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RESUMO

A dermatite atépica canina é uma doenca crbnica multifatorial e de diagndstico
clinico. A imunoterapia € uma das modalidades terapéuticas disponiveis para o tratamento em
longo prazo. Os testes alérgicos cutaneos sdo testes auxiliares que antecedem o inicio da
imunoterapia e servem para selecdo dos alérgenos a serem incluidos. O resultado destes testes
costuma ser obtido por meio da mensuragdo do didmetro da péapula formada e/ou de forma
subjetiva, avaliando o grau de eritema, turgidez em uma escala de 0-4. Como parte dos testes
é realizada a inoculacdo de histamina, utilizada como controle positivo e de solucdo salina,
utilizada como controle negativo. Este estudo teve como objetivo verificar a viabilidade do
uso da imagem termografica para a avaliagdo da reacdo cutdnea provocada pela aplicacao
transdérmica e percutanea de histamina em cdes. Os cées selecionados tiveram a aplicacdo de
histamina em diferentes concentracdes e solucdo salina por via transdérmica e percutanea.
Estes foram fotografados antes da aplicacdo da histamina e apds 15 minutos, utilizando
camera de imagem infravermelha em ambiente climatizado. Ao final dos 15 minutos, foi
realizada leitura com paquimetro e a avaliacdo subjetiva. Observou-se que a camera
apresentou boa sensibilidade, porém as avaliacGes realizadas através da imagem termogréafica

ndo se correlacionaram com as avaliacGes objetiva e subjetiva.

Palavras-chaves: Dermatite atopica, imunoterapia, termografia, testes alérgicos cutaneos,



ABSTRACT

Canine atopic dermatitis is a multifactorial and chronic disease that is clinically
diagnosed. Immunotherapy is one of the therapies available for long-term treatment. Skin
tests precede the start of immunotherapy and help to define which allergens should be
included at the immunotherapy. The evaluation of these tests usually is done by measuring the
diameter of the formed papule (objective way). Or evaluating the erythema and turgidity on a
scale of 0-4 (subjective way). As part of these tests is performed a saline solution and
histamine inoculation, it is used as a negative and positive control. This study aims to verify
the feasibility of using thermographic image to assess the skin reaction generated by the
transdermal and percutaneous application of histamine in dogs. The selected dogs had the
application, intradermally and percutaneously, of three different histamine concentrations and
saline solution. These dogs were photographed, using the infrared imaging camera, before the
application of histamine and afterl5 minutes.. The pictures were taken in an air-conditioned
environment. At the end of 15 minutes, objective and subjective reading were performed. We
observed that the camera had a good sensitivity, but the evaluations did not correlate with

objective and subjective evaluations.
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1. INTRODUCAO

A termografia € uma técnica de diagnostico por imagem ndo invasiva que
registra padrGes térmicos cutadneos gerados pela emissdo infravermelha do calor
corporal (MARINO e LOUGHIN, 2010). Vem sendo empregada na medicina
veterinaria e diversas areas tém sido avaliadas através desta com sucesso (HARPER,
2000). Estudos em cées utilizaram a termografia na ortopedia (LOUGHIN e MARINO,
2007; INFERNUSO et al., 2010; MARINO e LOUGHIN, 2010), oncologia (REIS et al.,
2010; MELO, 2013), fisiologia do exercicio (R1ZZO et al., 2017), comportamento
(TRAVAIN et al., 2015 ), entre outros.

A imunoterapia alérgeno-especifica € uma modalidade terapéutica alternativa
considerada segura e eficaz para cdes com dermatite atOpica, uma doenca pruriginosa
que ndo tem cura, porém é manejavel por meio de tratamento multimodal. Entre as
terapias rotineiramente instituidas estdo a utilizacdo de solugbes hidratantes ou
emolientes para reconstituicdo da barreira cutanea, farmacos e lo¢des para controle de
infeccbes secundarias e farmacos antipruriginosos e antinflamatorios para controle do
prurido. No entanto, estes ultimos podem apresentar efeitos adversos indesejados
quando utilizados a longo prazo (OLIVRY et al., 2015; MILLER et al., 2013).

A imunoterapia é o tratamento que mais se aproxima da cura, uma vez que
modula o sistema imunolégico do paciente para que 0 mesmo nao reaja
exacerbadamente aos alérgenos que desencadeiam o prurido e consequentemente lesdes
cutdneas (MILLER; GRIFFIN; CAMPBELL, 2013; MUELLER, 2019). Os testes
cutaneos, como o teste intradérmico (TID) e o “prick test” (PT) consistem na inoculagao
de alérgenos na pele e sdo realizados previamente ao inicio da imunoterapia com o
intuito de identificar a quais alérgenos o paciente é sensivel, visando o maior sucesso da
imunoterapia (OLIVRY; SARIDOMICHELAKIS, 2013; CARNETT e PLANT, 2018).

A aplicagdo de histamina é utilizada como controle positivo dos testes TID e PT,
uma vez que sempre é esperada uma reagdo cutanea com sua aplicacdo. Isto é, a
histamina provoca uma pépula que serve como comparativo para avaliacdo das reacdes
cutaneas formadas pelos alérgenos testados. J& a solucdo salina € utilizada como
controle negativo, uma vez que ndo deve haver nenhuma reagdo cutdnea com sua
inoculagdo (HENSEL et al., 2015). Os testes podem ser lidos de forma subjetiva, se ha

reacdo ou ndo e o grau da mesma, ou ainda de forma objetiva, através da mensuragao
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das reacdes cutaneas com paquimetro. Em ambos métodos a leitura pode variar
dependendo do avaliador, uma vez que as reagdes ndo sdo uniformes (SCOTT et al.,
2001; LAMMINEN E VOPIO, 2008).

Embora os testes cutdneos e a termografia ja sejam utilizados na medicina
veterindria, ainda ndo foram realizados estudos envolvendo testes cutaneos e
termografia. O presente estudo tem como objetivo utilizar a termografia para avaliar a
reacao cutanea gerada apos a inoculacdo de histamina por via transdérmica e percutanea
e assim verificar se este € um método vidvel para avaliacdo de reacdes cutaneas em

caes.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1  Termografia

A temperatura corporal tem sido utilizada no diagndstico de enfermidades desde
400 aC (TAN et al., 2009). Na época de Hipdcrates, através do uso da lama molhada e
observacao de sua rapida secagem em uma superficie tumoral, os médicos ja haviam

percebido a importéncia da elevacdo da temperatura corporal (RING, 2006).

Em meados dos anos 60, pesquisas militares sobre monitoramento infravermelho
de tropas noturnas deram origem a termografia. A percepcdo de que mudancas de
temperatura sdo um indicador de disfuncéo corporal, teve sua primeira utilizacdo pratica
realizada em 1957, por R. Lawson que concluiu que a temperatura da pele na superficie
de um tumor de mama era maior do que no restante do corpo. A partir disso, esta
técnica despertou o interesse da medicina, principalmente por se tratar de um método

diagnéstico ndo invasivo (JIANG et al., 2005).

Qualquer objeto, quando tem sua temperatura acima de zero absoluto, emite uma
radiacdo eletromagnética, chamada radiacdo térmica. A quantidade de ondas
eletromagnéticas emitidas de uma superficie é chamada radiacao espectral (TAN et al.,
2009). Sendo este tipo de energia invisivel aos olhos, a cdmera termografica tem como
funcdo identificar a energia térmica emitida através da superficie desse objeto,
transformando-a em uma imagem visivel ao olho humano e mostrando ao usuario
informacdes sobre as temperaturas por meio de cores visiveis (ROBERTO e SOUZA,
2014).

A termometria por imagem infravermelha é considerada o meio mais eficiente
para estudo da distribuicdo de temperatura cutanea, é capaz de avaliar a microcirculacao
da pele e indiretamente o sistema nervoso autbnomo simpatico estritamente relacionado
com a pele. Por meio das variagbes de temperatura causadas por maior ou menor
irrigacdo de um territério microvascular, é possivel distinguir décimos de grau
centigrado por milimetros quadrados de area de tecido. Essa variagdo de temperatura
ndo pode ser percebida com o dorso da mao, uma vez que esta técnica semiologica so
consegue captar diferencas superiores a 2 °C de temperatura (BRIOSCHI et al., 2003). E
benéfica perante outros meios diagnosticos, por ndo necessitar de sedacdo aléem de néo

expor o paciente a radiacdo (MARINO e LOUGHIN, 2010). Por se tratar de um exame
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complementar, deve ser associada a um exame fisico completo, anamnese detalhada e

outros estudos diagnoésticos quando necessarios (BRIOSCHI, 2003).

Nas ultimas cinco décadas a medicina contou com o0 uso cada vez mais frequente
das cdmeras de imagem térmica em humanos. A termografia através do infravermelho
tem sido usada com sucesso no diagndstico de cancer de mama (KENNEDY et al.,
2009; NG, 2009, GAUTHERIE, 1983), neuropatia diabética (ARMSTRONG et al.,
1997; JIANG et al., 2002; BAGAVATHIAPPAN et al., 2010) e distarbios periféricos,
como gangrena isquémica (BAGAVATHIAPPAN et al., 2008). Também ja foi utilizada
para detectar problemas associados a ginecologia (GERSHON e HABERMAN, 1965;
MENCZER e ESKIN, 1969; NG et al., 2009), cardiologia (MADJID et al., 2006),
fisiologia neonatal (KNOBEL et al., 2011), doencas reumaticas (RING et al., 1974; WU
et al., 2009; SCHIAVENATO e THIELE, 2012), dermatologia (HASTINGS, et al.,
1968; MASON, et al., 1981; MERCER, et al., 2008; SCHNELL e ZASPEL, 2008;
ROKITA et al., 2009; FLORES et al., 2011), entre outras.

Os avancos na instrumentacdo da termografia infravermelha sdo em grande parte
responsaveis pelo uso mais frequente da tecnologia. Cameras de 30 quadros / segundo
de velocidade, resolucdo térmica no nivel de 0,1 °C e resolucdo de 2140x320 pixels
estdo com o custo cada vez mais acessivel e sdo bem funcionais para a préatica rotineira.
Ja para as pesquisas, cameras de resolucdo térmica mesmo no nivel de 0,01 °C e com
alta resolugéo temporal e espacial (mais de 1000 quadros / segundo e 1 milh&o de
pixels) ja estdo disponiveis e sdo mais recomendadas. Associado a isto, 0s avangos na
tecnologia da informatica, trazem melhorias ao processamento de dados e visualizacéo
das imagens (NOWAKOWSKI, 2006).

Na medicina veterindria, a termografia vem ganhando confianca entre os
profissionais e vem sendo utilizada, quase ha tanto tempo quanto na medicina
(HARPER, 2000). Com a evolugdo dos meios diagndsticos e a constante preocupacao
com o bem-estar animal, destacam-se as técnicas ndo invasivas, como esta (ROBERTO
e SOUZA, 2014), que pode ser usada como auxiliar no diagnostico e ou prognostico de:
claudicacgéo, discopatia, ruptura ou estritamento muscular, tendinites, fraturas, neurite,
periostite, artrite, laminite, miosite, ruptura ligamentar, manejo de feridas, entre outros
(HARPER, 2000). Entre os estudos ja realizados destaca-se o campo da producao
animal (KASTELIC et al., 1996; NOGUEIRA et al., 2013; ROBERTO et al., 2014) e
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fisiologia do exercicio em equinos (CETINKAYA e DEMIRUTKU, 2012;
FIGUEIREDO et al., 2012).

Ja em cées, as pesquisas sdo principalmente acerca de ortopedia (LOUGHIN e
MARINO, 2007; INFERNUSO et al., 2010; MARINO e LOUGHIN, 2010) e oncologia
(REIS et al., 2010; MELO, 2013). Seu uso na ortopedia baseia-se no fato de regides
inflamadas serem clinicamente associadas ao calor. Capsulite e sinovite das articulagdes
inflamadas tem um padréo térmico visivel, uma area de calor sob a articulacdo, estes
“pontos de calor” podem ser detectados pela termografia até duas semanas antes de
qualquer inchago ou dor (EDDY et al., 2001). Na oncologia, a angiogénese e 0
aumento do suprimento sanguineo na regido tumoral geram temperatura aumentada no
tecido tumoral se comparada a outros locais, identificar essas zonas de calor pode ser
muito Gtil no diagnostico de malignidade (ARORA et al., 2008).

Como a termografia se trata de um método diagndstico, existe uma padronizagéo
minima que deve ser obedecida. O local de execucgdo da técnica deve se manter em 22
°C e a variacao térmica do ambiente ndo deve ultrapassar 1°C, em 20 minutos. Deve-se
evitar a presenca de corrente de ar sob o paciente, e no méaximo pode ter velocidade
maior que 0,2m/s. E preferivel que ndo haja janelas no local, mas caso as tenha, devem
estar devidamente equipadas com telas ou blindagens externas para evitar luz solar. O
paciente deve ser afastado de aparelhos eletrdnicos que possam gerar calor ou outras
fontes que possam alterar a temperatura do mesmo. Na sala deve conter também:

termOmetro digital, ar condicionado, e apenas luz fria (BRIOSCHI et al., 2003).

Ainda ha uma certa escassez de padrfes pré-estabelecidos para a realizacdo do
exame termogréafico na medicina veterinaria, em relagdo ao paciente. Brioschi et al.
(2003) afirma que em humanos, o individuo deve evitar banhos, agentes tdpicos,
cremes, talcos, exercicios vigorosos ou fisioterapia até duas horas antes do exame. E
preferivel que seja feito um jejum de trés horas e ndo haja a ingestdo de substancias
estimulantes, como cafeina, ou uso de descongestionantes nasais e é solicitado que o
paciente retire toda a roupa que cobre a area de interesse, sendo necessario um periodo

minimo de 15 minutos para adaptacao a temperatura da sala.

Uma vez que em animais, a area de interesse geralmente esta coberta por pelos,
h& uma ambiguidade sobre a realizacdo ou ndo de tricotomia, uma vez que o pelo pode

interferir na visualizacdo, mas por outro lado, a tricotomia pode alterar o resultado, por
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causar um aumento na temperatura da pele (MELO, 2013). Loughin e Marino (2007),
realizaram um estudo no intuito de padronizar esta pratica. Concluiram que a presenca
de pelos pode ser prejudicial, uma vez que pode gerar uma diminuicdo na temperatura
local, e observaram que ha uma estabilizacdo do padréo térmico a partir de 15 minutos

apos a tricotomia.
2.2  Dermatite atopica e testes cutaneos

O termo dermatite atopica canina é utilizado na medicina veterinaria para descrever
uma doenca pruriginosa e inflamatdria, mais comumente causada por uma resposta de
anticorpos IgE contra alérgenos ambientais (HALLIWELL, 2006). E uma doenca de
carater cronico, comum em cédes e que ainda ndo tem sua etiologia completamente
elucidada (OLIVRY et al., 2010). Considerada multifatorial, associa fatores ambientais
e genéticos, decorrentes de falha na barreira cutdnea e resposta imunoldgica
(MARSELLA etal., 2011).

A imunoterapia é uma das modalidades terapéuticas da doenca, € o Unico tratamento
atual para alergia capaz de modificar, ou a0 menos reverter em parte, a patogénese da
doenca. Esta modificacdo ocorre com efeitos adversos minimos e com o potencial de
uma eficacia de longo prazo (MILLER; GRIFFIN; CAMPBELL, 2013; MUELLER,
2019).

O teste intradérmico, prick test e teste soroldgico sdo utilizados para determinar a
sensibilizacdo mediada por IgE em cdes com dermatite atopica, com o intuito de
identificar alérgenos ndo alimentares irritativos (LICCARDI et al., 2006; OLIVRY;
SARIDOMICHELAKIS, 2013). Um teste cutdneo ou sérico positivo indica
sensibilizagdo contra um antigeno e consequente producdo de IgE, porem esta
sensibilidade pode ndo ser clinicamente relevante. Portanto, tais testes ndo séo
adequados para diagndstico de alergia e sim para formulacdo de imunoterapia especifica
para cdes ja diagnosticados com DAC com base no historico, exame clinico e descarte
de diagnosticos diferenciais (MUELLER, 2019).

O teste intradéermico vem sendo utilizado por décadas na medicina veterinaria
(DeBOER e HILLIER, 2001). A regido de escolha para aplicacéo deste teste € a lateral
do térax. Apos tricotomia sdo aplicadas injegdes, com o minimo de 2 centimetros entre
elas. O volume aplicado é de 0,05-0,1 ml, de forma intradérmica. A avaliacdo é feita de

15-20 minutos ap6s a aplicacdo. A reacdo de cada ponto de aplicacdo deve ser
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comparada com o controle positivo (fosfato de histamina) e o controle negativo (solugéo
salina com fenol) (HENSEL et al., 2015).

Os extratos alergénicos usados para o teste cutaneo devem ter uma concentragédo
limiar, ou seja, a concentragdo mais alta do extrato que ndo causa irritacdo, uma vez que
a irritacdo pode levar a um falso positivo. A concentracdo ideal é aquela em que nédo
mais que 10% dos cées ndo atdpicos tenham uma reacdo positiva (BAUER et al., 2010).
Devem se manter refrigerados em 4 °C e serem retirados da refrigeracdo cerca de 15
minutos antes da aplicacdo, para que atinjam temperatura ambiente, apds o uso devem
ser refrigerados novamente, sempre evitando o congelamento (DeBOER e HILLIER,
2001).

O fosfato de histamina, utilizado como controle positivo, geralmente estd na
concentragdo de 0,01 ou 0,001% (SCOTT et al.,, 2001). Hensel et al. (2004)
compararam ambas as concentracdes e concluiram que a concentragdo preferivel para os
testes intradérmicos em cdes € de 0,01%. Cunha e Faccini (2009) observaram que a
resposta ao controle positivo de histamina pode variar de acordo com o porte do
paciente, sugerindo que para caes de grande porte deveria ser considerada a utilizacao
de alérgenos mais concentrados, por estes apresentarem reacGes mais exuberantes ao

controle positivo.

A histamina leva a vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular, por
atuar nas células do musculo liso vascular e células endoteliais. Na pele é capaz de
causar uma resposta triplice que cursa com avermelhamento local imediato, papula,
devido ao aumento da permeabilidade vascular e uma resposta de eritema tardio mais
acentuado devido ao reflexo axonal (THURMOND et al., 2008).

A leitura do teste intradérmico é de forma objetiva ou subjetiva. A forma
subjetiva avalia intensidade e, ou, tamanho do eritema, turgor ou urticaria. J& a forma
objetiva avalia o didmetro da reacdo. Por convencéo, as reacdes sdo registradas em um
escore subjetivo de 0, 1, 2, 3 ou 4. A reagdo 0 é igual & amostra de controle negativo e a
reacdo positiva é igual & amostra de controle positivo. Qualquer reacdo igual ou superior
a dois é considerada como positiva. Na leitura objetiva, as rea¢des sdo consideradas
positivas quando sdo iguais ou maiores que a média obtida entre a reacdo do controle
positivo (fosfato de histamina) e o controle negativo (solucdo salina) (SCOTT et al.,
2001).
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Ja o prick test, é realizado utilizando um aplicador tipo lanceta para “picar” a
pele com uma quantidade de alérgeno (ROSSI et al., 2013). As lancetas devem ser
estéreis, devendo se utilizar uma lanceta para cada picada (ANTUNES et al., 2009).Em
humanos, tem sido a principal ferramenta no diagndstico das alergias do tipo |
(mediadas pela IgE), por mostrar um melhor valor preditivo positivo (BOUSQUET et
al., 2012). Sua preferéncia em humanos, também pode se dar pelo fato de haver menor
risco de reagOes adversas sistémicas utilizando esta técnica do que a técnica
intradérmica nesta espécie, 0 que ndo ocorre em cdes (HILLIER; DEBOER, 2001,
MILLER et al., 2013).

O prick test quando comparado ao teste intradérmico, possui como desvantagem
a menor quantidade de estudos embasando seu uso na medicina veterinaria, além de
suas reacOes serem menos faceis de identificar. Contudo, levando em consideragédo seu
uso em humanos, ndo seria de se esperar que os resultados obtidos com o prick test
espelhassem por completo aqueles obtidos com o teste intradérmico. Apesar disso, 0
prick test pode trazer como vantagens, menor necessidade de sedacdo, maior aceitacao
do tutor, menor incidéncia de reacBes sistémicas e maior aproximacdo da exposi¢do
natural (BALLAUF, 1991; CARNETT e PLANT, 2018).

Em caso de hipersensibilidade ao alérgeno, é formada uma papula que também é
lida de forma subjetiva e objetiva (ROSSI et al., 2013). A leitura do prick test ndo tem
uma padronizacdo bem definida como o teste intradérmico, os estudos feitos utilizando
esta técnica, fizeram a leitura de forma objetiva e subjetiva, que se assemelham ao prick
test na medicina humana. Segundo Antunes et al. (2009) a leitura subjetiva é

desencorajada na medicina, uma vez que pode ser muito variavel entre os observadores.

Os alérgenos para o teste intradérmico em geral sdo diluidos em veiculo aquoso
e os para realizacdo do prick test em glicerinado (HILLIER; DEBOER, 2001). A
glicerina & um poliol viscoso com excelente poder conservante, porém também é
reconhecida por gerar inflamag&o e dor no local de aplicacdo (ROSSI et al., 2013). No
entanto, Gentry e Messinger (2016) testaram em gatos saudaveis solucdes glicerinadas
aplicadas de forma percutanea e ndo houve evidéncia de falsos positivos, 0 que sugere

que o potencial irritativo da glicerina ndo interfere na sua utilizagdo no prick test.

O prick test € uma boa opcéo, € um teste simples e barato, permitindo um bom

planejamento terapéutico na maior parte dos casos, porém em alguns casos, 0
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diagnostico pode ser dificil e novas técnicas de resposta cutanea a alergia devem sempre
ser investigadas (ROK et al., 2016). Rokita et al. (2009) propuseram um modelo
matematico para validar a termografia como um método de avaliagdo do prick test em
humanos. Neste estudo, os valores dos parametros do modelo nédo se correlacionam bem
com a avaliacdo subjetiva de rotina, isto é, baseada na avaliacdo da papula e eritema.
Porém houve um aumento da temperatura cutanea perante a aplicacdo de histamina em

80% dos pacientes, 20% n&o obtiveram aumento de temperatura.
3. OBJETIVO GERAL

O presente estudo tem como objetivo detectar a area e a temperatura das reacdes
cutaneas induzidas pela administracdo de histamina por via intradérmica e percutanea

em cées por meio da imagem termografica.

3.1  Objetivos especificos

Verificar se ha diferenca nos resultados das avaliacfes objetiva e subjetiva apds
15 minutos da administragdo de trés concentragfes de histamina, pelas vias intradérmica
e percutanea;

Avaliar a sensibilidade da termografia para avaliacdo da reacdo cutanea
provocada pela histamina;

Verificar se ha diferenca nas dimensfes da &rea de impressdo térmica entre
controle negativo e diferentes concentracdes de histamina, quando administrada pelas
vias intradérmica e percutanea, ap6s 15 minutos;

Verificar se ha diferenca entre as dimensdes das medidas objetivas e das areas de
impressao térmica, do controle negativo e das trés concentracdes de histamina, por via

intradérmica e percutanea, ap6s 15 minutos;

Avaliar se ha diferenca entre as temperaturas da pele, dos locais de aplicacdo dos
controles negativos e das reagdes cutaneas induzidas pela aplicagdo de histamina, em

trés concentracgdes, por via intradérmica e percutanea ap6s 15 minutos.

Avaliar se ha diferenca entre a variacdo de temperatura (delta) entre os locais de
administracdo do controle negativo e das concentracdes de histamina, aplicadas pelas

vias intradémica e percutanea.

Avaliar se ha correlagdo entre as medidas objetivas e subjetiva provocadas pela

aplicacdo da histamina, pelas vias intradérmica e percutanea;
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Avaliar se ha correlagédo entre as dimensdes das areas térmicas e as temperaturas

provocadas pela aplicagdo da histamina, pelas vias intradérmica e percutanea;

Avaliar se ha correlacdo entre as medidas objetivas e as dimensdes das areas de
impressao térmica provocadas pela aplicacdo da histamina, pelas vias intradérmica e

percutanea;

Avaliar se ha correlacdo entre as avaliagbes subjetivas e as temperaturas provocadas

pelas aplica¢Ges do controle negativo, histamina, pelas vias intradérmica e percutanea.

4. MANUSCRITO DO ARTIGO A SER SUBMETIDO

USO DA IMAGEM TERMOGRAFICA PARA AVALIACAO DA REACAO
CUTANEA INDUZIDA PELA APLICACAO DE HISTAMINA POR VIA
TRANSDERMICA E PERCUTANEA EM CAES

Juliana Dhein*; Anelise Bonilla Trindade Gerardit; Victor E. S. Cunhas; Daniel
Guimaréaes Gerardi*;
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Conflitos de interesse: As solugdes de histamina e solucéo de controle negativo
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Revisdo — A selecédo dos alérgenos para realizacdo da imunoterapia alérgeno-
especifica em cdes com dermatite atopica, é feita muitas vezes por meio de
testes cutaneos, como o intradérmico e o percutaneo, usando solucbes de
histamina como controle positivo. No entanto, a interpretacdo destes pode ser
imprecisa. A termografia € um método néo invasivo, utilizada para auxiliar no
diagnostico de varias condi¢des inflamatdrias e ndo inflamatérias na medicina e
na veterinaria e, pode ser uma ferramenta para auxiliar na interpretacdo dos
testes alérgicos cutaneos.

Objetivos — Avaliar se a termografia € um método viavel para avaliar a reagédo
cutanea apos administracdo de histamina, pelas vias intradémica e percutanea
em caes.
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Animais — Foram selecionados 25 cées dermatologicamente saudaveis.

Métodos — O estudo ocorreu de forma prospectiva. Solu¢gBes de histamina, em
trés concentracdes diferentes, e solucéo salina foram administradas pelas vias
intradérmica e percutanea. A imagens termograficas foram obtidas antes e 15
minutos apos as aplicacoes.

Resultados — A técnica de termografia demonstrou boa sensibilidade, porém
baixa correlagdo com os métodos de avaliacdo j& utilizados.

Conclusao — A termografia pode ser util para leitura dos testes cutaneos na
medicina veterinaria, porém novos estudos precisam ser realizados para
aprimoramento da técnica antes de sua validacéao.

Palavras-chave: termografia, testes alérgicos cutaneos, prick test.
INTRODUCAO

A termografia € uma técnica moderna, pouco invasiva que vem sendo
utilizada em diversas areas na medicina veterinaria como oncologia, ortopedia
e comportamento animal (LOUGHIN e MARINO, 2007; INFERNUSO et al.,
2010; HARPER, 2000; MARINO e LOUGHIN, 2010; REIS et al., 2010; MELO,
2013, TRAVAIN et al., 2015). A técnica € capaz de avaliar a microcirculacéo da
pele, por meio do registro as variagdes de temperatura causadas por maior ou
menor irrigacdo da regido analisada. Apresenta como vantagem ser pouco
invasiva, ndo necessitar de sedacdo, ndo expor o paciente a radiacdo e nao
necessitar de toque ao tecido avaliado. E considerada uma técnica segura e
asséptica, com rapida obtencdo dos resultados, facil captacdo de dados que
podem permanecer armazenados durante toda vida do paciente (BRIOSCHI et
al., 2003; NOWAKOWSKI, 2006; MARINO e LOUGHIN, 2010). Em humanos a
termografia ja foi empregada como um método alternativo para avaliacdo das
respostas aos testes alérgicos cutaneos e apresentou bons resultados (JUSTO
et al., 2016; ROK et al., 2016; TVERSKY E MACGLASHAN, 2019).

A imunoterapia alérgeno-especifica € o Unico tratamento capaz de
modular o sistema imune dos cdes com dermatite atopica e, em alguns
animais, controlar os sinais clinicos da doenca a longo prazo. Os testes
alérgicos cutaneos sdo empregados para a selecdo de alérgenos a serem
utiizados na imunoterapia (MUELLER, 2019). Entre eles estdo o teste
intradérmico, que por muito tempo foi o Unico empregado na medicina
veterinaria, e o prick test que vem sendo utilizado mais recentemente. O prick
test costuma ter reacbes mais dificeis de serem avaliadas do que o teste
intradérmico, porém pode ser mais pratico, menos invasivo aos olhos do tutor e
se aproximar mais da inoculagdo natural dos alérgenos (DeBOER e HILLIER,
2001; CARNETT e PLANT, 2018).

Em alguns casos, embora a utilizagdo dos testes seja relativamente
simples, o diagnostico pode ser comprometido pois as reagfes podem ser
dificeis de serem avaliadas, levando a resultados inconsistentes. Por este e
outros fatores, novos métodos de leitura devem ser estudados. Para isso
pesquisas tém sido realizadas com o intuito de gerar uma melhor padronizacéo
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da leitura dos testes na medicina humana, contudo ainda existem desafios para
a realizacdo de um método automatizado que facilite a leitura e também gere
uma melhor padronizacdo (LAMMINEN E VOPIO, 2008, ROK et al., 2016;
TVERSKY E MACGLASHAN, 2019). Na medicina veterinaria, a técnica
percutdnea ainda é considerada recente. Estudos acerca de sua padronizacao
Sa0 escassos.

O presente estudo tem como objetivo verificar se a termografia € um
meétodo viavel para avaliar a reacdo cutanea gerada apos a administracao de
histamina por via transdérmica e percutanea, visando no futuro empregar essa
técnica para auxiliar na identificacdo das reacdes positivas e negativas, apos a
administracdo dos alérgenos, no teste intradérmico e prick test.

MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi submetido & Comissdo de Etica no Uso de Animais da
UFRGS (CEUA- UFRGS), numero 36746, antes do inicio de sua execucao.
Para que o cao fosse incluido no estudo os tutores precisavam concordar com
a participacdo e registrar essa concordancia assinando o termo de livre
consentimento (Apéndice 1). O experimento foi executado no periodo de
setembro a dezembro de 2019.

Animais

Os cdaes incluidos foram selecionados por conveniéncia e foram
provenientes da rotina clinica do Hospital de Clinicas Veterinarias da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (HCV-UFRGS), de criadores,
abrigos de céaes e projetos de extensao de protecdo animal da UFRGS. Todos
os cées residiam na Grande Porto Alegre/RS. Os mesmos se encontravam
clinicamente saudaveis, e tinham idade que variou de 1 a 10 anos, sendo a
idade média 5,2 anos (+2,8). As racas e portes variaram, sendo a média de
peso 11,8 kg (x10,1). Foram incluidos 13 machos e 12 fémeas.

Os responsaveis pelos cdes foram entrevistados e os cdes foram
posteriormente examinados pela mesma médica veterinaria pesquisadora
qguanto a presenca de prurido, lesdes de pele e presenca de ectoparasitas. Os
animais ndo estavam utilizando nenhuma medicacdo antipruriginosa no
momento da aplicagdo intradérmica e percutanea da histamina e solucdo
salina; respeitou-se o periodo de caréncia de trés semanas para 0 uso de
corticoides de uso oral, oito semanas para injetaveis e duas semanas para 0S
de uso topico. Para anti-histaminicos, um periodo de caréncia de 14 dias foi
estabelecido (MILLER et al., 2013). O tutor do paciente foi orientado a evitar
banhos e agentes topicos até duas horas antes da realizacdo das aplicagdes.

Aplicacédo intradérmica de histamina e solugéo salina

Os caes tiveram uma area de cerca de 10 cm x 10 cm tricotomizada na
regido lateral do térax e foram mantidos em ambiente com temperatura
controlada para aclimatacdo durante 15 minutos, durante este periodo os
pacientes ficavam livres pelo cédmodo. Apds 15 minutos da tricotomia, foi
aplicado pela via intradérmica 0,05 ml de solucdo salina estéril (controle
negativo) e 0,05 ml de solucdo de cloridrato de histamina em trés
concentracOes diferentes de histamina base (0,025 mg/ml, 0,05 mg/ml, 0,1
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mg/ml), em trés pontos diferentes, (respectivamente intituladas de h1, h2 e h3),
respeitando um espaco de 2 cm entre as aplicagdes. Foi utilizada agulha 29 G
encaixada a uma seringa estéril de 1ml para realizar as aplicagdes. A histamina
e a solucao salina foram deixadas na seringa por 15 minutos fora da geladeira
antes da aplicacdo (MCDONALD et al., 1990).

Apés 15 minutos das aplicagbes, os didmetros longitudinais e
transversais das reacdes foram mensurados com o0 paquimetro e,
posteriormente, foi calculado o valor da média ortogonal. Os pacientes foram
fotografados com camera de imagem termografica FLIR® T530, a uma
distancia de 0,6 metros. As respostas cutaneas as aplicacdes também foram
avaliadas subjetivamente. O eritema e a turgidez das reacfes foram avaliados
em uma escala de 0-4, porém sem que houvesse toque no local das
aplicacdes, para evitar que fosse deixada uma impressdo térmica que
interferiria na analise termografica. Foi considerado: 0- ndo apresenta turgidez
ou eritema; 1- leve turgidez e/ou leve eritema; 2- turgidez moderada e ou
eritema moderado; 3- acentuada turgidez ou eritema e 4- turgidez e eritema
acentuados.

Aplicacado percutanea de histamina e solucéo salina

Para a realizacdo da aplicagdo percutanea foi utilizado o puntor Duotip
[I®, um dispositivo plastico estéril descartavel com ponta bifurcada. Foi instilada
uma gota de solucao salina estéril (controle negativo) e uma gota de cloridrato
de histamina em diferentes concentracdes de histamina base (1,25mg/ml, 2,5
mg/ml e 5 mg/ml), (respectivamente denominadas de hl, h2 e h3), em trés
pontos diferentes, sempre respeitando uma distancia de 2 cm entre os pontos.
Com o puntor Duotip 1I® foi feita uma pressao sob a pele, em um angulo de
45°, deslizando verticalmente e provocando uma pequena picada. Este teste foi
realizado em duplicata para gerar maior confiabilidade, uma vez que este ainda
nao apresenta uma padronizacdo bem determinada na medicina veterinaria. O
local de aplicagdo foi abaixo das aplicacGes intradérmicas, na mesma area de
tricotomia feita para a realizacdo destas. Os frascos contendo os sais de
histamina e solucdo salina foram retirados de refrigeracdo e mantidos na
bancada, durante 15 minutos antes da realizacédo do teste (MCDONALD, et al.,
1990).

Apés 15 minutos das aplicacbes os diametros longitudinais e
transversais das reagfes foram mensurados com o0 paquimetro e
posteriormente foi calculado o valor da média ortogonal. Para fins estatisticos,
foi empregado o valor médio do diametro das duplicatas. Os pacientes foram
fotografados com camera de imagem termografica FLIR® T530 a uma distancia
de 0,6 metros. As respostas cuténeas as aplicacfes também foram avaliadas
subjetivamente conforme descrito no item anterior.

Termografia

Para a avaliacdo termogréfica, todos os pacientes foram fotografados
em sala isenta de corrente de ar, com janela devidamente coberta (evitando
incidéncia de luz solar), com luz fria e climatizada durante todos os testes e
registros. A temperatura e umidade relativa do ar foi controlada por meio de
termémetro digital para ambientes internos (TERMO-HIGROMETRO SIMPLA -
THO1). Os registros foram realizados entre 9 horas e 19 horas. A temperatura
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ambiente na sala durante todo o estudo variou entre 21 e 23°C, no entanto ndo
houve oscilacdo maior do que 1°C durante a realizacdo dos testes
individualmente.

Os animais foram fotografados antes e apds 15 minutos da
administracdo da solucéo salina e de histamina. Para o registro fotografico o
paciente foi contido com a area das aplicagcfes voltada para a camera, sempre
tomando a precaucdo de nédo tocar o paciente na area a ser fotografada, para
evitar impressdes térmicas.

As imagens foram analisadas pelo software FLIR ResearchlR ®, que
avalia as imagens por meio de mapeamento de cores emitidas de acordo com
a temperatura. Foi padronizado em todas as imagens a utilizacdo da paleta de
cores em escala de cinza ®, que foi a paleta que mais preservou a forma da
informacdao térmica. Durante a analise a emissividade foi ajustada para 0,98 e a
distancia para 0,6 metros. A emissividade da pele humana € 0,97-0,99, para
cdes ainda ndo ha estudos que definam um valor. Os estudos realizados em
diferentes espécies utilizaram o valor da emissividade entre 0,95-1
(STEKETEE 1973, LYNCH et al. 2011; WESTERMANN et al.,, 2013). A
temperatura média da pele antes da administracdo do controle negativo e das
histaminas, foi determinada por meio de uma area retangular que apresentava
as dimensdes da regido da tricotomia. Nas imagens termograficas obtidas apos
15 minutos da administracdo do controle negativo e das histaminas foram
avaliados a é&rea de impressdo térmica (AIT) e temperatura. Para estas
avaliacBes foi empregado o recurso free hand, capaz de calcular em cm? a area
delimitada e sua temperatura média (Figura 1 e Figura 2). A delimitacdo da AIT
foi feita com caneta digital em um monitor do tipo touch screen (HP envy
x360®).

Analise estatistica

No presente estudo, o tamanho do “n” amostral estimado foi o necessario
para detectar como estatisticamente significativas, correlacdes fortes entre os
valores obtidos na termografia e valores obtidos no paquimetro, na avaliacdo
subjetiva e de concentracdo de histamina. Para estimar um coeficiente de
correlagcdo de Pearson de magnitude forte (r=0,60), considerando um poder de
90% e um nivel de significancia de 0,05 foram necessarios 25 animais. O
calculo amostral foi realizado com o programa WINPEPI versédo 11.65
(Abramson, J.H. WINPEPI updated: computer programs for epidemiologists,
and their teaching potential. Epidemiologic Perspectives & Innovations 2011,
8:1).

As variaveis quantitativas foram descritas por média e erro padrdo e as
categoricas por frequéncia absolutas e relativas. Para avaliar as diferencas
entre as concentragdes, o modelo de Equacgdes de Estimativas Generalizadas
(GEE) complementado pelo teste de Bonferroni foi aplicado. Para as variaveis
numéricas, o modelo linear foi utilizado e para as categoricas, o modelo
logistico binario foi aplicado.

Para a comparacdo dos resultados AIT com o0s objetivos por
concentracdo e via, o teste t-student para amostras pareadas foi aplicado. A
associacao entre as variaveis foi avaliada pelo teste da correlagdo de Pearson.

24



O nivel de significancia adotado foi de 5% (p<0,05) e as analises foram
realizadas no programa SPSS versao 21.0.

Resultados

Todos os animais incluidos apresentaram reatividade cutanea a histamina
aplicada por via intradérmica e percutanea. Foi observado que a média da
medida objetiva (diametro ortogonal das reacbes) e escore da avaliacdo
subjetiva do controle negativo e das trés concentracdes de histamina diferiram
significativamente entre si (p < 0,001), independente da via de administracao.
Observou-se que a média das medidas objetivas e dos escores subjetivos foi
crescente de acordo com a maior concentracdo de histamina (Tabela 1).

Tabela 1 — Comparacéo dos resultados objetivos (cm) e subjetivos (0-4) entre
as concentragdes de histamina (h1,h2,h3) e controle negativo (CN)
na via intradérmica e percutanea.

CN hl h2 h3 p
Média+ EP MédiazEP Média+EP Média + EP

Via Intradérmica
Resultado objetivo 0,08 +0,02° 1,33+0,05° 1,53+0,04° 1,70+0,04° <0,001
Resultado subjetivo 0,00 + 0,00° 1,57 +0,15° 2,17 +0,10° 3,04 +0,14" <0,001
Via Percutanea
Resultado objetivo 0,03+0,01* 0,56+0,03° 0,75+0,03° 0,92+0,03° <0,001
Resultado subjetivo 0,00+ 0,00° 1,08+0,05° 1,28+0,11° 1,90+0,11° <0,001

EP=Erro Padréo; *>°“ Letras iguais ndo diferem pelo teste de Bonferroni a 5% de significancia

O nuamero de reacdes em que foi possivel identificar a AIT pelas
imagens termograficas foi significativamente maior nos locais de aplicagédo das
histaminas do que nos locais de aplicacdo da solucdo salina, pelas duas vias
avaliadas (Tabela 2). No entanto, ndo foi observado diferengca no numero de
reacoes detectadas entre as solucbes com diferentes concentracbes de
histamina (Tabela 2).

Tabela 2 — Comparacdo do numero de reacdes detectadas pelas imagens
termograficas entre as concentracdes de histamina (h1,h2,h3) e
controle negativo (CN) na via intradérmica e percutanea .

CN h1 h2 h3 Total(h1+2+3) p
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Via Intradérmica 8 (32,0 17 (68,0 16 (64,0° 17 (68,0)° 50 (66,7) 0,018
Via Percutanea 7 (28,00  21(84,0° 21(84,0° 23(92,0)° 65 (86,7) <0,001

%P | etras iguais ndo diferem pelo teste de Bonferroni a 5% de significancia

Ao comparar a AIT entre as diferentes concentragdes de histamina e o
controle negativo, ndo houve diferenca significativa, tanto na aplicacéo
intradérmica quanto na aplicagédo percutanea (Tabela 3).
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Tabela 3 — Comparacéo dos valores de AIT (cm?) entre as concentracdes de
histamina (h1,h2,h3) e controle negativo (CN) na via intradérmica
e percutanea .

CN hl h2 h3 ¢
Média + EP Média + EP Média + EP Média + EP
Via Intradérmica 0,59+0,32 0,78+0,13 1,10+0,15 0,87 +0,14 0,158
Via Percutanea 0,36 £ 0,08 0,41 +£0,07 0,32+0,06 0,28 £ 0,04 0,098

A medida das areas das papulas obtidas por meio da aplicacdo
intradérmica, pelo método objetivo, foi significativamente maior quando
comparadas com AIT, em todas as concentragdes de histamina, no entanto o
mesmo nao foi observado no controle negativo (provavelmente pela grande
variabilidade encontrada nos valores de AIT nestes locais) (Figura 3).

Figura 3 — Comparacdo das medidas da AIT com as medidas
obtidas pelo método objetivo, por concentracdo de
histamina (h1,h2,h3) e controle negativo na via
intradérmica. As colunas representam a meédia e as
barras de erro representam o erro padrao.
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Ja na aplicacdo percutédnea, em relagcdo ao CN, os valores de AIT foram
significativamente superiores a medida objetiva (p=0,007). Quanto ao hl, h2 e
h3, a medida objetiva foi significativamente maior do que a AIT (p=0,041,
p<0,001 e p<0,001, respectivamente) (Figura 4).
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Figura 4 — Comparacdo das medidas da AIT com as
medidas obtidas pelo método objetivo por
concentracdo de histamina (h1,h2,h3) e
controle negativo na via percutanea. As
colunas representam a média e as barras de
erro representam o erro padréo.
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A temperatura média da pele antes das aplicacdes foi significativamente
maior que no local de aplicacédo intradérmica da hl (p=0,034), no entanto o
mesmo nao foi observado quando comparado com o CN, h2 e h3 (p>0,10)
(Tabela 4 e Figura 5). As temperaturas em hl, h2 e h3 foram significativamente
mais baixas do que da pele antes das aplicacbes pela via percutanea
(p<0,001), no entanto o mesmo nao foi observado quando a temperatura da
pele com o CN (p>0,10) (Tabela 4 e Figura 6).

Tabela 4 — Comparacao da temperatura (°C) da pele antes da aplicacdo com a
temperatura do local de aplicagcdo do controle negativo (CN) e das
trés concentracdes de histamina (h1,h2,h3) pela via intradérmica e
percutanea.

Pele CN hl h2 h3 p
Média + EP Média + EP Média+ EP Média+ EP  Média + EP

Via Intradérmica 34,6 +0,28° 34,1+0,39%® 33,8+0,31* 33,8+0,33® 34,1+0,24® 0,043
Via Percutanea 346+0,28" 34,1+048® 336+0,31° 33,8+0,24*° 33,7+0,31* <0,001

%P | etras iguais ndo diferem pelo teste de Bonferroni a 5% de significancia
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Figura 5 — Comparacdo da temperatura da pele prévia as
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aplicacbes com a temperatura nas diferentes
concentracbes de histamina e no controle negativo,
na via intradérmica. As colunas representam a média
e as barras de erro representam o erro padrao.
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Figura 6 — Comparacdo da temperatura da pele prévia as

aplicagbes com a temperatura nas diferentes
concentragcdes de histamina e no controle negativo, na
via percutdnea. As colunas representam a média e as

barras de erro representam o erro padréo.

35

34,5
T
]
c
«© *
3 w
o % *
Q 34
8
>
o
2 335
o
)
Q
S
Y]
[
33
32,5
Pele CN H1 H2 H3
* p<0,05

As médias dos deltas (DT) de temperatura entre 0s

locais de

administracdo do CN e das trés concentracbes de histamina, pelas vias
intradérmica e percutanea, foram negativas em todas as concentracfes, com
excecao do delta em hl pela via intradérmica (Tabela 5). Nas comparacfes
das médias dos deltas de temperatura, houve somente diferenca significativa

no delta de hl pela via percutanea (P<0,001, Tabela 5).

Tabela 5 — Comparagédo das diferencas da temperatura (deltas)
entre os locais de aplicagdo do controle negativo e
das concentracdes de histamina pelas vias
intradérmica e percutanea

DTH1 DTH2 DTH3 P
Média + EP Média + EP Média + EP

Via Intradérmica 0,05 £ 0,07 -0,01 £0,18 -0,09 +£ 0,26 0,857
Via Percutanea -0,49 +0,43*  -0,22 +0,40° -0,13 + 0,44° <0,001

P Letras iguais nao diferem pelo teste de Bonferroni a 5% de significancia
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Observou-se correlagcdo moderada entre valores das medidas objetivas
e subjetivas apenas para hl (r=0,413 e p=0,04) e h2 (r=0,447 e p=0,02) pela
via intradérmica. No entanto, nao foi observado correlacdo significativa entre a
AIT e a temperatura, AlIT e medida objetiva e temperatura e escore subjetivo
(P>0,05).

DISCUSSAO

A avaliacdo das reacfes cutaneas a aplicacdo de histamina, por meio da
analise termogréfica, foi idealizada visando, no futuro, auxiliar na deteccdo das
reacOes frente a aplicagcdo de alérgenos que possam gerar davida ou
dificuldade em sua interpretacdo. As reacdes obtidas pela administracdo dos
alérgenos pela via percutdnea sdo geralmente de menores dimensdes,
podendo ser equivocadamente interpretadas. De fato, no presente estudo,
observou-se uma boa sensibilidade em detectar e delimitar, nas imagens
termograficas, as reacdes cutaneas provocadas pela administracdo de
histamina, principalmente quando aplicada pela via percutanea. Além disso, a
técnica mostrou ter boa especificidade, pois a porcentagem de AIT detectada
no local de aplicacdo do controle negativo foi significativamente mais baixa
gquando comparada com os locais de aplicacdo de histamina. Nossos
resultados contrastam com o estudo realizado por Tversky e Macglashan
(2019), que encontrou sensibilidade de apenas 38% apds a administracdo de
aeroalérgenos por via percutanea, em humanos com rinite alérgica. No entanto,
acredita-se que a maior sensibilidade observada em nosso estudo quando
comparado com o publicado por Tversky e Macglashan (2019), possa ser
justificada por termos realizado a avaliacdo somente com histamina.

A histamina € empregada como controle positivo nos testes intradérmico
e prick test em seres humanos e animais (HENSEL et al., 2004, ANTUNES et
al., 2009). Na pele, esta € capaz de causar uma resposta triplice que leva ao
avermelhamento local imediato, papula, devido ao aumento da permeabilidade
vascular e uma resposta de eritema tardio mais acentuado devido ao reflexo
axonal (THURMOND et al., 2008). No presente estudo, este efeito pode ser
observado na avaliacdo subjetiva das reacbes apos a administracdo da
histamina nas trés concentracdes utilizadas. Este fato ndo foi observado no
local de aplicacdo da solucdo salina, o que d& credibilidade a sensibilidade
cutanea a histamina. No entanto, a sua a acao pode variar dependendo da
concentracéo utilizada e quais receptores sdo ativados (THURMOND et al.,
2008; BRANCO et al., 2018). O efeito concentracdo-dependente da histamina
também pdde ser comprovado neste estudo quando a esta foi administrada
pelas duas vias, intradérmica e percutanea, em trés concentracfes crescentes,
pelas avaliagdes objetiva e subjetiva.

Tversky e Macglashan (2019) relataram que as maiores dificuldades na
avaliacdo das imagens termograficas foram a falta de um padrdo das reacdes
que pudesse ser identificado ou mensurado facilmente. No presente estudo
essas dificuldades também foram observadas em algumas reacdes,
principalmente a pouca definicdo das bordas, o que gerou duvidas no avaliador
sobre o seu real limite. A mesma observacao foi feita por Uematsu et al. (1987)
0s quais afirmaram que o formato das areas térmicas, decorrentes da aplicacéo

30



intradérmica da histamina, tendiam ser bastante irregulares, enquanto que
visualmente as reacfes tendiam a ser mais arredondadas.

Baseado no estudo de Uematsu et al. (1987) que observaram que a area
térmica e a temperatura aumentaram com incremento da dose de histamina
aplicada pela via intradérmica, esperava-se, no presente estudo, que o efeito
concentragdo-dependente da histamina também fosse percebido na avaliagéo
das imagens termograficas. Embora nas avaliagcbes objetiva e subjetiva isto
tenha sido verificado, na analise termografica isso ndo ocorreu.

Outro resultado que foi contra as hipbéteses elaboradas no
desenvolvimento do estudo, foi que as dimensdes da AIT fossem maiores que
as das avaliagdes objetivas, conforme o observado por Uematsu et al. (1987).
Neste estudo, o0s autores verificaram em humanos que as areas
correspondentes as reacfes a histamina, aplicada por via intradérmica,
observadas nas imagens termograficas, foram maiores que as observadas
visualmente. Uma possivel explicacdo para isso foi o critério que nés aplicamos
na avaliacao das imagens termogréficas, ja que o delineamento das reacfes no
software foi realizada somente ao redor das areas com as bordas bem
definidas, correspondendo a regido central da papula em si, e ndo incluindo a
regiao eritematosa ao seu redor.

O fato da média da AIT do controle negativo ter sido maior que a média
da AIT de h2 e h3 na via percutanea também chamou a atencdo. Acredita-se
gue a AIT quando observada no local de aplicacdo do controle negativo possa
ser decorrente do trauma local ou da retencdo da solugcdo na pele em alguns
casos (STANEV et al.,, 2019), uma vez que nao € esperado que a solucéo
salina provoque reacéo na pele pois ndo gera irritacdo cutanea (ANTUNES et
al., 2009).

Em consonancia com o observado nos resultados obtidos na analise da
AIT, os nossos resultados mostraram que houve redugcdo da temperatura
meédia nos locais de aplicacdo da histamina quando comparado com a média
da temperatura da pele antes das aplicacbes e do controle negativo, refutando
a nossa hipétese inicial e o observado em estudos em humanos (STUTTGEN
et al., 1980; UEMATSU et al., 1987; ROKITA et al., 2011; ROK et al., 2016).
Uematsu et al. (1987) e Stanev et al. (2019) identificaram que a temperatura
dos locais de aplicagdo de histamina foi 0,2 a 0,3°C maior que a pele adjacente
e, aproximadamente 1°C maior que o controle negativo, respectivamente. Em
contraste com o observado em nosso estudo, cujos valores de delta foram
negativos entre as temperaturas dos locais de aplicacdo de histamina e o de
aplicacado do controle negativo, com exce¢ao do observado em hl, pela via
intradérmica.

Na pele a histamina provoca vasodilatagédo, aumento da permeabilidade
endotelial e estimulacdo das fibras nervosas nociceptivas, provocando o
surgimento de papulas urticariformes, eritema e prurido (LIEBERMAN, 2011). O
desenvolvimento do edema diminui a conducdo de calor da pele. Strittgen et
al. (1980), observaram que o inicio do aparecimento da papula-urticariforme,
apos a aplicacao de alérgenos por via intradérmica, ocorre alguns minutos mais
cedo que o aumento maximo da radiacdo infravermelha. Os autores acreditam
que esta diferenca de tempo € provavelmente devido a formacédo de edema,
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que inicialmente reduz o aumento do fluxo de calor para a superficie da pele
nas regides alérgicas. O mesmo foi observado por Stanev et al. (2019) que
perceberam uma reducdo da temperatura na regido de aplicacdo do alérgeno
(anestésico local), pela via percutanea. No presente estudo, a temperatura
mais baixa observada no local de aplicacdo das diferentes concentracdes de
histamina quando comparada com a pele antes da aplicagcdo e com o controle
negativo (embora ndo tenha sido estatisticamente significativo), mais uma vez
pode ser explicada pela forma que foram avaliadas as imagens termograficas.
Assim como para AIT, a determinacdo da temperatura média pelo software
utilizado, ocorreu somente dentro da area delimitada, quando as bordas destas
eram bem definidas. As areas delimitadas correspondiam a regido central das
papulas-urticariformes, e pode ter sofrido influéncia do edema gerado pela
maior permeabilidade endotelial provocada pela histamina.

No presente estudo verificamos que houve correlagdo moderada entre a
avaliacdo objetiva e subjetiva das papulas provocadas pela aplicacao
intradérmica de duas concentracdes de histamina (hl e h2). Hubbard & White
(2011) também verificaram correlacdo moderada entre os resultados das duas
formas de avaliacdo a diferentes alérgenos em cédes com dermatite atpica
(p=0,00001; r=0,457). No entanto, ndo houve correlacédo entre as duas formas
de avaliagdo quando a histamina foi aplicada pela via percutanea. Isso pode
decorrer do fato das papulas e o eritema serem mais discretos o que levaria ao
examinador subestimar o escore subjetivo.

Esperava-se que houvesse uma correlacao significativa entre o tamanho
da AIT e a temperatura, no entanto isso nao foi verificado, independente da
concentracdo da histamina e da via de administracdo. Isto indica que né&o
houve um aumento linear entre o tamanho da AIT e a temperatura da papula,
devendo ser avaliados de forma independente. Da mesma forma ndo houve
correlagdo entre a medida objetiva e a AIT calculada pelo software. Em
humanos, Uematsu et al. (1987) verificaram que houve forte correlacdo entre a
AIT e a medida objetiva na aplicacéo intradérmica de diferentes concentracdes
de histamina. Os autores ainda verificaram que quanto maior era a area de
eritema, maior a subestimacdo visual quando comparados com a avaliacdo
termografica. A possivel justificativa para isso ter ocorrido € a grande variacéo
dos valores das AIT. Por fim, ndo observamos correlacdo entre o valor da
temperatura média das papulas e os escores subjetivos atribuidos as mesmas.
Este fato pode ter ocorrido por haver alguma discrepancia entre o eritema
causado pela vasodilatacdo e o calor produzido pela reacao inflamatoria
(UEMATSU et al., 1987). Ou seja, ndo se pode atribuir em todas as situacdes
gue a intensidade do eritema sera condizente com a maior temperatura local.

Entre os fatores limitantes deste estudo, pode-se incluir os ligados ao
equipamento utilizado. A camera termogréfica utilizada nesse estudo possui
sensor capaz de captar radiacao na faixa espectral de 7,5 a 14 um. No entanto,
Tversky e Macglashan (2019) utilizaram uma nova camera termografica que
captam ondas infravermelhas curtas (1 a 2 um) e compararam com
equipamento semelhante ao usado em nosso estudo para avaliar as reacdes
da aplicacéo percutanea de alérgenos e histamina. Este tipo de equipamento
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tem habilidade Unica em discriminar agua e mostrou superioridade para
detectar as papulas quando comparada a outras cameras. Outra possivel
limitacao foi a metodologia de andlise das imagens. A delimitacdo das reacdes
a aplicacdo de histamina e solugédo salina foi realizada somente quando as
bordas da area foram nitidas e provavelmente néo inclui a regido do eritema
adjacente, o que pode contribuido para a reducdo da média da AIT e da
temperatura.

Concluimos que a analise das reacfes a aplicagdo de histamina
empregando a termografia € viavel, uma vez que apresentou boa sensibilidade.
No entanto, o fato dos resultados da AIT e temperatura n&o terem se
correlacionado com os métodos padrbes de avaliacdo, indica que a técnica
ainda precisa ser aprimorada antes de ser validada e utilizada para avaliagdo
dos resultados dos testes alérgicos cutaneos.
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Figura 1- A) Paciente 15 minutos apds administracdo das histaminas B) Andlise da
area de impressao térmica utilizando o programa Flir
ResearchIR®, circulado em cores, controle negativo hl, h2 e h3 do
teste intradérmico (primeira fileira). Abaixo controle negativo, hl, h2 e h3
do prick test e sua duplicata (fileira 2 e fileira 3, respectivamente).

Figura 2- Andlise da &rea de impressdo térmica utilizando o
programa Flir ResearchIR® delimitando trés pontos
de aplicacdo. Em verde h2 do teste intradérmico em

azul h3 do prick test, em vermelho h3 do prick test
(duplicta)
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5. CONCLUSAO

Concluimos que a andlise das reacdes a aplicacdo de histamina empregando a
termografia € viavel, uma vez que apresentou boa sensibilidade. No entanto, o fato dos
resultados da AIT e temperatura ndo ter se correlacionado com os métodos padrdes de
avaliacdo, indica que a técnica ainda precisa ser aprimorada antes de ser validada e

utilizada para avaliacdo dos resultados dos testes alérgicos cutaneos.
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APENDICE

\océ esta sendo convidado(a) a participar, como voluntario, em uma pesquisa. Apos ser
esclarecido(a) sobre as informacGes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo,
assine ao final deste documento, que esta em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do
pesquisador responsavel. Na sua cépia consta o telefone e endereco institucional do
pesquisador principal, de modo que vocé podera tirar suas ddvidas sobre o projeto e a
participacdo do seu cdo, agora ou a qualquer momento. Em caso de recusa ou
desisténcia vocé ndo sera penalizado(a) de forma alguma. Em caso de ddvida vocé pode
procurar o Comité de Etica em Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul (UFRGS) pelo telefone (51) 3308 — 3738 ou pelo e-mail
ceua@propesq.ufrgs.br.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:
Titulo do projeto: Uso da termografia para avaliacdo da reacdo cutanea

induzida pela histamina em ces: estudo exploratdrio.

Pesquisador responsavel: Prof. Dr. Daniel Guimardes Gerardi — Professor
associado do Departamento de Medicina Animal da Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) e coordenador do projeto.

Endereco: Av. Bento Goncalves, 9090 — Agronomia, Porto Alegre/RS

CEP: 91540-000
Telefone: 51 3308-6922

E-mail: daniel.gerardi@ufrgs.br

Aluna responsavel: Juliana de Oliveira Dhein — Meédica Veterinaria, aluna de
mestrado no Programa de P06s-Graduacdo em Ciéncias Veterinarias — Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (PPGCV-UFRGS).

Telefone para contato: (51) 993038170

E-mail: dheinjuliana@gmail.com

Seu cdo esta sendo convidado para participar da pesquisa: “Uso da termografia
para avaliagdo da reacdo cutdnea induzida pela histamina em cées: estudo

exploratério.”.
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Seu cdo foi selecionado e a participacdo do mesmo néo é obrigatdria. A qualquer
momento vocé pode desistir e retirar seu consentimento para o seu cédo fazer parte da
pesquisa. Sua recusa nao trard nenhum prejuizo na relacdo do seu animal com o
pesquisador ou com a instituicdo. O objetivo deste projeto é detectar alteracdes na
temperatura cutanea induzida pela aplicacdo de histamina por via transdérmica e
percutanea em cées através da imagem termogréfica.

Seu cdo serd fotografado com cémera de imagem infravermelha antes da
tricotomia (remocédo dos pelos por meio de maquina de tosa ou lamina de barbear) 15
minutos apos a remocdo (antes da aplicacdo da histamina e solucdo salina por via
transdémica e percutanea) e ap0s a aplicacdo, a cada 3 minutos, durante 15 minutos.

N&o ha riscos a salde do seu cdo relacionado com a participacdo na pesquisa,
sendo todos os procedimentos realizados classificados de grau de severidade leve,
conforme documentacao acessoria fornecida pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
da UFRGS (CEUA-UFRGS). Podem ocorrer reagdes locais de irritacdo prolongadas,
caso isto ocorra serd fornecida pomada de corticosteroide para aplicacdo e
acompanhamento veterinario da resolucéo.

Vocé terd a garantia de sigilo das informacdes obtidas bem como o direito de

retirar o consentimento a qualquer tempo.

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, ,
RG , CPF , abaixo
assinado, proprietario do canino da raca , SEX0 , idade

, denominado de , ficha HCV , concordo em ceder

meu animal para participar do projeto “Uso da termografia para avaliacdo da reagdo cutanea

induzida pela histamina em caes: estudo exploratorio”.

Bem como o registro fotografico do mesmo. Declaro que entendi os objetivos, riscos e
beneficios da participacdo do meu céo e que fui devidamente informado e esclarecido
pela mestranda pesquisadora JULIANA DE OLIVEIRA DHEIN sobre a pesquisa e 0s
procedimentos nela envolvidos. Foi-me garantido que posso retirar 0 meu
consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade ou

interrupgdao do acompanhamento do meu animal.
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Porto Alegre, de de 201 .

Assinatura do proprietario Assinatura do aluno (mestrando)

Assinatura do orientador (pesquisador responsavel)

Vocé esta sendo convidado(a) a participar, como voluntério, em uma pesquisa. Apos ser
esclarecido(a) sobre as informacfes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo,
assine ao final deste documento, que estd em duas vias. Uma delas € sua e a outra é do
pesquisador responsavel. Na sua cépia consta o telefone e endereco institucional do
pesquisador principal, de modo que vocé podera tirar suas davidas sobre o projeto e a
participacdo do seu céo, agora ou a qualquer momento. Em caso de recusa ou
desisténcia vocé ndo sera penalizado(a) de forma alguma. Em caso de duvida vocé pode
procurar o Comité de Etica em Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul (UFRGS) pelo telefone (51) 3308 — 3738 ou pelo e-mail
ceua@propesq.ufrgs.br.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

Titulo do projeto: “Uso da termografia para avaliacdo da reacéo cutanea induzida
pela histamina em cées: estudo exploratorio”..

Pesquisador responsavel: Prof. Dr. Daniel Guimardes Gerardi — Professor
associado do Departamento de Medicina Animal da Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) e coordenador do projeto.

Endereco: Av. Bento Goncalves, 9090 — Agronomia, Porto Alegre/RS

CEP: 91540-000
Telefone: 51 3308-6922

E-mail: daniel.gerardi@ufrgs.br

Aluna responsavel: Juliana de Oliveira Dhein — Meédica Veterinaria, aluna de
mestrado no Programa de P0s-Graduagdo em Ciéncias Veterinarias — Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (PPGCV-UFRGS).

Telefone para contato: (51) 993038170
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E-mail; dheinjuliana@agmail.com

O cao sob sua tutela estd sendo convidado para participar da pesquisa: “Uso da
termografia para avaliagdo da reagdo cuténea induzida pela histamina em cées: estudo
exploratério”.”.

O céo sob sua tutela foi selecionado e a participagdo do mesmo ndo é
obrigatdria. A qualquer momento vocé pode desistir e retirar seu consentimento para o
seu cdo fazer parte da pesquisa. Sua recusa ndo trara nenhum prejuizo na relacéo do seu
animal com o pesquisador ou com a instituicdo. O objetivo deste projeto é detectar
alteracbes na temperatura cutanea induzida pela aplicacdo de histamina por via
transdérmica e percutanea em cées através da imagem termogréafica.

O céo sob sua tutela serd fotografado com cdmera de imagem infravermelha
antes da tricotomia (remocdo dos pelos por meio de maquina de tosa ou lamina de
barbear) 15 minutos ap6s a remocédo (antes da aplicacdo da histamina e solucdo salina
por via transdémica e percutanea) e apds a aplicacdo, a cada 3 minutos, durante 15
minutos.

N&o ha riscos a saude do céo relacionado com a participacdo na pesquisa, sendo
todos os procedimentos realizados classificados de grau de severidade leve, conforme
documentacdo acessoria fornecida pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
UFRGS (CEUA-UFRGS). Podem ocorrer reacdes locais de irritacdo prolongadas, caso
isto ocorra sera fornecida pomada de corticosteroide para aplicacdo e acompanhamento
veterinario da resolucao.

Vocé tera a garantia de sigilo das informacdes obtidas bem como o direito de

retirar o consentimento a qualquer tempo.

TERMO DE AUTORIZACAO DE PARTICIPACAO:

Eu, ,
RG , CPF , abaixo
assinado, responsavel pela instituicdo , autorizo que os

cdes presentes nesta instituicdo, atualmente sob minha responsabilidade, participem do
projeto ““Uso da termografia para avaliacdo da reacdo cutanea induzida pela histamina em

cies: estudo exploratorio”.”. Bem como o registro fotografico do mesmo.
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Declaro que entendi os objetivos, riscos e beneficios da participacdo dos cées e
que fui devidamente informado e esclarecido pela mestranda pesquisadora JULIANA
DE OLIVEIRA DHEIN sobre a pesquisa e os procedimentos nela envolvidos. Foi-me
garantido que posso retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve

a qualquer penalidade ou interrup¢do do acompanhamento dos animais.

Porto Alegre, de de 201 .

Assinatura do responsavel Assinatura do aluno (mestrando)

Assinatura do orientador (pesquisador responsavel)
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