras, e
idiossoma, a porcao remanescente que suporta as pernas e olhos (se presentes). Os pedipalpos
segmentados sdo apéndices sensitivos. Os 4caros adultos possuem quatro pares de pernas
enquanto as ninfas tém apenas trés pares. Os sistemas respiratorios incluem ductos tragueais
para permitir as trocas gasosas ao longo do corpo, sendo que a presenca de espiraculos e a sua
localizacé@o fornecem pistas taxondémicas para a sua identificagcdo. A morfologia de alguns dos

acaros aqui referidos pode ser observada nas Fig. 2, 3 e 4 (Mullen & OConnor, 2019).

Em Portugal varios autores referiram a ocorréncia de acaros do p6 e de armazenamento
nas cidades de Coimbra, Lisboa, Funchal, Leiria, Santarém e Setubal, nomeadamente,
Dermatophagoides pteronyssinus, prevalentes em todas aquelas cidades, e, em Lisboa, foram
identificadas adicionalmente as espécies Euroglyphus maynei, Acarus siro, Tyrophagus
putrescentiae e Lepidoglyphus destructor (Pinhdo & Gracio, 1978; Loureiro et al., 1990; Gracio
& Quinta, 2000; referidos por Colloff, 2009).

A nova nomenclatura de acaros domeésticos foi proposta para substituir acaros do pé e
de armazenamento, no The Third International Workshop on indoor allergens and asthma. Os
alergénios dos &caros domésticos, ou do pé e de armazenamento, sdo divididos em grupos
relacionaveis e identificados pelas primeiras trés letras do género e primeira letra da espécie.
Der p 1 e Der f 1 correspondem ao grupo 1 de alergénios de Dermatophagoides pteronyssinus e
D. farinae, respetivamente. Ja foram identificados mais de 18 diferentes alergénios de

Dermatophagoides sp. Para além destas divisdes, existem grupos alergénicos denominados
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major e minor, conforme reconhecidos sorologicamente por mais ou menos de 50% dos
pacientes atopicos. Para os humanos, os grupos 1 e 2 sao considerados os alergénios major
mais importantes, enquanto que para canideos, 0s grupos major sdo 15 e 18, alergénios de
elevados pesos moleculares, que como a maioria dos alergénios major em canideos,

apresentam pesos moleculares > 80 kDa (Nuttall et al., 2008).

Quando se testa um determinado extrato alergénico desconhecem-se quais 0s grupos
presentes na solucdo comercial, exceto se especificamente purificados e quantificados, sendo
gue essa informacao pode ser obtida através da técnica eletroforese em gel de poliacrilamida
presenca de dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE), que identifica as bandas correspondentes
pelos diferentes pesos moleculares, permitindo a sua distingdo (Nuttall et al., 2008; Moya et al.,
2016).

2.1 Dermatophagoides pteronyssinus

O Dermatophagoides pteronyssinus, pertence a familia Pyroglyphidae, é o acaro do pé
causador de alergia em humanos, mais prevalente, e cresce no habitat doméstico,
preferencialmente a temperaturas de aproximadamente 25° e humidade relativa acima de 60%.
Encontra-se abundantemente no p6 doméstico, particularmente a superficie de colchdes, tapetes
e sofés, produzindo os mais potentes alergénios presentes no pé doméstico. O D. pteronyssinus
consome células descamativas de humanos, ao contrdrio do D. farinae, que consome
principalmente bactérias e fungos, verificando-se em estudos de prevaléncia, que o alergénio
Der p 1 tem maior prevaléncia no habitat doméstico, tanto de cées atdpicos como de saudaveis,
guando comparado com o alergénio Der f 1 (Moya et al., 2016; Assuncao et al., 2017; Mullen &
OConnor, 2019).

Geralmente, os cées apresentam reatividade cutanea baixa aos testes intradérmicos
realizados a D. pteronyssinus, ao contrario do que ocorre nos humanos. No entanto, embora nédo
seja um alergénio frequentemente reconhecido por canideos, é possivel que na patogenia canina
de DAc, ocorra influéncia do grupo Der p 1, minor no desenvolvimento da sensibilizacéo e

promocéao de resposta imunitaria a outros alergénios (Nuttall et al., 2008; Moya et al., 2016).

No que respeita as particularidades de cada grupo alergénico minor salientam-se: i) Der
p 1, com 222 aminoacidos, € uma protease cisteinica de pequeno peso molecular,
nomeadamente, 25 kDa, € sensivel ao calor, pH e reducéo, mas estavel no ambiente doméstico,
com semivida de 10 anos; ii) Der p 2, com 129 aminoacidos, sendo um polipeptideo de 14 kDa,
estavel ao calor e pH mas susceptivel a reducéo; iii) Der p 3, 6 e 9, proteases serinicas, com
capacidade enzimética in vitro para autoclivagem apresentando bandas de 17-30 kDa; iv) Der p
4, com atividade semelhante & a-amilase; v) Der p 5, um polipéptido de 113 aminoécidos, cuja
atividade biolégica é desconhecida; vi) Der p 11, uma proteina com 113 aminoacidos, de 103
kDa, homologa da paramiosina, que permite a degradacdo de varios produtos; ainda que o Der
p 11 seja considerado como major em medicina humana, e tendo em conta o seu elevado peso
molecular, ndo foram encontrados estudos que o considerem um alergénio major em canideos
(Nuttall et al., 2008).
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Os alergénicos major Der p 15 e 18 sao proteinas do tipo das quitinases, pertencentes a
um grupo enzimaticamente inativo, relacionado com a digestéo de nutrientes pelos acaros e que
induzem desgranulacdo mediada por IgE, nos individuos sensibilizados e alérgicos. Parecem
nao ocorrer reacdes cruzadas entre Der p 18 e outros alergénios do tipo das quitinases. O Der p
15 possui uma arquitetura semelhante ao Der p 18, mas uma homologia de apenas 27% (Resch
et al., 2016).

2.2 Dermatophagoides farinae
Esta espécie tem preferéncia por ambientes mais secos do que D. pteronyssinus, sendo
designada o acaro do p6 doméstico americano. Encontra-se frequentemente nos alimentos
secos para animais, carpetes e chdo seco, onde consome principalmente bactérias e fungos
(Mullen & OConnor, 2019).

Os alergénicos conhecidos sao Der f 1-4, 6-8, 10, 11, 13-18, 20-22 e 24-33. No que
respeita a atividade biolégica e suas carateristicas, salienta-se que: i) o Der f 1 € uma proteinase

cisteinica de 223 aminoécidos e baixo peso molecular (20-30 kDa); ii) o Der f 2 é constituido por

/ / polipeptideos de <20kDa e 129 aminoacidos; iii) outros alergénios
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/ ﬂ gue também apresentam baixos pesos moleculares sdo os Der f 3,
5, 6 e 7; iv) por outro lado, com pesos moleculares superiores,
encontramos o Der f 4 (56-60 kDa), o Der f 10 (60-65 kDa) e,
destacando-se por participar na degracdo enzimatica de varios
produtos, o Der f 11 (92-98 kDa), o Der f 16 (55 kDa), uma gelosina
acida com 480 aminoacidos, que pertence a um grupo de proteinas

reguladoras de actina do citoesqueleto e o Der f 17 (53 kDa).

Os grupos major para 0 cao sao enzimas digestivas,

Figura 2 — Vista ventral de designadas quitinases — Der f 15 (97-109 kDa) e Der f 18 (60 kDa),
fémea de Dermatophagoides
farinae (adaptado de Mullen
& OConnor, 2019). digestiva importante para o &caro, enquanto 0s grupos minor

estdo presentes no sistema digestivo dos &caros, com funcéo

descritos se encontram nas fezes produzidas pelos &caros. Os
alergénios Der f 15 e 18 foram os primeiros alergénios major descritos para os canideos, tendo
sido documentadas taxas de reconhecimento de IgE especificas (sIgE) na ordem dos 95% e 57-
77% respetivamente (McCall et al., 2001; Nuttall et al., 2008; Cunha et al., 2012; Moya et al.,
2016; Mueller et al., 2016; Resch et al., 2016; Olivry et al., 2017).

Ocorrem multiplas isoformas que podem estar associadas a polimorfismo espontaneo da
sequéncia alergénica de amino&cidos e/ou a glicolisagdo variavel e estes polimorfismos parecem

influenciar a sua imunogenicidade no individuo (Thomas et al., 2004; Nuttall et al., 2008).
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Em suma, cdes atOpicos sensibilizados a D. farinae demonstram maior reatividade a
grupos alergénicos de elevado peso molecular e, entre os anteriomente referidos, inclui-se o
recentemente identificado Zen-1 (Olivry et al., 2017).

2.3 Acarus siro
O Acarus siro é o mais importante acaro de
armazenamento, um cosmopolita encontrado em cereais

processados, onde causa degradacdo consoante o teor de

matéria seca. Com dimensd@es que variam entre os 350-650
pm, reproduz-se a temperaturas de 24-32° C e a humidades Figura 3 — Fémea de Acarus siro
relativas superiores a 60%. Pertence a familia Acaridae, (Z%dlz;?ado de Mullen & ©Connor,
subfamilia Acarinae, tal como o Tyrophagus sp. E predador

de vida livre que se pode alimentar de outros acaros, fungos ou pequenos artropodes em
produtos armazenados. Os &caros de armazenamento infestam cereais, produtos lacteos
desidratados, frutos secos, camas de animais, entre outros. Em humanos, pode provocar
acariose pulmonar, sob certas condicdes de exposicdo, ja tendo sido identificado no exsudado

brénquico (tal como D. farinae e D. pteronyssinus) (Mullen & OConnor, 2019).

2.4 Lepidoglyphus destructor
O Lepidoglyphus destructor é um acaro de armazenamento, comummente encontrado
no pé doméstico, pertencente a familia Glycyphagidae. Conhecem-se alergénios Lep d dos
grupos 2, 5, 7, 10 e 13 (Thomas et al., 2004; Nuttall et al., 2008; Mullen & OConnor, 2019).

2.5 Tyrophagus putrescentiae

Este é um &caro de armazenamento comum e cosmopolita, da familia Acaridae, que
contamina alimentos com elevados teores de proteina e gordura, alimentando-se de fungos e
sendo, por isso conhecido como o &caro do bolor. Pode completar o seu ciclo de vida em duas
semanas, sob condi¢gBes 6timas. A sensibilizacdo a este acaro esta relacionada com lesdes
alérgicas peribucais (Nuttall et al., 2008; Mullen & OConnor, 2019).

2.6 Euroglyphus maynei
Este acaro do pd, cosmopolita, pertence a mesma familia
taxonémica Pyroglyphydae do género Dermatophagoides spp., mas
a uma subfamilia diferente, a Pyroglyphynae. Os seus requerimentos
de habitat consistem em teores de humidade elevados, encontrando-
se preferencialmente em colchGes e roupa de cama (Mullen &
OConnor, 2019).

Sao conhecidos os grupos (Eur m) 1, 2, 3, 4 e 14, com

homologia de até 90% a Dermatophagoides spp., constatando-se no  Figura 4 — Vista ventral de
fémea Euroglyphus maynei
(adaptado de Mullen &

et al., 2004; Nuttall et al., 2008). OConnor, 2019).

entanto, baixa ocorréncia de reac¢des cruzadas antigénicas (Thomas
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3. Diagnostico alergologico

Os meios complementares gold standard para o diagnéstico dos alergénios envolvidos
na patologia de DAc sdo os testes intradérmicos (TID) que avaliam a reatividade dermatoldgica
do individuo por exposicéo seletiva ao alergénio, e a quantificagcao sorolégica de IgE especificas
de alergénio, como sendo pelo teste imunoenzimatico ELISA ou por teste radioallergosorbent
(RAST). Qualquer um destes testes, conjuntamente com a presenca dos critérios minimos de
Favrot, discutidos anteriormente, permitem o diagnoéstico definitivo de DAc, e adicionalmente,
permitem identificar quais os alergénios envolvidos na patogenia, designadamente, o
espectrotipo, possibilitando formular uma ASIT adequada ao individuo (Martins et al., 2008;
Hammerberg, 2013; Hensel et al., 2015).

Os testes cutaneos sdo um método de pesquisa de slIgE in vivo. Existem duas variantes
gue detetam reacdes de hipersensibilidade mediada por IgE, nomeadamente, o TID e o teste
cutaneo por picada (SPT), sendo este Ultimo mais utilizado em medicina humana (Martins et al.,
2008).

Os testes in vitro, permitem quantificac6es precisas. A quantificacdo soroldgica de IgE
total (IgEt) ndo é um procedimento diagnéstico habitual em medicina veterinaria, por apresentar
variabilidade substancial de correlacédo questionavel com a apresentacao clinica. No entanto, o
racio sIgE/IgEt € relevante, podendo apresentar um valor preditivo para o prognéstico terapéutico
(Day, 2013; Hammerberg, 2013; Matrtins et al., 2016).

Por outro lado, as afecdes alérgicas evoluem frequentemente para infecées secundarias
bacterianas, as quais a terapéutica requer a utilizacdo de antimicrobianos, contribuindo para o
aumento na ocorréncia de estirpes resistentes, o0 que se afigura como uma importante
problematica de saude publica, no contexto de One Health, sendo que o maneio terapéutico deve
ser idealmente especifico de alergénio, de modo a ndo prejudicar a resposta imunitaria aos
desafios infeciosos. Para que tal aconteca, € essencial a realizac@o do diagnéstico alergénico
definitivo, aferindo o agente etiolégico (Day, 2013; Martins, 2018).

Futuramente, esperam-se desenvolvimentos no que respeita a métodos
complementares de diagnéstico, demonstrando-se promissores os doseamentos da proteina
eosinofilica catiénica, teste de ativacdo de basdfilos, teste de libertacdo de histamina e teste de
transformacéo linfoblastica. A imunofenotipagem surge-nos igualmente como um conceito
interessante, baseado no paradigma da polarizagdo resposta imunitaria Th1/Th2, que permitira
a utilizacdo de mediadores biologicos ativos para a manipulacdo terapéutica do sistema

imunitéria (Martins et al., 2016).

Voltaremos a abordar a temética dos testes alergolégicos no capitulo relativo a

imunologia.
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4. Hipotese da Higiene

Em 1989, um epidemiologista britanico, David Strachan, verificou um aumento na
prevaléncia de rinite alérgica, asma e eczema em criangas e efetuou uma andlise estatistica
desse aumento, em fungéo de 16 variaveis ambientais e socioeconémicas. Os resultados que
obteve suportaram a ideia de que, na infancia, fase de maturacdo do sistema imunitario, as
infecdes transmitidas por irmaos mais velhos, potenciadas por condigfes sanitarias inferiores,
tinham um efeito protetor contra o desenvolvimento de doencas alérgicas. Nas trés décadas
prévias a publicacdo do estudo de Strachan, a diminui¢cdo no tamanho da familia, o0 aumento das
condicdes gerais domésticas e os crescentes padrdes higiénicos, pareciam ter contribuido para
uma crescente expressao clinica de patologias atopicas. A medida que a prevaléncia de doencas
infeciosas diminuia, fruto da intervencao profilatica, terapéutica médica e melhores condicdes
sanitarias, especulou-se que a reducdo na prevaléncia infeciosa poderia prejudicar os sistemas
imunitarios, justificando-se, desse modo, o aumento exponencial na prevaléncia de patologias
alérgicas e autoimunes, verificada sobretudo nos paises desenvolvidos. Surgia, assim, a
designada “hip6tese da higiene” (Strachan, 1989; Scudellari, 2017).

Mais recentemente, esta teoria continua em discusséo, com algumas adaptacfes. Varios
autores referem que as interaces do individuo, de cariz genética, com o ambiente, podem
contribuir para o desenvolvimento de rea¢cdes imunes lesivas, como a autoimunidade e a alergia,
e estudos epidemiolégicos apontam para a crescente prevaléncia de processos alérgicos nos
paises industrializados em detrimento dos paises em desenvolvimento. Paralelamente, ocorreu
a necessidade de redefinir a hipétese da higiene, apés o desenvolvimento do conhecimento
imunolégico, porque se compreende que a exposicdo precoce ao microbioma e a algumas
espécies de parasitas, educa o sistema imunitario imaturo a reagir apropriadamente a estimulos,
sendo, portanto, benéfica. Porém, a diminuicdo nos padrfes de higiene consiste numa medida
nefasta ao individuo, uma vez que potencia a infegcdo por agentes patogénicos (Maizels, 2009;
McSorley & Maizels, 2012; Bloomfield et al., 2016; Scudellari, 2017; Langgartner et al., 2019).

Em 2003, a hipotese da higiene seria aperfeicoada pela “hipotese dos velhos amigos”, a
qual afirmava que a reduzida exposicdo aos agentes imunorreguladores, que ocorre na
sociedade moderna atual, aumenta a atividade imunolégica e inflamatéria, culminando no
desenvolvimento de diversas patologias, com o surgimento de patologias alérgicas,
autoimunidade e, inclusive, perturbagbes emocionais e diminui¢cdo na resiliéncia face ao stress.
A reducgdo na exposicado rotineira a parasitas, nos paises socioeconomicamente avan¢ados, €
tida como um risco acrescido para o aumento de doengas imunomediadas e embora seja aceite
gue existe uma correlacdo negativa entre infecdo por helmintes e patologia alérgica, algumas
espécies de parasitas podem ter um efeito benéfico no controlo de inflamagfes consideradas
aberrantes, enquanto outras espécies podem exacerbar a sintomatologia alérgica (Smits et al.,
2010; Elliott & Weinstock, 2012; Cruz et al., 2017; Langgartner et al., 2019).

Existe outra adaptacado da hipétese da higiene, denominada “hipétese das mudancas”,

qgue defende que o aumento na prevaléncia de patologias alérgicas se devera a reacdes
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cruzadas. A principal carateristica do estilo de vida moderno é a mudanga, existindo um aumento
na diversidade de alergénios “novos”, 0 que possibilita uma maior ocorréncia de reacdes
cruzadas com os alergénios “velhos” (polen, epitélio de animais, fungos, acaros). Portanto, pode
haver uma associacdo entre infestac6es por helmintes nas sociedades tradicionais e baixa
prevaléncia de patologia atépica, uma vez que os parasitas podem representar um indicador de
“estabilidade no estilo de vida”, isto é, pouca mudanca. Nesta teoria defende-se que o sistema
imunitario ndo é insuficientemente estimulado, como defendido pela hipotese da higiene, é
estimulado de forma diferente. E, tendo em conta que ndo existe IgE n&o especifica, apenas IgE
relativamente a qual ndo conhecemos a especificidade, pois 0 sistema imunitario desenvolve
uma “imagem” do seu ambiente e a IgE classificada como nao especifica, possivelmente sera
um somatorio de toda a diversidade de sIgE. Assim, existindo em quantidades abaixo do limite
detetavel (=0,1 kU/L), quanto maior a diversidade de IgE, maior ser4 a possibilidade de
ocorréncia de reagfes cruzadas, com o consequente aumento da populacdo de mastocitos
sensibilizados. Nesta perspetiva, quando os helmintes induzem um aumento na IgEt, a ligacdo
da slgE a mastécitos e basofilos é reduzida. Perspetivando, de forma exemplificativa, ir-se-a fixar
uma IgE anti-helminte, ocupando o ligando celular onde, na auséncia dessa resposta IgE
especifica para parasita, a ligacdo poderia ocorrer, por exemplo, a uma IgE anti-acaro,
diminuindo a oportunidade de reacéo de libertacdo de histamina (e de outros mediadores pro-
inflamatérios) aquando da prevaléncia de alergénios ambientais, aos quais o individuo se
encontra sensibilizado, estabilizando a atividade especifica alergénica e até reduzindo-a
(Herbert, 2017).

Muitos autores tentaram aprimorar a hipétese da higiene, adicionando elementos com
fundamento nos avangos no conhecimento imunoldgico. A teoria dos velhos amigos adicionou
novos agentes como exercendo uma clara influéncia no desenvolvimento imunitario. A teoria da
higiene também evoluiu, numa vertente, considerando a importancia do condicionamento do
sistema imunitario em tenra idade, imprimido pelo ambiente, e passando a considerar que as
infecdes por parasitas e bactérias comensais auxiliam na maturacdo imunitaria, minimizando
disfuncdes do sistema imunoldgico. Noutra vertente, inclui-se a ideia de ser possivel “recalibrar”

o sistema imunitario maduro pela exposicao a agentes infeciosos (Maizels, 2019).

lIl.  Imunologia Veterinaria

1. Principios gerais
Visando melhorar a eficiéncia diagnéstica de processos alérgicos, e para que o médico
veterindrio alergologista possua um conjunto de instrumentos que Ihe permitam uma maior
acuidade diagnostica, com terapéuticas mais eficientes, é necessario aprofundar o conhecimento
a nivel dos mecanismos imunolégicos moleculares envolvidos (Martins et al., 2016). Neste
capitulo iremos abordar aspetos fundamentais de imunologia veterinéria, tendo em consideragdo

a natureza do trabalho realizado para a elaboracéo desta dissertacéo.
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A pele é a primeira linha de defesa do organismo, uma ferramenta importante do sistema
imunitério inato. Associada as miltiplas caracteristicas que tornam a pele numa barreira de
defesa inata, esta participa no sistema imunitério adaptativo, através das células dendriticas
(DC), apresentadores de antigénio a células T helper (Th). Se um antigénio atravessa a barreira
cutanea, como quando um ixodideo se alimenta no hospedeiro, as DC capturam o antigénio,
processando-o para apresentacado as Th, e as alteracdes na homeostase sdo comunicadas aos
nudcitos, essenciais para o desencadear de uma resposta imunitaria rapida e eficiente. Para
além destas, os queratindcitos expressam moléculas da classe Il do complexo maior de
histocompatibilidade (MHC II), exercem funcéo de células apresentadoras de antigénio e, em

circunstancias de leséo epitelial ou inflamagéo, induzem sinalizagdo especifica (Tizard, 2012).

7

O sistema imunitario inato é constituido por um conjunto de células leucocitarias,
heteroproteinas séricas e intracelulares. Ao ser detetada uma ameaca ocorre sinalizagéo, de
modo a mobilizar macrofagos e granulécitos, os quais libertam proteinas antimicrobianas e
metabolitos reativos, e, mobilizando células dendriticas, via nuécitos que ativam o sistema
imunitario adaptativo, o processo culmina na proliferacdo de células T e B, reconhecedoras do

antigénio especifico (Maizels, 2009).
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Figura 5 — Vias mediadoras na resposta inflamatoria alérgica (adaptado de Akdis et al., 2016).

24



Na pele, importante barreira fisico-quimica e imunoldgica, existem diferentes tipos de
células. As células apresentadoras de antigénio (APC), geralmente DC, expressando recetores
de reconhecimento padréo (PRRs) ou recetores toll-like (TLR) que, quando detetam padrbes
moleculares associados a patogénios (PAMP), clivam as moléculas e formam complexos de
histocompatibilidade, visando sinalizar os linfécitos. Quando as APC expressam MHC |, o
sistema imune adaptativo promove a resposta de linfocitos T citotoxicos, expressando de cluster
de diferenciagdo 4 (TCD8"), indutores da apoptose. Mas, por outro lado, se é apresentado o MHC
II, proliferam as células B, diferenciam-se os linfécitos auxiliares expressando o cluster de
diferenciacdo 4 (TCD4") em Thl, Th2, Th9, Thl7, Th22, ou linfocitos T reguladores (Treg),
designando-se este processo por polarizacdo, esquematizado na Fig. 5, sendo que cada subtipo
T promove o desenvolvimento de diferentes respostas inflamatérias (Huang, 2014; Akdis et al.,
2016).

Relativamente a barreira mucosa intestinal, importante barreira no que respeita a
proliferacdo de parasitas gastrointestinais, possui uma camada mucosa secretora e o epitélio
intestinal, que promove a retencdo luminal do conteldo antigénico, enddégeno e exdgeno,
desencadeador de resposta gastrointestinal pro-inflamatéria, na qual participa a resposta
imunitaria inata e adaptativa (Cotton et al., 2015).

2. Imunoloalergologia

Imunologicamente classificam-se os mecanismos de hipersensibilidade nos tipos I, I, 1lI
ou IV, e doencas autoimunes. No que respeita a hipersensibilidade de tipo |, designada imediata
por demorar cerca de 15 minutos a verificar-se, geralmente apds a reexposicao ao alergénio no
individuo sensibilizado, pressupfe uma fase de sensibilizacdo e uma segunda fase de resposta
(como se discutira em detalhe nos subcapitulos 2.1 e 2.2). Esta resposta ocorre na superficie
cutinea e mucosas, envolve a sinalizagdo Th2, promoc¢éo de resposta imunitaria humoral, com
producdo de slgE, cross-linking e desgranulacdo com libertacéo de mediadores biologicos ativos,
podendo resultar em patologias de natureza atdpica, as quais, ha espécie humana costumam
manifestar-se de trés formas clinicas distintas, nomeadamente rinoconjuntivite alérgica, asma

alérgica e dermatite atépica (Day & Schultz, 2011; Herbert, 2017).

A hipersensibilidade tipo II, uma resposta de citotoxicidade mediada por anticorpos, visa
a destruicdo de células-alvo, sensibilizadas através de antigénios de superficie. Ocorre producéo
de 1gG ou IgM e uma reacdo citotoxica associada, sendo o exemplo classico a reagédo a
transfusdo sanguinea incompativel, em que aloanticorpos incompativeis, especificos contra
estruturas de grupo distinto, consideradas antigénicas, desencadeiam uma reacdo hemolitica
aguda ou crénica. A hipersensibilidade de tipo Il resulta da formacéo e deposicéo de complexos
imunes, através da ativagdo do complemento, como ocorre na leishmaniose. A hipersensibilidade
de tipo IV é mediada por células, ao contrario das anteriores, mediadas por anticorpos, sendo
conhecida por hipersensibilidade tardia. Ocorrendo reexposi¢cao a molécula desencadeadora, as
células Th1l libertam o factor inductor de interferdo-gama (IFN-y) e outras citocinas localmente,

resultando na neoformac¢é@o de vénulas, estimulagdo de adesinas vasculares, quimiotaxia Th,
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macrofagos e granulécitos, sendo exemplos deste tipo de hipersensibilidade a alergia de
contacto e o teste da tuberculina (Day & Schultz, 2011).

A doenca alérgica é uma manifestacdo patolégica de hipersensibilidade, quando ocorre
uma sensibilizacdo imunolégica a um antigénio, geralmente in6cuo, ou quando ocorre uma
resposta imunitaria excessiva a reexposicdo antigénica. A base para a ocorréncia deste
acontecimento é multifactorial, envolvendo uma predisposicdo genética. Quanto a este factor,
ainda que a base molecular ndo esteja totalmente definida, aponta-se para alteragcdes genéticas
que se refletem em polimorfismos MHC e moléculas associadas a Th2. Outros factores
associados, na base destas patologias, sdo a disfuncdo da barreira cutanea, facilitando a
penetracdo em profundidade dos alergénios e agentes patogénicos em geral, aumentando o
risco de sensibilizacdo e podendo desencadear a doenga. Salienta-se, ainda, que patologias
concomitantes podem interferir na polarizacéo de linfécitos T (Day & Schultz, 2011; Marsella et
al., 2011; Chermprapai et al., 2018; Martins, 2018).

2.1 Sensibilizacdo
A sensibilizacdo imunologica de um individuo ocorre por exposicdo repetida a um
determinado alergénio, o que pode resultar numa reacao de hipersensibilidade, base da doenca
alérgica, que apenas se expressa clinicamente caso ocorra a conjugacao perfeita entre fatores
genéticos, influéncias ambientais e desregulacdo imunoldgica. Concorrem todos estes fatores
para condicionar a acdo das células Treg, cuja atividade proporciona protecéo contra a resposta
exacerbada que caracteriza a patologia alérgica (Smits et al., 2010; Day, 2013).

Os mecanismos de sensibilizacdo do individuo por determinado alergénio ocorre apds o
contato intradérmico do alergénio com PRRs ou com TLR da célula de Langerhans, que sinaliza
a nudcitos, promotores, por a¢éo da IL-13 na migracdo das DC para o sistema linfatico, onde vao
apresentar os péptidos alergénicos, através de MHC Il, a uma célula TCD4*. Ocorre, entédo, a
diferenciacdo TCD4" em linfocito Th2 (Day, 2013; Abbas et al., 2014; Lloyd & Snelgrove, 2018).

Na sequéncia das IL-4 e IL-13 produzidas pelos nudcitos e células Th2, a célula B
alergénio-especifica ativa-se em plasmécito, sintetizador de IgE ou IgG especificas. As
imunoglobulinas em circulagdo ligam-se a recetores de alta afinidade (FCERI) na superficie de
eosindfilos, basofilos, mastocitos e macrofagos tecidulares, tornando-se o individuo
sensibilizado, ou seja, apto a desenvolver uma resposta de hipersensibilidade ou de
imunotolerancia, aquando do contato subsequente com os antigénios sensibilizantes (Day, 2013;
Abbas et al., 2014; Akdis et al., 2016).

Apos a sensibilizagdo, no individuo clinicamente normal pode ocorrer imunotolerancia,
devida a atuacao inibitéria das Treg, produtoras de IL-10. Porém, no individuo alérgico, cuja
populacdo de Treg se apresenta condicionada, ocorre a ativagao inapropriada de células TCD4"

promovendo a resposta alérgica, via diferenciacdo Th2 (Day, 2013).
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2.2 Resposta de hipersensibilidade do tipo | e polarizagao de célula T

Apo6s a sensibilizagcdo, em contactos subsequentes com o alergénio, os leucdcitos estéo
revestidos de slgE, fixados aos FCERI. Quando ocorre a ligacdo do epitopo do alergénio as IgE,
inicia-se 0 movimento fisico do FcERI, procurando uma segunda ligacao FcERI-alergénio ou
FcERIl-alergénio (de baixa afinidade), para que ocorra uma ligacdo em ponte IgE, vulgarmente
designada cross-linking como se observa na Fig. 6. Quando no mastécito se observa cross-link
IgE desencadeia-se 0 mecanismo designado por hipersensibilidade de tipo |, com desgranulacéo
e libertacdo de substancias pré-inflamatdrias, como a histamina, que promovem vasodilatacédo
com aumento da permeabilidade vascular, contragdo de musculo liso, edema tecidular, exocitose
leucocitaria e inducao de prurido. O carater imediato (minutos) apds o contacto com o antigénio
ambiental, que caracteriza este processo, define a natureza imediata desta forma de
hipersensibilidade (Day, 2013; Abbas et al., 2014; Herbert, 2017).

Apesar de ser um fendmeno imediato, este mecanismo inicial € seguido por uma
resposta de hipersensibilidade tardia, que ocorre entre 4 a 24 horas apds a resposta de
hipersensibilidade imediata, havendo infiltragédo de eosindfilos, macréfagos e linfocitos Th2 (Day,
2013).

A magnitude da resposta alérgica é regulada por IL-10, IL-35 e TGF-B. Estas citocinas
sdo produzidas por células Treg, linfocitos B reguladores (Breg), macréfagos e DC. A deficiéncia
em IL-10 pode constituir o motivo pelo qual os individuos alérgicos ndo controlam eficazmente a
diferenciacdo no sentido Th2, cuja resposta deveria ser suprimida por intermédio das células
Treg (Day & Schultz, 2011; Tizard, 2012; Day, 2013; Akdis et al., 2016).

A IL-31, interleucina-chave no desencadeamento do prurido, promove a inflamacéo e
prurido, conjuntamente com a inibicdo do recetor vanildide do tipo 1 (TRPV1) via Janus Kinase.
Nos animais sensibilizados, aumenta a produgéo de IL-31, que é produzida maioritariamente por

células Th2, no combate a endotoxinas bacterianas e alergénicas. Existem recetores para IL-31

NS = recetor imunoglobulina E néo especifico, FcERI
HA = recetor i globulina E de alta afinidade, FcERI
LA = recetor imunoglobulina E de baixa afinidade, FcERII
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Desgranulagao

Movimento de
lateralizagao

] gt_'aﬁ_u[gs A\t

/) Mastce

Figura 6 — Modelo de ligagdo em ponte (cross-linking) alergénio a recetores de alta e
baixa afinidade IgE e consequente desgranulacéo do mastdcito (adaptado de Herbert,
2017).
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nos monacitos, eosinofilos, basofilos, queratinécitos e em células neuronais relacionadas com a
transmissao de sinalizacdo para o prurido, via medula espinal (McCandless et al., 2014; Akdis et
al., 2016; Fukuyama et al., 2017; Martins, 2018).

Atingida a cronicidade, as células Treg séo incapazes de diminuir a resposta ativa,
predominando a diferenciacao no sentido Th2 e Th9. A polarizacéo para Th9 é despoletada pela
IL-4 e concorre para perpetuar a cronicidade alérgica. A IL-9, produzida por nudcitos e células
Th9, esta associada a resposta alérgica tardia, imunologia tumoral, autoimunidade e infecGes
parasitarias (Day, 2013; Akdis et al., 2016; Licona-Limon et al., 2017).

2.3 Principios imunoldgicos do diagnéstico alergolégico

O gold standard para estabelecer o diagnéstico definitivo e a etiologia da dermatite
alérgica consiste na identificacao das espécies alergénicas que desencadeiam os sinais clinicos,
por meio de provas de provocacdo, através da administracdo pelas vias i) intradérmica de
extratos alergénicos padronizados (TID); ii) inalatéria; iii) oral, ou iv) através da determinacao
sorologica de sIgE. A quantificacdo da IgEt, sobretudo na espécie humana, também é importante
para o enquadramento de atopia. Fundamentalmente, realiza-se o diagnéstico alergoldgico, uma
vez que o0 maneio terapéutico deve ser alergénio-especifico, de forma a ser minimamente eficaz,
em termos clinicos e a nao condicionar a resposta imunitaria face a desafios infeciosos (Day,
2013; Hammerberg, 2013).

A ativacdo de masticitos presentes na derme, realizada através dos testes
intradérmicos, demonstra a sensibilizacdo aos extratos testados, pelo processo de
desgranulacdo de mastdcitos, dependente da especificidade e composicdo das IgE presentes.
Em suma, a severidade da reag&o alérgica de tipo | correspondera, em alguns casos, ao grau de

desgranulac@o de mastécitos (Herbert, 2017).

A producéo de IgE nos canideos realiza-se maioritariamente a nivel local, pelo que as
concentracdes séricas de sIgE ou de IgG podem né&o ser representativas do panorama imunitario
real, ou seja, ndo se correlacionardo, necessariamente, com a doenga clinica, como
demonstrado repetidamente em varios ensaios. Outra justificacdo para a quantificac@o de baixas
concentracdes de IgE livre na circulagcdo sanguinea é a alta afinidade dos FcERI (Brazis, 2011;
Day, 2013; Hammerberg, 2013; Herbert, 2017).

As propriedades de IgE mais relevantes sao a especificidade, a atividade especifica, a
clonalidade e a afinidade. IgE “n&o-especifica” representa cerca de 99% do IgEt, com a sIgE a
representar cerca de 1%. A especificidade significa que o alvo antigénico € conhecido e pode
detetar-se sIgE na auséncia de alergia clinica, representando sensibilizacdo com toterancia ou
significando a auséncia de contacto com os alergénios em causa, por via desencadeadora. Por
atividade especifica entende-se o racio de sIgE/lgEt, sendo um importante marcador
alergoldgico, tendo em conta que, quanto menor for este racio, menores as probabilidades que

um mastocito possua duas IgE “vizinhas” & superficie do mastdcito com especificidade para o
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mesmo alergénio, 0 que é necessario para que ocorra o0 cross-linking com a desgranulacao
(Herbert, 2017).

Quanto a clonalidade, é de referir que a especifidade para um alergénio ndo implica que
todos as IgE dirigidas a um determinado alergénio sejam idénticas. Pelo contrario, para que
ocorra cross-link € necesséria a presenca de sIgE para, pelo menos, dois epitopos diferentes,
adjacentes (ver Fig. 6). Se o cross-link ocorrer na sequéncia de trés ligacdes havera sensibilidade
aumentada e a desgranulacdo ocorrerd com concentracdes mais baixas de alergénio. Assim, a
clonalidade é a expressédo da confianca imunoldgica (para conhecer um alergénio). Por fim, o
conceito de afinidade, que representa o grau de ligacdo da sIgE a determinado epitopo (Herbert,
2017).

Mesmo que se determine o racio slgE/IgEt, para determinar a atividade especifica, que
permite prever a libertagédo de histamina e reatividade clinica, o exame complementar sorolégico,
de quantificacdo, ndo apresentara vantagens relativamente a avaliacdo da reatividade cutanea
decorrente da desgranulacdo mastocitaria, a ndo ser quando existe risco de falsos negativos,
devido a medicacOes especificas, possibilidade de reacdo anafilatica ou lesdes dermatoldgicas
muito extensas (Herbert, 2017).

3. Imunoparasitologia

A interacdo parasita-hospedeiro iniciou-se ha centenas de milhées de anos, remontando
para a época em que o sistema imunitario dos mamiferos iniciou o seu desenvolvimento. Os
parasitas desenvolveram estratégias para atenuar as implicacdes nefastas do parasitismo,
salvaguardando a integridade biol6gica do hospedeiro, evoluiram a par dos nossos sistemas
imunitarios, desenvolvendo ferramentas biol6gicas extraordindrias para manipular diferentes
facetas da imunidade, o que pode inspirar futuras terapéuticas com recurso a produtos
parasitarios, perspetivando-se que possam recalibrar a excessiva atividade do sistema imunitario
na doenca alérgica (Jackson et al., 2009; Tanaka, 2018; Maizels, 2019).

O sistema imunitério do hospedeiro desenvolve respostas complexas perante a presenca
de parasitas, que incluem uma correlagdo entre mecanismos de imunidade inata e adaptativa.
Sumariamente, 0s protozodarios estimulam sobretudo respostas do tipo Thl, enquanto
helmintoses crénicas geram respostas tipicamente Th2 (Neill et al., 2010; Huang, 2014).

Os parasitas possuem estratégias de sobrevivéncia perante o sistema imunitario do
hospedeiro, tais como a evaséo ao reconhecimento e a supressao da imunidade celular, ou seja,
bloqueiam ou atrasam as respostas imunitérias do hospedeiro, inatas e adaptativas, durante o
tempo minimo para que ocorra a sua reproducado ou até completarem o seu ciclo de vida. Alguns
agentes parasitarios exprimem variagdo antigénica periédica, como Giardia lamblia, que
expressa glicoproteinas de superficie variantes, enquanto outros parasitas podem ativar a via
alternativa do complemento. Varias espécies de helmintes visam alterar as vias imunitarias do

hospedeiro e ainda que os mecanismos detalhados sejam diferentes entre as variadas espécies,
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reconhece-se que promovem um efeito protetor nas patologias alérgicas (Hewitson et al., 2009;
Maizels, 2009; Tizard, 2012; Abbas et al., 2014).

Atualmente estuda-se também a influéncia de helmintes nos microbiomas e o seu
contributo para a homeostase saudavel do hospedeiro. Por exemplo, acidos gordos de cadeia
curta ndo sdo produzidos por mamiferos, mas pelas bactérias comensais em niveis tais que
promovem células Treg, consistindo a disbhiose numa alteragdo patologica, em parte por
interromper a imunomudulagdo que os comensais promovem no individuo. Os helmintes séo
igualmente capazes de produzir acidos gordos de cadeia curta e até de potenciar a producao
destes compostos pelas bactérias comensais (Zaiss et al., 2015; Coakley et al., 2016; Maizels,
2019).

A Fig. 7 sistematiza a complexidade da informacgdo imunolégica a ser descrita nos
subcapitulos seguintes relativamente a helmintes, estando omissas informacdes acerca dos

nudcitos e neutrdfilos, assim como as vias Th9 e Th22 (ver a Fig. 5).
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Figura 7 — Esquema da resposta imunitéria as infe¢des por helmintes. As setas sélidas indicam
sinalizacé@o a células, setas descontinuas indicam a diferenciacéo celular (adaptado de Jackson et al.,
2009).

3.1 Imunidade inata, nudcitos e ponte para a imunidade adaptativa
A primeira linha de defesa imunitaria, no que respeita a presenca de parasitas, é a via
inata, através da promocao de sinais classicos de hipersensibilidade de tipo | (Maizels, 2009;
Tizard, 2012).

A integridade da barreira fisica, quer no trato intestinal, quer nas vias respiratorias, pode
ser fisicamente comprometida por helmintes, que desencadeiam uma resposta adaptativa proto-

alérgica, promovendo o aumento da permeabilidade, em parte devido as citocinas excretadas
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pelo individuo, mas também em detrimento dos produtos dos proprios helmintes, que visam

melhor acesso aos tecidos do hospedeiro, evitando a resposta imunitaria (Maizels, 2019).

Se até muito recentemente se atribuia o papel de patrulhar o microambiente, em busca
de sinais de perigo, as DC, hoje compreende-se melhor o processo da resposta imunitaria e
atribui-se aos nuécitos essa fungdo, sendo que deles depende
o desencadear da resposta adaptativa, designada de tipo 2, e
respetiva polarizacéo de células Th (Fig. 9 e 10). Existem trés
tipos de células linféides inatas, nomeadamente ILC1,
relacionado com a resposta imunitaria do tipo Thl; ILC2, as
células linfoides inatas do tipo 2, também designadas
nudcitos; e ILC3, as relacionadas com a resposta imunitaria
Thl7 (Cruz et al., 2017).

Figura 8 — Morfologia de nudcitos por
coloracdo Giemsa (adaptado de Neill

et al., 2010). Na Fig. 8 podemos observar a morfologia dos

nuécitos, células efetoras do sistema imunitario inato do tipo
2 relacionadas com processos alérgicos e helmintoses. Aquando da sua descoberta estimou-se
gue representassem menos de 0,2% das células tecidulares, observando-se um aumento
significativo da sua populagdo apdés administragdo intraperitoneal de IL-25 enddgena e em
cultura contendo IL-33 e IL-7. Podem ser ativados na sequéncia de variados estimulos (Fig. 9)
como, por exemplo, pela linfopoietina estromal timica (TSLP) ou pelo fator de necrose tumoral
(TNF), leucotrieno e hipovitaminose A, como ocorre ha sequéncia de algumas parasitoses. Estas
células expressam elevados niveis de IL-4, IL-5, IL-6, IL- 9, IL-10, IL-13 e IL-21, e fatores de
crescimento hematopoiético, culminando com a expulsdo parasitaria. Compreende-se, agora,
gue quando a expulsdo parasitaria € um processo mediado por células T, estas células tém o
papel de recrutar e mediar a expanséo, migragéo e sobrevivéncia prolongada de nudcitos, como
investigado inicialmente por Neill et BRESHE: Wi e e

doméstico

al., (2010). A incerteza presente na /‘% * * ® & e
comunidade cientifica quanto aos e %
mecanismos e vias '
desencadeadoras da resposta
imunitaria Th2 foi dissipada com a
descoberta destas células e, desde
entéo, construidos novos
paradigmas imunoldgicos (Jackson
et al., 2009; Cruz et al., 2017; Lloyd
& Snelgrove, 2018;).

Tornou-se inegavel o papel Neuronio

sensorial

fundamental dos nudcitos no que
respeita aos processos alérgicos e

Figura 9 — Estimulos microambientais recebidos por ILC2s
resposta antiparasitaria, visto (adaptado de Lloyd & Snelgrove, 2018).

31



produzirem citocinas do tipo Th2 (IL-13 e IL-5), em C-type
TLR PARZ lectn  Lesao barreira
™ 1 epitelial

particular. Possuem ontogenia linféide, todavia sem

0s recetores caracteristicos dos linfécitos B e T,

desprovidos de capacidade citotoxica, apesar de

. .o, . Amphiregulin
dotados de capacidade de processar antigénios, de :
fazer endocitose, sendo a sua funcdo primaria a IL13
producdo  de  citocinas.  Ativam-se  na Waceingo

Ativagao DC a:nvado.
subsequentemente aos sinais tecidulares locais  wmigraca aleagxamanse
. para PR TSTT

associados a IL-25, IL-33, TSLP, TGF-R, ganglio i?gﬁgﬁgg
. ) linfatico . IL-33 125,
prostaglandinas e leucotrienos, entre outros, GM-CSF. IL1
encontrando-se amplamente distribuidos. A chave !
. . , . Ga i
para a sua funcionalidade ¢é ditada pelo r—@(—’
microambiente envolvente, onde as pertubacdes Q Nuécito
MHC I
i Ari CD86
geradas pela presenca de helmintes, bactérias, Polarizacso TH2 lL'ZHE[f?nG
. z . z 7z IASUL
virus, alergénios e moléculas enddgenas geram 1 Eosindfilo
sinais de stress que os ativam (Dudakov et al., 2015; ] T2
h
Lloyd & Snelgrove, 2018; Nussbaum & Ortiz- [Th2 ] j

Tm IL-4, IL-13, IL-5

\
Carpena, 2018). N

As DC reconhecem PAMPs, via TLR-2, -3 e -4,

recetores C lectinas, entre outros. No entanto, ndo sdo gfnuéﬁticlire;p?sﬁ nTuf?ZC ito(aé'gﬁiﬁgé'ﬂg
as protagonistas centrais na polarizacéo de respostas -°Yd & Snelgrove, 2018).

imunitarias adaptativas, como se julgava anteriormente. Desempenham um papel importante no
dialogo que estabelecem com os nudcitos, sendo estes a comandar as DC, pela producéo de IL-
13, a promover a polarizagdo da resposta imunitéria de ThO para Th2. Os nudcitos também
promovem a diferenciacdo Th2, diretamente, expressando moléculas MHC II, embora a
apresentacdo direta de antigénio as células T seja menos eficientemente do que a realizada
pelas DC. Em suma, o eixo ILC2-DC-Th2 é modulado por sinais transmitidos pelas células
ativadas por lesdes ocorridas na barreira epitelial, com disrup¢do da homeostase, como se

observa na Fig. 10 (Smits et al., 2010; Cruz et al., 2017; Lloyd & Snelgrove, 2018).

O sistema imunitario inato, por si sé, é pouco eficaz na eliminagdo de parasitas, o que
se deve, em parte, a elevada especificidade dos recetores toll-like de primeira linha (TLR-4) para
o lipopolissacarideo bacteriano, portanto pouco especifico para parasitas. No entanto, os TLR-4
possuem um grau de polimorfismo que lhes permite reter temporariamente os parasitas,
enquanto sdo ativados os linfocitos especificos de antigénios T e B, desencadeando-se o
processo de imunidade adaptativa (Miller, et al., 2005; Roach et al., 2005; Maizels, 2009).

3.2 Eosindfilos, macréfagos e neutroéfilos
Quando ocorre a desgranulacao de mastdcitos, libertam-se eotaxinas que promovem a
migracao de eosindfilos, a par da qual ocorre eosinofilia pela expresséo das IL-5, IL-25 e IL-33
(Akdis et al., 2016).
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Os eosindfilos, sdo uma classe de granulécitos onde também se encontram FcERI e que
apos a sua ligacéo a parasitas, desgranulam metabolitos diretamente para a cuticula parasitéaria,
nomeadamente, oxidantes, como a peroxidase eosinofilica, 0xido nitrico (NO), lisofosfolipase e
fosfolipase D. A proteina catidnica eosindfila e a neurotoxina eosindfila sdo ribonucleases letais
para alguns helmintes, sendo que os eosindfilos sao os leucdcitos cujos granulos proteicos séo
mais toxicos para parasitas. No entanto, nalguns parasitas ha resisténcia a estes compostos
citocidas, como por exemplo, em estadios larvares de Toxocara canis, em que ocorre a perda da
camada exterior da cuticula, como consequéncia da desgranulacéo, facilitando a maturacéo de
estadio (Tizard, 2012; Abbas et al., 2014). Pode visualizar-se na Fig. 11 a desgranulagéo

eosinofilica e leséo da cuticula parasitaria, de forma esquematizada.

Os helmintes presentes nos tecidos intestinais e pulmonares sdo destruidos por

eosinofilos, enquanto a eliminacdo de protozoarios depende de resposta mediada por anticorpos,

—
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Figura 11 — Desgranulagdo eosinofilica e consequente leséo da cuticula
parasitaria (adaptado de Tizard, 2012).

Oxidantes

particularmente pela ativagcdo de macréfagos pelas citocinas produzidas pelas células Thl.
Embora no inicio de uma parasitose possam ocorrer respostas mistas de Thl e Th2, com a
cronicidade da infecdo predominara um dos subtipos, sendo que o dominio da resposta Thl ou
Th2 pode determinar a resisténcia ou a suscetibilidade & doenca. Esta polarizagdo, sem
interferéncias de imunomodulagéo, depende do conjunto de TLRs ativados pelo antigénio. Por
exemplo, os protozoarios que ativam as células Th2 tém melhores hipéteses de sobrevivéncia
no hospedeiro, porque a resposta imunitaria que é eficaz ao seu combate é a Thl (Tizard, 2012;
Abbas et al., 2014; Huang, 2014).

As funcdes dos macrofagos séo de adesédo, endocitose, fagocitose, morte microbiana,
secrecao de fatores troficos e quimiotaxia. No que respeita a imunidade mediada por macrofagos,
ocorre diferenciacdo de macrofagos classicamente ativados (M1) induzida por IFN-y, importante
citocina da resposta Thl, pela ligacdo lipopolissacarido (LPS) via TLR-4 e sdo ainda ativados
pelo fator estimulador de colénias de granuldcitos e macréfagos (GM-CSF). As células M1
libertam potentes moléculas citotoxicas, incluindo oxidantes, NO, aquando da sua desgranulagéo
(Tizard, 2012; Martinez & Gordon, 2014).

Por outro lado, o estimulo para a diferenciacdo de macréfagos ativados alternativamente
(M2) é vasto, contemplando a sinaliza¢&@o transmitida por IL-4, IL-13, IgG, glucocorticoides, IL-

10 e fator estimulador de col6nias de macréfagos (M-CSF). Tem como funcdes favorecer a
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arginase, suprimir a inflamacéo Th2 e promover a fibrose. A polarizagdo M1/M2 nao é estanque,
uma vez que os macréfagos podem desenvolver fendtipos mistos — M1/M2 (Martinez & Gordon,
2014).

O fator de inibicdo da migracdo de macrofagos (MIF) € um importante mediador
inflamatoério que participa nas respostas imunitarias inata e adaptativa, € segregado por varias
células e participa no controlo parasitario, mas em muitos casos, a custa do aumento das lesGes

tecidulares pelo aumento da inflamagéo (Bozza et al., 2012).

A morte de protozoarios envolve a polarizacdo de macréfagos com consequente
producdo de NO e espécies reativas de oxigénio, o que indica que depende da polarizacdo M1.
Uma resposta altamente polarizada Thl e sinergismo MIF, é eficaz na morte destes parasitas, e
pode ser revertida pela acdo de IL-10, TGF-3 ou IL-13 (Bozza et al., 2012; Martinez & Gordon,
2014).

Recentemente, relacionaram-se também os neutr6filos as respostas imunitarias
adaptativas de tipo 2. Os macréfagos comunicam com os neutrofilos numa colaboracédo para
imobilizar e eliminar larvas de nematodas. Os neutréfilos estédo tradicionalmente associados a
respostas pro-inflamatérias do tipo 1, suprimidas por IL-4, mas observou-se que podem adotar
um fendtipo “N2”, como demonstra a Fig. 12. Porém, a ativagéo alternativa de neutréfilos ocorre
a um custo, com a consequéncia de exacerbar os danos tecidulares causados ao hospedeiro,

como por exemplo, agravando as lesdes pulmonares a migracao larvar (Allen et al., 2015).

3.3 Imunidade adaptativa
A polarizacdo de células TCD4* em determinado subtipo é um dos mecanismos mais

importantes da resposta imunoldgica (Degasperi et al., 2018).

As citocinas séo glicoproteinas de modulag&do imunitaria e a sua expressdo pode ser
regulada por via da transcricdo e translacéo de genes. As quimiocinas sédo uma subclasse de
citocinas gque consistem em proteinas segregadas com efeito chamativo da circula¢éo sanguinea
para o tecido local, de células que para elas possuem recetores, tais como neutréfilos e
mondécitos, e sado produzidas por APC e linfocitos T polarizados (Huang, 2014).

3.3.1 Linfécitos T reguladores (Treg) e citocinas
Os Treg restringem a inflamacg&@o e mantém a tolerancia imunitaria através da secrecéo
de IL-10 e TGF-R. A producéo destas citocinas também € realizada por outras células e afigura-
se necessdria para a polarizagdo Treg a partir de células TCD4*. A diferenciacdo pode ocorrer
da combinagéo IL-2 e TGF-B, e, adicionalmente, é requerida a atividade de APC (Huang, 2014;
Akdis et al., 2016).

A citocina anti-inflamatéria 1L-10 suprime as células Th e as respostas das DC,
comandadas pelos nudcitos, protegendo o individuo de respostas inflamatérias excessivas,
reduzindo o influxo leucocitario, a inflamagéo e permitindo a persisténcia parasitéaria (Maizels et
al., 2014; Akdis et al., 2016; Cruz et al., 2017).
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A IL-2, essencial para a polarizacao Treg e Breg, é produzida por DC e células natural
killer (NK). Age como regulador de nudcitos e fator promotor de crescimento de células B (Akdis
et al., 2016).

A citocina TGF-3 é produzida por células epiteliais, fibroblastos, macréfagos, eosindfilos
e linfocitos, sendo importante para a polarizacéo Th17, Th9 e Treg. Existem recetores para TGF-
3 em praticamente todas as células do organismo, para controlo da deposicdo de matriz
extracelular, indugcdo de apoptose, inibicdo da proliferacdo e esta envolvida na patologia de

doencas alérgicas e tumorais (Akdis et al., 2016).

3.3.2 Linfécitos T helper (Th) 17 e citocinas
As células Th17 sdo as primeiras células T efetoras, indutoras de citocinas quimiotaticas
locais para neutréfilos e formagdo de granulomas, estando, portanto, implicadas na primeira
abordagem de combate aos nematodas, mas as suas acfes ndo se restringem ao parasitismo,
estando também implicadas em doencas autoimunes e tumorais (Huang, 2014; Cruz et al., 2017;

Degasperi et al., 2018).

Para que ocorra a polarizacdo Th17 sdo necessarias IL-6 em conjunto com IL-18, TGF-
3 e IL-23. A alarmina IL-33 pode alterar a expressdo destas citocinas e reverter a polarizacdo
para Th2 (Huang, 2014; Akdis et al., 2016; Cruz et al., 2017; Degasperi et al., 2018).

As células Th17 produzem IL-17, que induz uma resposta inflamatéria aguda na fase
inicial da patologia, controla 0 microbioma e auxilia na resposta de defesa a antigénios
extracelulares bacterianos, viricos e protozoéarios. A familia IL-17 contém elementos que

contribuem para o progresso da inflamacédo, encontrando-se em elevados niveis em patologias

como a psoriase, doenga inflamatéria cronica diliine: @ Negeil b
intestinal e asma alérgica. Adicionalmente °° ‘A .:.
produzem IL-6, IL-8, TNF-q, IL-22 e II-26 (Huang,
2014; Akdis et al., 2016; Degasperi et al., 2018).

Na Fig. 12 expde-se a sequéncia de
eventos imunoldgicos apés a lesdo tecidular
provocada por nematoda. Por um lado, promove-

se a libertagdo de alarminas que induzem a

polarizagdo Th2, via nudcitos e DC, com

desenvolvimento de M2, inibicdo de Thl por ‘o
h

supresséo de IFN-y, e, por outro, promove-se a N :’;

Neutrofilos

diferenciagdo Thl7, na presenca de proteina do

. . . NETs ,.,\ Arg1

tipo quitina, derivada de nematodas ou \r,

alergénios, indutora de IL-1. Os neutréfilos e M2

agem concertadamente para a destruicdo dos Figura 12 — Modelo da regulacéo de citocinas

) - ) ) tipo 2 e Th17 na presenca de quitina parasitaria
parasitas, os neutrofilos libertam armadilhas ou alergénios e leséo tecidular. CLP — proteina

extracelulares neutrofilicas e os macréfagos tipo-quitina (adaptado de Allen et al., 2015).
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através da arginase de tipo 1, importante enzima envolvida no metabolismo do NO e da L-
arginina, responsaveis pela resposta de destruicdo ou de reparagéo tecidular, respetivamente
(Yang & Ming, 2014, Allen et al., 2015).

3.3.3 Resposta de hipersensibilidade do tipo 2

A resposta imunitaria do tipo 2 inclui a inducéo e funcao de Th2, respostas de nudcitos,
com a contribuicdo de células epiteliais, DC, linfocitos T, eosindéfilos, mastécitos, macrofagos,
basdfilos e inclui as citocinas IL-4, IL-5, IL-9, IL-13, IL-25, IL-31, IL-33 e TSLP. E a resposta
imunitaria que visa o combate a helmintes e que se desenvolve na patogenia alérgica. Implica a
producao de IgE pelos plasmdcitos, eosinofilia e verifica-se também sempre que ha necessidade
de diminuir as lesdes tecidulares decorrentes da inflamac¢do Thl severa. Esta resposta envolve
também os mecanismos indutores da imunossupressdo e imunotolerancia (anergia),
convergindo a polarizacdo para Treg (Neill et al., 2010; Tizard, 2012; Rajamanickam & Babu,
2013; Akdis et al., 2016).

Tem inicio com o recrutamento e ativacdo de nudcitos, mastocitos, basofilos e
eosinofilos, hiperplasia das células caliciformes nas vias respiratorias e epitélio intestinal, apés a
infecdo por parasitas extracelulares via a libertagdo de IL-4. A via inata ativada restringe a
invasdo parasitaria antes que ocorra a resposta imune adaptativa (Koyasu & Moro, 2011; Akdis
et al., 2016).

Como referido anteriormente, ap6s uma agressdo imunoldgica, 1L-25, TSLP, I1L-33 séo
as principais citocinas responsaveis por sinalizar os nuécitos. Na auséncia de IL-25 ou de IL-33
€ prejudicada a resisténcia a helmintes. Os nuécitos produzem IL-4, II-5 e IL-13, entre outras,
com consequente expansao das populac¢des celulares efetoras como sendo eosindfilos e células
caliciformes, maturacdo e migracdo de células dendriticas apresentadoras de antigénio e
polarizagdo Th2 (Maizels et al., 2014; Cruz et al., 2017; Lloyd & Snelgrove, 2018). A Fig. 10

apresenta algumas das interacdes referidas.

Para diferenciacéo e evolugdo de células Th2 é necessaria a presenca de IL-4 e fator de
transcricdo GATA-3, sendo que estas promovem a diferenciacéo, recrutamento e sobrevivéncia
de granuldcitos eosindfilos e células Th2, que libertam também IL-6. A IL-4 estd também
relacionada com mudanca de classe de imunoglobolinas em plasmécitos, para IgE, assim como
a supressédo de Thl e M1 (Huang, 2014; Akdis et al., 2016;).

As citocinas Th2 tém um efeito direto nas populacdes parasitarias, verificando-se que
animais que ndo produzem IL-4 ou IL-13 sdo mais suscetiveis a parasitose, ou pelo menos
podem perder a capacidade de expelir os parasitas caso a IL-4 ou 0 TNF-a sejam neutralizados.
A IL-4 é a citocina chave que desencadeia as respostas especificas de antigénio Th2. Estimula
a producao de IgE, enquanto a IL-5, também produzida por células Th2, estimula a produgéo e

maturacéo de eosindfilos e células B (Tizard, 2012; Abbas et al., 2014).
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3.3.4 Linfécitos Thl, Th9, Th22 e citocinas
Os linfécitos Thl expressam IL-2, IL-26, IFN-y, TFN-a e TFN-B para promover respostas
mediadas por células, com hipersensibilidade tardia e ativacdo de macréfagos, visando a
eliminacao bacteriana, protozoaria e viral. A neutralizacdo da citocina IFN-y permite a rapida
excluséo dos helmintas (Tizard, 2012; Akdis et al., 2016).

Para que ocorra a polarizacao para células Thl sdo necessarias vias de sinalizagao TLR
e a presenca de IL-12 e IFN-y. Indiretamente, IFN-y suprime a producéo de citocinas do tipo Th2
e Th17. IFN-y também é produzido por células TCD8* citotdxicas e inibe a replicacao viral ou de
protozodrios, sendo essencial para a expressao molecular MHC classe |, e importante ainda para
a ativacdo de macréfagos. Os macréfagos ativados séo regulados por células Thl para minimizar
a destruicao celular, presente nas reacdes de hipersensibilidade tardias. As células citotoxicas
podem atacar parasitas que estejam profundamente inseridos na mucosa intestinal ou que

estejam em migragéo tecidular (Tizard, 2012; Huang, 2014).

A polarizagao no sentido Th9 requer IL-4 e TGF-R. Assim como os nudcitos, as células
Th9 sdo produtoras de IL-9, citocina originalmente denominada “p40”, € um fator de crescimento
e maturacdo de mastécitos, que induz a producéo de IgG e IgE por plasmdcitos, a producao de
muco no epitélio pulmonar e a expressao do recetor para IL-5 nos eosindfilos, estando portanto
associada a doencas alérgicas, autoimunes e tumorais. Pode exacerbar os efeitos de Thl ou
Th2, pode ainda contribuir para a supressao imunitaria, via producédo de IL-10 (Akdis et al., 2016;
Degasperi et al., 2018).

A polarizagcédo Th22 verifica-se conjuntamente com Th2, quando ocorre dermatite atopica
clinicamente severa. A IL-22 é expressa por Th22, mas também por ILC3, mastécitos, DC e NK.
Esta citocina tem mudltiplos efeitos nos queratindcitos, como a indugédo da sua proliferacéo,
migracdo celular e remodelagdo da arquitetura epidérmica, resultando nomeadamente em
acantose, paraqueratose e hipogranularidade. Promove também a secrecdo de citocinas e
péptidos antimicrobianos, apresentando efeitos anti-inflamatérios, por antagonizar a IFN-y, e,
ainda, pré-inflamatérios (Dudakov et al., 2015; Akdis et al., 2016).

3.3.5 Imunoglobulina E (IgE)
A producéo de IgE pelos plasmdcitos e a sua fixacado aos agentes parasitarios, junto com
a acao combinada de mastécitos e eosindfilos, resulta na destruicdo dos parasitas. As citocinas
IL-4, IL-9, IL-13 e IL-25 ativam linfocitos B para a producéo de IgE, fundamental nas respostas
imunes anti-helminticas e alérgicas (Abbas et al., 2014; Huang, 2014; Akdis et al., 2016).

As células B possuem uma variedade de fun¢des imunitérias, incluindo a producéo de
anticorpos, apresentacao de antigénios e producéo de citocinas, como sendo IL-10. As células
B produtoras de IL-10 designam-se Bregs e estéo igualmente associadas a reducao da patologia

alérgica e modulagdo da resposta celular T (Smits et al., 2010).

As IgE ligam-se a recetores Fc dos mastocitos na mucosa intestinal, respiratéria e pele,

como j& referido. Quando o0s organismos invasores escapam a exclusdo imunitaria mediada
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pelas IgA, sdo ativadas respostas mediadas por IgE, que promovem a desgranulacdo de
mastécitos com libertagdo de moléculas vasoactivas, as quais, juntamente com a intensa
resposta inflamatéria local e altera¢des do peristaltismo, forcam os parasitas a excluséo (Tizard,
2012).

Os nematoda promovem o aumento de sIgE. No entanto, isso ndo se manifesta com
aumento da reatividade cutanea, na medida em que promovem o aumento simultaneo da IgEt,
diminuindo o racio IgEs/IgEt, ou a atividade especifica. Em 2017, baseado em estudos
realizados, Herbert inferiu que a diminuigéo da reatividade cutanea na presenca de racios baixos
poderia dever-se a saturacdo de FcERI por IgEt. Se os recetores estdo ocupados por IgE
“inespecificas” ndo ocorre cross-linking, ndo se promove a desgranulacéo, e, consequentemente,

ndo havera ativagdo eosinofilica (Herbert, 2017).

3.4 Imunorregulag&o por helmintes
Os helmintes ndo conseguem esgotar o sistema imunitario do hospedeiro, pelo rapido
crescimento, pelo que, para a sua sobrevivéncia, dependem de mecanismos de fuga e
imunossupressao. Sumariamente, a imunossupressao parasitaria envolve as células TCD4* e
TCD8", Treg, Bregs, as células alvo de IL-4, TGF-3, IL-10 e citocinas Th2 e uma miriade de

moléculas imunorreguladoras (McSorley et al., 2013; Coakley et al., 2016; Maizels, 2019).

A variacdo antigénica ndo é a chave para 0 escape ao sistema imunitario adaptativo para
os helmintes, por serem seres que, individualmente, possuem ciclos de vida longos. Os parasitas
suprimem o sistema imunitario do hospedeiro, sobretudo estimulando controlos enddgenos
imunossupressores, tais como a atividade das células Treg, através da modulagéo de DC, pelo
produto homélogo da TGF-3, nomeado de TGM, e pelo desencadear consequente da producgéo
de IL-10 (Huang, 2014; Maizels, 2019).

Na maioria dos casos, 0 hospedeiro é imunotolerante as parasitoses, ocorrendo como
assintométicas e podendo beneficiar o hospedeiro na reducéo de respostas alérgicas. Quando
nao ocorre essa “simbiose”, por exemplo, se a espécie parasitaria estiver mal-adaptada a espécie
hospedeira, falha a imunomodulagéo parasitéria e a resposta imunitaria do individuo desenvolve-
se por respostas inflamatdérias lesivas, como sucede, por exemplo, com Toxocara canis em
humanos, em que as formas larvares migram erraticamente, ndo sendo possivel estabelecer-se
a infecdo crénica. A predisposicdo genética do individuo influencia a carga parasitaria, assim
como a sua resposta imunitéria. Verifica-se que individuos com cargas parasitarias elevadas
apresentam uma resposta celular T diminuida, com diminuicdo na reatividade cutanea a
alergénios. Adicionalmente, e comprovado em testes in vivo, ap0s desparasitacao, registou-se a
recuperacado da responsividade cutanea a alergénios nos testes cutédneos (Hewitson et al., 2009;
Smits et al., 2010; Tizard, 2012; Coakley et al., 2016; Maizels, 2019).

Por exemplo, no estudo de Biggelaar et al. (2004), criancas com elevadas cargas
parasitarias foram desparasitadas trimestralmente, realizados SPT e determinacdes soroldgicas

de sIgE a &caros domésticos, semestralmente. Verificou-se na populacdo crescentemente
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desparasitada, a diminuicdo gradual nas prevaléncias parasitérias e a diminui¢do na sIgE apos
>18 meses (a longa duracdo) e o numero de reagdes cuténeas positivas aumentou
gradualmente. Outros estudos, nos quais a desparasitacao foi realizada por um curto periodo
(<12 meses), ndo demonstraram alteracdo na sintomatologia atdpica, porém quando realizados
durante 12 meses observou-se o aumento da reatividade cutanea e, quando efetuada a longa
duracado (>22 meses), demonstrou-se um efeito protetor na sintomatologia clinica. De onde se
inferiu que, possivelmente, o fator protetor das helmintoses ocorrerd apenas quando se
estabelece a fase crénica do parasitismo e ndo na fase aguda do parasitismo. Em suma, estes
dados permitem inferir que o parasitismo por helmintes ameniza as respostas alérgicas e que a
desparasitacdo anula esse efeito protetor (Biggelaar et al., 2004; Smits et al., 2010; Coakley et
al., 2016).

No que respeita a resposta a larvas migrantes no hospedeiro, os eosindfilos e os
macrofagos sdo os principais protagonistas. Estas células possuem IgE que aderem aos
parasitas visando a sua destruicdo. Os macréfagos aderidos aos parasitas tornam-se células M1
com aumento de enzimas lissosomais, producdo de oxidantes, IL-1, leucotrienos,

prostaglandinas e fator de ativacédo de plaquetas (Maizels, 2019).

Quando a morte larvar ndo ocorre, ativa-se o fenétipo alternativo M2, devido a
estimulacdo de IL-4 e IL-13 (de nudcitos) e na sequéncia de homélogos MIF parasitarios. Os M2
sdo produtores de arginase que, em presenca do substrato arginina, promove a proliferacdo de
fibroblastos com desenvolvimento de granulomas do tipo 2 (Tizard, 2012; Maizels, 2019).
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Linfocitos B
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-

Macrofagos
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Figura 13 — Exemplos de efetores imunitarios imunossuprimidos por
helmintes (adaptado de Hewitson et al., 2009).

Ha produtos parasitarios que podem ligar-se a recetores celulares de células imunitarias
de mamiferos, como por exemplo homologos MIF, pro-inflamatéria em natureza, que

conjuntamente com IL-4, induz o desenvolvimento e ativacéo de macrofagos de modo alternativo
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(M2). Assim, num ambiente Th2, o MIF pode prevenir a ativacdo classica de macréfagos, pro-
inflamatéria (M1). Os inGmeros mediadores parasitarios ligam-se, ou degradam, moléculas do
hospedeiro, ou interagem com as diferentes células de modo a promover a imunomodulagéo,

como se exemplifica na Fig. 13.

A enumeracdo de todos os compostos parasitarios imunomoduladores é demasiado
vasta para ser exposta na sua totalidade neste capitulo. Porém, de seguida, salientam-se alguns
desses produtos, como por exemplo, as proteases, enzimas que provém do sistema digestivo
parasitario e que degradam citocinas das vias imunitarias do hospedeiro. Outros produtos de
helmintes bloqueiam as alarminas das células epiteliais 1L-33 e TSLP, e possuem enzimas que
degradam a eotaxina, interferindo com a quimiotaxia de eosindfilos, ativacdo de células
dendriticas, funcdo de macrofagos e responsividade das células T. Desta forma, promove-se um
ambiente imunorregulador, que protege o hospedeiro contra alteracdes imunolégicas como a
alergia, a autoimunidade e a sindrome metabdlica. Especificamente, o inibidor da libertacéo de
alarmina (Hp-ARI) neutraliza a acdo de IL-33, iniciador da resposta tipo 2 a nivel celular,
prevenindo a ativacdo de nudcitos e, subsequentemente, também a eosinofilia nas vias

respiratérias a alguns alergénios aerdgenos (Hewitson et al., 2009; Maizels, 2019).

Os metabolitos parasitarios imunomoduladores sdo heteroproteinas, mas também
polissacarideos, lipidos, acidos nucleicos e vesiculas lipidicas. A proteina 6mega-1 parasitaria,
diminui a producéo de células dendriticas por bloquear IL-12 e promover Th2. A IL-12 visa a
polarizacdo de Thl, e especula-se agora se a inibicdo de IL-12 por helmintas visa bloquear a
imunidade antiparasitaria ou se visa minimizar o efeito inflamatério colateral nas barreiras
epiteliais, que permite a translocacao bacteriana. Outro produto parasitario descrito é o p43, uma
proteina de Trichuris muris que se liga a IL-13, prevenindo a ativagdo da resposta do tipo 2
(Coakley et al., 2016; Maizels, 2019).

Os compostos parasitarios podem interagir com recetores de reconhecimento de padréo
inatos, tais como: TLRs e lectinas do tipo-C, proteinas de ligag&o a carbohidratos envolvidas na
absorcéo e apresentacdo de antigénio, adeséo celular, apoptose e polarizacdo de célula T, que
ocorrem naturalmente no hospedeiro e sédo abundantes em T. canis e ancilostomatideos, mas
desconhece-se ainda a sua importancia biologica; cistatinas e serpinas, dois conjuntos de
inibidores de proteases da cisteina, requeridas para a apresentacdo antigénica, e que solicitam
IL-10, inibem diretamente a proliferacéo de células T, via TGF-3 (Hewitson et al., 2009; Maizels
et al., 2014; Coakley et al., 2016).

Vesiculas extracelulares parasitarias, em particular exossomas, participam na
comunicacdo celular. Os exossomas s@o nanovesiculas que facilitam a transferéncia de
moléculas presentes no seu interior. Recentemente reconheceu-se que o0s helmintes séo
capazes de produzir estes produtos na integra. A administracéo profilatica de alguns exossomas
parasitarios suprime a resposta imune inata, uma vez que modula os nudcitos, isto é, blogueia a
libertagdo de IL-5 promotora da eosindfilia, e reduz a expressdo genética que codifica o recetor

IL-33, necessaria para a iniciacdo de nudcitos. Outro tipo de exossoma tem a capacidade de
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estimular a producao de NO, indicador de polarizagdo Thl. Quanto aos acidos nucleicos, mRNAs
em particular, encontram-se presentes nos exossomas parasitarios, sugerindo-se que possam
reprimir geneticamente as células alvo do hospedeiro (Coakley et al., 2016).

Os helmintes detetam e respondem a alteragdes imunitarias do hospedeiro, por exemplo,
acelerando a maturacdo ou a producdo de descendéncia quando ocorrem aumentos de IL-5
(Coakley et al., 2016).

Teoriza-se acerca da utilidade da imunomodulagdo, na medida em que promove
protecdo parasitaria, em prol da sua sobrevivéncia, e também da utilidade refletida para o
hospedeiro, ocorrendo diminuigdo de respostas pro-inflamatdrias excessivas, como sucede nas
patologias alérgicas, e eventualmente prevenindo a sua morte por outras infe¢des, ou sendo

lesiva, por inibir a eficiéncia imunitaria (Tizard, 2012; Rajamanickam & Babu, 2013).

3.4.1 Filarideos

Os filarideos modulam o sistema imunitario do hospedeiro, promovendo a
hiporresponsividade e beneficiando de tolerancia imunitaria durante longos periodos. Estudos
realizados em humanos demonstraram que nas filarioses as células T periféricas séo
predominantemente ndo-responsivas e, inclusive, promovem reducdo das respostas vacinais e
alergénicas. Noutro estudo, inferiu-se que o desenrolar da patologia depende da resposta
imunitaria do individuo, associada ao mecanismo de imunomodulacdo induzido pelo parasita.
Nos individuos assintomaticos, ocorre hiporresponsividade, com elevados Treg e IL-10, o que

conduz a uma resposta Th2 modificada (Rajamanickam & Babu, 2013).

As prostaglandinas estdo associadas a producéo de IL-10 na pele, inibindo a migracéo
de DC. Nas filarioses ocorre secrecdo de prostaciclinas, prostaglandinas e secretomas que
inviabilizam as células B no processamento da componente proteica de antigénio para

apresentacéo as células T (Hewitson et al., 2009; Coakley et al., 2016; Cruz et al., 2017;).

Algumas das proteinas expelidas por microfilarias sdo diferentes das expelidas pelos
filarideos adultos, qualitativa e quantitativamente, refletindo, provavelmente, a localiza¢do que
ocupam no hospedeiro nas diferentes fases do seu ciclo de vida (Hewitson et al., 2009).

3.5 Imunorregulacdo por protozoarios

Geralmente a imunidade adaptativa de combate a protozodarios envolve uma resposta
polarizada Thl, resultando na ativacdo de macréfagos, nomeadamente os M1, produtores de
NO, particularmente importante nas doencas parasitdrias em que estes organismos sao
resistentes a destruigdo intracelular, sendo que a intera¢&@o de radicais de nitrogénio com outros
oxidantes é letal para muitos protozoarios intracelulares. Portanto, visto que a producgéo de
espécies reativas de oxigénio é uma via priméria de ataque a protozoarios, muitos destes
parasitas expressam elevados niveis de antioxidantes (Hewitson et al., 2009; Tizard, 2012;
Abbas et al., 2014).
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Os mecanismos de resisténcia imunitaria a protozoarios sdo semelhantes aos que
ocorrem perante a infe¢do bacteriana ou viral, compreendem respostas mediadas por anticorpos,
gque visam opsonizar, aglutinar ou imobiliza-los. Em conjunto com a resposta imunitaria Thl
ocorre a ativacdo do complemento e de células citotoxicas, e a producdo de anticorpos
especificos contra protozoarios, nomeadamente as ablastinas, visando inibir a reproducao e

promovendo-se a destruigdo dos protozoarios (Tizard, 2012).

A infecdo protozoaria pode melhorar as defesas antibacterianas do hospedeiro, a custa
do aumento da resposta inflamatéria. Estudos anteriores comprovaram que o Tritrichomonas sp.
ativa o complexo proteico inflamassoma, responsavel por induzir IL-18 e IFN-y, que
desencadeiam uma resposta Thl e Thl7, ao contrario do que se verifica nos helmintes, que
estimulam uma resposta Th2, possivelmente aumentando a suscetibilidade a infecdo bacteriana
(Loke & Lim, 2016).

Ha décadas que é relatado o efeito sinérgico de infegbes respiratdrias e a exposicao a
alergénios em individuos asmaticos sensibilizados. Este sinergismo contribui para a exacerbacao
da sintomatologia, pela promocdo de vias pro-inflamatérias. Tendo em consideracdo que as
infecdes bacterianas, virais e protozoarias resultam em mecanismos de resposta idénticos por
parte do hospedeiro, e tendo em conta varios trabalhos de investigagdo na area da imunidade
aos protozoarios, demonstrou-se que os efeitos decorrentes da imunomodulacdo por
protozoarios visam a polarizacdo Th2, benéfica para a sua proliferacdo, uma vez que dela resulta

uma resposta Th1l deficiente (Custovic et al., 2005; Fukuyama et al., 2017).

Consequentemente, se ocorrer exacerbacdo Th2, e/ou diminuicdo de Treg, pode
desenvolver-se a patologia alérgica. Apesar de os mecanismos ainda nao serem suficientemente
claros, infere-se que os protozodrios podem contribuir para a expressao clinica da reatividade
alérgica, verificando-se que promovem eosinofilia e sintomatologia pruriginosa (Dilek et al.,
2012).

3.5.1 Leishmania sp.

No que concerne a leishmaniose canina, quando as formas promastigotas sao
inoculadas na pele do hospedeiro pelo fleb6tomo, ocorre fagocitose por neutréfilos, sendo depois
libertas apds a apoptose dos neutréfilos e novamente fagocitadas por macréfagos, onde evoluem
para as formas amastigotas, dando origem a forma cutanea da doenca. Em alternativa, podem
ser captadas por DC, que migram para linfonodos, sistema circulatério e érgaos internos,
originando a forma visceral da doenca. Sucede que, em apenas 10 a 15% dos caes, evolui para
a forma visceral, sendo esta resisténcia justificada por véarios fatores. Lipofosfoglicanos da
Leishmania sp. atrasam a maturagéo de fagossomas, prevenindo a producao de NO, inibindo a
resposta de macrofagos a citocinas e suprimindo a expressdao de MHC, o que debilita a
capacidade das células apresentadoras de antigénio. Por fim, a persisténcia parasitaria
desencadeia a formacgéo de granulomas do tipo I. Nos animais resistentes ocorrem titulos de
anticorpos baixos, mas uma elevada resposta Thl, com a producéo de IFN-y. Inversamente, nos

animais suscetiveis ha titulos elevados de anticorpos pela forte resposta Th2, que ocorre na
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sequéncia da supressao da transcricdo do gene que codifica para IL-12 e pela ativagdo de células
B implicadas na producédo das classes de IgG. Em todo o caso, este processo promove a
ocorréncia de hiperglobulinémia, com lesdes associadas a hipersensibilidade dos tipos Il e IlI.
Em suma, os sinais clinicos da leishmaniose estdo diretamente relacionados com o tipo de
resposta imunitaria estabelecida pelo hospedeiro e com a capacidade do protozodrio para
bloquear a producgédo de citocinas ou oxidantes (Tizard, 2012).

Como se observa na Fig. 14 a
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_> @<— resisténcia a doenca é possivel pela acao
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Figura 14 - Imunidade protetora e alteracdo empurra o balango imunitario para
imunosupressao por leishmaniose (adaptado de o . .
Day, 2011). condicdes que favorecem a imunopatologia

humoral  secundaria  (formacdo  de
autoanticorpo e de complexos imunes) e justifica-se com a funcéo Treg de inibir as células Thil,

permitindo a persisténcia da doenca ou Thl reprogramados para producédo de IL-10 (Day, 2011).

Os animais resistentes, assintomaticos, tém maior expressao genética de IFN-y e TNF-
a e baixas cargas parasitarias, enquanto que os animais sintométicos, onde se verificam
elevadas cargas parasitarias e lesbes de dermatite exfoliativa, tém maior expressdo de
imunossupressores IL-10 e TGF-R. Embora as Treg previnam a eliminacéo completa da infegéo,

a sua funcéo é crucial para inibir o desenvolvimento de imunopatologia secundéaria (Day, 2011).

Para além dos lipofosfoglicanos, jA& mencionados, salientam-se outros produtos
parasitarios importantes na imunomodulagdo promovida por Leishmania sp., nomeadamente
exossomas e homélogos MIF. Os macroéfagos infetados por Leishmania sp. libertam exossomas
com altera¢Bes fenotipicas apés a infecdo. Sendo o macrofago a célula principal no ciclo da
leishmaniose no hospedeiro, estes protozoarios possuem um homélogo MIF que aumenta a
sobrevivéncia dos macréfagos e protege contra a apoptose induzida por NO, uma vantagem

seletiva que garante a replicagdo das amastigotas (Bozza et al., 2012; Coakley et al., 2016).

3.5.2 Hepatozoon canis
Foi verificado que ocorrem aumentos séricos de glutationa, malondialdeido e NO em
animais com hepatozoonose, devendo estes aumentos relacionar-se com a prevaléncia de
resposta imunitéria Thl (Kiral et al., 2005; Tizard, 2012).

Verifica-se que 0s animais permanecem assintomaticos e com baixas parasitémias

durante varios anos, resta saber se tal se deve a resposta Thl do hospedeiro, que é eficaz em
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conter a progressdo da doenca até que ocorra o efeito imunossupressor por doenga
concomitante, ou se a baixa parasitémia € uma estratégia do protozoario que visa minimizar os
efeitos nefastos para o individuo, possibilitando a sua disseminacdo pela hematofagia de

ixodideos durante varios anos (Eiras et al., 2007).

3.5.3 Giardia sp.
As giardioses crénicas podem induzir respostas intestinais pro-inflamatdrias, podendo
causar disfuncdo da barreira intestinal. Mas verifica-se também que podem atenuar o
recrutamento de leucdcitos pré-inflamatérios e diminuir a produgcédo de NO, tipica da resposta
Thl (Cotton et al., 2015).

O protozoario intestinal Giardia sp. modula ativamente as respostas do hospedeiro,
porém, tém sido obtidos resultados conflituosos acerca do modo como os trofozoitos deste
parasita afetam a ativacdo de DC e a sua capacidade de induzir ou modular as respostas

imunitarias (Cotton et al., 2015).

3.6 Imunorregulacdo por ixodideos
No local de insercdo das pecas bucais no hospedeiro, verifica-se histotologicamente
necrose, presenca de cemento e infiltracdo mista inflamatéria. A imunidade que visa proteger o
hospedeiro da infestacdo por ixodideos é a resposta mediada por Thl, uma resposta a
compostos salivares, que se comportam como haptenos ligando-se a proteinas, e que
desencadeiam uma resposta de hipersensibilidade tardia, conferindo resisténcia a infestacao
(Ferreira et al., 2003; Day, 2011, Tizard, 2012).

Tendo em consideracdo que, para que ocorra a ligacdo ao hospedeiro e hematofagia
durante varios dias, o ixodideo necessita de ultrapassar as barreiras impostas pelo sistema
imunitario do hospedeiro, desenvolveu potentes imunomoduladores que se encontram na saliva.
S&o varios os imunomoduladores salivares que visam minimizar a resposta do hospedeiro:
quinases que destroem a bradicinina, intermediaria da dor e prurido; proteinas de ligacdo a
histamina; proteinas que interferem na via do complemento; inibicdo da funcdo de neutrdfilos;
supresséo da atividade de células NK e da producdo de NO por macréfagos; outros compostos
prejudicam a capacidade apresentadora de antigénio de DC as células T, o que inibe a promog¢éo
de respostas Thl e Th7; secundariamente, a resposta Thl é inibida também pela supresséo de
IL-12 e IFN-y, comprovado especificamente para a espécie R. sanguineus, com consequéncias
importantes para o hospedeiro, podendo ocorrer a polarizacdo da resposta imunitaria para Th2,
com producéo de IgE e hipersensibilidade de tipo | (Ferreira et al., 2003; Cavassani, et al., 2004;
Tizard, 2012).

Paralelamente, R. sanguineus inibe GM-CSF e IL-4, supostamente por ocorrer o seu
sequestro por ligacdo a proteinas especificas da saliva. Estes fatores s&o essenciais a
diferenciagdo e maturacdo das DC, pelo que se diminuem, a populacdo DC também diminui.
Este processo pode explicar a modulag¢éo de citocinas no hospedeiro, imunossupressao e fraca

capacidade de resposta a infe¢Bes bacterianas, sendo que as DC expressam moléculas
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envolvidas na co-estimulacao de células T. Se por um lado ha menor estimulagao de células Thl,
por haver menos DC, por outro também estd demonstrado que a saliva de ixodideos aumenta a
expressdo de MHC Il (Tizard, 2012; Abreu et al., 2019).

O paradigma de polarizacdo Th1/Th2, referido anteriormente para a leishmaniose,
também pode ser utilizado para compreender a imunomodulacdo salivar de artropodes, cujas
funcbes vao claramente para além das acfes anticoagulante e anti-inflamatéria. Fatores
imunomoduladores salivares inibem a diferenciacdo e maturacdo de DC e a producéo de IL-12,
que deriva das respostas Thl, por induzir a secrecao de IFN-y. Em infestacBes por ixodideos
observa-se a polarizacdo da resposta imunitaria no sentido Th2 (Cavassani et al., 2004; Day,
2011).

4. Reac0Oes cruzadas

A semelhanca estrutural entre os 4caros domésticos é a base molecular da reatividade
cruzada nos processos de sensibilizacdo e alergia aos acaros. Epitopos semelhantes podem ser
encontrados em moléculas aparentemente ndo relacionadas, verificando-se que uma
semelhanca estrutural superior a 77% pode promover reacao cruzada a nivel da ligacédo a IgE.
A alergenicidade cruzada entre acaros do pé domésticos foi demonstrada in vitro e in vivo. Um
estudo realizado em cédes de raca Beagle, sensibilizados e expostos a apenas um Unico acaro
do pé (D. farinae), apresentaram frequentes respostas positivas nos TID com extratos de D.

pteronyssinus, A. siro, T. putrescentiae, e L. destructor (Saridomichelakis et al., 2008).

Por outro lado, existem algumas referéncias a possibilidade de reacdes cruzadas entre
epitopos de helmintes e de alergénios, como observado em estudo realizado por Nakazawa et
al. (2013) que quantificou sorologicamente IgE e 1gG especificos, apds a imunizagéo de animais
com antigénios de Ascaris lumbricoides, tendo verificado a producéo de anticorpos a-Ascaris
com reatividade cruzada para antigénios Der f e Der p (Moneret-Vautrin, 2005; Martins et al.,
2008; Saridomichelakis et al., 2008; Brazis, 2011; Tizard, 2012).

Os panalergénios sédo alergénios de reatividade cruzada, mediada por IgE, sendo
exemplos de panalergénios as profilinas, as polcalcinas, as proteinas transportadoras de lipidos
e as tropomiosinas. As tropomiosinas sao proteinas estruturais de acaros e nematodas, entre
outros, incluindo vertebrados, que parecem estar na base de rea¢des cruzadas entre animais.
Nos &caros, as tropomiosinas incluem-se no grupo 10 (e.g. Der p 10, Der f 10, Lep d 10 e Tyr p
10) e apresentam elevada homologia com tropomiosinas de outras origens, podendo detetar-se
evidéncia de reacdes cruzadas, aquando da determinacéo de sIgE em provas de inibi¢cdo e nos
TID entre acaros, ou entre 4caro e nematoda, entre outros. Como consequéncia podem ocorrer
falsos positivos no diagndstico alergoldgico e aumento da morbilidade pela resposta inflamatoria

a alergénios com grau significativo de homologia (Cosme et al., 2016; Cruz et al., 2017).

5. Predisposicado genética
As varidveis genéticas que afetam a resisténcia ou suscetibilidade a helmintoses e risco

de alergia sdo as que se relacionam com a resposta Th2 e com mecanismos reguladores.
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No que respeita a origem das variaveis genéticas predisponentes de alergia, teoriza-se
gue possam derivar de mecanismos evolutivos, tendo a sua selecéo ocorrido na presenca de

helmintoses disseminadas no organismo, como uma adaptacéo evolutiva.

As variaveis genéticas identificadas ocorrem nos genes promotores de TGF-3, de IL-3,
IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 e IL-33, cujo polimorfismo é evidente. Vérios estudos associaram 0s
polimorfismos destes promotores a asma, patologia atdpica e resisténcia ou suscetibilidade a

helmintoses (Cruz et al., 2017).

6. Imunomodulacao e terapéutica medica

A terapéutica médica de patologias alérgicas com corticosteroides sistémicos a doses
imunossupressoras aumenta o risco de infe¢cdes oportunistas. Infegdes por helmintes podem
ocasionalmente disseminar-se descontroladamente, resultando numa sindrome de hiperinfecao
fatal. Nesta area, as mais recentes terapéuticas tém como alvo as vias de sinalizagao das células
efetoras do sistema imunitario, do tipo 2, como a nova geracdo de anticorpos monoclonais
caninizados, a-IL-31 — lokivetmab (Cytopoint, Zoetis, EUA). O farmaco semi-homélogo na
medicina humana, o omalizumab (Xolair, Novartis Pharma, Franca) anticorpo monoclonal
humanizado, anti-IgE, pode ter como efeitos secundarios o0 aumento do risco de disseminagao
parasitaria. Por outro lado, o lokivetmab apresenta um conceito farmacocinético diferente,
interferindo apenas na via do prurido, ndo havendo conhecimento da ocorréncia de quaisquer
efeitos secundarios. O aumento de IL-31 ocorre unicamente em canideos com DAc e sabe-se
gue, nesses animais, pode ser promovido por bactérias oportunistas concomitantes,
nomeadamente Staphylococcus sp.. O lokivetmab quebra o ciclo do prurido a nivel da via
sensorial e, adicionalmente, infere-se que promova a diminuicdo de infecBes bacterianas

secundarias promovidas por Staphylococcus sp (McCandless et al., 2014; Cruz et al., 2017).

Por outro lado, na terapéutica médica antiparasitaria, salienta-se a existéncia de estudos
com vacinas contra artrépodes, cujos resultados preliminares apontam para a possibilidade de
reducéo da fixacdo dos artépodes aos hospedeiros, dos periodos de hematofagia, do peso de
engurgitamento e da fecundidade, sugerindo que promovem um aumento da resposta imunitaria
(Day, 2011).

Quanto a imunomodulacdo de doencas concomitantes, salientam-se o0s possiveis
beneficios das helmintoses em doencas autoimunes como a doenca inflamatoria cronica do
intestino, esclerose mdltipla, colite ulcerativa, diabetes mellitus, doencas cardiovasculares, asma
e reatividade alergénica. Os ensaios clinicos em humanos tém obtido resultados menos
eficientes do que nos decorridos em modelos animais, no que respeita a remissdo de
sintomatologia pelo uso de helmintes ou dos seus componentes parasitarios. Especula-se que
tal se deva ao desenho dos estudos em modelos animais, que visam prevenir o desenvolvimento
da doenca, ao invés de tratar a doenca estabelecida. E provavel que a chave do sucesso das
terapéuticas baseadas em preparados de origem helmintica seja a administragdo numa fase da

infecdo especifica e dose-dependente (Cruz et al., 2017).
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Um ensaio impressionante, decorreu na espécie humana, em que se obteve a remissao
da sintomatologia de esclerose multipla durante cinco anos, pela infe¢cao controlada de multiplas
espécies de helmintes (Correale & Farez, 2011).

E imperativo para o avanco na alergologia molecular, uma caracterizacdo de alergénios
visando a eficacia maxima da ASIT, para cada fonte alergénica, a identificacéo de alergograma
de cada individuo, constituindo a medicina de precisdo. Deveriam ser o foco dos
desenvolvimentos futuros, uma caracterizacdo das moléculas parasitarias, permitindo a

formulagdo de alergénios recombinantes ou vacinas de ADN (Day, 2013; Martins et al., 2016).

V. Avaliacéo da sensibilizacéo as fontes alergénicas mais
comuns em associacdo com a prevaléncia parasitaria

em caes

O presente estudo foi efetuado num universo aleatério de vinte animais presentes no
canil municipal de Lagos, aos quais foram realizados exames de estado geral, colheitas
sanguineas, testes intradérmicos, sob sedacdo, exames dermatolégicos complementares e
colheita de fezes para a realizacdo de andlises coproldgicas, diagndéstico parasitolégico e

subsequente correlacdo de dados.

1. Objetivos

Avaliar a sensibilizacdo de um grupo de animais a 4caros do p6é e de armazenamento,
através da realizac@o de TID, e identificar possiveis correlacdes com achados diagnosticos
parasitologicos no grupo, observados por métodos coproldgicos e citologia por esfregaco
sanguineo, no ambito da imunologia veterinaria parasitolégica e alergolégica, com especial

enfoque na relacé@o parasita-hospedeiro e respetivo contexto imunologico.

2. Materiais e Métodos

O Orgao Responsavel pelo Bem-estar dos Animais da Universidade de Evora (ORBEA-
UE) emitiu um parecer favoravel a este estudo. Foi obtido consentimento informado do tutor

oficial dos animais, a data do estudo, o0 médico veterinario municipal de Lagos.

A amostra contemplou 20 canideos selecionados aleatoriamente, presentes no Centro
de Recolha Oficial de Lagos (CRO), licenca de funcionamento n°® PT 07 001 CGM, também
designado canil municipal de Lagos. Este canil tem capacidade para albergar 42 caes e 7 gatos,
sendo que no primeiro semestre de 2019, contabilizou a entrada de 82 novos animais, 34 dos
quais foram reunidos com os respetivos tutores, 82 cées e 18 gatos foram adotados. Neste CRO
existe um médico veterinario municipal, um assistente administrativo e quatro assistentes

operacionais.
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A todos os animais em estudo foram realizadas colheitas sanguineas das veias cefélicas,
safenas ou jugulares, na ordem dos >5 mL, com agulhas de 21 ou 23 Gauge e realizados
esfregagcos sanguineos. Os esfregacos foram corados com Diff Quick e observados ao
microscopio 6tico. As amostras de sangue foram colocadas em tubo seco e tubo com &cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA), os quais foram armazenados a temperatura ambiente no
minimo duas horas, procedendo-se a andlise de hemograma em contador hematologico
automatico (Mindray Bc-2800 Vet). A analise de hemograma incluiu os parametros quantificacao
numérica de leucécitos, linfécitos, mondcitos, granulécitos, eritrocitos, hemoglobina (Hgb),
hemoglobina corpuscular média (MCH), concentracdo de hemoglobina corpuscular média
(MCHC), volume corpuscular médio (MCV), plaquetas, volume plaquetario médio (MPV), indice
de distribuicdo plaquetario (PDW), quantificacdo percentual de linfocitos, mondcitos,
granuldcitos, eosinofilos, hematdcrito, distribuicdo do volume eritrocitario (RDW), plaquetdcrito
(PCT) e medicao do fibrinogénio.

No que respeita ao fibrinogénio, foi determinado de forma simples, através da diferenca
da concentragdo proteica entre plasma e soro, com recurso a refratbmetro clinico, apés um
periodo de repouso coagulativo minimo de trés horas. O refratdmetro foi calibrado com agua
destilada, foram medidas pequenas amostras de soro e plasma, colhidas por pipeta apos
centrifugacdo durante cinco minutos, a 3000 rotagBes por minuto. Subtrairam-se os resultados
obtidos por visualizacdo no refratdbmetro, entre plasma e soro, e através do fator de multiplicacéo
de 1000 obteve-se a conversdo de g/100mL para mg/dL de fibrinogénio; de forma sumaria,

através da equacéo 1000 (plasma - soro) = x (Vecina et al., 2006; Pivari et al., 2016).

Apés a determinacdo dos valores de fibrinogénio, amostras remanescentes de soro
sanguineo foram separadas para tubos de microcentrifuga (eppendorf, Alemanha) e submetidos
a congelacéo, permitindo a utilizacéo futura para eventuais estudos complementares ao abrigo

do consentimento informado.

Os animais foram identificados, sendo-lhes atribuido um numero de identificag&o
sequencial de um a vinte, realizado exame fisico de estado geral, contemplando parametros
indicativos do estado de saude geral, nomeadamente, atitude, pelagem e pele, condicédo
corporal, o peso, auscultagdo toracica e abdominal, determinacéo de frequéncias cardiaca e
respiratéria, percussédo e palpacdo abdominal, linfonodos, temperatura corporal, otoscopia,

avaliacdo das mucosas, tempo de replecao capilar e tempo de retracdo da prega cutanea.

Quanto ao exame dermatolégico, foram realizados, conforme se observaram alteracbes
dermatolégicas, testes complementares, nomeadamente, citologia dermatoldgica por aposicéo

em lamina de microscoépio, tricograma, teste de fita-cola e citologia auricular.

Para a realizac@o dos testes intradérmicos no grupo (n=20), que visavam avaliar as
respostas de sensibilizacdo aos &caros do pé e de armazenamento Dermatophagoides
pteronyssinus, Dermatophagoides farinae, Acarus siro, Lepidoglyphus destructor, Tyrophagus
putrescentiae e Euroglyphus maynei, procedeu-se a sedagéo da maioria dos animais (n=17) com
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cloridrato de medetomidina (Orion Pharma, Finlandia) na dose de 0,01-0,02 mg/kg, seguido de
tricotomia em retangulo com as dimensdes aproximadas de 10 x 5 cm, no térax lateral. Nao se
realizou qualquer tipo de antissépsia e marcaram-se os locais de inoculagdo com caneta de feltro
espacgados de aproximadamente 2 cm entre si. As inoculagfes de 0,05 mL de cada um dos seis
extratos alergénicos comerciais (100 unidades de nitrogénio proteico (PNU)/mL — Artuvetrin,
ARTU Biologicals, Holanda) foram realizadas com recurso a seringas de 1 mL e agulhas de 29
Gauge. Em cada animal foi também inoculado um controlo positivo (cloridrato de histamina a 0,1
mg/mL) e um negativo (solvente dos extratos). As administragdes foram realizadas da esquerda
para a direita e de cima para baixo, correspondendo os Ultimos dois inéculos aos controlos
positivo e negativo. Os extratos de alergénios permaneceram armazenados a temperatura de

refrigeracéo, durante toda a duracdo do estudo (Nuttall et al., 2008; Ozkan & Uysal, 2011).

A leitura dos resultados foi realizada ap6s 15 minutos da inoculacdo e os resultados
foram registados, mediante a classificacdo de 0 a 4+, internacionalmente aceite: as reacdes
foram consideradas positivas quando as papulas edematosas resultantes foram, pelo menos,
iguais ou superiores a metade da diferenca entre o controlo negativo e o positivo. As respostas
foram pontuadas de 0 (negativo) a 4 (maximo positivo). Foram classificadas como positivas
inequivocas as respostas 22+, correspondendo, em termos praticos, a classificacdo maxima (4+)
a papulas de dimenséo igual ou superior a do controlo positivo e a minima (0) a rea¢éo idéntica

a do controlo negativo.

Salvaguardando a possibilidade de ocorréncia de reacdo anafilatica, estavam
disponiveis para tratamento médico de emergéncia, adrenalina (0,01 mg/kg, via IV) e succinato
sédico de metilprednisolona (na dose de 1,1 mg/kg, IM; 1,76 mg/kg, IV; ou na dose de 2-120
mg/animal, IM) (Plumb, 2011; Ramsey, 2014).

Para o diagnéstico parasitoldgico, foram colhidas amostras coprolégicas, as quais foram
conservadas por congelagdo, de modo a facilitar a logistica necessaria para o processamento
laboratorial. Na andlise as fezes, recorreu-se ao método de Willis utilizando a solugéo de sulfato
de zinco (ZnSO4) a 35% e observagdo ao microscépio ético. O método de Willis € um método
qualitativo e representa uma flutuacdo passiva, em que duas a trés gramas de fezes foram
homogeneizadas em cerca de 20 mL de solu¢do saturada de ZnSO4. Este homogeneizado foi
vertido para tubo de ensaio até enché-lo completamente formando um menisco, sobre o qual
assenta uma lamela que repousa durante 10 a 15 minutos. A lamela foi cuidadosamente retirada
e colocada sobre uma lamina de microscoépio, sendo observada de imediato, de modo a evitar a
evaporacao e a consequente formacéo de sais por cristalizagdo. Quando necessario, foi pipetado
liguido do topo do tubo de ensaio para a periferia da lamela. A observacdo em microscoépio 6tico
realizou-se com ampliacdes de 100x e 400x, percorrendo visualmente todos os campos de modo

sistematico (Saari et al., 2018).

Para a pesquisa e identificacdo de Dipylidium caninum foi realizada decantagéo fecal e
colhidos os proglotes, apés lavagem por 4gua corrente, colocados em lamina/lamela com liquido

esclarecedor (lactofenol de Amann) e visualizados em microscopio 6tico.
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O tratamento estatistico de dados foi efetuado com recurso aos programas informaticos
MedCalc 19.0.5, Analysis ToolPak (Microsoft Excel®, Microsoft Office 365) e GraphPad InStat
3.10.

3. Resultados
A amostra (n = 20) incluiu 13 animais do sexo masculino (fi = 13, fr = 65%) e 7 do sexo
feminino (fi = 7, fr = 35%), sendo a idade média estimada dos animais de 4,1 + 3.2 anos e 0 peso
de 19,4 + 8.7 kg. Quanto a raca, o grupo mais prevalente pertencia a raga indeterminada (fi = 7,
fr = 35%), havendo outros subtipos com alguma prevaléncia, tais como cruzados de Pastor
Alemé&o (fr = 20%) e Podengo (fr = 15%). Apresenta-se a andlise estatistica simples realizada

para a variavel idade dos animais do grupo (tabela 2 e grafico 1).

Tabela 2 — Andlise estatistica da variavel idade dos animais

Coefficient of Skewness
Coefficient of Kurtosis

1,3495 (P=0,0130)
0,8534 (P=0,3134)

do grupo.
Variable Idade
Sample size 20
Lowest value 1,0000
Highest value 12,0000
Arithmetic mean 4,0500 |
95% CI for the Arithmetic mean 2.56056 to 5,5395 8 Po—o—
Median 2,5000 |
95% ClI for the median 2.0000 to 5,0000
Variance 10,1289
Standard deviation 31326
Relative standard deviation 0,7858 (78,58%) | | | |
Standard error of the mean 0,717 6 8 10 12

Idade

Gréfico 1 — Diagrama de extremos e quartis da
idade dos animais no grupo.

Percentiles 35% Confidence interval
25 1,0000
5 1,2500
10 1,5000
25 2,0000 1,5000 to 2,0000
75 5,5000 3,0000 to 9,9825
390 9,5000
95 11,0000
97,5 12,0000

3.1 Hemograma

Na tabela 3 encontram-se sumariados os resultados obtidos de hemograma, com os
valores médios e desvio padrao (SD), verificando-se que no geral os valores obtidos encontram-
se dentro dos limites da normalidade para a espécie, excetuando os valores de MCV e MCHC.
Quanto a concentracdo de hemoglobina corpuscular média (MCHC), que indica a proporgéo
média de hemoglobina dentro de cada eritrdcito, verificou-se uma média de grupo 292,9 + 9,5
g/L, 7,1 g/L abaixo do limite inferior considerado normal para a espécie (fi = 15). No que respeita
ao volume corpuscular médio (MCV), obteve-se uma média de grupo de 74,9 + 3,5 fL, 2,9 fL
acima do limite superior considerado normal para a espécie (fi = 16). Os restantes parametros

de hemograma encontravam-se normais, na analise média, salientando-se, no entanto, a
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ocorréncia de alguns desvios individuais aos limites da normalidade no que respeita ao
hematdcrito, que podem ser observados no grafico 2. A média de hematdcrito obtida foi de 53,8
+ 5,9%, porém, alguns individuos apresentaram um hematdécrito elevado (fi = 9) cuja média de
58,7%, se apresenta 2,7% acima do limite superior considerado normal para a espécie.

Bl Tabela 3 — Média e desvio padrdo dos
200 V‘w"'&'“' valores de hemograma obtidos.
ol Hemograma Média + SD
20 _ Leucdcitos (10°/L) 11,5+ 3,7
IR e Linfécitos (109/L) 27+1
1Bk o Moy ® Monécitos (109L) | 0,6 +0,2
117+ ] IR Granulécitos (10%/L) 8,2+27
col. M& Linfécitos (%) 23,2+3,8
Mondcitos (%) 51+1.2
0.:.*""“'""5""_.23""% Granuldcitos (%) 71,7+4,3
Eritrocitos (10%?L) 7,2+0,8
Gréfico 2 — Resultados de hematdcrito, concentracéo de HGB (g/L) 1577 +17.8
hemoglobina corpuscular média e volume corpuscular X g o
médio obtidos para os individuos no grupo. Hematocrito (%) 53,8+5,9
" dicional o MCV (fL) 749+35
Verificou-se adicionalmente que os animais em R (e TS 219407
estudo n® 2 e 3 (Fig. 15 e 16), apresentaram valores MCHC (g/L) 2029+95
ligeiramente aumentados de leucocitose, 19,7x10°%L e RDW (%) 15,1+0,7
9
18,4x10°%L, respetivamente, e que o n° 16 (Fig. 17) Plaquetas (10°%L) | 252,2 + 112,9
o MPV (fL) 9,2+0,5
apresentou uma leucopénia de 5,2x10%L. Estes casos PDW (fL) 16.6 + 0.4
serdo abordados com maior detalhe no capitulo 4.1, onde PCT (%) 0,2+0,1
se desenvolveré a discusséo. Eosindfilos (%) 94+£58

Figura 15 - Esfregago sanguineo (ampliagdo: 1000x), tricograma (ampliagcao: 100x) e aspeto geral

do animal n° 2.
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Figura 16 — Esfregago sanguineo (ampliagao: 1000x), leséo cutanea e Rhipicephalus sanguineus, animal
n° 3.

A, B e D — eosindfilos; B — coddcitos; C — neutrofilos; E — lesdo cuténea no local de fixacao

dos ixodideos; F — Rhipicephalus sanguineus.
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Figura 17 — Esfregaco sanguineo (ampliagdes: 1000x e 400x) e Ulcera na mucosa do animal n° 16.

Leucopénia (linfopenia) A — neutrdfilo jovem; B — neutrdéfilo; C — eosindfilo; D — eosindfilo
e neutrdfilo; E — corplsculo de barr (neutrdfilo); F — neutropénia; G — Ulcera na mucosa

oral; H — plaquetas ativadas.
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Quanto a quantificagdo percentual de eosindfilos, verificou-se eosinofilia em 8 animais

do grupo (fr = 40%), veja-se atabela 4 e o gréfico 3. No subcapitulo seguinte serdo apresentados

os dados relativos a correlagédo da eosinofilia com a prevaléncia parasitaria e com a reatividade

cuténea aos extratos alergénicos.

Tabela 4 — Andlise estatistica da percentagem de
eosindfilos dos animais do grupo.

Vanable

Sample size
Lowest value
Highest value
Arithmetic mean

% _Eosinofilos

95% Cl for the Arithmetic mean

Median

95% Cl for the median
Variance

Standard deviation

Relative standard deviation
Standard error of the mean

Coefficient of Skewness
Coefficient of Kurtosis

Percentiles

25 2,6000
5 2,9500
10 3,4000
25 4,0000
75 14,3000
90 17,8000
95 19,3500
97,5 20,8000

20
2,6000

20,8000

95750

56,5524 to 12,2976
8,1500

41527 to 13,3513
33,8409

58173

0,6076 (60,76%)
1,3008

04629 (P=0,3452)
-1,1889 (P=0,0932)

95% Confidence interval

3,3035 to 7,2753
9,1297 to 17,8965

1 1 1 1 1 1
0 5 10 15 20 25

%_Eosinofilos

Gréfico 3 — Diagrama de extremos e quartis da
percentagem de eosinéfilos dos animais do

grupo.

Exemplifica-se a confirmacédo de ocorréncia de eosinofilia por citologia de esfregaco

sanguineo, realizado ao animal n° 15, na Fig. 18.

Respeitante ao animal n°® 7, na sequéncia de ter ocorrido formacgéo de coagulo no tubo

de EDTA que impossibilitou a contabilizacdo automatizada, foi efetuada contagem manual por

visualizag&o do esfregaco sanguineo (Fig. 19). Quantificaram-se os seguintes valores: neutroéfilos

55,7%, eosinofilos 12,7%, mondocitos 8,8% e linfocitos 21,5%. Excetuando a eosinofilia, os

restantes valores percentuais encontravam-se dentro dos parametros considerados normais

para a espécie, no entanto, para a realizacdo da tabela 3 e gréfico 2 ndo foram incluidos os

valores obtidos manualmente para este animal.
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Figura 18 — Esfregaco sanguineo do animal n® 15 (ampliagédo: 1000x).

Eosinofilia. A e B — plaquetas; C — linfocito e neutrdéfilo; D — eosindfilo; E — eosindfilo e

monacito; F — linfécito e eosindfilo; G — corpusculo de barr (neutréfilo); H - megatrombdcito.
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Figura 19 — Esfregaco sanguineo com Hepatozoon canis no animal n® 7 (ampliagéo: 1000x).

Heterogeneidade cromética eritrocitaria e dispersdo volumétrica. A a E — gamontes
alongados, elipsoidais, rodeados por membrana, com nucleo excéntrico alongado
(Hepatozoon canis); F — mondcito, dois neutrofilos e coddécitos; G — eosindfilo; H —

neutrdfilo e linfécito.
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Observe-se o Gréfico 4, onde se destacam as varias eosinofilias presentes no grupo:

c\o % Eosinofilos

25
20
15
10

5
*aalaas AN NIn

1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Ne ID

Gréfico 4 — Percentagem de eosindfilos, obtidos para os animais em estudo, e
delimitacéo a verde do limite superior considerado normal para a espécie.

3.2 Fibrinogénio

Os valores de hiperfibrinogenémia obtidos (grafico 5) podem ser estatisticamente
relacionados com a ocorréncia de processos inflamatérios, resultados de hemograma e com as
respostas aos testes intradérmicos realizados. Verificou-se que existe uma correlagdo negativa
do fibrinogénio com o valor percentual de linfocitos (r = -0,47; p <0,05), ocorrendo correlagdes
positivas, estatisticamente significativas para as variaveis fibrinogénio e: valor percentual de
granuldcitos (r = 0,45; p <0,05); concentragdo de hemoglobina corpuscular média (r = 0,52; p
<0,05); indice de distribuicdo plaquetario (r = 0,50; p <0,05). Sendo as restantes correlagdes
estatisticamente insignificantes.

Fibrinogénio
1000
800
3 600
g 400
200
0 A 1.

1 23 456 7 8 910111213 14151617 18 19 20

N2 ID Animal em Estudo

Gréfico 5 — Valores de fibrinogénio em mg/dL obtidos para os animais em
estudo, e delimitacdo a azul do limite superior considerado normal para a
espécie.

O valor médio de fibrinogénio obtido pelo grupo foi de 530 + 261,0 mg/dL. O valor médio

de proteina no plasma foi de 7,8 £+ 1 g/100 mL e 7,2 + 0,9 g/100 mL no soro sanguineo. O limite
superior considerado normal na espécie € de 500 mg/dL. Nove animais ultrapassaram esse limite
(fi= 9, fr = 45%).

Os individuos que apresentaram hiperfibrinogenémia foram os animais n° 1, 2, 4, 5, 6, 9,

15, 16 e 20, como se observou no gréfico 5. Diferentes fatores podem estar na origem do
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aumento deste indicador de inflamacdo de fase aguda. Segue-se a exposi¢cdo dos diferentes
achados clinicos dos animais ndo referidos anteriormente. Os animais n° 1, 2, 15 e 16 seréo
abordados adiante (capitulos 3.3 e 4.1).

O animal n® 4 apresentava uma lesdo ulcerativa no cotovelo esquerdo, a qual foi
realizada citologia por aposicdo, como se pode verificar na Fig. 20, estando presente inflamacgéo
supurativa com neutrofilos degenerados, redes de fibrina e células escamosas queratinizadas
(detritos epiteliais) e apresentava ainda uma leséo cicatricial no bordo auricular esquerdo. Para
além da hiperfibrinogenémia de 900 mg/dL, ndo apresentou anomalias de hemograma. Foi
realizado esfregaco sanguineo, tricograma (anagénese) e citologia otologica. Reside no CRO de
Lagos desde 2018, sendo sujeito a profilaxias desparasitantes regulares. N&o foram

diagnosticadas parasitoses e ndo ocorreu reatividade cutadnea nos TID.

O animal n°® 5 encontrava-se parasitado por Dipylidium caninum e ndo apresentou
reatividade cutdnea nos TID, exibiu um exame de estado geral normal, exceto a
hiperfibrinogenémia de 900 mg/dL.

A hiperfibrinogenémia de 700 mg/dL do animal n° 6 justificar-se-4 pela cicatrizagao
priméria que decorria na sequéncia deste animal apresentar varios traumas por mordedura,
nomeadamente lesGes de continuidade a nivel de membro posterior esquerdo, membro anterior
esquerdo e pénis, que foram sujeitas a tratamento cirdrgico, na véspera da sua participacéo
neste estudo. Adicionalmente, este animal encontrava-se desparasitado, tendo sido
diagnosticado Dipylidium caninum e infestac@o por Rhipicephalus sanguineus. Quanto ao TID,
ocorreu reatividade cuténea positiva para D. farinae, A. Siro e E. maynei, conforme se pode
observar na Fig. 37.

O animal n° 9 foi resgatado juntamente com o animal n° 6, suspeitando-se que haja entre
eles elevada afinidade genética. No entanto, ao contrario do suposto irmao, o animal n°® 9 nao
apresentou reatividade cuténea nos TID. Foi-lhe diagnosticada microfilarémia e infe¢cdo por
ancilostomatideos. Apresentou eosinofilia na contabilizagcdo automatizada, notoria na citologia
sanguinea. Este animal tinha parido ha 3 meses, tendo sido submetido a profilaxia vacinal no
ano anterior (assim como o animal n°® 6). Veja-se na Fig. 21, a presenca de varios eosinofilos,
as microfilarias com caracteristicas compativeis com a espécie Dirofilaria immitis, o tricograma
com ciclo de crescimento em telogénese e ponta do pelo danificada, sugestivo de trauma por

prurido.
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Figura 20 — Citologia de aposi¢céo de lesdo ulcerativa, citologia otoldgica e esfregaco sanguineo, animal n®
4 (ampliacdes: 100x, 400x, 1000x).
A a C — citologia por aposi¢do de lesdo ulcerativa na zona do olecrénio; inflamacao
supurativa com presenca de neutrdéfilos, redes de fibrina e detritos epiteliais; D — citologia
otologica; E — tricograma (anagénese); F — lesdo ulcerativa na zona do olecranio

compativel com ferida de decubito; G e H — esfregago sanguineo.
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Figura 21 — Esfregaco sanguineo, microfilarémia e tricograma do animal n° 9 (ampliagdes: 1000x e 100x).

A a D — microfilarias, terminacéo anterior de espaco cefélico curto e desprovido de células,
terminagdo posterior reta, presenca de anel nervoso e genitélia, técnica de esfregaco de
sangue periférico apds congelacao; E e F — eosindfilia (feathered edge); G e H — tricograma
com ponta do pelo danificada e teloaénese.
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O animal n° 20 tinha uma ascite ligeira, soro lipémico, sendo notéria a idade avancada.
Apresenta-se, em anexo, um quadro com as imagens mais relevantes obtidas no esfregaco
sanguineo realizado a este animal, nomeadamente, a presenca de neutrdfilos maduros,

hipersegmentados, linfécitos atipicos, eosindéfilos e monécitos (Fig. 22).
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Figura 22 — Esfregaco sanguineo do animal n® 20 (ampliagéo: 1000x).

A, B e G - linfécitos reativos (e neutrofilo hipersegmentado); C — mondcito com vacuolos
citoplasmaticos, possivelmente de material fagocitado; D — neutrdfilo hipersegmentado;

E — linfocito e eosindfilo; F — eosinodfilo e linfocito; H — eosindfilo e linfocito.
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Os animais nao referidos neste subcapitulo sdo aqueles em que ndo se encontraram
anomalias hematoldgicas, nem alterag6es a nivel de fibrinogenémia (animais n° 3, 8, 10, 11, 12,

13, 14, 17, 18 e 19), excluindo o animal n° 7, ja referido no subcapitulo anterior.

3.3 Diagnostico parasitolégico
No presente estudo foi obtida uma prevaléncia parasitaria geral de 50%, na populacao
estudada (n = 20).

A realizacdo de esfregacos sanguineos e a sua observagao ao microscopio, permitiu a
confirmagdo de alguns dos dados obtidos no hemograma, via contador automatizado, mas o

mais relevante foi a possibilidade de diagnosticar a presenca de hemoparasitas.

Figura 23 — Gamonte de Hepatozoon canis em Figura 24 — Gamonte de Hepatozoon canis em
neutrdéfilo, animal n°® 7 (ampliagdo: 1000x). mondcito, animal n°® 17 (ampliagao: 1000x).

Nos esfregagos sanguineos realizados ao grupo (n = 20), observaram-se gamontes de
Hepatozoon canis em neutréfilos e mondcitos dos animais n® 7, 17 e 18 (Fig. 19, 25 e 26),
obtendo-se uma prevaléncia de 15% de infe¢@o por H. canis. Nas Fig. 23 e 24 evidenciam-se
aparentes diferencas morfoldgicas do gamonte, justificadas pela intensidade de coloragéo, sendo
gue na Fig. 23 é visivel o nlcleo excéntrico alongado, enquanto que na Fig. 24 o nlcleo surge
pélido, quase indistinguivel. Note-se como o parasita promove 0 afastamento das estruturas
nucleares dos leucécitos.
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Figura 25 — Esfregago sanguineo, microfilarémia, Hepatozoon canis (ampliagdes: 1000x e 400x) e lesdo
dermatolégica esternal do animal n® 17.

A — microfilaria e H. canis; B — microfilaria; C — extremidade posterior de microfilaria; D a
G - gamontes alongados, elipsoidais, rodeados por membrana, com nucleo excéntrico
alongado (H. canis); H — lesao dermatoldgica esternal.
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Figura 26 — Esfregaco sanguineo, Hepatozoon canis e citologia por aposi¢do do animal n® 18

(ampliagéo: 1000x).

A a E — gamontes de H. canis; F, G e H — contaminac¢é&o fungica da citologia por aposicao

(fungos ambientais).
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A prevaléncia de microfilarémia nos esfregacos sanguineos realizados foi de 15%,
(positividade nos animais n° 8, 9 e 17, Fig. 21, 25, 27, 28 e 29). As microfilarias foram
diagnosticadas como pertencentes a espécie Dirofilaria immitis pela observacdo de
caracteristicas fenotipicas, nomeadamente terminacdo anterior de espaco cefélico curto e
desprovido de células, terminagdo posterior reta, presenca de anel nervoso e genitdlia como se
pode observar nas Fig. 27 e 28, onde se destaca adicionalmente o grande contraste produzido

pela técnica de citologia de esfregaco sanguineo apds descongelacdo da amostra (Liotta, et al.,
2013).

Figura 27 — Microfilaria em esfregaco
sanguineo, animal n°® 9, terminagdo
posterior (ampliagédo: 1000x).

Figura 28 — Microfilaria em esfregago sanguineo,
animal n° 9, terminacgao anterior (ampliagdo: 1000x).
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Figura 29 — Esfregago sanguineo, microfilarémia e citologia por aposi¢éo de leséo do animal n° 8
(ampliacdes: 400x e 1000x).

A a C — microfilarias; D — populacdo leucocitaria normal visivel na feathered edge do
esfregaco sanguineo; E e F — citologia por aposi¢éo de leséo cutanea, detritos epiteliais e

contaminantes artefactuais.
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No que respeita aos parasitas gastrointestinais, registou-se uma prevaléncia de 15% de
infecdo por Dipylidium caninum, justificada pela presenca de proglotes nas fezes dos animais n°
5, 6 e 18, por observacao direta em dois dos casos e confirmado no laboratdrio de parasitologia
da Universidade de Evora para o n° 18, seguindo o protocolo de decantagdo, conforme descrito
anteriormente. Na Fig. 30, evidencia-se a presenca das capsulas ovigeras no interior do proglote

ovigero de D. caninum.

>

Figura 30 — Proglote ovigero de Dipylidium
caninum (ampliagéo: 40x).

A prevaléncia de infe¢éo por ancilostomatideos foi de 10%, tendo sido identificados ovos
nas amostras fecais dos animais n° 7 e 9 (Fig. 31). Foram identificados ovos de Trichuris vulpis
no animal n° 7 (Fig. 32), correspondendo a uma prevaléncia de infecdo de 5%. Na Fig. 32 verifica-
se a morfologia caracteristica do ovo de T. vulpis, destacando-se os opérculos bipolares
transparentes, sendo observavel uma ligeira deformacéo na estrutura externa, possivelmente

devido ao processo de congelagéo a que foram sujeitas as amostras.

0

s
Figura 31 - Ovo de
ancilostomatideo (ampliacéo:
100x).
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Figura 32 — Ovo de Trichuris
vulpis (ampliacao: 100x).
Foi encontrada uma forma suspeita de Toxocara canis no animal n° 2; forma suspeita de
Cystisospora sp. no cachorro do animal n® 3; suspeita de quistos de Giardia sp. no n°® 1. As
formas suspeitas ndo foram tidas em consideracdo para a analise estatistica realizada no

subcapitulo 3.5, Correlagéo sensibilizacdo TID e diagndstico parasitario.

No que respeita a ectoparasitas, foram detetados ixodideos por exame visual, nos
individuos n° 3, 6, 7 e 20, correspondendo a uma prevaléncia de infestacdo de 20% de
Rhipicephalus sanguineus, identificados pelas caracteristicas morfolégicas descritas
anteriormente.

Foi realizada profilaxia ectoparasitaria a alguns dos animais do grupo, previamente a sua
participacdo no estudo, com administracdes tépicas de fipronil (Eliminall®, Pfizer, EUA),
imidaclopride a 10% e permetrina a 50% (Advantix®, Bayer, Alemanha) e desparasitacdo interna
através da administracdo oral de comprimidos de praziquantel, fenbendazol e pirantel
(Praziguan®, CEVA, Franca), previamente a recolha de amostras fecais para diagnéstico
parasitoldgico e realizagc&o dos testes intradérmicos, por se tratar de uma medida implementada
no maneio dos animais no canil. Verificou-se que nos animais sujeitos a profilaxias
antiparasitarias (fi = 12), ocorreu uma prevaléncia de parasitas gastrointestinais e/ou
ectoparasitas de 33% (4 individuos em 12 desparasitados).

O animal n° 1 obteve o diagnéstico soroldgico de leishmaniose, em data posterior ao
estudo, e previamente teve o diagndstico de onchocercose, por histopatologia. A data da
realizacdo do estudo tinha sido realizado tratamento médico para esta Ultima parasitose, hum
estudo paralelo realizado por outra instituicdo com as substancias de moxidectina e
imidaclopride. Na Fig. 33 é visivel a uveite causada por Onchocerca lupi (tendo-se verificado a
recuperacao ocular completa, em data posterior), imagens da citologia por aposicao realizada a
uma das varias lesbes ulcerativas que este animal apresentava, com presenca de inflamacgéo
piogranulomatosa, populacdo mista neutrofilica e macréfagos, queratinécitos e material proteico

fagocitado intracitoplasmatico suspeito de amastigotas de Leishmania sp.
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Figura 33 — Citologia por aposicao de lesdo cutédnea e esfregaco sanguineo do animal n® 1
(ampliacdes: 1000x e 400x).

A a F — citologia de processo inflamatério do tipo piogranulomatoso. Observam-se varios
polimorfonucleares neutréfilos, macréfagos com vacuolos evidentes, linfdcitos,
gueratinécitos e material proteico fagocitado, intracitoplasmatico, suspeito de amastigotas
de Leishmania sp. (setas); G — uveite por Onchocerca lupi e dermatite ulcerativa das

margens auriculares, por Leishmania sp.; H — lesbes distais nos membros toracicos.
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3.4 Testes intradérmicos

Considerando as respostas de reatividade cutanea aos extratos comerciais dos acaros
do pé6 e de armazenamento em estudo, via teste intradérmico, obtida por individuo, e, consistindo
0 espaco amostral em respostas avaliadas subjetivamente de 0 a 4+ (sendo 0 e 1+ consideradas
respostas negativas e 2+, 3+ e 4+ consideradas respostas positivas), obtiveram-se os seguintes
resultados: 12 individuos (fi = 12, fr = 60%) do grupo (n = 20) apresentaram respostas positivas
aos extratos alergénicos testados; a média de nimero de respostas positivas por individuo foi de
1,4 +1,3; a média do numero de respostas negativas por individuo foi de 4,6 + 1,3; o somatorio
da ocorréncia do nimero minimo de respostas no grupo foi 51 (20 = 51; n = 120; 42,5%); o
somatorio da ocorréncia de nimero maximo de respostas no grupo foi 15 (Z3+ = 15; n = 120;
12,5%); o somatorio de individuos que tiveram pelo menos uma resposta TID classificada como
o valor minimo do espaco amostral foi de 19 individuos (20 = 19; n = 20; 95%); e o somatorio de
individuos que tiveram pelo menos uma resposta TID classificada com o valor maximo verificado
neste estudo, correspondente a 3+, foi de 7 individuos (Z3+ = 7; n = 20; 35%). Por fim, salienta-
se que todos o0s animais apresentaram reatividade positiva ao controlo positivo e reatividade

negativa ao controlo negativo, conforme pode ser verificado na tabela 5.

Tabela 5 — Classifica¢des aos testes intradérmicos do grupo.

ID 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Der p - + - - + + + - -
Der f +++ +H+ H + + +H/+++ - + +
Acas ++ ++ + - + +H/+++ - - - -
Lepd + + + - + + - - - +
Tyrp [+ 4 + + + + - - -
Eur m - - - - + +H/+++ + - - -

Controlo positivo  ++++  ++++ -+ HHH e -+
Controlo negativo - - - - - - - - - -

ID 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Der p - - - - - - + -/+ - -

Der f ++ ++H+ ++ + + ++ +++ + - ++
Acas + ++ - + o+ - - ++/+++ - +
Lep d + o+ + + - - +++ - +++
Tyrp ++ + +++ - + - ++/- + - -
Eur m - ++ - - + +H/++H+ ++ - - -

Controlo positivo  ++++  ++++ -+ HHH e e +HH+

Controlo negativo - - - - - - - - - -

Ocorreram respostas de reatividade cuténea positivas a cinco dos seis acaros em
estudo, tendo sido apenas para o extrato de D. pteronyssinus que ocorreu a auséncia de
respostas positivas. Para esse extrato comercial, as respostas obtidas foram classificadas em 0
(fi = 13) e 1+ (fi = 7). Nos restantes extratos testados, ocorreram respostas dentro do espago
amostral (0 a 4+), salientando-se que para os extratos de L. destructor ndo se verificaram
respostas classificaveis como 2+. Por fim, refere-se que nenhum teste obteve a classificacdo de

nivel 4+ para os extratos alergénicos testados.
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Diagrama de extremos e quartis das respostas aos testes intradérmicos
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Gréfico 6 — Diagrama de extremos e quartis das respostas
aos testes intradérmicos, por extrato alergénico.

A média das respostas cutaneas nos TID,
considerando todas as respostas possiveis por extrato
alergénico, esta graficamente demonstrada no diagrama de
extremos e quartis, apresentado no grafico 6 e consiste nos
seguintes resultados médios: D. pteronyssinus (0,35 + 0,48);
D. farinae (1,6 £ 0,92); A. siro (1 £ 1,1); L. destructor (0,95 +
0,97); T. putrescentiae (1,05 + 1,02) e E. maynei (0,65 +1,01).

Cruzando a informacédo disponivel no grafico 6 e na
tabela 6, salienta-se que se verificaram as respostas médias
mais elevadas para os extratos de D. farinae, com reacdes
positivas ocorrendo em metade dos individuos do grupo (fi =
10, 50%) e que os extratos de D. pteronyssinus e E. maynei
foram os que apresentaram as respostas médias mais baixas,
com apenas quatro respostas positivas para este ultimo (fi =
4; 20%).

Foi realizada uma analise estatistica simples, na qual
se comparou o subgrupo de animais de raca indeterminada (fi
= 7) com o subgrupo de animais filogeneticamente
pertencentes a uma determinada raca (fi = 13) e de onde se
obteve que os animais de raga indeterminada apresentaram
menor frequéncia de reacdes positivas aos extratos
alergénicos (fi = 3; 43%) quando comparados ao subgrupo de
racas (fi = 8; 61%). No entanto, realizando uma correlacdo de
Pearson, obtiveram-se valores de r = 0,30 (p < 0,2) er=0,25

(p < 0,3), respetivamente, para 0 namero de respostas

Tabela 6 — Frequéncias absoluta e
relativa para as  diferentes
respostas verificadas nos testes
intradérmicos, por extrato
alergénico.

Frequéncia | Frequéncia

Resposta IDT
p absoluta | relativa (%)

Dermatophagoides pteronyssinus

0 13 65
1 7 35
Dermatophagoides farinae
0 2 10
1 8 40
2 6 30
3 4 20
Acarus siro
0 9 45
1 5 25
2 3 15
3 3 15
Lepidoglyphus destructor
0 7 35
1 10 50
3 3 15
Tyrophagus putrescentiae
0 7 35
1 8 40
2 2 10
3 3 15
Euroglyphus maynei
0 13 65
1 3 15
2 2 10
3 2 10

positivas e para a positividade observada, ou seja, valores considerados estatisticamente pouco

expressivos.
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Quanto a idade, ndo se observou correlacdo significativa com o ndmero de respostas

positivas TID (r = 0,16; p <0,5) ou com a positividade (r = 0,12; p <0,6) dos TID.

No que respeita ao sexo, obteve-se r = 0,46 (p <0,05) entre 0 sexo masculino e o0 nimero

de respostas positivas nos TID. No entanto, ndo se verificou correlagdo entre o sexo e a
positividade TID (r = 0,26; p <0,3).

Relativamente a possibilidade de reagfes cruzadas e/ou co-sensibilizagdo entre os

extratos alergénicos em estudo, avaliou-se a possibilidade de ocorréncia de correlacao entre a

intensidade da resposta nos TID, entre as espécies alergénicas, aos pares. Os valores de

correlacdo (r) obtidos encontram-se representados na tabela 7, permitindo a construgdo do

grafico 7. O coeficiente de correlacédo para cada par de variaveis foi considerado estatisticamente

significativo para os pares A. siro — L. destructor (r = 0,61; p <0,01), A. siro — D. farinae (r = 0,55;

p <0,05) e D. farinae — T. putrescentiae (r = 0,55; p <0,05).

Tabela 7 — Correlacdo de pares para as reatividades cutaneas obtidas
para os diferentes extratos alergénicos em estudo.

Coaorrelation table

Der p

Der f

Aca s

Lep d

Tyr_p

Eur_m

Correlation coefficient
Significance Level P
n

Correlation coefficient
Significance Level P
n

Correlation coefficient
Significance Level P
n

Correlation coefficient
Significance Level P
n

Correlation coefficient
Significance Level P
n

Correlation coefficient
Significance Level P
n

Pearson correlation coefficient

Der_p

-0.023
0,9237
20
0.287
0,2157
20
0.038
0,8746
20

0.169
0.4763
20
0.253
0.2811
20

Der_f

-0.023
0.9237

0,548
0.0124
20

0,370
0.1084
20

0,554
0.0112
20

0,334
0.1505
20

Aca_s
0,287
02197
20
0,543
00124
20

0,610
0,0043
20

0,312
0,1803
20
0,090
0,7057
20

Lep_d
0,038
08746
20
0,370
01034
20
0,610
0.,0043
20

0,053
0,8254
20
-0,068
0,7744
20

Tyr_p
0,169
0,4763
20
0,554
0,0112
20
0,312
0,1803
20
0,053
0,8254
20

-0,080
0,7389
20

Eur_m

0,253
0.2811

0,334
0,1505
20
0,090
07057
20
-0,068
07744

-0,080
0,739
20
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Correlacao de pares

=@=Derp =@=Derf =—0-—=Acas ==@=mlepd e=@=Tyrp e==@=FEurm

Lep d

Gréfico 7 — Correlacéo de pares para as diferentes respostas por extrato alergénico.

Nas figuras abaixo s@o exemplificadas as respostas TID obtidas no grupo. Na Fig. 34,
observa-se um teste intradérmico com respostas negativas aos extratos alergénicos em estudo,
referente ao individuo n° 8, apresentando apenas uma resposta 1+ (considerado negativo) no
segundo ponto de inoculagédo, relativo a D. farinae, uma resposta 4+ ao controlo positivo, no
sétimo ponto de inoculacéo, e resposta 0 nos restantes pontos de inoculagao, incluindo no oitavo

ponto de inoculagéo, relativo ao controlo negativo.

Figura 34 — Teste intradérmico negativo aos extratos alergénicos em estudo.
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Na Fig. 35 observam-se duas respostas positivas 2+, nos pontos de inoculacdo dois e
cinco, correspondentes a D. pteronyssinus e T. putrescentiae, para o individuo n° 11.

Figura 35 — Teste intradérmico positivo aos extratos
alergénicos Dermatophagoides pteronyssinus e
Tyrophagus putrescentiae.

Enquanto nas Fig. 36, 37, 38 e 39, correspondentes aos TID realizados aos individuos
n° 2, 6, 12 e 13, podemos observar respostas positivas 2+ e 3+, para varios dos extratos

alergénicos testados, a titulo exemplificativo.

Figura 36 — Teste intradérmico  positvo a
Dermatophagoides farinae, Acarus siro e Tyrophagus
putrescentiae.

Figura 37 — Teste intradérmico positivo a Dermatophagoides
farinae, Acarus siro e Euroglyphus maynei.
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Figura 38 — Teste intradérmico positivo a Dermatophagoides
farinae e Tyrophagus putrescentiae.

Figura 39 — Teste intradérmico positivo a Dermatophagoides
farinae, Acarus siro, Lepidoglyphus destructor e Euroglyphus
maynei.

3.5 Correlacéo entre sensibilizagéo (TID) e diagnostico parasitario

N&o se observou correlacdo entre a ocorréncia de parasitismo, no geral, e a
sensibilizagdo (minimo uma resposta positiva a um extrato alergénico nos TID) (r = 0; p = 1).
Para a mesma variavel de parasitismo correlacionada com a variavel nUmero de respostas
positivas verificadas por individuo aos extratos alergénicos, obteve-se um resultado igualmente
ndo significante. No entanto, quando se correlacionaram apenas as espécies parasitarias
pertencentes a filo Nematoda e excluindo todas as restantes espécies parasitarias
diagnosticadas, obteve-se uma correlagdo negativa (r=-0,41) significativa (para um nivel de
significancia a 10%, p<0,08). Adicionalmente, para as mesmas variaveis obteve-se um valor
estatisticamente significativo, para o coeficiente de correlacdo de postos de Kendall, de (1 = -

0.371; p< 0,05), como pode ser verificado na tabela 8.
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Tabela 8 — Correlacdo entre a prevaléncia de Nematoda e
reatividade cutanea positiva aos testes intradérmicos.

Rank Correlation

Variable Y Nematoda

Variable X Positividade

Sample size 20
Spearman'’s coefficient of rank correlation (rho) -0,380
Significance level P=0,0981
95% Confidence Interval for rho -0,704 to 0,0747
Kendall's Tau -0,371
Significance level P=0,0180
95% Confidence Interval for Tau® -0,689 10 0,190

® BCa bootstrap confidence interval (500 iterations; random number seed: 978).

No entanto, considerando a variavel prevaléncia parasitaria, tendo em conta a espécie
parasita e o efeito imunolégico esperado, correlacionada com a variavel resposta positiva aos
extratos alergénicos em estudo, obtém-se um coeficiente de correlagédo de r = -0,7 (p < 0,001),
para n = 20, com intervalo de confianca de 95% de -0,87 a -0,37 (tabela 9) e coeficiente de
determinacéo (r"2) de 0,4898.

A probabilidade de significAncia traduz-se no valor p obtido, geralmente estabelecido
pelos valores padrdo <5% ou <1%, sendo que quanto mais se aproxima de zero, maior a
significAncia estatistica de se rejeitar a hipdtese nula, ou seja, que ndo existe relacao entre as
variaveis em estudo. Como se verifica na tabela 9 o valor p obtido foi de 0,0006, considerado
extremamente significativo, numa relagdo inversa, uma vez que o r obtido apresentava um valor

negativo.

Tabela 9 — Correlacéo entre as variaveis reatividade
cuténea positiva aos testes intradérmicos e efeito
parasitario imunoldgico.

Vanable Y Positividade

Variable X Parasitas_Efeito

Sample size 20
Correlation coefficient r -0,6999
Significance level P=0,0006
95% Confidence interval for r -0,8722 to -0,3728

Na variavel anteriormente referida de efeito imunoldgico parasitario, foi tido em
consideragcdo o possivel efeito imunoldgico provocado pelas diferentes espécies parasitarias
diagnosticadas, de acordo com a bibliografia consultada, na sequéncia da exposi¢éo efetuada
no capitulo referente a Imunologia Veterinaria e sera abordado mais detalhadamente no
subcapitulo seguinte, relativo a discussao.
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No caso de se considerar que as variaveis tém uma distribuicdo n&do-normal, pode
expressar-se esta relacdo, aplicando o coeficiente de correlacdo ndo-paramétrico “rho” de
Spearman (p). Neste caso, obtém-se p = -0.694 (p <0,001), conforme se verifica na tabela 10.
Este valor € muito aproximado do coeficiente de correlagao obtido anteriormente, mantendo-se

um elevado grau de significancia estatistica.

Tabela 10 — Correlacdo entre as variaveis reatividade cutanea
positiva aos testes intradérmicos e efeito imunolégico parasitario.

Vanable Y Positividade

Variable X Parasitas_Efeito

Sample size 20
Spearman's coefficient of rank correlation (rho) -0,694
Significance level P=0,0007
95% Confidence Interval for rho -0,870 to -0,364
Kendall's Tau -0,660
Significance level P=0,0001
95% Confidence Interval for Tau® -0,800 to -0,420

® BCs bootstrap confidence interval (500 iterations; random number seed: 978).

Ao alterar a variavel positividade TID anteriormente utilizada pelo nimero de respostas
positivas aos extratos alergénicos e correlacionando-a com a variavel prevaléncia parasitaria
tendo em conta o efeito imunoldgico, obteve-se um valor de correlagdo de r = -0,61 (p <0,001),

estatisticamente significativo.

Recorde-se que foram efetuadas as correlacdes de pares para os diferentes extratos de
acaros testados, no subcapitulo anterior, assim como as correlacfes entre a variavel fibrinogénio
e as variaveis em valor percentual de linfécitos, granulécitos e concentracdo de hemoglobina

corpuscular média, no subcapitulo 3.2.

Por ultimo, foi possivel relacionar a quantificacdo percentual de eosindfilos com as
variaveis obtidas para os TID, verificando-se que, tanto para a positividade nos TID, como para
0 numero de resultados TID positivos, ndo se observou correlacdo estatisticamente relevante.
No entanto, quando comparado a mesma variavel percentual de eosinofilia com a prevaléncia

parasitaria, verificou-se uma correlacdo positiva (r = 0,56; p <0,05).

4. Discussao

Tendo em conta a natureza permissiva, auséncia de stress e um nivel de dor provocado
pelos testes intradérmicos considerado irrelevante, trés dos animais em estudo (n° 9, 13 e 14)
ndo foram sedados para a realizacdo dos TID, tal como no estudo efetuado por Ozkan & Uysal
(2011). N&o se observaram alteragcdes nos testes em face desta abordagem, tendo em conta a
avaliagdo semi-objetiva das respostas ao controlo positivo (4+). Nos animais que foram sedados,
respeitou-se a dose recomendada pela literatura e referida anteriormente, sendo que a via
subcutanea utilizada para administracdo de medetomidina resultou num inicio de a¢&o tardio, na
maioria dos animais, mas foi considerado eficaz para a técnica pretendida, escolhendo-se a dose
entre os limites inferior e superior do recomendado, de acordo com a atitude e caracter dos
individuos (Plumb, 2011; Ramsey, 2014).
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Diferentes predisposi¢cdes fenotipicas sdo, por vezes, referidas nos estudos de
sensibilizagdo a alergénios e de patologias alérgicas. De acordo com o grupo dos animais em
estudo, aceita-se que, como refere Babi¢ et al. (2018), as racas mais prevalentes numa
determinada area geogréfica sejam aquelas em que se verificara uma maior prevaléncia de
doencga atOpica canina, assim como de outras patologias alérgicas. Enquanto muitos autores
concordam que ragas como West Highland Terrier, Labrador Retriever, Golden Retriever, Boxer,
Pastor Alemé&o, Bulldog Francés e Cocker Spaniel apresentam predisposi¢cdo para DAc, um
estudo levado a cabo na Hungria reconheceu a raca Vizsla como uma das mais afetadas e, na
Austrdlia, a raga Cavalier King Charles. Implicitamente, e tendo em conta os resultados obtidos
no presente estudo, podemos colocar duas questdes: i) As ragcas de cdes portuguesas
apresentam predisposicdo genética e elevada prevaléncia de DAc? ii) Apresentara a
indeterminacdo de raca um efeito protetor face a predisposicdo alérgica? No grupo estudado
verificaram-se respostas de positividade nos TID menos prevalentes nos animais de raca
indeterminada, quando comparados com os individuos de cruzados identificados com Pastor
Alemdo, Podengos e outras. No entanto, o grupo em estudo, relativamente pequeno, apresentou
um carater de screening, funcionando sobretudo como preliminar, pelo que ndo é possivel retirar
conclusdes definitivas. Sugere-se que sejam realizados estudos adicionais para o
desenvolvimento desta tematica, com um grupo maior de animais, para averiguar a prevaléncia
da condic&o alérgica nas racas nacionais e regionais, tais como Podengo, Cao-de-Agua e C&o
do Barrocal Algarvio, bem como estudos de correlacdo na prevaléncia de DAc entre racas
indeterminadas e as racas mais prevalentes geograficamente. lgualmente, deverdo realizar-se
determinacdes das sIgE, bem como estudos de inibicdo da determinacao de sIgE, para pesquisar
fendmenos de reatividade cruzada entre espécies alergénicas e entre estas e as diferentes
espécies de parasitas mais comuns (Ozkan & Uysal, 2011; Bizikova et al., 2015; Mueller et al.,
2016; Babic et al., 2018).

Quanto a prevaléncia das respostas positivas por sexo, ainda que muitos autores
apontem para a ndo ocorréncia de predilecdo de género para DAc, outros testemunham um
aumento de prevaléncia nas fémeas e outros autores nos machos. Os resultados obtidos neste
estudo, ainda que o nimero de animais testados seja muito limitado, estdo em concordancia com
os resultados obtidos por Muller et al. (2000), num estudo realizado a 1000 canideos, que refere
uma maior prevaléncia de respostas positivas TID em machos (Ozkan & Uysal, 2011; Bizikova
et al., 2015).

Por fim, para além da dificuldade encontrada na obtengdo de uma anamnese
razoavelmente completa, salienta-se que se verificaram lesbes dermatoldgicas as quais nao foi
possivel associar uma etiologia infeciosa ou alérgica. Considera-se que se possam ter
desenvolvido na sequéncia das condicbes de alojamento e/ou eventualmente vicios
comportamentais. As boxes em que 0s animais estdo alojados séo higienizadas diariamente,
possuindo uma estrutura de madeira na qual se podem deitar. Em detrimento deste facto,
verifica-se que frequentemente adotam posi¢des de decubito sob o pavimento rigido e molhado

0 que pode estar na etiologia das les6es dermatoldgicas verificadas e compativeis com feridas
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de decubito. Por outro lado, ndo se pode excluir para alguns animais a presenca de dermatite

acral por lambedura, tendo em conta as condi¢des de clausura a que estao sujeitos.

4.1 Hemograma

Quanto a leucocitose de 19,7x10%L verificada no animal n® 2, esta deveu-se
provavelmente a um aumento da populagdo de granuldcitos, acompanhado por valores
hematoldgicos sugestivos de ligeira anemia regenerativa, hipocrémica macrocitica, trombocitose
e aumento de plaquetdcrito. Por visualizacdo de esfregaco sanguineo, observou-se
heterogeneidade cromatica e a presenca de poucos neutrofilos em banda, insuficientes para se
considerar um desvio a esquerda. Ndo se verificou eosinofilia (2,6%), nem foi confirmado a
presenca de infecdo parasitaria, ainda que neste animal tenha sido detetada uma forma suspeita
de Toxocara canis, insuficiente para declarar o animal parasitado. O aumento de fibrinogénio
verificado, foi o maior dentro do grupo, com um valor de 1000 mg/dl, quantificada a proteina
plasmatica 8,5 g/100 mL e sorolégica de 7,5 g/100 mL. No exame do estado geral foi possivel
verificar a ocorréncia de um ligeiro sopro cardiaco, corrimento ocular bilateral mucopurulento,
prurido e diarreia intermitente alternada por periodos de obstipacdo. Quanto ao prurido, a sua
identificacdo via tricograma foi impossibilitada pelo facto de ter sido realizada recentemente a
tosquia do animal, no entanto, foram visiveis ao exame de estado geral a pseudo-pigmentacéo
do pelo pela saliva, sugestivo de prurido e coincidente com as localizacbes anteriormente
referidas de DAc, veja-se a Fig. 15. A data do estudo, o animal tinha sido resgatado pelo canil
h& 13 dias e o seu estado de desparasitacdo era desconhecido. No TID ocorreu reatividade

cuténea a D. farinae, A. siro e T. putrescentiae (Fig. 36).

Quanto ao animal n° 3, verificou-se uma leucocitose de 18,4x10°%L, acompanhada de
eosinofilia de 20,9x10%L e ligeira trombocitose. Esta lactante, acompanhada por um cachorro de
aproximadamente um més de idade, apresentava com uma infestacéo intensa de Rhipicephalus
sanguineus e lesBes dermatoldgicas nos locais de fixacdo dos parasitas, como se observa na
Fig. 16. Nos exames dermatolégicos complementares realizados, como o teste de fita-cola,
citologia por aposicdo e tricograma, encontrou-se a fase de desenvolvimento piloso,
maioritariamente em telogénese, ndo sendo observadas alteracdes clinicamente relevantes. A
andlise coprolégica ndo relevou a presenca de parasitas, porém no cachorro que a acompanhava
encontrou-se uma forma suspeita de Cystisospora sp. O animal deu entrada no canil no dia em
gue se efetuou o estudo, ndo estando desparasitado, mas havendo registo de imunizacéo
realizada para o virus da esgana, adenovirus canino tipo 2, parvovirus canino, e virus da
parainfluenza canina. Apresentou reatividade cutanea positiva nos TID, para o extrato de D.

farinae.

O Unico animal do grupo em que se verificou leucopénia (5,2x10%L) foi o n° 16,
traduzindo-se esta por uma ligeira diminuicdo da populagéo total de granuldcitos e encontrando-
se a populacéo de linfocitos quantificada no limite inferior (1,0x10%/L), confirmado por esfregaco
sanguineo (Fig. 17). Ao exame do estado geral, verificou-se espessamento auricular unilateral e

estenose do canal auditivo, indicativo de sequela por otohematoma néo sujeito a terapéutica
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médica, eritema do plano nasal e dos espagos interdigitais, que aquando da reavaliagcao
persistiram, feridas de decubito bilaterais na zona dos olecranios, ligeiro corrimento ocular
bilateral seroso, Ulceras na mucosa oral e ligeiro sopro cardiaco. Nao foram encontradas formas
parasitarias e testou positivamente ao TID aos extratos alergénicos de D. farinae e E. maynei.
Encontrava-se no canil ha 15 dias, a data do estudo, e desconhecia-se a realizacao de profilaxias

anteriores.

Quanto ao animal n°® 7, referido anteriormente na sequéncia de ter sido realizada a
contagem leucocitaria manual, obtendo-se valores de eosinofilia de 12,7%, neutrofilos de 55,7%,
mondcitos de 8,8% e linfocitos de 21,5%, verificou-se que a populagédo eritrocitaria apresentava
heterogeneidade cromatica, dispersdo volumétrica e coddécitos (raros), indicando resposta
regenerativa, conforme representado na Fig. 19. A nivel parasitologico, foram observados por
técnica coprolégica de flutuacdo, ovos de ancilostomatideo e de Trichuris vulpis, gamontes de
Hepatozoon canis por esfregaco sanguineo e infestacdo por Rhipicephalus sanguineus.
Encontrava-se no canil ha 10 dias relativamente a data do estudo, desconhecendo-se
antecedentes profilaticos. Do exame de estado geral destacou-se a presenca de um corpo
estranho na cavidade oral, que foi removido. Por Ultimo, ndo apresentou reatividade cutanea nos
TID.

No que respeita a eosinofilia no grupo, confirmou-se neste estudo a sua relacdo com a
prevaléncia parasitaria (r = 0,56; p <0,05), verificando-se como excecdo o animal n° 15, que
apresentou uma eosinofilia de 17,9% (Fig. 18), ndo se tendo diagnosticado quaisquer formas
parasitarias. Neste animal ndo se verificaram outras alteracdes hematoldgicas, mas uma
hiperfibrinogenémia de 800 mg/dl, acima do limite de normalidade para a espécie. O exame de

estado geral apresentou-se normal.
Por outro lado, ndo foi possivel relacionar a eosinofilia com a positividade nos TID.

Ao contrario do que sucede nas analises sanguineas de humanos, para as quais o
armazenamento a temperatura ambiente durante mais de um dia é aceitavel, com poucas
limitagBes para determinagéo dos parametros de hemograma e indiferente para os parametros
leucocitarios, no que respeita as amostras sanguineas de canideos, as variagbes no hemograma
revelam-se significativas com a progressdo do tempo de armazenamento, sobretudo se a
temperatura ambiente. Realizaram-se estudos em que se calcularam quocientes de variagao
para amostras sanguineas refrigeradas e mantidas a temperatura ambiente, analisadas as 0, 24
e 48 horas pos colheita, sendo que todos os parametros hematoldgicos demonstraram alteracdes
exceto nos obtidos para os reticuldcitos, nas amostras mantidas a 4° C. Ocorreram alteracfes
na contagem de plaguetas a temperatura ambiente, na ordem dos 5%, e acima dos 10% nas
subpopulac¢des leucocitérias, as 48h, para conservacéo, tanto refrigeradas como a temperatura

ambiente.

A premissa deste estudo é a de que os parametros hematolégicos diferem consoante a

conservacdo das amostras e o tempo de espera até a sua analise, e demonstrou-se que
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variagbes moderadas podem ocorrer na andlise sanguinea de canideos, nomeadamente a nivel
de hematdcrito, MCV, reticuldcitos e MCHC. Tendo em conta que as amostras do grupo foram
analisadas >12 horas apds a sua colheita e sofreram variagbes nas temperaturas de
armazenamento, uma vez que foram colhidas em Lagos e a analitica realizada em Loulé, a cerca
de 80 Km de distancia, justificam-se os valores obtidos, com ligeiros aumentos de hematdcrito,
diminuicdo da CHCM e aumento do VCM, sugerindo que, devido as condicbes de
armazenamento e transporte podem ter ocorrido alteracfes de natureza hemolitica, interferentes,
0 que pode resultar em aumento irreal da CHMC, por exemplo (Bourgées-Abella et al., 2014; Lee
& Kang, 2016).

4.2 Fibrinogénio
As proteinas de fase aguda sdo produzidas em resposta a qualquer tipo de lesdo
tecidular, alteragGes metabdlicas, enddcrinas e imunoldgicas. A quantificacdo destas proteinas
tem especificidade baixa, mas € um marcador sensivel de inflamac&o, indicador de prognéstico
e é utilizado para monitorizar diversas patologias. A funcdo do fibrinogénio é a sua conversao
em fibrina insollvel durante a cascata da coagulacdo, permitindo a formacdo do coagulo
(McGrotty et al., 2016).

Pode estimar-se o valor da concentracdo de proteina para obtencdo dos valores de
fibrinogénio, com recurso ao refratdmetro, que permite quantificar os solutos, através da refracéo
produzida sobre a luz que atravessa 0 seu sistema prismético calibrado. S&o considerados
fatores de interferéncia para a sua determinacdo no soro, a presenca de hemdlise e
hiperlipidémia, entre outros, a ter, por isso, em consideracdo, apesar do refratdbmetro ser um

método de densidade, ndo colorimétrico.

Os meétodos convencionais para quantificacdo de fibrinogénio sdo o método de
precipitacdo pelo calor e o método de Von Clauss. Valores elevados de fibrinogénio ocorrem na
sequéncia de estimulo IL-6 e fator de necrose tecidular, com aumento da producéo hepética de
proteinas de fase aguda. Ocorre previamente a alteracdes leucocitarias de origem inflamatoria e
como tal, € um importante indicador diagndstico precoce de processos inflamatérios. No presente
estudo, foi ensaiada uma técnica alternativa para a quantificacdo do fibrinogénio, cuja
replicabilidade dos valores obtidos pela técnica classica ja foi avaliada no estudo de Pivari et al.,
(2016), como bons resultados (r = 0,47). A nova técnica revelou ser muito mais rapida e simples,
sendo que, ao eliminarmos a necessidade de executar banhos-maria, e ao trocar a centrifuga de
microhematécrito pela centrifuga de tubo, torna-se mais exequivel na prética clinica de rotina
(McGrotty et al., 2016).

No estudo realizado por Vecina et al. (2006), observou-se hiperfibrinogenémia em 45.9%
dos cd@es com leucogramas normais, em hemogramas realizados em triagem de ambiente
hospitalar. Os valores obtidos na amostragem em estudo para esta dissertagdo foram muito
semelhantes, sendo que 9 em 20 animais apresentaram hiperfibrinogenémia (gréfico 5), apenas
um apresentou leucocitose, resultando, dessa forma, que 40% dos c@es com leucogramas

normais apresentaram hiperfibrinogenémia, consentaneamente com o estudo referido.
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4.3 Diagndstico parasitologico
E referido que temperaturas de congelagdo ndo sdo consideradas adequadas para
conservacado de amostras parasitolégicas, no entanto, demonstrou-se ser possivel efetuar com
sucesso técnicas como a flutuacdo e decantacdo em amostras previamente sujeitas a
congelacéo, tendo em conta os achados parasitologicos obtidos. As alteracBes que ocorreram
durante o processo de congelacao revelam-se em algumas alteragcdes morfolégicas nas formas
parasitarias, podendo ainda influenciar os resultados nas analises quantitativas. Esse 0 motivo

por se ter optado apenas pela andlise qualitativa (Saari et al., 2018).

Bowman (2013) refere que os ovos de Ancylostoma sp. sao destruidos pela congelacgéo,
enguanto que os de Uncinaria sp. sdo muito resistentes a esse método de conservacao. Por este
motivo, pode inferir-se que o diagnoéstico parasitologico de ancilostomatose consiste

especificamente no diagnostico de uncinarose.

Nao foi possivel confirmar o diagnéstico de Giardia sp., possivelmente devido a técnica
de conservacdo das amostras. Zajac & Conboy (2012) referem que para a observacdo ao
microscopio Otico de trofozoitos ou quistos de Giardia sp., as amostras fecais devem ser

observadas até 30 minutos apos a colheita da amostra fecal porque sdo muito pereciveis.

As prevaléncias obtidas no presente estudo foram semelhantes as prevaléncias
parasitarias obtidas noutros estudos parasitolégicos realizados no territério nacional e na regido
sul do pais, conforme se apresenta na tabela 11. Ainda que elevados, supde-se que estes valores
possam ser subestimados, nomeadamente no que respeita aos protozoarios intestinais, devido

as condicionantes de sensibilidade das técnicas utilizadas.

Salienta-se a importancia da realizacdo de esfregacos sanguineos, como meio
diagnostico complementar, sempre que se realize uma colheita sanguinea. Apesar de apresentar
taxas de sensibilidade limitadas, € um teste altamente especifico para detetar hemoparasitas. A
importancia da realizacdo deste exame complementar de diagndstico ndo se limita ao
diagnéstico parasitologico e permite identificar inimeras alterag8es e anormalidades através da
avaliagcdo morfolégica celular, permitindo adicionalmente monitorizar a evolucdo clinica dos

animais.

A prevaléncia de parasitas gastrointestinais e/ou ectoparasitas em 33% dos animais
sujeitos previamente a profilaxia desparasitante alerta-nos para a importancia das medidas
profilaticas realizadas adequadamente, sendo que as falhas na profilaxia podem culminar no
desenvolvimento de resisténcias aos farmacos e surgimento de estirpes resistentes, com risco

acrescido de doencga para animais e humanos.
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Tabela 11 — Prevaléncias das espécies parasitarias diagnosticadas no presente estudo, em Portugal
continental e nas cidades de Lagos, Beja, Serpa e na regido do Algarve, Portugal.

Universo

Parasita Prevaléncia - Localizacéo Fonte
estatistico
Ancylostomatinae 10% 20 Lagos Presente
estudo
3,7% 27 Lagos (Owen, 2017)
25% 122 Beja (Braga, 2017)
24% 50 Serpa (Silva, 2017)
Trichuris vulpis 5% 20 Lagos Presente
estudo
3,7% 27 Lagos (Owen, 2017)
2% 122 Beja (Braga, 2017)
Dipylidium 15% 20 Lagos Presente
caninum estudo
4% 50 Serpa (Silva, 2017)
Microfilarémia 15% 20 Lagos Presente
estudo
5,3% 331 Portugal (Menn, Lorentz
continental & Naucke,
2010)
Dirofilaria immitis 15,1% 696 Portugal (Alho et al.,
continental 2014)
14,8% 135 Algarve (Ferréo, 2018)
21,4% 14 Lagos (Ferrdo, 2018)
2,1% 331 Portugal (Menn et al.,
continental 2010)
5% 266 Beja (Braga, 2017)
Hepatozoon canis 15% 20 Lagos Presente
estudo
21,1% 331 Portugal (Menn et al.,
continental 2010)
3,1% 1010 Portugal (Almeida, 2015)
continental

Cabe ao médico veterinario a importante funcéo de sensibilizar os tutores de animais de
companhia para a aplicagdo de medidas de controlo nos animais e, quando necessario também
no ambiente, selecionar e indicar os principios ativos mais adequados, respeitando a dosagem
indicada para o peso do animal, bem como oferecendo indica¢fes especificas no tempo de acéo

dos farmacos utilizados.

Evidencia-se a importancia da realizacdo de despistes diagndsticos parasitarios, tendo
em conta o potencial zoonético de algumas parasitoses e, particularmente, que muitas infe¢des

parasitarias sdo assintomaticas.

Espera-se que este estudo seja uma contribuicdo para a consciencializacdo das
prevaléncias parasitarias elevadas, existentes no Sul de Portugal, e a instituicdo de futuros

programas de controlo.

4.4 Testes intradérmicos
A sensibilizacao, traduzida laboratorialmente por niveis de sIgE >0,35 kU/L ou resposta

positiva em teste intradérmico, € um dado diagndéstico e ndo traduz a presenca ou severidade
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dos sintomas. A resposta positiva nos TID, por si s6, ndo fornece o diagndstico definitivo de DAc
por apresentar baixa correspondéncia a ocorréncia de alergia clinica, sendo que, um elevado
ndamero de cdes saudaveis estdo sensibilizados pelos alergénios ambientais e apresentam
reatividade cutanea. Tendo isto em consideracdo, os objetivos na realizacdo dos TID s&o a
identificacdo do espectrotipo, visando a formulagao da imunoterapia dessensibilizante especifica
ou a evigdo do contacto com espécies alergénicas identificadas. E impossivel determinar se os
resultados positivos se traduzem em DAc sem ter conhecimento da anamnese dos animais
(Custovic et al., 2005; Favrot, 2015; Mueller et al., 2016).

Nos animais em estudo, que vivem em regime de resgate temporario em canil, e tendo
em conta que nao é possivel obter a histéria clinica, na grande generalidade dos casos, a tarefa
diagnéstica foi dificultada. Porém, tendo em conta os exames dermatoldgicos complementares
executados, podemos aferir que, dos 12 animais com comprovada reatividade cuténea a acaros

domeésticos, o animal n° 2 foi 0 que apresentou o fen6tipo mais compativel com DAc.

Ainda que a prevaléncia de acaros domésticos em Portugal seja praticamente
desconhecida, concentrando-se os dados disponiveis em poucas cidades portuguesas e datados
de ha algumas décadas, de acordo com o referido no capitulo referente aos acaros domésticos,
aceita-se que existam variacdes geograficas de maior predominancia para D. pteronyssinus e

para D. farinae. No entanto, € comum que em canideos ocorra reatividade mais

consistentemente a D. farinae do que a D. pteronyssinus (Mueller et al., 2016).

Nos processos alérgicos, Mueller et al. (2000) estudou a sensibilidade de 1000 caes a
aero-alergénios, concluindo que um terco dos animais atopicos respondem a D. farinae, sendo
estes acaros do pé doméstico os alergénios mais comuns. Este estudo néo foi excecao, sendo

gue efetivamente ocorreram respostas de positividade consistentes nos TID a D. farinae.

No que respeita as concentracdes dos extratos alergénicos, recorde-se que para todos
0s extratos comerciais utilizados a concentracdo era de 100 PNU/mI, salientando-se que as
unidades PNU/mL indicam apenas a quantidade de proteinas presentes no extrato e a
guantidade de proteinas ndo esta necessariamente relacionada a quantidade de alérgenos
presentes no extrato. Varios estudos visaram determinar as concentracdes Otimas para a
administracdo dos extratos alergénios em TID, em canideos, obtendo-se valores 6timos ha
ordem de 100-250 PNU/mL para D. pteronyssinus, 75-100 PNU/mL para D. farinae,
T.putrescentiae e L. destructor, de 50 PNU/mL para A. siro, ndo se tendo encontrado referéncia
para estudos com concentracdo 6tima de E. maynei em canideos (Hensel et al., 2004; Bauer et
al., 2010; Cunha et al., 2012).

Paralelamente, também para T.putrescentiae, num estudo com animais saudaveis e
atopicos, foi verificado que ndo houve diferenca na incidéncia de reacdes positivas, sendo que
um terco dos animais, de ambos os grupos, demonstraram reatividade cutanea a administragao
TID de 1000 PNU/mL (Mueller et al., 2005). Adicionalmente, no estudo de Koebrich et al. (2012),
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verificou-se a reatividade cutanea em 7 de 17 beagles saudaveis utilizando concentracdes de
250 PNU/mL.

Algumas questbes se colocaram: i) Serd possivel que se a concentracdo do extrato
comercial de D. pteronyssinus utilizado neste estudo fosse mais elevada, teriamos observado
maior reatividade no grupo?; ii) Sera que a prevaléncia do acaro é baixa e 0s animais nao se
encontram sensibilizados aos seus alergénios? Ou iii) Estardo presentes os grupos alergénicos
major presentes na forma intacta/sensibilizante do extrato comercial utilizado? Considera-se que
as concentracfes utilizadas foram adequadas, exceto para Der p. No entanto, ndo se descarta a
hipétese de que se fossem mais elevadas para os restantes extratos de acaros, teriam ocorrido
reacOes cutaneas de maiores dimensdes e possivelmente em maior nimero, sem que esses
aumentos correspondessem a falsos positivos devido a reacao irritante. Para definir o limite
inferior das concentragfes tidas como irritantes (ITC) para TID em canideos, Bauer et al. (2010)
utilizou concentracdes 1000-8000 PNU/mL, concluindo que apesar de serem concentracdes
muito elevadas, pode-se testar os animais com concentracdes mais elevadas, sem que iSso
provoque uma reacao irritante. Este estudo contraria o prossuposto que falsos positivos podem
ocorrer se concentracdes TID elevadas forem utilizadas. Portanto, € mais assertivo que uma
reacdo de positividade se deve a sensibilizacéo, ainda que o animal se apresente assintomatico,
do que a reacdo irritante. Para responder a questdo da prevaléncia colocada seria necessario
realizar estudos adicionais e para saber se 0os grupos major estéo presentes na formulacdo, seria
necessario realizar a purificacdo dos extratos e a identificacdo dos grupos presentes via SDS-
PAGE (Mueller et al., 2005).

Por fim, no que respeita a ocorréncia de reacbes cruzadas e/ou sensibilizacdo, vérios
estudos relatam as diferentes co-sensibilizagbes/reagbes cruzadas entre D. farinae, D.
pteronyssinus, E. maynei, A. siro, T. putrescentiae e L. destructor. Mas de facto ndo é feita a
distin¢éo, i.e., ndo é possivel justificar se as multiplas rea¢Bes cutédneas ocorridas se devem a
co-sensibilizacé@o pelos respetivos 4caros ou se existem reacdes cruzadas. De onde se conclui
gue o fendmeno das reagdes cruzadas dificulta a interpretacéo clinicamente relevante dos testes
intradérmicos, tendo em conta as homologias existentes (Mueller et al., 2005; Nuttall et al., 2008;
Buckley et al., 2013; Mueller et al., 2016).

Alguns autores propdem a ocorréncia de reagdes cruzadas de D. farinae, e ainda entre

A. siro e L. destructor, o que foi verificado no presente estudo (Nuttall et al., 2008).

Existe homologia de 80-90% entre Dermatophagoides pteronyssinus e D. farinae.
Globalmente, pode inferir-se que os componentes alergénicos de L. destructor, e T.
putrescentiae estdo mais relacionados entre si do que se comparados a A. siro, ndo ocorrendo
diferencas no numero de reag6es positivas TID a Tyr p e Lep d, entre cdes normais e atopicos.
No que respeita a E. maynei, ainda que pertenca a mesma familia dos géneros
Dermatophagoides, esta descrito que entre eles existe pouca reagdo cruzada antigénica (Nuttall
et al., 2008).

85



No presente estudo observou-se correlacdo significativa para os pares A. siro — L.
destructor, A. siro — D. farinae e D. farinae — T. putrescentiae, ndo ocorrendo correlacéo para os
restantes pares. O grafico 7, apresentado anteriormente, foi importante para demonstrar esta

correlagdo, consistente e em concordancia com os artigos cientificos consultados.

Os grupos major de Der f e Der p para humanos sdo o 1 e 2, enquanto que para 0s
canideos sédo 15 e 18, a grande diferenca entre estes dois grupos é o seu peso molecular, como
referido anteriormente. O conhecimento destas especificidades alergénicas entre espécies é
deveras importante, tendo em consideracdo que as terapéuticas especificas de imunoterapia
veterinaria utilizam tradicionalmente os preparados alergénicos para terapéutica humana, facto

gue pode prejudicar a eficiéncia do tratamento.

Aprofundar conhecimentos moleculares relativos aos subgrupos alergénios, ocorréncia
de co-sensibilizacdo e reagBes cruzadas, permitirdo diminuir o nimero de extratos testados,
assim como os utilizados na ASIT, melhorando a eficacia terapéutica e reduzindo os custos

inerentes (Buckley et al., 2013).

4.5 Correlacéo entre sensibilizacdo (TID) e diagndstico parasitario
Uma diversidade de estudos estabeleceu uma associacdo negativa entre reatividade
alérgica e helmintes, enquanto outros estudos ndo conseguiram estabelecer qualquer relagéao.
Argumenta-se que é necessaria uma carga parasitaria minima para estabelecer o efeito protetor
e que a duracdo da parasitose no hospedeiro é um fator influente, sendo que a associacao
estabelecida difere numa infecdo aguda em detrimento de crénica (Biggelaar et al., 2004; Smits
et al., 2010; Zakzuk et al., 2018; Maizels, 2019).

A particularidade do presente estudo reside no facto de terem sido obtidas correlacdes
estatisticamente significativas entre as respostas nos testes intradérmicos e a prevaléncia
parasitaria de nematodas, cestodes, protozoarios e ixodideos. O que o distingue dos estudos
anteriormente publicados, é que nesses as correlagdes sdo geralmente realizadas quando esta
presente o0 parasitismo por nematodas, ou eventualmente, por helmintes. O vasto grupo de
espécies parasitarias diagnosticado no grupo de animais aos quais se realizaram os TID, permitiu
uma revisdo dos principios mais recentes da imunoparasitologia e imunoalergologia com
subsequente aplicacdo estatistica. Como demonstraram os resultados estatisticamente
insignificantes obtidos, ndo se pode correlacionar a prevaléncia parasitaria com as respostas
cutdneas de sensibilizagdo alergénica, uma vez que as diferentes espécies de parasitas o
sistema imunitario adota diferentes tipos de resposta. E por outro lado, porque as diferentes

espécies parasitarias possuem diferentes mecanismos de imunomodulacdo no hospedeiro.

Como foi extensivamente descrito no capitulo referente & imunoparasitologia, os
nematoda e cestodes promovem imunossupressao da resposta imunitéria Th2, a resposta do
sistema imunitério associada ao combate parasitario de helmintes e que se verifica igualmente
nos processos alérgicos, e fazem-no quer pela influéncia que exercem para aumentar a

populacdo reguladora Treg, aumentando a producdo de citocinas enddgenas
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imunossupressoras, quer pelos desvios imunitarios que ocorrem em detrimento dos seus
produtos parasitarios imunomoduladores, alterando as quimiotaxias, a ativagdo de macrofagos,
competindo com as citocinas do hospedeiro, entre outras, visando a diminui¢cdo da resposta Th2.
Evidentemente compreende-se que os helmintas bem-adaptados ao hospedeiro, ao terem
sucesso na sua estratégia imunomoduladora, conquistam os seus objetivos de completar o ciclo
de vida, executando despercebidamente as fun¢gBes de nutricdo e reproducdo, enguanto

aumentam a imunotolerancia do individuo, diminuindo o risco de resposta alérgica exacerbada.

Por outro lado, tendo em consideragdo que a resposta imunitaria eficaz contra
protozodrios e ixodideos €&, no geral, a Thl, idéntica a despoletada no combate a bactérias e
virus, e que, a imunomodulacdo que estes agentes podem promover ocorre no sentido de
despolarizar Thl, seja quer por diminuirem a populagdo de Treg e as citocinas enddgenas
imunossupressoras, ou por redirecionarem a polarizacédo para Th2, facto é que essa é a génese
imunitaria da patologia alérgica e como tal estas parasitoses promovem um risco acrescido de
resposta alérgica. Verifica-se que das infecdes por protozoarios e ixodideos podera resultar uma

maior reatividade cutdnea do individuo sensibilizado.

Portanto, que a reatividade a testes dermatologicos de sensibilizacdo cutanea € inferior
em grupos parasitados por helmintas, e que grupos desparasitados apresentam respostas de
hipersensibilidade acrescidas, € ponto assente. Boas correlacbes ja foram obtidas entre a
inibicdo alérgica e a producdo de IL-10, apds estimulacdo por antigénios parasitarios. Estudou-
se a diminuicdo dos processos alérgicos pelos nematodas intestinais, em humanos,
ancilostomatideos que parecem produzir este efeito enquanto que Ascaris sp. aumenta a
resposta alérgica. Provavelmente porque os helmintes intestinais podem ser mais eficientes em
suprimir a sensibilizac&o atdpica do que a controlar os mecanismos de patogenia ja instalados.
Foi sugerido que seria a carga parasitaria o fator necessario para a supressao alérgica, e que
seria necessaria uma meta-analise que contemplasse intensidades baixas e elevadas de carga
parasitaria. Adicionalmente, verificou-se em estudo cohort, apds tratamento desparasitante, que
0 grupo recidivava na sintomatologia em contraste com os individuos que permaneciam infetados
(McSorley & Maizels, 2012).

A atribuicdo de valores quantificaveis para a varidvel efeito parasitéario utilizada nas
correlacdes efetuadas, teve em consideragdo a revisdo bibliogréfica realizada no capitulo da
Imunologia Veterinaria. Sumariamente, testou-se a hipétese de que os helmintes exercem,
tendencialmente, um efeito protetor & patologia alérgica, sendo atribuido o valor um aos
nematoda e cestodes diagnosticados, e por outro lado, por apresentarem risco de exacerbagéo
inflamatéria, aos animais diagnosticados com infe¢Ses por protozodrios e infestacdes por
ixodideos foi atribuido o valor um negativo. Seguindo a mesma légica, na auséncia de parasitas
atribuiu-se o valor de zero. Por fim, na ocorréncia de poliparasitismo, foi efetuado o somatorio
para ponderacao, ou seja, gerado um index cumulativo parasitario para cada individuo.

Os resultados obtidos foram surpreendentemente significativos. Estatisticamente, foi

demonstrada uma correlagdo negativa entre a prevaléncia de parasitoses por helmintes e
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sensibilizagdo alergénica a 4caros domésticos, e uma correlacao positiva entre sensibilizacéo
alérgica e prevaléncia de infegdo por protozoarios e infestagao por ixodideos. Ainda que o valor
r final fosse negativo, e que estaticamente isso represente uma correlacéo inversa, foi possivel
determinar a validade da hipotese, porque se atribuiu uma escala de valores inversa para as

diferentes espécies parasitarias.

De onde se conclui que protozoarios e ixodideos tém uma correlacdo positiva com
resposta cutanea de sensibilizacdo a acaros domésticos por teste intradérmico, enquanto os
helmintes apresentam uma correlacdo negativa. No entanto, esta conclusdo geral deve ser
interpretada cuidadosamente, tendo em consideracao que varios fatores cruciais, desconhecidos
na execucao desta dissertacdo, provavelmente influenciardo a relacéo entre parasitas e doencas

alérgicas.

Por outro lado, se ignorassemos a prevaléncia parasitaria de ixodideos e protozoarios
neste estudo e assumissemos apenas a prevaléncia de helmintes para a realizacdo da
correlacdo as respostas de sensibilizacdo cutanea por TID, seria necessaria uma amostragem

de maiores dimensdes para que o poder estatistico tivesse um p-value <5%.

Alguns autores referem que a realizacéo de correlagdes entre a prevaléncia de helmintes
e processos alérgicos é problematica, tendo em conta que as teorias imunoldgicas relacionadas
com 0s conceitos envolvidos apresentam uma enorme complexidade, e que a viabilidade dos
estudos pode ser comprometida porque os efeitos clinicos das diferentes citocinas sdo dificeis
de avaliar (Herbert, 2017).

Parece-nos fundamental destacar que uma compreenséo detalhada das vias imunitarias
e as interferéncias que os parasitas nelas promovem é um desafio inerente as crescentes
alteracBes alcancadas pela evolugdo do conhecimento cientifico, verificando-se que ainda
existem hipoteses por definir e testar. Por exemplo, no que respeita & imunomodulacdo
promovida por Hepatozoon sp., que comprovadamente possui mecanismos eficientes de fuga as
respostas do sistema imunitario do individuo, na medida em que provoca infe¢cdes crénicas
assintométicas, verifica-se uma lacuna de investigagéo cientifica a nivel imunolégico, no que

respeita as vias utilizadas para a supressao Thl e os seus produtos imunomoduladores.

Paralelamente, verifica-se que relativamente a espécies parasitarias com interesse
zoondtico decorrem indmeras investigacbes que visam a expansdo do conhecimento
imunolégico, nomeadamente, referentes a Leishmania sp., Giardia sp., ixodideos e filarias. As
espécies parasitarias de importante interesse veterinario, sem interesse zoongtico, tém sido

negligenciadas nas investigac6es de foro alergénico e imunolégico.

As novas descobertas cientificas nos dominios referidos permitirdo avangos importantes
na producéo de novas terapéuticas, relevantes ndo so para o tratamento de patologias alérgicas,
como também na descoberta de novos medicamentos anti-inflamatdrios, anti-infecciosos e anti-
tumorais, pela ag¢do imunomodulatoria previsivel de produtos moleculares parasitarios

especificos.
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Por outro lado, verificou-se que a possibilidade das parasitoses exibirem uma dualidade
de efeito imunoldgico ndo € um ponto de vista muito popular na comunidade cientifica, sendo
que a discussao extensiva da temética durante décadas tem sido no sentido de polarizar o efeito
parasitario para “benéfico” ou para “prejudicial”. No entanto, € importante repensar esta
polarizacdo beneficio/prejuizo, apesar de essa ter sido a via condutora da correlacao realizada
no presente estudo, tendo em conta que é demasiado simplista para representar a realidade das
relagbes parasita/sistema imunitario/patologia alérgica e o0 modo como estes interagem num
processo dindmico no qual interferem inmeros fatores. Ha investigadores que atestam
hipéteses alternativas visando repensar as bases destas relages, como sendo, Herbert (2017),
McConchie et al. (2006), Smits et al. (2010), entre outros.

Uma questdo pertinente para o final desta discussdo é o porqué da prevaléncia de
patologias atépicas ser tdo elevada. Se a maioria dos autores retratam a atopia como uma
disfuncéo, outros, como Colloff (2009), que a define como a capacidade de producédo de IgE a
diferentes alergénios, ou seja, reatividade cuténea verificada a extratos alergénicos de
Dermatophagoides spp., aborda esta tematica num prisma diferente. Este autor refere que a
atopia € uma evolucdo genética adaptativa, exemplificando com o caso na Australia central, num
local inéspito para acaros do p6, uma populacdo aborigene apresenta uma prevaléncia de
sensibilizacdo para o acaro referido de 21-34% e argumenta que a atopia € um traco genético
fortemente adaptativo, que se mantém na populacdo como uma vantagem seletiva, sendo a
alergia o preco a pagar para uma vigilancia imunitaria mais eficiente. A sua hip6tese é que a
capacidade de responder prontamente a alergénios de 4caros, pode ter sido uma evolucdo do
sistema imunitario a ingestdo de alimentos contaminados, potencialmente fatal, onde se
encontrariam toxinas de fungos, bactérias e alergénios. Segundo 0 mesmo autor, neste cenario,

a capacidade de responder prontamente é uma vantagem genética.

Se extrapolarmos este conceito para 0 bindmio atopia e doengas parasitarias caninas, é
possivel reverter a ordem do influenciador e influenciado e questionar, e se, ao invés de ser a
prevaléncia parasitaria o fator protetor das patologias atdpicas, for a predisposicdo genética
atopica o fator que visa proteger o individuo das doencas parasitarias? E uma perspetiva deveras

diferente, mas refutada pela evolucéo.

Herbert (2017) justifica a elevada prevaléncia de patologias de base atépica pela teoria
da saturacdo de FceRI, considerando que na sociedade moderna industrializada, se verificam
elevados racios sIgE/IgEt (1-10%, niveis a que ocorre o0 aumento mais evidente da
desgranulacé@o da célula efetora), elevada clonalidade e baixa afinidade da IgE. Em contraste,
em algumas areas rurais ou em vias de desenvolvimento, a baixa prevaléncia de doenca atépica
dever-se-a, entre outros fatores, a uma protecao associada ao baixo racio sIgE/IgEt (<1%), para
a promocao do qual ndo se exclui o envolvimento parasitario, com reducéo na ativacéo de DC,
alteragcdo das fungbes Treg, producdo de citocinas ou proteinas parasitarias, ndo sendo de
excluir a existéncia de vias de protecdo ainda desconhecidas, capazes de atenuar a resposta

alérgica.

89



Conclusoes

A componente do estégio curricular realizada no Hospital Veterinario de Loulé permitiu o
desenvolvimento de competéncias em varias areas da medicina veterinaria, com o
acompanhamento de uma equipa multidisciplinar. A componente do estagio realizado na Camara
Municipal de Lagos consistiu na realizagdo do trabalho pratico que levou a concretizacao da
presente dissertacdo e permitiu 0 acompanhamento do médico veterinario municipal na
realizacdo das variadas funcbes inerentes a promogdo da saude publica. A nivel de pratica
laboratorial, o trabalho realizado com os orientadores internos permitiu o desenvolvimento de
competéncias a nivel de alergologia, no que respeita a realizacdo de testes intradérmicos, de
exames complementares citolégicos e diagnosticos parasitologicos, que permitiram o

desenvolvimento de competéncias essenciais para a realizagédo desta dissertacao.

No capitulo inicial desta dissertacdo, foram sumarizadas as espécies parasitarias
abordadas na tematica alergia/parasitismo, referindo aspetos gerais da sua biologia, patogenia,

diagnéstico e terapéutica.

No capitulo seguinte, caracterizaram-se os acaros utilizados nos testes intradérmicos,
bem como a patologia para a qual este método de diagnéstico complementar é usualmente
utilizada, a dermatite atopica canina. Foi referida a hipétese da higiene, importante base para
compreender o rumo teérico que tem guiado investigadores na construcdo do conhecimento
acerca da alergologia veterinaria, tendo em conta que as doencas alérgicas sao cada vez mais

frequentes em canideos.

No que concerne a imunologia, foram descritas as diversas vias imunitarias envolvidas
na resposta do individuo a parasitoses, & semelhanca do que ocorre nas doencas alérgicas.
Enfatizaram-se os diferentes métodos imunomodulatérios que estes organismos apresentam,
concluindo-se que protozoarios e ixodideos podem ter uma correlac@o positiva as respostas
cuténeas a acaros domésticos por teste intradérmico, enquanto os helmintes podem apresentar
uma correlagdo negativa. A prevaléncia parasitaria, per se, ndo reflete a atividade imunitaria do
individuo, uma vez que diferentes parasitas apresentam diferentes efeitos sobre o individuo.
Estatisticamente foi demonstrada a correlagdo negativa entre a prevaléncia de infe¢do por
helmintes e sensibilizacdo alergénica a acaros domésticos, e uma correlacdo positiva entre
sensibilizacdo alergénica e prevaléncia de protozoarios e ixodideos, tendo-se obtido um
coeficiente de correlagdo de r = -0,7 (p <0,001), para n = 20, com intervalo de confianca de 95%
de -0,87 a -0,37, considerando a variavel prevaléncia parasitaria por espécie e o efeito
imunolégico esperado. Para o numero de respostas positivas aos extratos alergénicos
correlacionado com a variavel prevaléncia parasitéria tendo em conta o efeito imunoldgico,

obteve um valor r = -0,61 (p <0,001), estatisticamente significativo.

Ao terminarmos este estudo, podemos concluir que a nivel do hemograma, no geral, os
valores obtidos encontraram-se dentro dos parametros considerados normais para a especie

canina, excetuando os valores de MCV e MCHC, justificando-se essas alteragbes com as
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variacbes na temperatura de armazenamento das amostras, o tempo que decorreu entre as
colheitas e a andlise.

Verificou-se 0 aumento da concentragao de eosindfilos nas amostras sanguineas de oito
animais (fr = 40%; n = 20) e uma prevaléncia parasitaria geral de 50% (n = 20), tendo-se
correlacionado positivamente a eosinofilia com a prevaléncia parasitaria (r = 0,56; p <0,05). Por
outro lado, ndo foi possivel relacionar a eosinofilia com as respostas cutaneas aos testes

intradérmicos.

Apurou-se que existe uma correlagao negativa do fibrinogénio com o valor percentual de
linfocitos (r = -0,47; p <0,05) e correlagBes positivas, estatisticamente significativas para as
variaveis fibrinogénio e: valor percentual de granuldcitos (r = 0,45 p <0,05); concentragéo de
hemoglobina corpuscular média (r = 0,52 p <0,05); indice de distribuicdo plaquetario (r = 0,50 p
<0,05). Os valores obtidos de hiperfibrinogenémia estardo relacionados com processos
inflamatérios na maioria dos individuos. Este estudo comprovou a validade da metodologia para

guantificacéo de fibrinogénio e foram apresentadas as vantagens da sua utilizacao.

Relativamente aos diagnosticos parasitologicos obteve-se uma prevaléncia de infecao
de 15% de Hepatozoon canis, 15% de microfilarémia, 10% de ancilostomatideos, 5% de Trichuris
vulpis, 15% de Dipylidium caninum e de infestacdo de Rhipicephalus sanguineus em 20% dos
animais do grupo (n = 20). Verificou-se a ocorréncia de leishmaniose e de onchocercose num
animal, ndo se obtendo um valor de prevaléncia para o grupo uma vez que 0s restantes animais
nao foram testados para estas parasitoses. As prevaléncias obtidas no presente estudo foram
semelhantes as prevaléncias parasitarias obtidas em estudos parasitologicos homélogos
realizados no territério nacional e na regido sul do pais. Supde-se que estes valores possam ser

subestimados, devido as condicionantes de sensibilidade das técnicas utilizadas.

Verificou-se que, nos animais sujeitos a profilaxia antiparasitaria (fi = 12), ocorreu, ainda
assim, uma prevaléncia de parasitas gastrointestinais e/ou ectoparasitas de 33% (4 individuos
em 12 desparasitados). Espera-se que este estudo seja uma contribuicdo para a
consciencializacdo das prevaléncias parasitarias elevadas, existentes no Sul de Portugal, a
importancia das préticas profilaticas adequadas e eventualmente para a instituicdo de futuros

programas de controlo.

Ressalva-se a importancia da realizagdo de esfregagos sanguineos na prética clinica,
para diagndstico de hemoparasitas, avaliagdo morfoldgica celular, e monitorizacdo da evolugéo

clinica dos animais.

No que respeita aos testes intradérmicos, 12 individuos (fi = 12; 60%) do grupo (n = 20)
apresentaram respostas positivas aos extratos alergénicos testados, tendo ocorrido uma maior
prevaléncia de respostas positivas TID em machos e uma menor prevaléncia de respostas
positivas TID nos animais de ra¢a indeterminada. A média de niUmero de respostas positivas por
individuo foi de 1,4 + 1,3; a média do nimero de respostas negativas por individuo foi de 4,6 +
1,3.
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A nivel de concentragfes dos extratos intradérmicos, observou-se a reatividade cutédnea
a 100 PNU/mL para os extratos alergénicos comerciais em estudo, exceto para
Dermatophagoides pteronyssinus, ndo sendo possivel definir se tal ocorreu pela baixa

concentracao utilizada, ou se pela auséncia de sensibilizagao ao referido acaro.

Ocorreram respostas de reatividade cuténea positivas a cinco dos seis acaros em
estudo, nomeadamente D. farinae, Acarus siro, Lepidoglyphus destructor, Tyrophagus
putrescentiae e Euroglyphus maynei e respostas negativas para D. pteronyssinus. As médias e
desvios padrdes calculadas para as respostas aos testes intradérmicos foram: D. pteronyssinus
(0,35 £ 0,48); D. farinae (1,6 + 0,92); A. siro (1 + 1,1); L. destructor (0,95 + 0,97); T. putrescentiae
(1,05 £ 1,02) e E. maynei (0,65 +1,01).

Relativamente a correlacdo de pares para os diferentes acaros em estudo obteve-se os
seguintes valores estatisticamente relevantes: A. siro — L. destructor (r = 0,61; p <0,01), A. siro —
D. farinae (r = 0,55; p <0,05) e D. farinae — T. putrescentiae (r = 0,55; p <0,05). A importancia do
estudo de correlacdo de pares entre os diferentes acaros € pertinente para a realizacdo dos
testes intradérmicos, para a formulacdo da imunoterapia especifica de antigénio e permite um
maior conhecimento das possibilidades de ocorréncia do fenémeno das reacdes cruzadas, que

dificulta a interpretacéo clinicamente relevante dos testes intradérmicos.

As dificuldades sentidas na execucdo da dissertacdo incluiram a impossibilidade de
realizar uma anamnese completa dos animais, inviabilizando a utilizacdo dos critérios de Favrot,
0 numero limitado de participantes, as alteracdes verificadas nas amostras sanguineas, em
detrimento das variacdes de temperaturas a que foram sujeitas, e a presenca de formas
parasitarias suspeitas, relativamente as quais ndo foi possivel realizar um diagnéstico

parasitol6gico conclusivo.

Ao longo desta dissertacdo, foram propostos estudos futuros, que contemplem um grupo
maior de animais, visando averiguar: i) a prevaléncia de acaros domésticos; ii) a prevaléncia de
afecbes alérgicas nas racas nacionais, tais como Podengo, C&o-de-Agua e C&o do Barrocal
Algarvio, entre outras; iii) estudos de correlacdo a nivel da prevaléncia de DAc entre racas
indeterminadas e as racas mais prevalentes no territdrio nacional (e a nivel regional) e a respetiva
sensibilizacdo a nivel dos TID, determinacdes das slgE, bem como estudos de inibicdo da
determinacdo de slgE, para pesquisar fendmenos de reatividade cruzada entre espécies
alergénicas e entre estas e as diferentes espécies de parasitas mais comuns; iv) realizar a
purificac@o de extratos alergénicos e identificacdo via SDS-PAGE, para averiguar a presenca de
grupos major para canideos, nas formulagbes comerciais e v) clarificar os mecanismos de

imunomodulagdo associados a Hepatozoon canis.

Esta dissertacdo pretendeu contribuir para uma melhor compreensdo da medicina de
precisdo que constitui a alergologia, com especial enfoque nas relagdes imunitarias

estabelecidas entre os canideos e as diferentes espécies parasitarias prevalentes, tendo em
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conta o modo como se correlacionam com as respostas cutaneas a testes intradérmicos a acaros
domésticos.
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Anexos

Tabela 12 — Distribuicdo da casuistica geral da componente de estagio curricular
realizado no Hospital Veterinario de Loulé, frequéncia absoluta por area clinica e

espécie animal (Fip) e frequéncia relativa (Fr%o).

. L. Fip .
Area clinica = = Fi Fr (%)
Canideo | Felideo
Medicina Preventiva 9 5 14 4,22
Patologia e Clinica Médica 183 69 252 75,90
Patologia e Clinica Cirdrgica 42 24 66 19,88
Total 234 98 332 100,00

Tabela 13 — Distribuicdo da casuistica da patologia e clinica médica
realizada no Hospital Veterinario de Loulé, frequéncia absoluta por area
clinica e espécie animal (Fip) e relativa (Fr%o).

Patologia e Clinica Médica = Fip - Fi Fr (%)
Canideo [Felideo

Cardiologia 9 0 9 3,57
Dermatologia e Alergologia 12 1 13 5,16
Endocrinologia 7 2 9 3,57
Gastroenterologia e glandulas anexas 24 16 40 15,87
Teriogenologia 13 0 13 5,16
Infeciologia e Parasitarias 21 16 37 14,68
Nefrologia e Urologia 9 15 24 9,52
Neurologia 11 3 14 5,56
Oftalmologia 2 1 3 1,19
Oncologia 16 2 18 7,14
Ortopedia 43 5 48 19,05
Pneumologia 4 5 9 3,57
Toxicologia e Emergéncias 12 3 15 5,95
Total 183 69 252 100

Tabela 14 — Distribuicdo da casuistica da patologia e clinica
cirurgica realizada no Hospital Veterinario de Loulé, frequéncia
absoluta por area clinica e espécie animal (Fip) e relativa (Fr%o).

Patologia e Clinica Cirurgica - Fip = Fi Fr (%)
Canideos| Felideos
Cirurgia de tecidos moles 30 17 47 71,21
Cirurgia ortopédica 7 7 14 21,21
Odontologia 5 0 5 7,58
Total 42 24 66 100,00




