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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
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para o nucleo. Com a juncao de ligantes extracelulares, proteinas intracelulares
de JAK, que se associam com receptores de citocinas do tipo | / Il, tornam-se
ativados e fosforilam as proteinas STAT, que dimerizam e translocam entdo para
0 ndcleo diretamente regular a expressao génica (DAMSKY e KING, 2016).

Atividades de enzima JAK1 desempenham um papel central na
sinalizacdo de citocinas que participam da transducdo do sinal de muitas
citocinas pro-infamatorias, pro-alérgicas e pruridogénicas implicadas na
dermatite atopica, incluindo interleucina (IL) -2, IL-4, IL-6, IL-13 e IL-31
(COSGROVE et al., 2013).

O inibidor de JAK, oclacitinib (Apoquel®; Zoetis Inc., Florham Park, NJ,
EUA), é aprovado em varios paises para o controle/tratamento do prurido
associado com dermatite alérgica e o controle/tratamento da DA em cées acima
de 12 meses de idade. Oclacitinib € uma terapia-alvo que inibe seletivamente
caminhos chaves que levam a estimulacdo do prurido e a inflamacéo cutanea,
particularmente através da inibicdo da JAK-1 que sinaliza a interleucina-31,
citocina que induz prurido em cdes (LITTLE et al., 2015). Apoquel® é
comercializado no Brasil desde 2016.

Novos conhecimentos sobre a patogénese tem um impacto direto sobre
como diagnosticar e tratar a DA canina e sdo a base de novos tratamentos que

chegardo em nossas prateleiras farmacéuticas no futuro (DEBOER, 2014).



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Epidemiologia da dermatite atopica

A DA é uma doenca muito comum em criancas. Sua ocorrencia é
considerada em 15 a 25% das criancas no mundo ocidental (ORANJE et al.,
2016). Ja o estudo da ISAAC (International Study of Asthma and Allergies in
Childhood) refere, em nosso meio, prevaléncia de 8,2% entre criangcas de 6 a 7
anos e de 5% entre adolescentes de 13 a 14 anos (FORTE, 2015).

A segunda espécie mais acometida é a canina, com uma prevaléncia de
3 a 15% da populagéo geral de cées, o que representa entre 3% e 58% dos caes
levados ao veterinario devido a dermatopatias (SARIDOMICHELAKIS e
OLIVRY, 2016).

A maioria dos cées atopicos comeca a manifestar sinais entre os seis
meses e 0s trés anos de idade (SARIDOMICHELAKIS e OLIVRY, 2016). Nao se
conhece qualquer predisposicao relativa ao género. Em geral, o cdo tem uma
histéria de prurido, com ou sem infec¢des recorrentes, na pele e nas orelhas.
Uma historia de lacrimejamento, congestao ocular ou de espirrosfinorreia pode
ser indicativa de uma conjuntivite ou de uma rinite atépica, respectivamente
(OLIVRY et al, 2010).

Demonstrou-se que os cdes com DA induzida por alimentos eram
provavelmente mais novos (com menos de 1 ano, 46.5 versus 38.6%) ou mais
velhos (com mais de 6 anos, 8.7 versus 3.8%) em comparacdo com caes com
DA associado com alérgenos ambientais (BIZIKOVA et al., 2015).

Os sinais clinicos podem ser sazonais ou, mais comumente, nao
sazonais, ou nao sazonal com exacerbacédo sazonal (SARIDOMICHELAKIS e
OLIVRY, 2016), dependendo principalmente dos alergénicos envolvidos como
fatores de desencadeamento da crise e do meio ambiente do animal doméstico
(OLIVRY et al, 2010).

A maioria dos estudos concordou que o west highland white terrier
(WHWT), labrador retriever, golden retriever, boxer, bulldog francés, céo pastor
alemao e cocker spaniel representaram as racas de cdes mais comumente
afetadas. Suspeita-se que a popularidade regional de algumas racas particulares

ou o fundo genético distinto em diferentes areas geograficas afetem as
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proporcdes de algumas racas nestes relatérios (BIZIKOVA et al., 2015). Uma
publicacdo com foco em diferencas relacionadas a racas relatou que o Bulldog
Francés e Shar-pei aparentam desenvolver DA mais precocemente do que
outras racgas (OLIVRY et al, 2010).

2.2 Imunopatogénese da dermatite atépica canina

DA canina € uma doenca hereditaria, na qual a interacdo com fatores
ambientais influencia o risco de desenvolvimento da doenca e sua manifestacao
clinica (BIZIKOVA et al., 2015). A sua patogénese € complexa e particularmente
ndo bem compreendida, com fatores genéticos e ambientais envolvidos na
determinacao da susceptibilidade a doenca clinica. Condigdes que contribuem
para o desenvolvimento da DA incluem a disfuncdo da barreira epidérmica,
infeccdo  cutanea por bactérias (geralmente por  Staphylococcus
pseudintermedius) e leveduras (i.e. Malassezia pachydermatis), fatores
psicogénicos e doencas de pele simultaneas (SARIDOMICHELAKIS e OLIVRY,
2016).

Em cées atdpicos, 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).

Hipersensibilidade envolve a sensibilizacdo imunolégica de um individuo
(homem ou animal) pela exposicéo repetida ao antigeno causador (alérgeno) ao
longo do tempo. Um individuo sensibilizado pode, na posterior exposicdo ao
alérgeno, reagir de forma excessiva ou inadequada imunologicamente, levando
a patologia tecidual e alteracbes clinicas de doenca alérgica ou
hipersensibilidade. Os alérgenos envolvidos muitas vezes sdo substancias
ambientais onipresentes a que apenas individuos geneticamente suscetiveis irdo
reagir de forma inadequada (DAY, 2014). A sensibilizacdo a alérgenos
ambientais e/ou alérgenos de alimentos, fontes microbianas ou insetos podem

levar a infiltrac&o da pele por células inflamatorias, ativagéo de células residentes
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e producéo local de mediadores inflamatorios (SARIDOMICHELAKIS e OLIVRY,
2016).

S0 herdar um genatipo de susceptibilidade ndo garante que um individuo
vai desenvolver a doenca alérgica. Atualmente, é muito claro que o ambiente e
fatores de estilo de vida pessoal impactam fortemente na predisposi¢géo para a
alergia. Exposicao ao alérgeno pode ser geografica (por exemplo, a distribuicéo
global de plantas particulares e os polens; a influéncia climatica sobre a
distribuicdo de ectoparasitas) ou relacionada com o equilibrio entre um estilo de
vida dentro e fora de ambientes fechados (DAY, 2014).

O projeto alergia (PROAL) aponta como ordem de frequéncia dos
aeroalérgenos: acaros do p6 doméstico (Dermatophagoides pteronyssinus,
Dermatophagoides farinae, Blomia tropicalis), pelos de animais, restos de
baratas, polens (Lolium perene), gramineas e os fungos (Alternaria alternata,
Aspergillus fumigatus, Cladosporium herbarum, Trichophiton sp. e Penicillium
sp.) (FORTE, 2015).

A “hipotese da higiene”, uma das discussdes de maior impacto dentro da
pesquisa sobre doencas alérgicas, procura explicar o fato de que a prevaléncia
da doenca alérgica (e autoimune) na populacdo humana dos paises
desenvolvidos tem aumentado exponencialmente desde a década de 1960. Nas
Gltimas cinco décadas, as pessoas vivem um estilo de vida cada vez mais
domiciliado e 'higienizado’ em torno de tecnologia moderna. Imunologicamente,
acredita-se que estes efeitos afetam o numero ou a funcdo das células T
regulatorias naturais, que sdo importantes na supressao de células T alérgeno-
especificas ou antigeno-especificas que podem promover a doenca alérgica ou
autoimune (DAY, 2014).

Uma descoberta chave nos ultimos 10 anos foi o papel fundamental das
interacdes entre o sistema imune inato e a epiderme com substancias ambientais
durante a fase de inducdo da inflamacéo atOpica. Exposi¢cdo a estes agentes
pode tanto proteger como desencadear ou exacerbar a inflamacdo atopica
através da modulagéo da resposta imune inata (DAY, 2014).

Demonstrou-se que 0s queratindcitos sdo células ativas na imunidade
inata com relagbes intimas com as células de Langerhans epidérmicas.

Provavelmente, os efeitos dependam do nivel e do tempo de exposicédo e
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ativacdo, bem como da presenca de fatores concomitantes. Por sua vez, estas
células podem ativar e influenciar o tipo e o curso da resposta das células do
sistema imune adaptativa (BIZIKOVA et al, 2015).

Componentes do sistema imune inato (incluindo as células dendriticas,
células de Langerhans e mastocitos) e queratindcitos interagem uns com 0s
outros e com antigenos ambientais tanto durante as fases de indu¢cdo como nas
fases efetoras da inflamacao atopica. As respostas destas células e fatores nédo
celulares associados (como complemento e receptores de protease-ativado) aos
estimulos ambientais influenciam todo o curso futuro da resposta imune a um
determinado agente (PUCHEU-HASTON et al., 2015).

Até poucos anos, a visao tradicional patogénica da DA enfocava na
interpretacédo de que seu desenvolvimento foi devido a alteragdes genéticas do
sistema imunoldgico, levando a resposta imunologica anormal [por exemplo,
maior alérgeno especifico imunoglobulina E (IgE)] para alérgenos indcuos (teoria
de 'dentro para fora'). Mais recentemente, uma teoria que enfoca o papel
fundamental da barreira epidérmica tem sido proposta (teoria 'de fora para
dentro’). A teoria de ‘fora dentro' propds que uma barreira de pele anormal em
pacientes atopicos facilita a penetracdo de alérgenos (e micrébios) na epiderme,
aumentando o seu contato e a exposi¢cao de células epidérmicas imunes. Essas
teorias ndo sdo mutuamente exclusivas, e elas foram integradas em uma teoria
mais abrangente (ou seja, teoria ‘fora-dentro-fora’) com base no modo de
exibicdo que um defeito primario na barreira epidérmica leva a uma maior
penetracdo de alérgenos e microbios que superestimulam a imunidade local
(inata e adaptativa). Tal estimulacdo excessiva provoca a liberacdo de
mediadores inflamatoérios que exacerbam a disfuncéo da barreira (SANTORO et
al., 2015).

Anormalidades no metabolismo lipidico também podem influenciar a
patogénese da DA canina por meio da producédo de mediadores inflamatorios e
por alteracao de funcao da barreira epidérmica e apresentacdo de antigenos. No
entanto, a falta de estudos controlados totalmente se opbe a definitiva
interpretacéo destes dados (PUCHEU-HASTON et al., 2015).

Evidéncias indicam que as células e componentes nao celulares do

sistema imunitario inato e a epiderme podem desempenhar um papel critico
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durante a sensibilizagéo e as fases efetoras da DA canina (PUCHEU-HASTON
et al., 2015). Anteriormente, muitos investigadores consideraram que estes eram
apenas células efetoras. No entanto, estudos mais recentes tém mostrado que
essas ceélulas interagem com fatores ambientais e posteriormente 'montam o
palco' para o desenvolvimento da sensibilizacdo alérgica e da doenca clinica.

Mastdcitos e queratindcitos podem desempenhar papéis particularmente
importantes atraveés de seus locais criticos dentro da pele e sua capacidade de
eliciar a producdo de varias citocinas inflamatérias. Estas e outras células
ajudam a montar uma intrincada teia de interagdes entre 0 ambiente, o0 sistema
imune inato e o sistema imune adaptativo. O resultado final dessas interacfes €
a ativacao dos linfocitos T e B. A funcao destes linfécitos é influenciada em parte
por meio da ativagdo de citocinas e quimiocinas inflamatérias (PUCHEU-
HASTON et al., 2015).

A teoria atualmente aceita para a patogénese da DA canina pode ser
resumida da seguinte forma: na fase aguda da doenca, pensa-se que 0s
presumiveis defeitos da barreira epidérmica facilitam o contato dos alérgenos
ambientais (e, possivelmente, de alérgenos microbianos) com as células
imunologicas da epiderme. As células apresentadoras de antigenos epidérmicas
capturam os alérgenos através das suas IgE especificas, migrando em seguida
para a derme e para os nddulos linfaticos regionais. Os produtos microbianos e
os mediadores inflamatérios derivados das células imunitarias ativam os
queratinécitos que, por sua vez, liberam mais quimiocinas e citocinas. Os
mastécitos dérmicos revestidos com IgE liberam histamina, proteases,
guimiocinas e citocinas apds o contato com os alérgenos (OLIVRY et al, 2010).

Numa fase inicial, ocorre um afluxo de granulécitos (neutrofilos e
eosinofilos), de linfocitos T especificos para o alérgeno e de células dendriticas
dérmicas. Ocorre o desgranulamento dos eosindfilos e a liberacdo de proteinas
gue induzem danos na derme e epiderme. Os linfocitos Th2 liberam citocinas
gue promovem a sintese de IgE e a sobrevivéncia de eosinoéfilos. Os agentes
microbianos, os auto-traumatismos e os neuromediadores podem igualmente
contribuir para a inflamacao persistente das lesdes cutaneas crénicas. Existe um
ciclo continuo de liberagcéo de quimiocinas que conduz ao afluxo e a ativagédo de

leucocitos e a liberacdo adicional de mediadores pro-inflamatorios. As falhas na
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regulacdo negativa dos mecanismos pro-inflamatorios sdo seguidas por uma
inflamacé&o cutanea que se autoperpetua.

Apesar dos avancos nos conhecimentos acerca da patogénese da DA
canina, ainda ndo foram identificados os mediadores que desencadeiam a
sensacdo de prurido. E importante referir que a histamina ndo parece originar
prurido nos cédes, ao contrario do que acontece nos humanos e nos ratos
(OLIVRY et al, 2010). Esses fatores séao inter-relacionados e, para a maioria, nao
esta claro se eles representam a principal causa ou um fendmeno secundario.
Na figura 1, resume-se os fatores patogénicos responsaveis pela inflamacao
cutdnea e prurido em cdes com dermatite atopica e suas inter-relacdes
(SARIDOMICHELAKIS e OLIVRY, 2016).

Alérgenos
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FIGURA 1: fatores patogénicos responsaveis pela inflamacéo cutanea e prurido em cdes com dermatite atopica e suas
inter-relacdes (SARIDOMICHELAKIS e OLIVRY, 2016).

lgG alérgeno-especifico tem sido documentado em associagdo com
doenca clinica na DA em cées, mas ainda ndo ha evidéncia de que o0s anticorpos
deste isotipo tenham qualquer papel no desenvolvimento da doenca. Apesar de

IgG né&o poder ser excluida como um fator de patogenicidade em doenca de pele
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alérgica em caes, estudos continuam a apoiar o IgE como o anticorpo que por
‘definicdo’ esta associado com a DA (PUCHEU-HASTON et al., 2015).

Com o desenvolvimento de novos métodos para avaliar a expressao
genética, tornou-se claro que a DA canina ndao € completamente um fenébmeno
Th2, apesar de estarem envolvidas no desenvolvimento e na perpetuacao da
DA, particularmente nas fases iniciais e em lesfes agudas. Em vez disso,
hipersensibilidade cutanea é o resultado de um equilibrio delicado entre uma
variedade de tipos de respostas de células T e de mediadores inflamatérios,
incluindo ndo so citocinas Th2, mas também T-helper 1 (Thl), que além de
induzirem respostas imunes mediadas por células e, em certa medida,
antagonizarem respostas Th2, também contribuem para o desenvolvimento da
doenca clinica e podem predominar em lesdes cronicas; Thl7 e citocinas
reguladoras, bem como fatores de n&o citocinas (PUCHEU-HASTON et al.,

2015). Na figura 2, mostra-se um organograma com essas caracteristicas.
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FIGURA 2: liberacdo dos mediadores de alergia na reacéo alérgica. Zoetis.
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Enzimas da janus kinase (JAK) ativadas fosforilam dominios intracelulares
do receptor de citocina, criando sites de encaixe para proteinas de sinalizacao,
denominados STAT, que sdo membros dos transdutores de sinal e ativadores
da familia de transcricdo (GONZALES et al, 2014). Em mamiferos, quatro
familias JAK de enzimas (JAK1, JAK2, JAK3 e tirosina quinase 2) e sete
transdutores de sinal e ativadores da transcricdo (STATs; STAT1, STAT2,
STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b e STAT6) sdo usados por mais de 50 citocinas
e fatores de crescimento para mediar a sinalizagéo intercelular (VILLARINO et
al, 2015).

Enzimas JAK residem no citoplasma das células e seletivamente se
associam com a porcdo proximal da membrana de variados receptores de
citocinas do tipo | e Il. Ap6s a estimulacdo do receptor de citocinas dos
complexos, ocorrem mudancas conformacionais na porcao citoplasmética do
receptor da citocina, causando a ativacao de receptores associados aos JAKs
(GONZALES et al, 2014).

Uma vez no receptor, STATs séo fosforiladas pelas JAKs em um residuo
de tirosina conservada. Os STATs sao entdo liberados do receptor e se
dimerizam com o outro (GONZALES et al., 2014). Esses dimeros sao
translocados para o nucleo onde se ligam a sequéncias especificas de DNA e
induzem a transcricdo do gene alvo. Portanto, enzimas JAK desempenham um
papel fundamental para iniciar respostas biolégicas dentro da célula, permitindo
que proteinas extracelulares como citocinas transmitam sinais para o nucleo das
células-alvo (GONZALES et al., 2014).

Em particular, citocinas pré-inflamatérias que usam a via JAK, tais como
interferon-y e interleucinas (IL) -2, IL-4, IL-6, IL-13, IL-21 e IL-23, tém sido
implicados na doenga inflamatéria (O'SHEA et al., 2004). Além disso, citocinas
derivadas de Th2, incluindo IL-31 e linfopoetina do estroma timico (TSLP), sdo
ligantes para nervos sensoriais em murinos e humanos e tem uma funcao critica
para evocar ao prurido (CEVIKBAS et al., 2014). Por estas citocinas também
interagirem com JAK, varios inibidores JAK tem recebido muita atencdo
recentemente como um agente terapéutico para as principais doencas de pele
inflamatorias e pruriginosas (FUKUYAMA et al., 2015).
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As citocinas JAK1 dependentes desempenham um papel importante em
muitos aspectos da alergia (GONZALES et al., 2014). Citocinas séo proteinas
sinalizadoras secretadas que desempenham um papel fundamental na
comunicacgdo célula a célula (GONZALES, 2012). Estes mensageiros podem
afetar indmeros comportamentos celulares como crescimento, desenvolvimento,
diferenciacéo e ativacdo em uma variedade de células do sistema imunologico,
bem como outros tipos de células. Devido ao seu papel na regulacdo de muitas
funcdes celulares importantes, sua desregulacéo pode orquestrar uma variedade
de mudancas a nivel celular e molecular que induzem a indesejados sinais
clinicos e as condi¢cfes de doenca cronica (GONZALES et al., 2014).

A desregulacdo das citocinas tem sido implicada na doenca de pele
alérgica, particularmente na DA em seres humanos. As citocinas que aparentam
ter um aumento na producgéo séo Th2 (por exemplo, IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, IL-
31), citocinas promotoras de Th2 (TLSP, IL-25, IL-33) e citocinas Thl (por
exemplo, IFN-y) (GONZALES et al.,, 2014). Certas citocinas promovem o
desenvolvimento de um fen6tipo Th2, que agencia a producao de anticorpos IgE
e favorece a producdo e o recrutamento de células inflamatérias, normalmente
associadas a hipersensibilidade, tais como eosindfilos (incremento de imunidade
humoral e respostas de hipersensibilidade) (PUCHEU-HASTON et al., 2015).

Demonstrado o envolvimento dessas citocinas na patogénese da DA
humana, desencadearam-se investigagdes sobre seu papel na DA canina.
Trabalhos de varios grupos demonstraram que este desequilibrio de RNAm de
citocinas pode existir em cées atdpicos. Especificamente, niveis mais elevados
de citocinas Th2, como IL-4, IL-5 e IL-13 mRNA foram vistas na pele integra e
lesionada de cées atépicos, comparado com pele de cédes saudaveis de controle.
Além disso, transcricdes de IFN-y e TNF-a foram elevadas na pele de muitos
cées atopicos, sugerindo que um perfil de citocinas Th1l-Th2 misto pode ser
encontrado, semelhante ao que é visto na DA humana (GONZALES et al., 2014).

Em um modelo experimental de dermatite alérgica canina, feito com cées
Beagles com alta producdo de IgE sensibilizados contra poeira e acaros
domésticos através do “patch test”’, observou-se aumento da transcricdo das

citocinas IFN-y, IL-6, IL-13 e IL-18, sustentando a ideia que a desregulacéo de



13

citocinas provavelmente desempenha um papel na doenca alérgica da pele
(GONZALES et al., 2014).

Numerosas outras citocinas podem estar presentes em inflamacéo
atopica ou ndo atépica. Estas incluem IL-1, IL-2, IL-6, TNFa, IL-8 e IL-18. Estas
citocinas séo frequentemente multifuncionais e podem mediar uma resposta ndo
especifica ou uma inflamacao. Portanto, ndo € totalmente surpreendente que
valores de expressdo para estas citocinas sdo, muitas vezes, variaveis ou
diretamente contraditérias (PUCHEU-HASTON et al., 2015).

2.3 Citocinas

IL-1 € uma citocina geral pré-inflamatéria que ativa a resposta proteica da
fase aguda e aumenta o recrutamento de células inflamatérias (PUCHEU-
HASTON et al., 2015). Tem um papel central na resposta imune inata. Media a
fase aguda da inflamacdo induzindo resposta local e sistémica, como a
sensibilidade a dor, febre, vasodilatacdo e hipotensdo. Também promove a
expressdo de moléculas de adesdo em células endoteliais, que permite a
infiltracdo de células inflamatdrias e imunocompetentes dentro dos tecidos
(ABRAMOVITS et al., 2013).

Na epiderme, € produzida por queratindcitos através da estimulacédo de
citocinas inflamatérias, sendo que o extrato cérneo é o maior reservatorio de IL-
1 ativo. A liberacao da IL-1 da epiderme apés sua ativacao € o evento primario
que promove as condi¢des inflamatorias da pele através da inducdo de véarias
citocinas, mediadores pro-inflamatérios e adesées moleculares (ABRAMOVITS
et al., 2013).

IL-4 € uma citocina produzida por células Th2, mastécitos e eosindfilos.
Funciona para regular a classe de imunoglobulina de comutagdo em células B e
aumenta a expressao de FceRI, o receptor de alta afinidade que vincula o IgE
alérgeno-especifico em uma variedade de células do sistema imunoldégico. IL-4
também pode induzir proliferagdo, sobrevivéncia e/ou quimiotaxia de muitos
tipos de células, como células B, mastécitos e eosindfilos, alguns dos principais
mediadores em alergia (GONZALES et al.,, 2014). IL-4 é comumente
considerada a arquetipica citocina Th2. E produzido por algumas células T de

mastocitos e possivelmente basofilos. Gene e expressao da proteina de IL-4 tem
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sido variavelmente encontrada em cdes com AD (PUCHEU-HASTON et al.,
2015).

IL-6 € uma citocina pré-inflamatéria geral que ativa a resposta proteica da
fase aguda e promove o crescimento de linfécitos (PUCHEU-HASTON et al.,
2015). E produzida por uma variedade de tipos de células, incluindo os
macrofagos e as células T e desempenha um papel fundamental na ativacéo do
sistema de imunidade nata (isto €, a migracdo de neutréfilos para areas
inflamadas) e promove a diferenciacdo de células B e a producéo de anticorpos
(GONZALES et al., 2014).

IL-10 é produzida por células ativadas Th3 e Trl, linfocitos e mastocitos.
Uma de suas atividades € inibir a funcdo de macréfagos, diminuindo tanto a
sintese de citocinas como a apresentacdo antigénica. Diminui, ainda, a
proliferacdo e a funcdo secretora de Thl, facilitando o desenvolvimento da
resposta Th2 (FORTE, 2015). Demonstrou-se expressao elevada de IL-10 em
pele com lesbes de cdo atépico. Em contraste, ndo houve diferenca na
expressdo espontanea de IL-10 circulantes de cdes atopicos e saudaveis
(PUCHEU-HASTON et al., 2015). IL-10 também tem sido associada com
doencas alérgicas. No entanto, esta citocina pode mediar qualquer inflamacao
tipo Th2 ou atuar como uma citocina reguladora (PUCHEU-HASTON et al.,
2015).

IL-17 é produzida por linfocitos Thl7 e tem receptores nas células
epiteliais, onde promovem a liberacdo de quimiocinas para neutrofilos,
permitindo a fagocitose de bactérias extracelulares e a defesa contra fungos.
Seu aumento é descrito em casos de dermatite atopica em humanos (FORTE,
2015).

Interferon-gama (IFN-y) € um importante imunomodulador, aumentando a
imunidade inata e a adaptativa. E o principal ativador de macréfagos. Inibe a
proliferacdo de Th2 e de Thl7, resultando na diminuicdo de IgE e aumento da
IgG total (FORTE, 2015). E considerada a 'candnica’ das citocinas Thil, como IL-
4 é para respostas imunes de Th2. Niveis de IFN-y em pele atdpica canina
lesionada sao superiores do que em pele saudavel ou néo lesionada (PUCHEU-
HASTON et al., 2015).
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Fator de Necrose Tumoral-alfa (TNF-a) é sintetizado especialmente por
monaocitos e macrofagos. Apresenta importante acdo antitumoral e outras muito
semelhantes a IL-1 (FORTE, 2015). E citocina pré-inflamatéria geral que
aumenta o recrutamento de células inflamatérias (PUCHEU-HASTON et al.,
2015).

Filagrina € uma das proteinas mais importantes presentes no processo de
queratinizardo. Mutacdes que afetam a porcao C-terminal no gene da Filagrina
(FLG) sé&o um dos fatores de risco confirmados para o desenvolvimento da DA
em pacientes humanos (MARSELA et al., 2013).

Finalmente, a IL-31 é uma citocina recentemente identificada que induz
comportamento de prurido quando injetada em animais, além de ter sido
encontrada em caes naturalmente com dermatite atopica, sugerindo que a IL-31
pode ser uma importante citocina responsavel pela resposta pruridogénica em
cades (GONZALES et al., 2014). IL-31 pode ser detectada em mais de 50% das
amostras de soro de cdes atdpicos, mas ndo em cdes com outras doencas
inflamatérias de pele ou em cées saudaveis (PUCHEU-HASTON et al., 2015).

A expressao de IL-31 ndo s6 estd aumentada em pacientes com
dermatite atopica, mas também naqueles com dermatite de contato alérgica. Em
ambas as doencas, a expressao de IL-31 foi associada com a expressao das
citocinas Th2 IL-4 e IL-13. Além disso, as citocinas conhecidas relacionadas a
dermatite atopica sdo IL-5, IL-13 e TNF-a, com importancia emergente para IL-
17, que parece na inflamacéo das vias aéreas apds a exposicdo cutdnea aos
antigenos.

Ja Rabenhorst e Hartmann (2014), relatam que niveis sorolégicos e
MRNA de IL-31 foram estudados intensivamente em doencas diferentes,
especialmente em doencgas alérgicas. Enquanto a expressdo de IL-31 foi
primeiramente associada ao prurido, tornou-se cada vez mais evidente que IL-
31 também realiza funcdes adicionais importantes. Na maioria das doencas
investigadas até agora, como mastocitose, DA, dermatite de contato alérgica,
linfoma cutadneo primario de células T e rinite alérgica, os niveis de IL-31
significativamente correlacionam com a severidade da doenca, mas néo

necessariamente com prurido.
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A administracdo de IL-31 induziu prurido em Beagles de laborat6rio
(PUCHEU-HASTON et al., 2015). Quando inicialmente caracterizada em ratos
transgénicos, a superexpressdo de IL-31 levou ao desenvolvimento de varios
sinais de indicagdo de DA, que incluiam aumento de infiltrado inflamatorio celular
na pele, prurido grave, lesdes de pele e alopecia (GONZALES et al., 2013).

Células Th2 caninas sdo uma fonte de IL-31 e sugerem que uma linha
celular monocitica e células neuronais expressam o receptor IL-31. Em uma
doenca multifacetada como a dermatite atOpica canina, a combinacdo de
polarizagdo Th2 e presenga microbiana pode levar a efeitos de IL-31 mediada
de conducéo, através da inducdo de sinalizacdo em macrofagos e interacao
neuronal direta, inflamacgéo e prurido (MCCANDLESS, 2012). Esta citocina, por
sua vez, pode ativar diretamente os nervos periféricos, expressando o receptor
IL-31 para induzir comportamentos pruriginosos e ativar células adicionais,
expressando o receptor para conduzir 0os sinais clinicos associados com a DA
(GONZALES et al., 2015).

2.4 Apresentacdo Clinica da dermatite atOpica

Desde as descricdes iniciais de DA canina ha mais de sete décadas,
varios estudos com foco em sinais clinicos e, mais tarde, sua confiabilidade como
critérios diagndésticos tém sido publicados e revisados. Prurido, especialmente
nas patas, face e axilas, foi descrito em algumas das primeiras publicacbes
enfocando as manifesta¢des cutaneas da DA canina (BIZIKOVA et al., 2015). Na
figura 3 observa-se a distribuicdo das lesbGes clinicas e prurido mais

comummente encontrada em cdes com DA e hipersensibilidade alimentar.

Fig. 8 Common distribution of clinical lesions and pruritus associated with canine AD and food allergy

FIGURA 3: localizagdo mais comum das les@es clinicas e prurido associados com DA e alergia alimentar.
(OLIVRY et al., 2015).



17

As caracteristicas clinicas mais importantes incluem a presenca de
prurido, associado a lesdes de pele com uma distribuicdo caracteristica ao redor
da boca, olhos (especialmente na presenca de conjuntivite), orelhas, flexura de
articulacdes do cotovelo, do carpo e Tarso, digitos e pele interdigital, abdome
ventral, perineo e face ventral da cauda proximal (SARIDOMICHELAKIS e
OLIVRY, 2016). E Bizicova et al. (2015) completa dizendo que o prurido parece
preceder outros sinais clinicos (isso foi denominado prurido sine materia em
algumas publicacdes) e € responsivo a acdo de esteroides.

Algumas racas apareceram a exibir fenétipos mais especificos, incluindo
o Shar-pei e White West Highland Terrier, com prurido mais frequente e lesées
na regiao dorso lombar ou cées Pastores Alemaes, com lesdes que afetam o0s
cotovelos, membros traseiros e torax (BIZIKOVA et al., 2015). As lesdes
perioculares e perinasais podem refletir a coexisténcia de uma conjuntivite ou
rinite atdpica pruritica, respectivamente (OLIVRY et al., 2010). Na figura 4
observam-se as areas corporais mais acometidas pela DA canina em diferentes

racas.



German sheperd dog

Golden retriever Shar-pei

: 1 :
v
Dalmatian l

French bulldog

Fig. 9 Silhouettes of atopic boxers, German shepherd dog, golden retrievers, shar peis, Dalmations, Labradors retriever, French bulldogs, West
Highland white terriers and Jack Russell terriers (in this order). Each colour corresponds to the percentage of affected animals (Reproduced with
permission from Veterinary Dermatology)

FIGURA 4: areas corporais mais acometidas pela DA canina em diferentes racas (OLIVRY et al., 2015).
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As lesBes cutadneas primarias consistem habitualmente em méaculas

eritematosas, manchas e papulas. A maioria dos pacientes, contudo, apresenta

lesbes que sdo secundarias a um traumatismo auto induzido, tais como

escoriagoes, alopecia auto induzida, liquenificagdo e hiperpigmentagéo. A

distribuicdo das lesdes cutaneas da DA canina é variavel e depende

provavelmente do carater crénico da doenca e dos alérgenos envolvidos

(OLIVRY et al., 2010). Além disso, leveduras e infec¢des bacterianas tém sido

relatadas como frequentes complicacdes afetando cdes com DA. Algumas

caracteristicas clinicas menos comuns, tais como urticaria (2 — 3%), dermatite
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Uumida aguda (1 — 11%), hiperidrose (4 — 13%), fistulas interdigitais (13 — 22%) e

seborreia (8-14%), foram avaliadas nas publicacdes recentes.

2.5 Diagndstico da dermatite atopica

O diagndstico clinico da DA canina pode ser feito sem necessariamente
empregar testes intradérmicos ou sorologia de IgE, embora estes possam
contribuir para a tomada de decisdo clinica em termos de terapia-alvo
(SARIDOMICHELAKIS e OLIVRY, 2016). Muitos cdes normais e atopicos
apresentam reacg0es positivas em ambos os testes, diminuindo, assim, de forma
muito pronunciada a especificidade destes testes para o diagnéstico da DA
(FUKUYAMA et al,. 2017).

No entanto, estes testes podem ser utilizados pelas seguintes razdes: 1)
para documentar se a doenca esta associada a uma IgE alérgeno-especifica ou
nao (isto é, para determinar se o cdo sofre de DA ou de ALD), 2), para
implementar intervencfes direcionadas para a eviccdo dos alérgenos (por
exemplo, medidas para eliminagao dos acaros em casa), eou 3) para selecionar
os alérgenos a incluir nas preparacdes de imunoterapia (FUKUYAMA et al,.
2017).

Olivry et al. (2015), afirmam na revisdo do consenso sobre dermatite
atopica canina, que "testes alérgicos" nunca devem ser usados para diagnosticar
DA; devem ser solicitados apenas para definir hipersensibilidade mediada por
IgE em cdes ja diagnosticados com DA por critérios clinicos. Nao h& atualmente
nenhuma padronizacdo no desempenho dos ensaios de soro de IgE alérgeno-
especificos para alérgenos ambientais, e ha evidéncias de que os resultados dos

testes seroldgicos de IgE podem variar substancialmente entre laboratorios.

2.5.1 Critérios de Favrot

Uma nova ferramenta para auxiliar a interpretacdo dos achados clinicos
guando confrontados com um céo pruriginosa € a aplicacao de critérios clinicos,
conhecido como "Critérios de Favrot". S&o um conjunto de critérios que foram
desenvolvidos a partir de uma grande série de casos confirmados de DA canina.
A analise revelou dois conjuntos de critérios, que produzem diferentes

sensibilidade e especificidade para a condicdo. Por exemplo, o uso de um
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conjunto de critérios que produz a maior especificidade € mais provavel garantir
gue um caso particular na verdade tem DA canina. No entanto, este conjunto
excluiria alguns cées pruriginosos que sofram da doenca. Um conjunto rendendo
a sensibilidade mais alta é mais provavel capturar casos de DA canina, mas
poderia permitir que alguns caes com outras condi¢des se classifiguem como
DA, quando na verdade eles ndo sdo (HENSEL et al., 2015).

E crucial lembrar que esses critérios ndo devem ser usados isoladamente
como um "teste diagnostico” para DA canina. Eles devem ser aplicados
juntamente com outros fatores diagnésticos (HENSEL et al., 2015).

Os critérios de Favrot (FAVROT et al., 2010) para a DA canina séo:

1) Aparecimento dos sinais clinicos antes dos 3 anos de idade

2) O céo vive dentro de casa, na maior parte do tempo

3) O prurido primério responde ao tratamento com glicocorticoides

4) O prurido, numa fase inicial, € “sine matéria” (ou seja, um prurido sem

lesdes)

5) Apresenta afeccdo de membros toracicos

6) Tem os pavilhdes auriculares afetados

7) As margens dos pavilhdes auriculares ndo estao afetadas

8) A zona dorso-lombar ndo esté afetada

Um conjunto de cinco critérios tem uma sensibilidade de 85% e uma
especificidade de 79% para diferenciar cdes com DA de cdes com prurido
cronico ou recorrente sem DA. A adicdo de um sexto parametro positivo aumenta
a especificidade para 89%, mas diminui a sensibilidade para 58% (FAVROT et
al., 2010).

2.5.2 Caracteristicas do exame histopatoldgico

Todos os estudos sdo focados na reacao de fase tardia da pele (por
exemplo, eritema, espessamento), que é acreditada para assemelhar-se lesdes
vistas em cédes com DA. Em geral, a reacdo de fase tardia da pele foi
caracterizada por um padréo inflamatério composto perivascular superficial para
dermatite mononuclear intersticial com neutréfilos e eosindfilos. Degranulacéo
de mastdcitos e eosindfilos foi relatada ao desafio de alérgeno. Uma hiperplasia

epidérmica irregular com exocitose linfocitica e eosinofilica, resultando em uma
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formacgé&o ocasional de microabcessos eosinofilicos e infiltragéo da pele lesional
com células dendriticas epidérmicas e dérmicas também foram relatados
(BIZIKOVA et al., 2015).

2.6 Diagndéstico diferencial

E extremamente importante reconhecer que outras dermatoses podem
reproduzir os sintomas ou sobrepor-se a DA. Estas doencas séo, habitualmente,
provocadas por parasitas (principalmente a escabiose e, ocasionalmente, a
demodiciose), agentes infecciosos (por exemplo, piodermites superficiais
provocadas por Staphylococcus sp. ou dermatite por Malassezia sp.) ou tem
outra origem alérgica, como a dermatite alérgica a picada de ectoparasitas ou a
alergia a trofoalérgenos. Estas doengas tém de ser excluidas ou controladas
antes de se poder fazer um diagnéstico de DA (OLIVRY et al., 2010).

2.7 Tratamento

Muitos fatores contribuem para a inflamacdo e prurido na dermatite
atopica. A estratégia terapéutica deve focar nestes fatores que podem ser
identificados e nas quais medidas intervencionistas podem ser factiveis. Estes
incluem ectoparasitas, infeccdo por bactérias e fungos e hipersensibilidade
alimentar (SARIDOMICHELAKIS e OLIVRY, 2016).

Ectoparasitas, particularmente pulgas, ndo sdo a causa da dermatite
atopica, mas sdo um fator de confusdo pois podem exacerbar o prurido e
medidas preventivas sdo indicadas (SARIDOMICHELAKIS e OLIVRY, 2016).

Infeccdo bacteriana e por leveduras sao frequentemente associadas a DA
e terapia topica e/ou sistémica deve ser considerada, seguida por um tratamento
topico regular para prevenir recidivas (SARIDOMICHELAKIS e OLIVRY, 2016).
Para melhorar a eficacia da terapia antimicrobiana, veterinarios sao
aconselhados a seguir as diretrizes de tratamento antimicrobiano estabelecidas
no seu pais de pratica e/ou nas recomendacdes do consenso internacional,
ditadas pelo ultimo guidline de HILLIER et al. (2014).

Dependendo da severidade dos sinais clinicos da dermatite atopica,

tratamentos sintomaticos e/ou terapia intervencionista especifica para alergia
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ambiental (evasdo do alérgeno, imunoterapia alérgeno-especifica) pode ser
implementada (SARIDOMICHELAKIS e OLIVRY, 2016).

Em 2010, a forca-tarefa internacional na dermatite atdpica canina (ICADA)
publicou as primeiras diretrizes para padronizar como consenso o tratamento da
DA em cées (OLIVRY et al., 2015).

Segundo o ICADA, o tratamento para as crises agudas deve envolver a
busca e eliminacdo da causa, banhos com xampus suaves e glicocorticoides
e/ou oclacitinib. Ja para a DA crbnica, pode-se somar a terapéutica a
ciclosporina, a imunoterapia, a administracdo de &cidos graxos e aplicacdes
proativas intermitentes de glicocorticoide topico.

A estratégia terapéutica deve ser revista em intervalos regulares e
adaptada para as necessidades individuais do paciente. Normalmente o sucesso
a longo prazo vem com a combinacao de varios tratamentos que maximizam o0s
beneficios e minimizam os maleficios (SARIDOMICHELAKIS e OLIVRY, 2016).

O tratamento desta doenca € claramente multifacetado e as intervencgdes
devem ser combinadas para um beneficio ideal comprovado (ou provavel). Aléem
disso, o tratamento deve ser adaptado para cada paciente, dependendo do
estagio da doenca, sua gravidade e a distribuicdo das lesdes. Os veterinarios
também devem se lembrar de avaliar e discutir com os proprietarios do animal
de estimacao o beneficio de cada medida de intervencéo, seus efeitos colaterais,
sua facilidade de administracdo e seu custo como um Unico medicamento ou
modalidade combinada. Em Ultima analise, a qualidade de vida de cées e seus
proprietarios, bem como as preferéncias deste ultimo, devem ser consideradas

antes que um plano de tratamento € projetado (OLIVRY et al., 2015).

2.7.1 Imunoterapia

Os mecanismos pelos qual a ASIT (imunoterapia alérgeno- especifica)
atua em cdes ndo foram completamente elucidados, embora eles tendem a
seguir paralelamente aos conhecimentos em humanos: reducdo inicial na
atividade das células efetoras (eosinofilos, basofilos, mastécitos) seguida de
uma mudancga imunolégica a longo prazo de uma resposta Th2 celular para uma
resposta Thl celular e desenvolvimento da tolerancia imunolégica (DE BOER,

2017). O valor da ASIT como um tratamento para modificar 0 comportamento da
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DA canina continua a ser suportado por (na maior parte descontrolados) estudos

relatando pelo menos uma eficacia moderada (OLIVRY et al., 2015).

2.7.2 Corticoide tépico

Sprays de glicocorticoide topico séo eficazes para o tratamento de lesdes
cutaneas localizadas de DA canina. Na auséncia de disponibilidade destas
formulacdes, outras formulacfes topicas com glicocorticoide séo teoricamente
propensas a serem benéficas, mas a eficacia e seguranca destes medicamentos
podem variar com a poténcia do glicocorticoide e veiculo utilizado (OLIVRY et
al., 2015).

2.7.3 Corticoide sistémico

Glicocorticoides sdo frequentemente utilizados para proporcionar alivio do
prurido, pois eles sédo altamente eficazes e tém uma velocidade rapida de acao;
no entanto, os efeitos adversos a curto prazo e crénicos sao comuns (GADEYNE
et al.,, 2014) em cerca de 30 a 80% dos casos (MOYAERT et al.,, 2017).
Problemas graves, tais como polidria, polidipsia, polifagia, mic¢do inapropriada
nas casas, alteracbes comportamentais e dispneia, podem ser um problema
para o proprietario do animal de estimacéo, interferir com a qualidade de vida do
cdo e resultar em diminuicdo da confianca do proprietario. Administracdo de
glicocorticoides a longo prazo pode resultar em condicfes graves de saude,
incluindo a pancreatite, ulceracéo gastrointestinal, lipidemia, diabetes mellitus,
perda muscular e hiperadrenocorticismo iatrogénico (COSGROVE et al., 2013).

N&o se recomenda o tratamento de crises agudas de DA canina com
glicocorticoides injetaveis de acao prolongada, pois aumenta o risco de eventos
adversos (OLIVRY et al., 2015).

2.7.4 Ciclosporina

Ciclosporina @ um  polipeptideo ciclico com propriedades
imunossupressoras reversiveis que tem como alvo, através de sua inibicdo da
calcineurina, linfécitos-T e outras células envolvidas nas respostas alérgicas e
imunoldgicas. Ciclosporina tem sido usada também para tratamento da dermatite

atopica canina e para outras doencas de pele de cdes, como fistula perianal e
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adenite sebacea. Uma revisao sistematica de ensaios clinicos, registrando-se
caes com DA relataram o inicio relativamente lento do efeito da ciclosporina, com
escores de lesédo e prurido de pele diminuir por 30 — 52% e 27 — 34% ap06s quatro
semanas de tratamento, respectivamente (PANTERI et al., 2016).

Ciclosporina sistémica e tacrolimus tépico podem efetivamente controlar
a dermatite atopica, mas o inicio retardado de acao torna impraticavel como uma
terapia independente para o controle rapido do prurido (COSGROVE et al.,
2013). Para fornecer um alivio mais rapido dos sinais clinicos da DA,
glicocorticoides orais sdo administrados concomitante a ciclosporina no inicio do
tratamento (PANTERI et al., 2016).

2.7.5 Anti-histaminicos

Anti-histaminicos orais do tipo 1 da primeira geracéao (i.€., difenidramina,
clorfeniramina...) provocam um beneficio pequeno e limitado em alguns cées
com DA, que talvez ocorra por causa do seu efeito sedativo. Devido ao seu modo
de acdo e para um maior beneficio, ele deve ser preferencialmente administrado
antes que a crise ocorra para bloquear os efeitos da histamina. Também
parecem ser mais benéficos para cdes com DA moderada. Nao ha evidéncia de
suporte para o uso de formulacBes anti-histaminas do tipo 1 topicas para o
tratamento de caes com DA (OLIVRY et al., 2015).

2.7.6 Cuidados com pele e pelagem

Tomar banho pelo menos uma vez por semana com um xampu suave nao
irritante e agua morna é susceptivel de ser benéfica. A intensidade e a frequéncia
de banhos podem ser o fator mais importante no alivio do prurido. O tipo de
xampu deve ser adaptado a cada caso: xampus emolientes sao produtos mais
suaves, mas xampus antiseborreicos e antissépticos podem ser mais
apropriados em cées com pele oleosa, disqueratética e/ou em caso de infeccgéo.
N&o obstante, banhos com xampus podem ser ressecantes e irritantes. Se
necessario, o veterinario deve considerar mudar protocolos ou produtos e/ou
adicionar topicos hidratantes p6s-banho. Também devem estar preparados para

mudar o tratamento usado se alterar o estado da pele e do pelame do cédo. O
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impacto de banhos frequentes na reducdo da eficacia de produtos topicos de
controle de pulgas também deve ser considerado (OLIVRY et al., 2015).

Grandes esforcos tém se dedicado a identificar formas de corrigir a
disfuncdo da barreira para diminuir o risco de sensibiliza¢éo alérgica em casos
iniciais, bem como para diminuir o prurido e inflamacdo mesmo em casos
cronicos onde a sensibilizacdo ja ocorreu. Numerosos estudos em humanos
demonstraram que a eficacia de emolientes e hidratantes para promover a
melhoria de barreira da pele, e a aplicacdo diaria de cremes hidratantes tem
constituido por anos o esteio da terapia para pacientes com DA. Produtos
normalmente usados contém uma combinacdo de ceramidas, acidos graxos e
outros ingredientes naturais, como acido glicirretinico, que podem diminuir a
inflamacgé&o e proteases (MARSELLA, 2012).

2.7.6.1 Suplementacdo com acidos graxos essenciais

A ingestdo oral de &cidos graxos essenciais (AGE), especialmente
agueles ricos em dmega-6, como suplemento ou em dietas enriquecidas pode
influenciar lipidios superficiais da pele e melhorar o brilho e a qualidade da
pelagem. AGE orais também podem fornecer algum pequeno beneficio em
reduzir os sinais clinicos da DA em caes, mas o grau limitado de melhora
esperada torna improvavel que a suplementacdo de AGE seria adequada para
monoterapia de AD canina.

Acidos graxos essenciais podem melhorar a barreira cutanea e ajudar a
melhorar a dermatite atépica, mas geralmente ndo séo o primeiro tratamento de

escolha para controlar o prurido agudo (COSGROVE et al., 2013).

2.7.6.2 Aplicacdo de formulagfes topicas contendo acidos graxos
essenciais

Formulacdes lipidicas topicas podem ajudar a normalizar os defeitos
existentes na barreira lipidica do extrato corneo em cées com DA. Por causa da
inconsisténcia em termos de resultados de ensaios clinicos, existem provas
ainda insuficiente sobre o beneficio de formulagfes topicas contendo lipidios e
recomendacdes como monoterapia para a DA canina. O beneficio, custo e
facilidade de uso de formulagdes topicas contendo AGE como terapia adjuvante
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para cédes deve ser pesado sobre os suplementos orais de AGE ou dietas
enriquecidas. E provavel que o beneficio de formulacgdes topicas contendo AGE
seja minimo em cées ja suplementados com dietas ricas em AGE (OLIVRY et
al., 2015).

Porém, Barbosa, em 2015, relata que a reposicao topica de lipideos foi
capaz de minimizar a expressao tegumentar de IL-31, os valores do CADESI e
0s scores do prurido (espontaneo e esclarecido), melhorando assim a qualidade

de vida do animal.

2.7.7 anticorpos monoclonais

Lokivetmab (ZTS-00103289) é um anticorpo monoclonal “caninizado” que
se liga ao IL-31 na circulagéo, inibindo assim a sua ligagéo ao receptor IL-31. A
neutralizacdo de IL-31 apds a administracéo subcutanea do lokivetmab resultou
na reducéo do prurido canino induzido por IL-31 em cédes por até oito semanas
apos uma unica dose (MOYAERT et al., 2017).

Em sua dose de bula, € uma terapia rapida, segura e eficaz para controlar
o prurido em cdes com dermatite alérgica. E muito bem tolerada em cées
saudaveis, bem como em cades com doencas sistémicas e/ou cutaneas
simultaneas (SOUZA et al., 2018).

2.8 Oclacitinib

Como o papel da desregulacdo das citocinas na doenca tornou-se mais
evidente, farmacos que inibem a atividade de citocinas entraram na medicina e
medicina veterinaria (COSGROVE et al., 2015). Inibidores de JAK estdo sendo
desenvolvidos por diversas empresas farmacéuticas para o tratamento de uma
variedade de alteracfes inflamatodrias, auto-imunes e hematoldgicas em seres
humanos (GADEYNE et al., 2014).

A primeira geracdo de inibidores JAK inclui tofacitinib, ruxolitinib,
baricitinib e oclacitinib. Oclacitinib ndo tem nenhuma indicagdo aprovada pela
FDA em humanos e € usado para tratamento da DA em caes (DAMSKY e KING,
2016).

Um inibidor JAK esta atualmente em fase clinica de estudos Il em

humanos para tratamento de doencas de pele alérgica, demonstrando uma
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Otima eficacia (https://www.clinicaltrials.gov/ct2/mostrar/NCT02001181).
Oclacitinib foi o primeiro inibidor seletivo de JAK licenciado para uma indicacao
semelhante em caes que sofrem pelo prurido atopico (FUKUYAMA et al., 2017).
Inibidores JAK, tais como oclacitinib, foram aprovados para uso crénico em cées
com DA, mas ha ainda muito a se aprender sobre os efeitos a longo prazo ao
inibir essas vias (COSGROVE et al., 2015).

Fukuyama et al., em 2015, demonstraram que a tofacitinib e oclacitinib
apresentam efeitos anti-inflamatérios e antipruriginosos duplos em DA canina
por aplicacéo topica. Estes resultados podem representar uma nova opcéao de
tratamento para doencas de pele alérgica, tais como hipersensibilidade de
contato e dermatite atopica. Aplicacdo topica de tofacitinib e oclacitinib minimiza
efeitos colaterais vistos pela exposicado sistémica, tais como aumentos na
creatinina sérica, aumento do risco de herpes zoster e leucopenia, bem como
permite niveis mais elevados de inibicdo de citocina no tecido local, que podem
proporcionar rapido e forte alivio da coceira e inflamacao alérgica. Foi o primeiro
grupo que se tem noticia a realizar este tipo de estudo.

Apoquel® (maleato de oclacitinib) foi o primeiro inibidor seletivo de JAK a
ser desenvolvido para caes, aprovado para o controle do prurido associado com
dermatite alérgica e controle da dermatite atopica em caes de pelo menos 12
meses de idade (MARSELLA, 2012).

Os mecanismos moleculares envolvidos em estimular a resposta de
prurido tém sido elaborados e agora entende-se que citocinas desempenham um
papel chave em iniciar a estimulacdo neuronal da coceira que desencadeia o
comportamento pruriginoso (arranhar, esfregar, mastigar, etc.) em caes. Isto
conduz ao estabelecimento de um ciclo vicioso de coceira que exacerba as
lesGes de pele e amplifica os defeitos na funcéo de barreira da pele em cées
clinicamente afetados (MARSELLA et al., 2012).

Oclacitinib tem sido relatado como sendo rapidamente eficaz na reducao
de lesbGes de pele e prurido em cdes com dermatites alérgicas e com DA. A
velocidade de alivio do prurido com oclacitinib é paralela a da prednisolona, com
melhora visivel em manifesta¢des de coceira observadas dentro do primeiro dia

da administragdo de ambas os farmacos (PANTERI et al., 2016).
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Quando testada junto a ciclosporina em uma experimentagéo controlada
randomizada, oclacitinib mostrou uma reducdo mais rapida de prurido, com um
efeito similar em melhorar as les6es de pele ao longo do tempo (PANTERI et al.,
2016).

2.8.1 Mecanismo de acéo

Oclacitinib € uma nova terapia-alvo que age nas principais vias envolvidas
no prurido e inflamag&o associados a alergia ao inibir seletivamente citocinas
dependentes de JAK1, com efeitos minimos contra citocinas dependentes de
JAK2 envolvidas na hematopoiese (COSGROVE et al., 2013).

Muitas citocinas hematopoiéticas ligam-se a receptores de
homodiméricos que ndo recrutam JAK1, mas em vez disso, recrutam pares de
JAK2/JAK2 para a transducédo de sinal e inducéo da proliferacéo de células da
medula 0ssea.

Embora o oclacitinib parecesse ser potente contra JAK2 em ensaios
enzimaticos isolados, sua acdo em citocinas que envolvem receptores
complexos utilizando pares de JAK2/JAK2 nao foi significativa em ensaios
celulares (GONZALES et al, 2014).

Citocinas, incluindo interleucinas, interferons (IFNs) e outras moléculas,
utilizam o sinal transdutor da JAK e ativador da transcricdo (JAK-STAT) como
via para transmitir sinais da membrana celular para o nucleo. Com a juncéo de
ligantes extracelulares, proteinas intracelulares de JAK, que se associam com
receptores de citocinas do tipo I/ll, tornam-se ativados e fosforilam as proteinas
STAT, que dimerizam e translocam entdo para o ndcleo diretamente regular a
expressao génica (DAMSKY e KING, 2016).

Efeitos do oclacitinib na fungc&o das citocinas envolvidas na inflamacao
(IL-2 e IL-6), alergia (IL-4 e IL-13), prurido (IL-31) como também na hematopoese
(eritropoetina e GM-CSF), e reposta celular imune nata (IL-12 e IL-23) foram
especialmente avaliadas. Oclacitinib foi capaz de inibir IL-2, IL-4, IL-6, IL-13 e IL-
31 co IC50's variando entre 36 a 249 nM, e foi muito menos potente contra
eritropoetina e GM-CSF, com IC50's por volta de 1000 nM em ambas citocinas.
Oclacitinib n&o apresentou uma inibi¢cao significativa na funcdo da IL-12 e da IL-
23. Afigura 5 representa esta dindmica (GONZALES et al, 2014).
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IL-12 e IL-23 ligam-se a receptores que recrutam JAK2 e TYK2,
reconfirmando minima ou nenhuma atividade em complexos de receptores de
citocinas que ndo sdo dependentes da enzima JAK1. Estas citocinas séo
produzidas por células apresentadoras de antigenos em resposta a patdgenos
microbianos, tais como virus, bactérias e parasitas e desempenham um papel
chave em engajar-se no sistema imune adaptativo. Sua atividade € essencial na
prevencdo de infeccbes graves e em induzir respostas adequadas para
combater invasores estranhos ao organismo (COSGROVE et al., 2013).

IL-31 canina foi escolhida como o agente pruridogénico devido a sua
capacidade demonstrada para induzir prurido em caes, e a sua presenca em
cdes com doencas de pele alérgica, incluindo DA. Administracdo de clL-31
produziu uma potente e aguda resposta pruriginosa em cées Beagles normais
em 20 — 40 min apos a infusdo, permitindo que o prurido pudesse ser avaliado
sob uma janela de observacéao tdo curta quanto duas horas.

Em resumo, o modelo de prurido de IL-31 foi capaz de detectar a eficacia
de terapias antipruriginosas, como glicocorticoides e oclacitinib, e dosar as
diferencas nas respostas entre elas. Além disso, pode-se através dele avaliar
novas formulacdes e utiliza-lo como referéncia nas terapias usuais da pratica
clinica (GONZALES et al., 2015).

No entanto, 0 mecanismo exato do oclacitinib na resposta ao prurido em
doencas de pele alérgicas permanece obscuro (FUKUYAMA et al.,, 2017).
Expandir nosso painel de testes para outras citocinas JAK-dependentes
envolvidas em atividades celulares de resposta imune inata semelhantes, tais
como interferons (IFN b/x/s) do tipo | e tipo Il IFN-c, sera importante para
compreender melhor os efeitos do oclacitinib nas citocinas envolvidas em
respostas imunidade celular nata (GONZALES et al, 2014).
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FIGURA 5: familias de citocinas que utilizam enzimas Janus quinase (JAK) para sinalizac&o. As citocina sdo
pequenas proteinas secretadas por células que podem produzir uma variedade de respostas, como crescimento,
desenvolvimento, diferenciago e ativagdo de células imunes, bem como tipo de células ndo imunes. Citocinas exercem
esses efeitos biolégicos ligando-se a receptores na superficie das células. Varios receptores de citocinas dependem da
associagdo e ativacdo de enzimas JAK na porgdo citoplasmatica do receptor, afim de transmitir sinais ao nucleo e
produzir mudangas necessarias dentro da célula. Receptores de citocinas podem ser agrupados de acordo com os tipos
de JAKSs que s&o recrutados para os complexos receptores. Muitas citocinas envolvidas na alergia, inflamacéo e prurido
ligam complexos receptores que utilizam JAK1. Por exemplo, IL-2 e IL-4 se ligardo aos complexos receptores que
recrutam JAK1 e JAKS. IL-6 e IL_13 ligam-se a receptores que envolvem JAK1, JAK2 e TYK2. E a IL-31 ir& ativar
receptores que ativam JAK1 e JAK2. Em contraste, varias citocinas envolvidas na hematopoese (GM-CSF, eritropoietina)
ou células de defesa da imunidade inata (IL-12 e IL-23) ativam receptores dependentes dos pares JAK2/JAK2 ou
JAK2/TYK2 (GONZALES et al, 2014).

2.8.2 Efeitos colaterais

A administracdo a longo prazo de oclacitinib esta associada com o
desenvolvimento de infeccdo no trato urinario, émese, diarreia, otite e
piodermites em aproximadamente 5 a 10% dos casos. Efeitos adversos severos
aparentam serem raros. Alterac6es em parametros laboratoriais (hematologicos,
painel bioquimico e urinalise) parecem ser minimos apdés a administracao
prolongada de oclacitinib em cées atépicos (OLIVRY et al., 2015).
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Ja Simpson et al. (2017), afirmam que bacteritria ndo € um efeito adverso
esperado em cdaes tratados com oclacitinib sem uma histéria prévia de ITU
(infeccao do trato urinario) ou condicdo predisponente durante este periodo de
tratamento, diferentemente de glicocorticoides e ciclosporina, que aumentam a
frequéncia de ITU em cdes com doenca de pele inflamatdria. Portanto, cultura
de urina de rotina néo é indicada para tais caes na auséncia de exame de urina
anormal ou sinais clinicos de doenca do trato urinario.

Em um estudo feito por Gadeyne et. al, em 2014, comparando a eficacia
do oclacitinib e da prednisona em caes atépicos, observou-se que o efeito
colateral mais comum em ambos os tratamentos foi a piodermite, avaliada como
leve pelos médicos veterinarios responsaveis. Esses animais foram tratados com
antibiéticos sistémicos ou xampus medicamentosos. A incidéncia de piodermite
em ambos os grupos de tratamento ndo é surpreendente, dado que cachorros
alérgicos sao propensos a infeccdes de pele secundarias; visto que ambos 0s
grupos, prednisolona e oclacitinib, podem aumentar a susceptibilidade a
infecgbes, um efeito possivel do farmaco ndo pode ser completamente excluido
em qualquer grupo de tratamento.

Uma grande variedade de medicacdes concomitantes, incluindo vacinas,
antiparasitarios, agentes antimicrobianos, agentes anti-inflamatérios néo-
esteroides, glicocorticoides e preparacdes tOpicas e dermatoldgicas, foi bem
tolerada pelos cdes em um estudo com 26 clinicos veterinérios nos EUA feito por
Cosgrove, et al. em 2015. Esta busca corrobora os resultados de estudos clinicos
anteriores em que estes resultados clinicos também sdo compativeis com 0s
dados de inibicdo enzimatica do citocromo P450 canino in vitro pelo oclacitinib.

As concentracdes inibitorias (valores de IC50) sdo 50 vezes maiores do
que as concentracdes de plasma terapéutico, indicando que uma interacéo
droga-droga devido a inibicdo de enzimas de citocromo P450 pelo oclacitinib &
improvavel. Os resultados deste estudo apoiam a eficacia e a seguranca de uso
cronico de oclacitinib até 630 dias e sugere uma melhor qualidade de vida para
0 céo e seu cuidador (COSGROVE et al., 2015).

Como receia-se uma imunossupressao induzida por drogas de potencial

dose-dependente, 0 uso concomitante de glicocorticoides orais com oclacitinib €
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provavelmente contraindicada, especialmente no caso de infec¢des, embora tal
uso combinado néo tenha sido avaliado (OLIVRY et al., 2015).

DCs ativados podem atuar como uma fonte possivel para estas citocinas
pruridogénicas (IL-31, TSLP e TNFa), afetando os neurbnios sensoriais. A
retirada abrupta de oclacitinib pode induzir migragao (ou proliferacdo) de DCs
nos ganglios para interagir com 0s neurdnios sensoriais, possivelmente
aumentando a sensibilizacao periférica em dermatite de contato alérgica cronica.
Ha um fenbmeno de rebote significativo na coceira apds retirada abrupta do
oclacitinib. A dindmica deste fendmeno de rebote é r4pido (24h) e prolongado
guando desafiado (4D) e o papel significativo de TRPV1 na coceira necessita de
mais investigacdo (FUKUYAMA et al., 2017).

2.8.3 Resposta clinica

A eficécia do oclacitinib para o controle da DA canina € pelo menos téao
boa quanto a de ciclosporina oral e tem um inicio de efeito clinico
significativamente mais rapido (LITTLE et al., 2015). Oclacitinib parece ser uma
alternativa adequada para prednisolona para a terapia de combinacéo durante a
inducdo do tratamento com ciclosporina em cdes com DA (PANTERI et al.,
2016).

Em estudo feito por Gadeyne et al., em 2014, ha evidéncia que oclacitinib
administrado por via oral no regime de dosagem recomendado reduz o prurido e
sinais clinicos associados com dermatite alérgica a um nivel comparavel a
eficacia da prednisolona administrada na dose de 0,5 m a 1,0 mg/kg diariamente
durante 6 dias seguido da mesma dose todos os dias, comprovando os estudos
feitos por Fleck, em 2012, que apontaram que o inibidor de JAK Oclatitinib
produziu uma maior supresséo do prurido e teve um inicio de acdo mais rapido
do que a prednisolona em modelos caninos do prurido.

Em 2013, Cosgrove et al. avaliaram a seguranca e a eficacia de oclacitinib
em comparacdo com um placebo para o controle do prurido associado com
dermatite alérgica em caes. Baseados na analise binaria de sucesso de
tratamento, a maioria dos cées tratados com oclacitinib (66,5%) apresentou
melhora clinica em comparagdo com apenas 29,4% dos cdes com tratamento

placebo, com o0s proprietarios e veterinarios observando uma diminuigdo
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substancial no score de VAS prurido e dermatite. Oclacitinib, portanto, parece
melhorar o prurido e dermatite substancialmente, proporcionando a pele
danificada, uma oportunidade para se curar, permitindo tempo para que o0
veterinario corretamente faca o diagndstico e trate a causa subjacente.

A reducdo rapida e eficaz do prurido também pode melhorar a qualidade
de vida para os cées afetados e seus proprietarios. Diminui¢cdo imediata da acao
de citocinas pruridogénicas, incluindo IL-31, em parte pode explicar a rapida
diminuicdo do desconforto apds o tratamento com oclacitinib. A melhora nas
pontuacbes da severidade clinica provavelmente é uma consequéncia do
controle do prurido nos cées, mas também pode ser reflexo de uma acédo anti-
inflamatoria direta na pele. Estes deciduos sao consistentes com as
propriedades farmacoldgicas de oclacitinib, que € uma terapia-alvo que inibe as
principais vias envolvidas na fisiopatologia da inflamacéao da pele (COSGROVE
et al., 2013).

Oclacitinib proporciona um alivio da coceira dentro de vinte e quatro horas
que persiste durante o periodo de tratamento, com mais de 70% dos céaes
tratados, alcangando uma reducéao de mais de 50% no prurido no dia 7. Olivry et
al (2015) completa dizendo que Oclacitinib oral (Apoquel, Zoetis) deve ser
oferecido em 0,4 a 0,6 mg/kg duas vezes ao dia durante 14 dias e uma dose ao
dia posteriormente. Obtendo-se a remissdo completa dos sinais, ajusta-se a

menor dose passivel para continuar estabilizando o quadro.
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3 OBJETIVOS

Objetivos gerais: avaliar a utilizacdo do oclacitinib comercial na resposta

inflamatoria de cées atépicos.

Objetivos especificos:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Relacionar o uso do oclacitinib comercial com respostas Thl, por meio
de imuno-histoquimica (anticorpos anti-INF-gama e anti-IL-6 policlonal).

Relacionar o uso do oclacitinib comercial com respostas Th2, por meio
de imuno-histoquimica (anticorpos anti-IL-31 policlonal, anti-IL-10
policlonal e anti-IL-4 policlonal).

Relacionar o uso do oclacitinib comercial com respostas Th17, por meio
de imuno-histoquimica (anticorpos anti-IL-17).

Relacionar o uso do oclacitinio comercial com respostas a citocinas
gerais pro-inflamatorias (anti-IL-1 policlonal e TNF-alfa policlonal,).

Relacionar o uso do oclacitinib comercial com a restauracdo da barreira
cutanea, por meio de imuno-histoquimica (anticorpo anti-filagrina).

Avaliar a eficécia e a resposta clinica do oclacitinib comercial em cées

com dermatite atdpica
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostragem e local

Todos os procedimentos realizados nos animais do presente estudo foram
aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da FMVZ Unesp Botucatu
(n® 200/2016) e os tutores assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido.

A amostragem foi constituida por 10 espécimes caninos, sem quaisquer
restricdes relativas a defini¢cdo racial e sexo, com mais de um ano de idade, com
diagnéstico estabelecido de dermatite atopica, no Servico de Dermatologia do
Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade Estadual Paulista (FMVZ/UNESP-Botucatu) e no consultério
veterinario Vetderme, localizado em Sorocaba-SP.

4.2 Critérios de incluséo e exclusdo no estudo

Foram incluidos no estudo apenas os caes com diagnostico pré-
estabelecido de dermatite atdpica strictu sensu.

Foram tomadas precaucdes para o tratamento com o oclacitinib, segundo
informac@es descritas na bula do Apoquel®. Céaes recebendo Apoquel® foram
monitorados para o desenvolvimento de infec¢gbes, demodiciose e neoplasias.
Todos estes critérios foram respeitados durante o estudo.

N&o foram incluidos ou, durante o protocolo, foram excluidos aqueles
animais:

- De proprietarios nédo inteirados do quadro clinico, do temperamento, da
conduta e/ou manejo higiénico-sanitario do paciente;

- Que nao foram submetidos adequadamente ao protocolo experimental

ou ao seguimento clinico.

4.3. Diagnostico da dermatite atopica
Para inclusdo no protocolo experimental, o diagnoéstico de dermatite
atopica foi estabelecido através do quadro sintomato-lesional apresentado

segundo os Critérios de Favrot (2010) explicitados no Quadro 1. Excluiram-se,
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por exames complementares como citologia e exame parasitoldgico de raspado
cutaneo, outras dermatopatias primarias pruriginosas miméticas (como a
escabiose) e infec¢des leveduricas e bacterianas secundarias ao quadro alérgico
(OLIVRY et al, 2010). As dermatites alérgicas a picadas de ectoparasitas foram
descartadas ap0s dois meses de rigoroso controle contra pulgas e carrapatos
com a utilizacdo de ectoparasiticidas orais empregados no esquema terapéutico
e profilatico padrdo do servico de dermatologia (Simparic®, NexGard® ou
Bravecto®). As dermatites trofoalérgicas foram excluidas através do teste de
eliminagdo-provocacédo alimentar, que consiste em submeter o animal a uma
dieta restrita com racao hipoalergénica, com proteina hidrolisada (Hypoallergenic
Canine®, Royal Canin), por 60 dias (GASCHEN & MERCHANT, 2011).

Todos os cades foram submetidos a pormenorizada anamnese visando
obter informacdes sobre manejo, tempo de evolucdo das lesbes, realizacao
pretérita de exames complementares, emprego de terapia (s) prévia (s) e dos
resultados dela obtidos. Apés a realizacdo da anamnese, o animal foi submetido
a detalhado exame fisico, com énfase no exame dermatolégico, e aos exames
complementares que se fizeram necessarios.

ApoOs a consecucao do diagnostico (dia zero), os proprietarios foram
cientificados sobre os objetivos do estudo e solicitou-se a concordancia firmada
para a inclusdo no protocolo. Detalhou-se, previamente, aos proprietarios, 0s
aspectos basicos sobre dermatite atépica e a alternativa de tratamento com o
oclacitinib, bem como eventuais efeitos colaterais (piodermites, otite, vomito e
diarreia), tempo provavel de tratamento e da importancia do comparecimento no

retorno aprazado (dia trinta).
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QUADRO 1.: Critérios de Favrot 2010 para Dermatite Atépica Canina
Inicio dos sinais clinicos antes dos 3 anos de idade

. Cées habitam normalmente ambientes internos
Prurido responsivo a corticosteroides

Prurido como sinal inicial (prurido semleséao)

1
2
3
4
5. Pavilhdes auriculares afetados

6. Patas dianteiras afetadas

7. Margem de orelhas nao afetadas

8. Area dorso-lombar nédo afetada

A combinagao de cinco critérios satisfatorios tem uma

sensibilidade de 85% e especificidade de 79% para diferenciar caes
com DA de cdes com prurido crénico recorrente sem DA. A adicao de
um sexto parametro aumenta a especificidade para 89% mas diminui a

sensibilidade para 58%.

Fonte: Olivry et al. (2010).

4.4 Metodologia

O protocolo preconizado foi o emprego de oclacitinib comercial, na dose
de 0,4 a 0,6 miligramas/quilogramas de peso, via oral, a cada 12 horas nos 14
primeiros dias e a cada 24 horas nos 16 dias subsequentes. O oclacitinib foi
fornecido gratuitamente aos proprietarios, na embalagem de origem, em

quantidade suficiente para a realizacéo do tratamento até o retorno aprazado.
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Recomendou-se banhos a cada 7 dias, utilizando-se de agua morna ou
fria, e xampu a base de clorexidine 3%, para evitar infec¢cdes bacterianas e
fungicas durante o curso do tratamento.

Na vigéncia do protocolo, todos os animais foram submetidos a rigoroso
controle de pulgas e carrapatos, com a prescricdo de ectoparasiticidas orais
empregados no esquema terapéutico e profilatico padrdo do servico de
dermatologia (Simparic®, NexGard® ou Bravecto®).

Na primeira consulta e no retorno seguinte, apos 30 dias do inicio do
tratamento com Oclacitinib, realizaram-se:

a) A classificacdo e a quantificacdo das lesdes cutaneas com auxilio de
escore CADESI-04 ou “Canine Atopic Dermatitis Extent and Severity Index”
(OLIVRY et al., 2014), escala que consiste na avaliagao de trés diferentes tipos
lesionais, quantificados com escala de gravidade, variando entre O e 3, em 20
distintas regides corporeas.

b) a determinac&o da presenca e/ou intensidade do quadro pruriginoso,
através da inquiricdo dos proprietarios ou prepostos, considerando a escala
numérica verbal e os niveis qualitativos modificados, segundo o escore de
prurido de RYBNICEK et al. (2008). Os tutores foram orientados a atribuirem
uma nota de 0-10 ao prurido (prurido espontaneo) e posteriormente para que
mostrassem em que grau da escala de escore de prurido de RYBNICEK et al.
(2008) em que o animal se encaixava (prurido esclarecido), onde na escala
apresentava apenas as classificacdes, ndo as numeracoes.

c) a colheita dos fragmentos de pele da regido cervical dorsal, sendo um
total de duas colheitas, utilizando punch de 6mm, o qual foi colocado sobre a
pele, com aplicacdo de pressdo moderada enquanto foi retorcido. Ao penetrar a
espessura completa da pele, o punch é removido, deixando a amostra de pele
ligada a gordura subcuténea, onde foi retirada com o auxilio de uma pinga. O
protocolo padréo seguido para as colheitas foi anestesia local com lidocaina 1%
sem vasoconstritor, injetada no tecido subcutaneo (HNILICA & PATTERSON,
2018). As amostras foram devidamente identificadas, acondicionadas em
criotubos contendo meio de preservacao Tissue Tek® e posteriormente

congeladas em nitrogénio liquido.
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4.5 Processamento das amostras de pele e imuno-histoquimica

Apés a colheita de todo o material, os fragmentos de pele foram
submetidos ao procedimento histopatolégico pela técnica de corte de
congelagdo em criostato modelo Leica CM1850, obtendo cortes de 4um
dispostos em laminas carregadas positivamente (StarFrost, Khnittel,
Braunschweig, Alemanha), com o objetivo de promover maior aderéncia dos
cortes as laminas de vidro, evitando assim a perda do material durante o
processamento imuno-histoquimico.

Foram realizados 180 cortes, o que resultou em uma lamina para cada
citocina a ser testada em cada um dos animais, nos dois tempos de investigacao
(dia O e dia 30 de tratamento). Apés finalizadas, as laminas foram estocadas no
freezer, em temperatura de -20 graus centigrados, e transferidas para cubas de
vidro em temperatura ambiente a fim de realizar-se a técnica de imuno-
histoquimica. A técnica seguiu o protocolo do laboratério de Imuno-histoquimica
do Servico de Patologia da FMVZ — UNESP - Botucatu, de acordo com a
padronizacao que foi feita para cada anticorpo utilizado. A tabela 3 mostra as
diluicbes e informacgdes técnicas dos anticorpos utilizados.

A recuperacao antigénica foi realizada em panela de pressdo (Pascal,
Dako Cytomatio, Carpinteria, CA, EUA) e o blogueio da peroxidase endbgena foi
realizado com perdxido de hidrogénio 8% diluidos em &lcool metilico. O blogueio
de proteinas inespecificas foi realizado com o reagente comercial Protein block
(Dako Cytomation, Carpinteria, CA, EUA).

4.6 Interpretacao dos resultados

O material finalizado foi examinado de forma independente em
microscopio Optico no aumento de 40X por dois patologistas. A quantificacdo da
coloragdo de imuno-histoquimica foi realizada pelo método semi-quantitativo de
escore de distribuicdo de células marcadas. Em todo o material foram contadas
todas as células do corte e realizada uma proporgcdo entre a quantidade de
células positivas e células totais. O sistema de escore seguiu 0 descrito por
Fonseca-Alves et al. (2013), sendo que cada amostra recebeu uma nota de 0 a

4, onde O significa auséncia de marcacdo nas células, 1. 1-25% de células
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positivas, 2: 26-50% de células positivas, 3: 51 a 75% de células positivas e 4:

76 a 100% de células positivas.

TABELA 1: Anticorpos utilizados para a técnica de imuno-histoquimica e suas

respectivas especificagdes e diluicdes.
Anticorpo Especificagbes Diluicao
primério

Filagrina  Rabbit polyclonal to Filaggrin (Bioss - Cod. Bs-6327-R) 1:25

IL-31 Anti-IL 31, ac poli de coelho fr 400ul (ABCAM - CAd. 1:100
ab102750)

IL-4 Anti-IL4, ac poli de coelho fr 100ul (ABCAM - Céd. 1:600
AB9622)

IL-6 Anti-IL6, ac poli de coelho fr 100ul (Cloude clone — 1:300
Céd. PAAO79Ca01)

IL-10 Anti-IL10, ac poli de coelho fr 200ul (Cloude clone - 1:400
Céd. PAAO56Ca01)

IL-17 Anti-IL17, ac poli de coelho fr 100ul (ABCAM - Cod. 1:300
AB79056)

TNF alfa  Anti-TNF alpha, ac poli de coelho fr 200ul (ABCAM - 1:400
Céd. AB6671)

IFN gama Anti-IFN gamma, ac poli de coelho fr 100ul (Cloud 1:600

Clone - Cod. PAA049Ca01)
IL-1 alfa  Anti-IL-1 alpha, ac poli de coelho fr 100ul (Cloud Clone 1:100
- Cod. PAAO71Ca01)
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5 ANALISE ESTATISTICA

A distribuicdo das variaveis foi avaliada com analises gréaficas (qq plot e
histograma) e testes de normalidade (Shapiro-Wilk). Para avaliar diferencas
entre as medianas nos dois momentos (0 e 30) foi utilizado o teste pareado de
Wilcoxon. Foram consideradas diferencas estatisticas quando p<0,05. As
analises foram realizadas com auxilio do software GraphPad Prism 5.0
(GraphPad, 2007).
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6 RESULTADOS

Dez animais da espécie canina com mais de um ano de idade, sem
quaisquer restricdes relativas a definicdo racial e sexo, foram selecionados a
participar deste trabalho. Todos concluiram o estudo. No anexo A ha os
resultados finais de todas citocinas e filagrina testadas no trabalho.

Das citocinas analisadas relacionadas com resposta pro-inflamatoria geral
(IL-1e TNF-a), apenas a IL-1 apresentou diferenca estatistica entre o dia 0 e o
dia 30 de tratamento (p=0,0156).

As citocinas Thl (INF-y e IL-6), Th2 (IL-31, IL-10 e IL-4) e a citocina Th17
(IL-17), assim com a Filagrina, ndo apresentaram diferencas estatisticas durante

este periodo (tabela 3).

TABELA 2: Mediana (Minimo — Méaximo) das variaveis e valor p da comparacgéo entre
0s momentos 0 e 30

Variavel Momento 0 Momento 30 Valor p
CADESI-4 64 (15-72) 23 (2-29) 0,0039
Prurido 7 (3-10) 3(2-4) 0,0039
IL-1 2(1-3) 1(1-3) 0,0156
IL-4 1(0-3) 1(1-2) 0,3750
IL-6 1(1-3) 1(0-3) 0,7500
IL-10 2(1-3) 2(1-3) 0,9999
IL-17 2(1-3) 1(1-2) 0,1250
IL-31 35(3-4) 3(1-4) 0,5000
TNF o 1(0-3) 1(0-3) 0,4375
IFN-y 2(1-3) 1(1-3) 0,0625
FILAG 2(1-4) 15(1-3) 0,3750

Porém, a resposta clinica dos animais submetidos ao tratamento com o
oclacitinib foi positiva. O escore de prurido apresentou um valor p=0,0039 e o
CADESI-4 um valor p=0,0039. Os graficos box plot explicitados nas figuras 6 e
7 ilustram esta variag¢do, assim como as imagens 8 e 9 (dia 0) e 10 e 11 (dia 30)

de um dos animais do projeto.
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FIGURAS 8 E 9: cao Mel, 2 anos, fémea, raga Shih-tzu. Dia 0 de tratamento. Intenso eritema em
abdémen e membros posteriores, alopecia por arrancamento em regido lateral do flanco.

FIGURAS 10 E 11: cédo Mel, 2 anos, fémea, raca shih-tzu. Dia 30 de tratamento. Diminuig&o do
eritema em abdémen e membros posteriores, repilacéo da regido lateral do flanco.
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7 DISCUSSAO

Contradizendo a maioria dos estudos sobre as interleucinas relacionadas
a DA, filagrina, e suas alteracdes frente ao tratamento com oclacitinib, ndo houve
diferengas estatisticas em 30 dias de tratamento, com excec¢éo da IL-1.

Gonzales et al., em 2014, realizou um estudo para avaliar se o oclacitinib
poderia reduzir a atividade de algumas citocinas envolvidas em doencas de pele
alérgicas, nos cdaes. Eles utilizaram sistemas isolados de enzimas e modelos
celulares caninos e humanos, in vitro, para determinar que o oclacitinib tanto
inibe a funcdo de citocinas envolvidas na alergia e inflamacéao, dependentes de
JAK-1 (IL-2, IL-4, IL-6 e IL-13), quanto daquela envolvida no prurido (IL-31).

Banovic et al. (2019), através de cultura de células T in vitro, demonstrou
que s6 ha reducéo das citocinas INF-y, IL-10 e TNF-a quando se utiliza uma
concentragéo de oclacitinib 10 vezes maior daquela empregada para DA.

Nota-se que os trabalhos disponiveis até a presente data avaliam em sua
maioria as interleucinas de forma sistémica, por sorologia ou pesquisa de RNAm.

Um dos poucos grupos que utilizou a técnica de imuno-histoquimica para
avaliar a expressao inflamatéria da pele de cées atopicos foi Mora et. al., em
2007. E Kato et al., em 2014, pesquisou a IL-31 na pele e nervos periféricos de
pessoas com DA. Barbosa (2015) relatou que a expressao da IL-31, também
mensurada por IHQ, diminuiu com o tratamento de repositor de lipidios
comercial. Porém, ao avaliar a filagrina, ndo se obteve a mesma resposta,
semelhante ao observado no presente trabalho.

Ha algumas hipéteses que podem ter influenciado na manutencédo do
score de marcacgdao das interleucinas e Filagrina apos 30 dias de tratamento com
oclacitinib:

- O tempo de tratamento com oclacitinib pode ter sido insuficiente para
promover mudangas no padréo das citocinas;

- O método de IHQ pode néo ser o ideal para avaliar essas interleucinas.
Seria necessario fazer a andlise sérica desses mesmos pacientes e
correlaciona-las.

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

acometida em boa parte dos caes atopicos.
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Porém, a interleucina 1 apresentou variacdo significativa entre o dia0 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 s&o citocinas inflamatérias chaves da
imunidade inata e tem um papel importante na patogénese da DA, tanto na fase
aguda quanto na fase crbnica, com alteracdo na barreira cutanea. Drogas
neutralizantes de IL-1 tém demonstrado completa supressdo ou reducao
marcada da resposta inflamatoria em estudos clinicos e modelos experimentais
de desordens alérgicas comuns (ABRAMOVITS et al., 2013). Maiores estudos
sao necessarios para confirmar a acao do oclacitinib sobre a producao e ligacéo
da IL-1 aos receptores cutaneos em cdes com DA, assim como novas drogas
gue contemplam estas propriedades.

A resposta clinica ao tratamento com oclacitinib foi positiva, com
diminuicdo 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 et al. (2015).
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8 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-inflamatérias, as citocinas presentes na resposta Thl, Th2 e Thl7, assim
como na barreira cutdnea, mensurada neste trabalho pela andlise da filagrina.
Apenas a IL-1 apresentou variagdo estatistica significativa neste periodo.

A resposta clinica e eficacia no tratamento da dermatite atépica com
oclacitinib em cées foi comprovada, através da reducdo do CADESI-4 e escore

de prurido.
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Avaliacéo da resposta inflamatdria, por imuno-histoquimica, na pele de cées atopicos
com a utilizagdo de oclacitinib comercial [Assessment of the inflammatory response by

immunohistochemistry in the skin of atopic dogs with the use of commercial oclacitinib].

RESUMO

Dermatite atopica (DA) canina é uma enfermidade alergoinflamatéria de carater
cronico, da pele e orelha externa, geralmente de cées adultos jovens, induzida por distintos
alérgenos. A afec¢do tem etiopatologia complexa e ainda ndo totalmente elucidada, dificilmente
atingindo cura. Porém, ha hoje, vérias op¢Ges medicamentosas para o seu controle. O oclacitinib
faz parte da recente remessa de medicamentos para tratamento e controle do prurido dos cées
atopicos, com poucos efeitos colaterais. E um farmaco inibidor de janus quinase, com réapida
acao e que age na ligacdo das citocinas aos receptores JAKSs. Este trabalho teve como intuito
avaliar a resposta inflamatoria da pele de animais atopicos, antes e 30 dias apds o tratamento
com oclacitinib comercial (Apoquel®), através da mensuracao das interleucinas IL-1, IL-4, IL-
6, IL-10, IL-17, IL-31, TNF-a, IFN- e filagrina, pela técnica de imuno-histoquimica, além da
resposta clinica ao tratamento pela avaliacdo do CADESI-4 e escore do prurido. Os 10 caes
utilizados no estudo sdo provenientes do atendimento dermatolégico do HV da UNESP-
Botucatu e clinica particular de Sorocaba-SP. Os escores do CADESI-4, do prurido e da IL-1,
citocina inflamatdria chave da imunidade inata e na patogénese da DA, apresentaram reducao
na andlise estatistica. Conclui-se que o oclacitinib foi eficaz em levar a melhora do quadro
clinico e de prurido e que a IL-1 pode ter um papel importante na farmacocinética do oclacitinib
e maiores estudos sdo necessarios para confirmar a acdo do oclacitinib sobre a producéo e
ligagdo da IL-1 aos receptores cutdneos em cdes com DA, assim como novas drogas que

contemplam estas propriedades.
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PALAVRAS-CHAVE: Dermatite atdpica, Oclacitinib, Resposta inflamatoria,

Interleucina.

ABSTRACT

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. It is
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 II-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, Oclacitinib, Inflammatory response, Interleucine.
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INTRODUCAO

Dermatite atopica (DA) é uma doenca alérgica de pele comum, crénica, recorrente,
inflamatoria e pruriginosa, com muitas semelhancas clinicas em seres humanos e cdes. A
patogénese da DA envolve alteracdo no sistema imunoldgico e disfungdo de barreira cutanea
decorrentes de uma cada vez mais complexa interacdo de fatores genéticos e ambientais

(OLIVRY et al., 2016).

As caracteristicas clinicas mais importantes incluem a presenca de prurido, associado a
lesbes de pele com uma distribuicdo caracteristica ao redor da boca, olhos, orelhas, flexura de
articulacGes do cotovelo, do carpo e tarso, digitos e pele interdigital, abdome ventral, perineo e
face ventral da cauda proximal (SARIDOMICHELAKIS e OLIVRY, 2016). Bizicova et al

(2015) completa dizendo que o prurido parece preceder outros sinais clinicos.

O diagnostico definitivo da DA canina pode ser dificil, j& que essa doenca ndo tem
nenhum sinal clinico patognomdnico. Isto € devido a diversidade da apresentacao clinica, que
pode depender de fatores genéticos (fendtipos associados a raca), extensdo das lesdes
(localizadas contra generalizadas), estagio da doenca (aguda versus cronica) e a presenca de
infeccBes microbianas secundarias ou outros fatores de crise. Além disso, alguns aspectos da
doenca podem se assemelhar a outras condicdes de pele que ndo estdo relacionadas a DA canina

(HENSEL et al., 2015).

Com o aumento do conhecimento, a DA canina é cada vez mais vista como uma
descricdo clinica ou sindrome, com uma variedade de manifestacbes e potenciais causas

subjacentes que variam de paciente para paciente (DEBOER, 2014).

O manejo clinico racional da DA canina é necessario, ja que a DA é geralmente uma
doenca cronica que pode ser controlada, mas raramente curada (SARIDOMICHELAKIS e

OLIVRY, 2016). OrientacOes para o controle da DA canina foram produzidas pelo Comité
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Internacional para doencas alérgicas dos animais (ICADA). N&o h& 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 pratica clinica veterinaria
geral e especializada (LITTLE et al., 2015). Longos periodos de prurido podem
significativamente afetar a qualidade de vida de cées afetados e seus proprietarios (GONZALES
et al, 2015). Novos conhecimentos sobre a patogénese tem um impacto direto sobre como
diagnosticar e tratar a DA canina e sdo a base de novos tratamentos que chegardo em nossas

prateleiras farmacéuticas no futuro (DEBOER, 2014).

Citocinas sdo proteinas sinalizadoras secretadas que desempenham um papel
fundamental na comunicacdo célula a célula (GONZALES, 2013). Estes mensageiros podem
afetar inmeros comportamentos celulares como crescimento, desenvolvimento, diferenciacédo
e ativacdo em uma variedade de células do sistema imunolégico, bem como outros tipos de

células (GONZALES et al., 2014).

Em particular, citocinas pro-inflamatorias que usam a via JAK, tais como interferon-y e
interleucinas (IL) -2, IL-4, IL-6, 1L-13, IL-21 e IL-23, t¢ém sido implicados na doenca
inflamatéria (O'SHEA et al., 2004). Numerosas outras citocinas podem estar presentes em
inflamacdo atdpica ou ndo atdpica. Estas incluem IL-1, IL-2, IL-6, TNFa, IL-8 e I1L-18. Estas
citocinas sdo frequentemente multifuncionais e podem mediar uma resposta nao especifica ou
uma inflamacgéo. Portanto, ndo é totalmente surpreendente que valores de expressao para estas
citocinas sdo, muitas vezes, variaveis ou diretamente contraditérias (PUCHEU-HASTON et al.,

2015).
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Além disso, citocinas derivadas de Th2, incluindo IL-31 e linfopoetina do estroma
timico (TSLP), sdo ligantes para nervos sensoriais em murinos e humanos e tem uma fungéo
critica para evocar ao prurido (CEVIKBAS et al., 2014). Por estas citocinas também interagirem
com JAK, vérios inibidores JAK tem recebido muita atencdo recentemente como um agente
terapéutico para as principais doencas de pele inflamatorias e pruriginosas (FUKUYAMA et

al., 2015).

O inibidor de janus quinase (JAK), oclacitinib, é uma terapia-alvo que inibe
seletivamente caminhos chaves que levam a estimulagdo do prurido e a inflamagéo cutéanea,
particularmente através da inibi¢do da JAK-1 que sinaliza a interleucina-31, citocina que induz

prurido em cées (LITTLE et al., 2015).

O objetivo geral deste trabalho ¢ avaliar a utilizacdo do oclacitinib comercial na resposta
inflamatdria de cées atopicos. Os objetivos especificos relacionam o uso do oclacitinib
comercial com resposta Thl, Th2, Th17, resposta a citocinas gerais pro-inflamatérias e com a
restauracdo da barreira cutdnea (anticorpo anti-filagrina), por meio de imuno-histoquimica.
Também se avaliou a eficacia e a resposta clinica do oclacitinib comercial em cdes com

dermatite atdpica, através da analise do CADESI-4 e escore de prurido.

MATERIAL E METODOS
1 Amostragem e local

Todos os procedimentos realizados nos animais do presente estudo foram aprovados
pelo Comité de Etica no Uso de Animais da FMVZ Unesp Botucatu (n° 200/2016) e os tutores

assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido.
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A amostragem foi constituida por 10 espécimes caninos, sem quaisquer restri¢oes
relativas a definigdo racial e sexo, com mais de um ano de idade, com diagndstico estabelecido
de dermatite atopica, no Servigo de Dermatologia do Hospital Veterinario da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Estadual Paulista (FMVZ/UNESP-

Botucatu) e no consultério veterinario Vetderme, localizado em Sorocaba-SP.

2 Critérios de inclusao e exclusédo no estudo

Foram incluidos no estudo apenas os cdes com diagnostico pré-estabelecido de

dermatite atdpica strictu sensu.

Foram tomadas precaucdes para o tratamento com o oclacitinib, segundo informacdes
descritas na bula do Apoquel®. Cées recebendo Apoquel® foram monitorados para o
desenvolvimento de infeccbes, demodiciose e neoplasias. Todos estes critérios foram

respeitados durante o estudo.

Né&o foram incluidos ou, durante o protocolo, foram excluidos aqueles animais:

- De proprietarios ndo inteirados do quadro clinico, do temperamento, da conduta e/ou

manejo higiénico-sanitario do paciente;

- Que ndo foram submetidos adequadamente ao protocolo experimental ou ao

seguimento clinico.

3 Diagnostico da dermatite da dermatite atopica

Para inclusdo no protocolo experimental, o diagnéstico de dermatite atépica foi
estabelecido através do quadro sintomato-lesional apresentado segundo os Critérios de Favrot
(2010). Excluiram-se, por exames complementares como citologia e exame parasitoldgico de
raspado cutaneo, outras dermatopatias primarias pruriginosas miméticas (como a escabiose) e

infeccOes leveddricas e bacterianas secundarias ao quadro alérgico (OLIVRY et al, 2010). As
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dermatites alérgicas a picadas de ectoparasitas foram descartadas apds dois meses de rigoroso
controle contra pulgas e carrapatos com a utilizacdo de ectoparasiticidas orais empregados no
esquema terapéutico e profilatico padrdo do servico de dermatologia (Simparic®, NexGard®
ou Bravecto®). As dermatites trofoalérgicas foram excluidas através do teste de eliminagéo-
provocacdo alimentar, que consiste em submeter o animal a uma dieta restrita com ragéo
hipoalergénica, com proteina hidrolisada (Hypoallergenic Canine®, Royal Canin), por 60 dias

(GASCHEN & MERCHANT, 2011).

Todos os cdes foram submetidos a pormenorizada anamnese visando obter informacdes
sobre manejo, tempo de evolucdo das lesdes, realizacdo pretérita de exames complementares,
emprego de terapia (s) prévia (s) e dos resultados dela obtidos. Apos a realizacdo da anamnese,
o animal foi submetido a detalhado exame fisico, com énfase no exame dermatoldgico, e aos

exames complementares que se fizeram necessarios.

Apbs a consecucdo do diagndstico (Dia zero), os proprietarios foram
cientificados sobre os objetivos do estudo e solicitou-se a concordancia firmada para a inclusdo
no protocolo. Detalhou-se, previamente, aos proprietarios, os aspectos basicos sobre dermatite
atopica e a alternativa de tratamento com o oclacitinib, bem como eventuais efeitos colaterais
(piodermites, otite, vomito e diarreia), tempo provavel de tratamento e da importancia do

comparecimento no retorno aprazado (Dia trinta).

4 Metodologia

O protocolo preconizado foi o emprego de oclacitinib comercial (Apoguel®), na dose
de 0,4 a 0,6 miligramas/quilogramas de peso, via oral, a cada 12 horas nos 14 primeiros dias e

a cada 24 horas nos 16 dias subsequentes.

63



Recomendou-se banhos a cada 7 dias, utilizando-se de agua morna ou fria, e xampu a
base de clorexidine 3%, para evitar infeccGes bacterianas e fangicas durante o curso do

tratamento.

Na vigéncia do protocolo, todos os animais foram submetidos a rigoroso controle de
pulgas e carrapatos, com a utilizagdo de ectoparasiticidas orais empregados no esquema

terapéutico e profilatico padréo do servigo de dermatologia.

Na primeira consulta e no retorno seguinte, apds 30 dias do inicio do tratamento com

Oclacitinib, realizaram-se:

a) A classificagdo e a quantificacdo das lesdes cutaneas com auxilio de escore CADESI-
04 ou “Canine Atopic Dermatitis Extent and Severity Index” (OLIVRY et al., 2014), escala que
consiste na avaliacdo de trés diferentes tipos lesionais, quantificados com escala de gravidade,

variando entre 0 e 3, em 20 distintas regides corporeas.

b) a determinacdo da presenca e/ou intensidade do quadro pruriginoso, atraves da
inquiricdo dos proprietarios ou prepostos, considerando a escala numérica verbal e 0s niveis
qualitativos modificados, segundo o escore de prurido de RYBNICEK et al. (2008). Os tutores
foram orientados a atribuirem uma nota de 0-10 ao prurido (prurido espontaneo) e
posteriormente para que mostrassem em que grau da escala de escore de prurido de RYBNICEK
et al. (2008) em que o animal se encaixava (prurido esclarecido), onde na escala apresentava

apenas as classificacfes, ndo as numeragoes.

¢) a colheita dos fragmentos de pele da regido cervical dorsal, sendo um total de duas
colheitas, utilizando punch de 6mm, o qual foi colocado sobre a pele, com aplicagéo de presséo
moderada enquanto foi retorcido. Ao penetrar a espessura completa da pele, o punch é
removido, deixando a amostra de pele ligada a gordura subcutanea, onde foi retirada com o

auxilio de uma pinga. O protocolo padrdo seguido para as colheitas foi anestesia local com
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lidocaina 1% sem vasoconstritor, injetada no tecido subcutdneo (HNILICA & PATTERSON,
2018). As amostras foram devidamente identificadas, acondicionadas em criotubos contendo

meio de preservacao Tissue Tek® e posteriormente congeladas em nitrogénio liquido.

5 Processamento das amostras de pele e imuno-histoquimica

Apols a colheita de todo o material, os fragmentos de pele foram submetidos ao
procedimento histopatoldgico pela técnica de corte de congelacdo em criostato modelo Leica
CM1850, obtendo cortes de 4um dispostos em laminas carregadas positivamente (StarFrost,
Knittel, Braunschweig, Alemanha), com o objetivo de promover maior aderéncia dos cortes as
laminas de vidro, evitando assim a perda do material durante o processamento imuno-

histoquimico.

Foram realizados 180 cortes, o que resultou em uma lamina para cada citocina a ser
testada em cada um dos animais, nos dois tempos de investigacédo (dia O e dia 30 de tratamento).
Apos finalizadas, as laminas foram estocadas no freezer, em temperatura de -20 graus
centigrados, e transferidas para cubas de vidro em temperatura ambiente a fim de realizar-se a
técnica de imuno-histoquimica. A técnica seguiu o protocolo do laboratério de Imuno-
histoquimica do Servigo de Patologia da FMVVZ — UNESP - Botucatu, de acordo com a
padronizacdo que foi feita para cada anticorpo utilizado. A tabela 1 mostra as diluicdes e

informacdes técnicas dos anticorpos utilizados.

A recuperacéo antigénica foi realizada em panela de presséo (Pascal, Dako Cytomatio,
Carpinteria, CA, EUA) e o blogueio da peroxidase endogena foi realizado com peroxido de
hidrogénio 8% diluidos em alcool metilico. O bloqueio de proteinas inespecificas foi realizado

com o reagente comercial Protein block (Dako Cytomation, Carpinteria, CA, EUA).
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TABELA 1: Anticorpos utilizados para a técnica de imuno-histoquimica e suas respectivas especificacfes e diluicoes.

Anticorpo Especificacles Diluicéo
primario

Filagrina Rabbit polyclonal to Filaggrin (Bioss - Cod. Bs-6327-R) 1:25

IL-31 Anti-IL 31, ac poli de coelho fr 400ul (ABCAM - Cod. 1:100
ah102750)

IL-4 Anti-IL4, ac poli de coelho fr 100ul (ABCAM - Cdd. 1:600
AB9622)

IL-6 Anti-IL6, ac poli de coelho fr 100ul (Cloude clone — Cad. 1:300
PAA079Ca01)

IL-10 Anti-1L10, ac poli de coelho fr 100ul (Cloude clone - Céd. 1:400
PAA056Ca01)

IL-17 Anti-IL17, ac poli de coelho fr 100ul (ABCAM - Cdd. 1:300
AB79056)

TNF alfa Anti-TNF alpha, ac poli de coelho fr 200ul (ABCAM - Cdd. 1:400
AB6671)

IFN gama Anti-IFN gamma, ac poli de coelho fr 100ul (Cloud Clone - 1:600

Co6d. PAA049Ca01)
IL-1 alfa Anti-IL-1 alpha, ac poli de coelho fr 100ul (Cloud Clone - 1:100

Cdd. PAA071Ca01)

6 Interpretacao dos resultados

O material finalizado foi examinado de forma independente em microscépio dptico no
aumento de 40X por dois patologistas. A quantificacdo da coloracdo de imuno-histoquimica foi
realizada melo método semi-quantitativo de escore de distribuicdo de celulas marcadas. Em
todo o material foram contadas todas as células do corte e realizada uma proporgéo entre a
quantidade de células positivas e células totais. O sistema de escore seguiu 0 descrito por

Fonseca-Alves et al. (2013), sendo que cada amostra recebeu uma nota de 0 a 4, onde 0 significa
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auséncia de marcacdo nas células, 1: 1-25% de células positivas, 2: 26-50% de células

positivas, 3: 51 a 75% de células positivas e 4: 76 a 100% de células positivas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A distribuicdo das variaveis foi avaliada com anélises gréaficas (qq plot e histograma) e
testes de normalidade (Shapiro-Wilk). Para avaliar diferencas entre as medianas nos dois
momentos (0 e 30) foi utilizado o teste pareado de Wilcoxon. Foram consideradas diferencas
estatisticas quando p<0,05. As analises foram realizadas com auxilio do software GraphPad

Prism 5.0 (GraphPad, 2007).

Dez animais da espécie canina com mais de um ano de idade, sem quaisquer restricoes
relativas a definicdo racial e sexo, foram selecionados a participar deste trabalho. Todos
concluiram o estudo. No anexo A ha os resultados finais de todas citocinas e Filagrina testadas

no trabalho.

Das citocinas analisadas relacionadas com resposta pro-inflamatéria geral (IL-1, IL-6 e
TNF-a), apenas a IL-1 apresentou diferenca estatistica entre o dia 0 e o dia 30 de tratamento

(p=0,0156).

As citocinas Thl (INF-y), Th2 (IL-31, IL-10 e IL-4) e a citocina Th17 (IL-17), assim

como a Filagrina, ndo apresentaram diferencas estatisticas durante este periodo (tabela 2).
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TABELA 2: Mediana (Minimo — Maximo) das variaveis e valor p da comparacéo entre os momentos 0 e 30

Variavel Momento 0 Momento 30 Valor p
CADESI-4 64 (15— 72) 23 (2 -29) 0,0039
Prurido 7 (3-10) 3(2-4) 0,0039
IL-1 2(1-3) 1(1-3) 0,0156
IL-4 1(0-3) 1(1-2) 0,3750
IL-6 1(1-3) 1(0-3) 0,7500
IL-10 2(1-23) 2(1-3) 0,9999
IL-17 2(1-23) 1(1-2) 0,1250
IL-31 3,53 -4) 3(1-4) 0,5000
TNF o 1(0-3) 1(0-3) 0,4375
IFN-y 2(1-3) 1(1-3) 0,0625
FILAGRINA 2(1-4) 1,5 (1-3) 0,3750

Porém a resposta clinica dos animais submetidos ao tratamento com o oclacitinib foi
positiva. O score de prurido apresentou um valor p=0,0039 e 0 CADESI-4 um valor p=0,0039.
Os graficos box plot explicitados nas figuras 1 e 2 ilustram esta varia¢do, assim como as figuras

3e4 (dia0)e5e6 (dia30) de um dos animais do projeto.
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FIGURA 1: Distribuicdo dos scores de CADESI-4 nos dois momentos avaliados
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FIGURA 2: Distribuicdo dos scores de prurido nos dois momentos avaliados
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FIGURAS 3 E 4: cdo Mel, 2 anos, fémea, raga Shih-tzu. Dia 0 de tratamento. Intenso eritema em abddmen

e membros posteriores, alopecia por arrancamento em regido lateral do flanco.

FIGURAS 5 E 6: cdo Mel, 2 anos, fémea, raca Shih-tzu. Dia 30 de tratamento. Grande diminui¢do do

eritema em abdémen e membros posteriores, repilamento da regido lateral do flanco.

Contradizendo a maioria dos estudos sobre as interleucinas relacionadas a DA e
filagrina, e suas alteragcdes frente ao tratamento com oclacitinib, ndo houve diferencas

estatisticas em 30 dias de tratamento, com excecédo da IL-1.
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Gonzales et al., em 2014, realizou um estudo para avaliar se o oclacitinib poderia reduzir
a atividade de algumas citocinas envolvidas em doengas de pele alérgicas, nos cdes. Eles
utilizaram sistemas isolados de enzimas e modelos celulares caninos e humanos, in vitro, para
determinar que o oclacitinib tanto inibe a funcdo de citocinas envolvidas na alergia e
inflamacédo, dependentes de JAK-1 (IL-2, IL-4, IL-6 e IL-13), quanto daquela envolvida no

prurido (IL-31).

Banovic et al. (2019), através de cultura de células T in vitro, demonstrou que s6 ha
reducdo das citocinas INF-y, IL-10 e TNF-a quando se utiliza uma concentragdo de oclacitinib

10 vezes maior daquela empregada para DA.

Nota-se que os trabalhos disponiveis até a presente data avaliam em sua maioria as

interleucinas de forma sistémica, por sorologia ou pesquisa de RNAm.

Um dos poucos grupos que utilizou a técnica de imuno-histoquimica para avaliar a
expressdo inflamatoria da pele de cées atopicos foi Mora et. Al., em 2007. E Kato et al., em
2014, pesquisou a IL-31 na pele e nervos periféricos de pessoas com DA. Barbosa (2015)
relatou que a expressao da IL-31, também mensurada por IHQ, diminuiu com o tratamento de
repositor de lipidios comercial. Porém, ao avaliar a Filagrina, ndo se obteve a mesma resposta,

semelhante ao observado no presente trabalho.

Hé& algumas hipoteses que podem ter influenciado na manutencédo do score de marcacao

das interleucinas e Filagrina apds 30 dias de tratamento com oclacitinib:

- O tempo de tratamento com oclacitinib pode ter sido insuficiente para promover

mudangas no padrdo das citocinas;

- O método de IHQ pode néo ser o ideal para avaliar essas interleucinas. Seria necessario

fazer a analise sérica desses mesmos pacientes e correlaciona-las.
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- 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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