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RESUMO

MORAD, J. C. G. Avaliacdo daresposta inflamatoria, por imunoistoquimica,
na pele de cées atdopicos com a utilizacdo de oclacitinib comercial e
genérico [Assessment of the inflammatory response by immunohistochemistry
in the skin of atopic dogs with the use of commercial and generic oclacitinib].
2019. 86 f. Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-graduacdo em
Medicina Veterinaria - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia -
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, UNESP, Botucatu,
2018.

Dermatite atopica (DA) canina é uma enfermidade alergoinflamatoéria de carater
cronico, da pele e orelha externa, geralmente de cées adultos jovens, induzida
por distintos alérgenos. A afeccdo tem etiopatologia complexa e ainda nédo
totalmente elucidada, dificilmente atingindo cura. Porém, ha hoje, varias opc¢bes
medicamentosas para o seu controle. O oclacitinib faz parte da recente remessa
de medicamentos para tratamento e controle do prurido dos cées atdpicos, com
poucos efeitos colaterais. E um farmaco inibidor de janus quinase, com rapida
acao e que age na ligacao das citocinas aos receptores JAKs. Este trabalho teve
como intuito avaliar a resposta inflamatdria da pele de animais atopicos, antes e
30 dias apés o tratamento com Oclacitinib comercial (Apoquel®), através
da mensuracao das interlucinas IL-1, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, IL-31, TNF-a, IFN-y
e filagrina, pela técnica de imuno-histoquimica, além da resposta clinica ao
tratamento pela avaliacgdo do CADESI-4 e escore do prurido. Os 10 cées
utilizados no estudo séo provenientes do atendimento dermatolégico do HV da
UNESP-Botucatu e clinica particular de Sorocaba-SP. Apenas os escores do
CADESI-4, do prurido e da IL-1, citocina inflamatdria chave da imunidade inata
e na patogénese da DA, apresentaram reducdo na analise estatistica. Conclui-
se que a IL-1 pode ter um papel importante na farmacocinética do oclacitinib e
maiores estudos sdo necessarios para confirmar a acado do oclacitinib sobre a
producédo e ligagdo da IL-1 aos receptores cutaneos em cdes com DA, assim

como novos farmacos que contemplam estas propriedades.

Palavras-chave: Dermatite atépica, Janus kinase, Interleucina, Prurido.



ABSTRACT

MORAD, J. C. G. Avaliacdo daresposta inflamatoria, por imunoistoquimica,
na pele de cées atdopicos com a utilizacdo de oclacitinib comercial e
genérico [Assessment of the inflammatory response by immunohistochemistry
in the skin of atopic dogs with the use of commercial and generic oclacitinib].
2019. 86 f. Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-graduacdo em
Medicina Veterinaria - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia -
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, UNESP, Botucatu,
2018.

Canine atopic dermatitis (DA) is a chronic inflammatory alergo disease of the skin
and external ear, usually of young adult dogs, induced by distinct allergens. The
disease has complex and still not fully elucidated etiopatology, hardly reaching
cure. However, there are today several drug options for your control. Oclacitinib
is part of the recent consignment of medications for treatment and control of the
itching of atopic dogs, with few side effects. Itis an inhibitor drug of Janus Kinase,
with rapid action and acting in the binding of cytokines to jaks receptors. The
objective of this work was to evaluate the inflammatory response of the skin of
atopic animals before and 30 days after treatment with commercial oclacitinib
(Apoquel®), through the measurement of interlukines il-1, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17,
IL-31, TNF-a, IFN-y and Filagrin, by immunohistochemistry technique, in addition
to clinical response to treatment by evaluation of Cadesi-4 and pruritus score.
The 10 dogs used in the study are from the dermatological treatment of HV of
UNESP-Botucatu and private Clinic of Sorocaba-SP. Only the scores of Cadesi-
4, pruritus and IL-1, the key inflammatory cytokine of innate immunity and the
pathogenesis of DA, showed a reduction in the statistical analysis. It is concluded
that IL-1 may play an important role in the pharmacokinetics of oclacitinib and
further studies are needed to confirm the action of oclacitinib on the production
and binding of IL-1 to cutaneous receptors in dogs with DA, as well as new drugs

that can contemplate these properties.

Key words: Atopic dermatitis, Janus kinase, Interleukin, Pruritus.



1 INTRODUCAO

Dermatite atopica (DA) € uma doenca alérgica de pele comum, crénica,
recorrente, inflamatdria e pruriginosa, com muitas semelhancas clinicas entre
seres humanos e cdes. Em ambas as espécies, a patogénese da DA envolve
alteracdo no sistema imunoldgico (muitas vezes mediada por IgE) e disfungéo de
barreira cutdnea decorrentes de uma complexa interacao de fatores genéticos e
ambientais (OLIVRY et al., 2016). Fontes (2015) descreve que a DA humana &
resultante de uma reacao imunoldgica mista. Na fase aguda, ha uma reacéo IgE-
mediada (tipo 1) e na fase crénica, ha associacao a hipersensibilidade celular (tipo
V).

Ja para Little et al. (2015), a DA canina € uma condi¢do multifatorial na qual
envolve células dendriticas cuténeas, linfocitos T, uma variedade de outras
células e alteracao da funcéo da barreira cutdnea como parte central no processo
da doenca. Alérgenos ambientais que penetram na barreira cuténea
desencadeiam uma complexa rea¢cdo imunolégica que envolve a ativacdo de
muitas citocinas diferentes que conduzem este processo, resultando em
inflamacé&o cutdnea e mecanismos neuronais que iniciam o ciclo do prurido que
nunca cessa.

Com o aumento do conhecimento, a DA canina € cada vez mais vista
como uma descric¢ao clinica ou sindrome, com uma variedade de manifestacdes
e potenciais causas subjacentes que variam de paciente para paciente
(DEBOER, 2014).

A DA canina foi definida por muitos anos como uma desordem bastante
simples do sistema imunologico: meramente uma reacao de hipersensibilidade
mediada por IgE, do tipo imediata, causada pela exposicdo a alérgenos
ambientais através da via inalatéria. Porém, muitos caes apresentam dermatite
extrema, sem sinais respiratérios; ha relatos de pacientes humanos atépicos
sem envolvimento de IgE demonstravel e cédes atdpicos “classicos” com testes
negativos de alergia (DEBOER, 2014).

Atualmente, é reconhecida uma condicdo paralela designada como
dermatite de tipo atOpica (atopic like dermatitis, ALD), que apresenta 0 mesmo

conjunto de sinais clinicos da DA. Entretanto, no caso da ALD nao é possivel
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documentar, através dos métodos habitualmente utilizados, uma resposta
mediada por IgE aos alérgenos ambientais ou a outros alérgenos (OLIVRY et al.,
2010).

Para Fortes (2015), processos infecciosos e/ou fatores emocionais sao
fatores agravantes ou mesmo desencadeantes da manifestacdo clinica em
humanos. Em cées atopicos, ha uma resposta a IgE significativamente maior
aos antigenos de Staphylococcus pseudointermedius, 0 que sugere um papel
imunopatogénico para IgE anti-Staphylococcus. No entanto, sdo necessarios
estudos suplementares para definir a resposta imune a antigenos e
superantigenos especificos aos estafilococos envolvidos na DA canina (BEXLEY
et al., 2013).

O manejo clinico racional da DA canina € necessario, ja que a DA é
geralmente uma doenca cronica que pode ser controlada, mas raramente curada
(SARIDOMICHELAKIS e OLIVRY, 2016). Orientacdes para o controle da DA
canina foram produzidas pelo Comité Internacional para doencas alérgicas dos
animais (ICADA). Os tratamentos mais eficazes com base em revisdes
sistematicas sdo 0s seguintes: agentes anti-inflamatérios, incluindo
glicocorticoides topicos e orais, ciclosporina oral e tacrolimus tépico; terapia
antimicrobiana para controlar infeccbes bacterianas ou fungicas secundarias;
banhos com xampus néo irritantes; e imunoterapia alérgeno-especifica. Nao ha
protocolo de tratamento universal e o controle dos cdes com DA precisa ser
adaptado a cada caso concreto com base na resposta a terapia, potencial para
efeitos adversos, os custos da medicacdo em conformidade com o proprietario
(LITTLE et al., 2015).

O prurido associado a DA canina € uma queixa frequente na prética clinica
veterinaria geral e especializada (LITTLE et al., 2015) e representa um recurso
clinico chave na arvore de diagndstico diferencial da dermatite atopica. Longos
periodos de prurido podem afetar a qualidade de vida de cées atdpicos e seus
proprietarios; portanto, os tratamentos que podem reduzir o prurido de maneira
rapida e efetiva estdo em grande demanda (GONZALES et al, 2015).

Citocinas, incluindo interleucinas (ILs), interferons (IFNsS) e outras
moléculas, utilizam o sinal transdutor da janus quinase (JAK) e ativador da

transcricdo (JAK-STAT) como via para transmitir sinais da membrana celular



- A regido da pele em que foi feita a biopsia (cervical dorsal) ndo é acometida em boa

parte dos cdes atdpicos.

Porém, a interleucina 1 apresentou variacdo significativa entre o dia 0 e o dia 30 de

tratamento. Até o presente momento, ndo ha trabalhos que avaliaram sua resposta ao oclacitinib.

Em humanos, IL-1 e seus ligantes sdo citocinas inflamatorias chaves da imunidade inata
e tem um papel importante na patogénese da DA, tanto na fase aguda quanto na fase cronica,
com alteracdo na barreira cutanea. Drogas neutralizantes de IL-1 tém demonstrado completa
supressdo ou reducdo marcada da resposta inflamatéria em estudos clinicos e modelos
experimentais de desordens alérgicas comuns (ABRAMOVITS et al., 2013). Maiores estudos
sd0 necessarios para confirmar a acdo do oclacitinib sobre a producdo e ligacdo da IL-1 aos
receptores cutaneos em cdes com DA, assim como novas drogas que contemplam estas

propriedades.

A resposta clinica ao tratamento com oclacitinib foi positiva, com diminui¢do do
CADESI-4 e do escore de prurido de RYBNICEK et al. (2008), confirmando os trabalhos de
COSGROVE et al. (2013 e 2015), GADEYNE et al. (2014), GONZALES et al. (2013 e 2014)

e OLIVRY etal. (2015).

CONCLUSAO

O tratamento com Apoquel® (maleato de oclacitinib) por 30 dias, com a dose e
frequéncia recomendada pelo fabricante, ndo alterou as citocinas gerais pro-inflamatorias, as
citocinas presentes na resposta Thl, Th2 e Th17, assim como na barreira cutanea, mensurada
neste trabalho pela analise da filagrina. Apenas a IL-1 apresentou variacdo estatistica

significativa neste periodo.
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A resposta clinica e eficacia no tratamento da dermatite atdpica com oclacitinib em cées

foi comprovada através da redugcdo do CADESI-4 e escore de prurido.
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ANEXOS

ANEXO A: resultados das analises de imuno-histoquimica

76

laminas IL-1-0 IL-1-30 |IL-4-0 IL-4-30 |IL-6-0 IL-6-30 |IL-10-0 |IL-10-30
19e 20animal 1 3 2 1 1 3 1 1 2
21e 22 animal 2 2 1 1 1 1 0 1[x
23 e 24 animal 3 3 1 0 1 1 1 1 1
25e 26 animal 4 2 1 1 1 1 1 2 2
27 e 28 animal 5 2 1 1 2 1 1 2 1
29 e 30 animal 6 1 1 0|x 2 1 1 1
31e 32animal 7 2 2|x 0 1 1 2 1
33e34animal 8 2 1 0 1 1 1 3 2
35e 36animal 9 3 2 0 1 1 2 2 2
37 e 38 animal 10 3 3 3 2 2 3 2 3
IL-17-0 [IL-17-30 |IL-31-0 |IL-31-30 |[TNFa -0 (TNF a - 30|IFN-y -0 |IFN-y - 30|FILAG - 0 |FILAG - 30
X 2 4|x 3 1 3 1 1 1
1 1(x 3 1 1 2 1 2 1
2 1 3 3 0 0 3|x 2 1
2 1 3 3 1 1 1 1 2 1
3 1 3 1 2 1 1 1(x 0
1 1 4 2 1 3 2 1 3 3
X 1|x 3 1 1 2 1 2 2
1{x 4 4 1 1 1 1 4 3
X 1 4 4 3 1 3 1(x 3
3 2 3|x 3 2 3 3 2 3

score:
0 sem marcagao
11-25%
2 26-50%
3 51-75%
4 76-100%

x: perda de tecido, muito DAB ou ausencia de lamina
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