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BARBOSA, LAURA CAROLINA. Analise imunohistoquimica da proteina
interleucina 31 e filagrina e sua relagao com o grau de prurido e restauragao
da barreira cutanea, antes e apo6s uso de solugao repositora de lipidios na
epiderme de caes com dermatite atépica. Botucatu, 2015. 81p. Dissertacao
(Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

A dermatite atépica € uma doencga de pele alérgica, inflamatdria e pruriginosa que acomete caes
geneticamente predispostos. A caracteristica mais comum é o prurido que exerce impacto
significativo na qualidade de vida do animal bem como do seu proprietario. A interleucina-31 (IL-
31) é uma citocina envolvida com o grau de prurido nas alergopatias, enquanto a filagrina (FLG)
€ uma proteina relacionada com a adequada queratinizagéo e hidratacao do estrato corneo. O
intuito desse estudo foi padronizar e quantificar a técnica de imunohistoquimica (IHQ) para IL-31
e filagrina e associa-las ao grau de prurido e restauragdo de barreira cutanea na dermatite
atépica antes e apds o tratamento topico com repositor de lipideos na epiderme. Todos os caes
foram provenientes do atendimento clinico do Hospital Veterinario da FMVZ- Unesp Botucatu-
SP. Sobre a IL-31 ndo houve diferenga significativa entre sua expressado quando comparadas as
regides dorsal e axilar de cdes normais. Quando comparamos a expressao da IL-31 entre caes
com dermatite atépica e saudaveis foi possivel notar maior expressao de IL-31 em cées com
dermatite atdpica. Quando comparamos os caes com dermatite atdpica antes e apds aplicagéo
do repositor de lipideos na epiderme a expressao da IL-31 diminuiu significativamente apés a
aplicacdo. Em se tratando da proteina filagrina n&o foi encontrada diferencga significativa entre
sua expressdo quando comparadas a regido axilar e cervical de caes saudaveis, 0 mesmo
ocorreu entre essas regides em caes com dermatite atdpica antes do tratamento e apds o
tratamento, quando comparados de maneira isolada. Quando comparamos as regides axilar e
cervical dos cdes com dermatite atopica antes e apds o tratamento ndo houve o aumento da
expressao da proteina filagrina como o esperado. Houve diferencga significativa entre as regides
cervical e axilar de caes com dermatite atépica quando comparados com os caes saudaveis, 0s
niveis da filagrina nos caes saudaveis eram maiores do que nos cdes com dermatite atdpica.
Com os resultados da IL-31 podemos concluir que essa citocina provavelmente esteja envolvida
na fisiologia do prurido atdpico e que a restauragdo da barreira cutanea é primordial para que
consigamos controlar o prurido e a hiper-reatividade do sistema imunoldgico. Ja os resultados
da proteina filagrina abrem um leque de discussdes sobre a real importancia dessa proteina na
dermatite atopica canina, apontando a necessidade de novos estudos para compreensao da sua
real funcao na fisiologia da DA.

Palavras chave: Prurido, dermatite atépica, interleucina 31, filagrina, imunohistoquimica, caes.
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BARBOSA, L.C. Analysis immunohistochemistry protein interleukin 31 and
filaggrin and its relationship with cutaneous barrier level and restore skin
before and after solution of use of lipid repositora in dogs epidermis with
atopic dermatitis. Botucatu, 2015. 81p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual
Paulista.

ABSTRACT

Atopic dermatitis is an allergic, inflammatory and pruritic skin disease affecting genetically
predisposed dogs. The most common feature is cutaneous rash that significantly impacts
the animals' and owners' quality of life. Interleukin-31 (IL-31) is a cytokine involved in the
degree of itching in allergies, while filaggrin (FLG) is a protein associated with adequate
hydration and keratinization of the stratum corneum. The purposes of this study were to
standardize the technique of immunohistochemistry (IHC) for IL-31 and filaggrin and to
quantify and associate them to the degree of itching and skin barrier recovery in dogs
with atopic dermatitis before and after topical treatment for lipids restitution in the
epidermis. All dogs came from the clinical care of the Veterinary Hospital of FMVZ-
Unesp Botucatu. There was no significant difference on the expression of IL-31 between
samples obtained either from the dorsal or axillary regions of healthy dogs. When atopic
dermatitis and healthy animals were compared, expression of IL-31 was noticeable
higher in atopic dermatitis animals. IL-31 quantification in the atopic dermatitis animals
evidenced significantly lower expression after the use of skin lipids complex in the
epidermis. In the case of filaggrin protein, there was no significant difference between its
expression when the axillary and cervical sites were compared both in healthy dogs and
atopic dermatitis dogs and also when atopic dermatitis dogs were compared before and
after treatment. Nevertheless significant difference in fillagrin levels was observed
between the cervical and axillary regions of atopic dermatitis dogs when compared to
healthy dogs; filagrina levels in healthy animals were larger than in atopic dermatitis
dogs. IL-31 results suggest that this cytokine is involved in the physiology of atopic
pruritus and that restitution of the skin epidermal barrier is essential so that we can
control the pruritus and immunological hyperresponsiveness. On the other hand, the
results regarding filaggrin protein open up a range of discussions about the real
importance of this protein in the pathophysiology of canine atopic dermatitis, pointing to
the need for further studies to understand its real role in the physiology of AD.

Keywords: pruritus, atopic dermatitis, interleukin-31, filaggrin, immunohistochemistry, dogs



Objetivos
- Geral:

O projeto possui como objetivo geral avaliar a existéncia de correlagao
entre IL-31 e filagrina com prurido e lesdes tegumentares em caes com dermatite

atépica.

Nossa hipétese € que com a restauragao da barreira cutanea através da
solucao repositora de lipideos, a expressao da IL-31 diminua e a expressao da

proteina filagrina aumente nos cdes com dermatite atépica tratados.

- Especificos:

1. Padronizar a técnica para quantificacao da IL-31 e proteina filagrina por meio

da imunohistoquimica;

2. Avaliar os efeitos da reposicao lipidica na expressao cutanea de IL-31 e de
filagrina, e nos indices de prurido e lesdes tegumentares em caes com dermatite

atépica.

3. Avaliar se a expresséao da IL-31 e filagrina altera em dois pontos diferentes da

coleta apos a reposicao lipidica
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Dermatite Atépica Canina

Artigo de investigagao segundo as normas da Ciéncia Rural

Titulo: Dermatite atopica em caes: atualidades na fisiologia e tratamento
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RESUMO

A dermatite atdpica (DA) também conhecida como atopia, doenga atopica ou dermatite
inalante alérgica, ¢ uma doenga genética em que o paciente se torna sensivel a antigenos
ambientais. Clinicamente apresenta-se como uma doenga de pele pruriginosa, compartilhando
muitas caracteristicas com a dermatite atopica humana, como uma predisposicao hereditaria. A
DA supostamente afeta entre 3% a 15% da populacdo canina, embora a real prevaléncia e
incidéncia na populagio geral sejam desconhecidas. E classificada como uma reagdo de
hipersensibilidade do tipo 1. Essas reacdes inflamatérias agudas sdo mediadas pela
imunoglobulina E (IgE) conjugada com mastocitos e basédfilos e € assim conhecida por
desenvolver-se muito rapidamente apos a exposicdo ao antigeno, sabe-se que a dermatite
atopica nem sempre ¢ mediada por IgE, e em alguns pacientes ndo é possivel comprovar o seu
envolvimento. Outros mecanismos envolvidos na sua patogenia sdo a diminui¢ao da func¢ao na
barreira epidérmica, reducdo da producdo de peptideos antimicrobianos por células
epidérmicas, funcao das toxinas secretadas por microrganismos, identificagao de polimorfismos
genéticos e a influéncia das condi¢des ambientais no desenvolvimento da alergia em individuo
geneticamente predispostos. O objetivo foi fazer uma revisdo geral sobre as atualidades e
descobertas na dermatite atopica da fisiologia ao tratamento dessa doenga que continua sendo

um desafio ao clinico veterinario.
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Fisiopatologia da dermatite atopica com énfase na barreira cutinea

A dermatite atdpica € classificada como uma reacdo de hipersensibilidade do tipo 1
(MILLER et al., 2013), mediada pela IgE conjugada com mastécitos e basofilos, e por se
desenvolver rapidamente apés a exposi¢ao ao antigeno. Individuos com dermatite atopica
fabricam IgE constantemente e possuem niveis excepcionalmente altos dessa classe de
imunoglobulinas (TIZARD, 1998).

Esses individuos podem ter seus sinais agravados ou desencadeados por outros alérgenos,
como os alimentares e de artropodes, e muitas vezes a cldssica separagdo entre
hipersensibilidade alimentar e alergia a alérgenos de artopodes nem sempre € possivel
(MILLER et al., 2013).

Atualmente existe uma outra classificacdo para dermatite atopica, na qual ¢ denominada
dermatite atopica like. Esta doenga apresenta caracteristicas idénticas as apresentadas na
dermatite atopica, porém nao foi possivel documentar o envolvimento da IgE frente a alérgenos
ambientais e outros (OLIVRY et al., 2010). Diante dessa afirma¢do podemos concluir que
existem cades com dermatite atopica alérgicos e nao alérgicos.

Esta nova defini¢do reconhece o fato da IgE ndo ser necessaria para a manifestacao da
doenca e que mecanismo alternativos podem levar a uma dermatite clinicamente indistinguivel
da DA (MILLER et al., 2013). Tais mecanismos que se mostraram importantes na dermatite
atopica humana e estdo sob investigacao na dermatite atopica em caes incluem: a- diminuigdo
da funcdo na barreira epidérmica; b- reducao da producao de peptideos antimicrobianos por
células epidérmicas; c- o papel das toxinas secretadas por microrganismos; d- a identificacao
de polimorfismos genéticos e o reconhecimento de que as condi¢cdes ambientais podem alterar
o desenvolvimento de alergia em individuo geneticamente predispostos (DEBOER, 2010).

Sua fisiopatologia ndo foi totalmente elucidada, porém torna-se importante compreendé-

la a fim de concluir seu diagnoéstico e estabelecer protocolos de tratamento (DEBOER, 2010).
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A dermatite atopica € descrita como uma doen¢a multifatorial, cronica, inflamatoria e
pruriginosa da pele, no qual mutacdes genéticas e a hiper-reatividade cutanea a estimulos

ambientais s3o pontos desencadeantes da doenca.

Sabe-se que somente as mutagdes gencticas ndo sdo suficientes para causar as
manifestagdes clinicas da DA e uma nova perspectiva sobre a importancia da disfuncao da
barreira lipidica da epiderme, em individuos geneticamente predispostos, tem sido proposta. As
anomalias da barreira cutdnea promovem a ruptura prematura dos cornedcitos o que resulta no
aumento do contato de alérgenos com células epidérmicas do sistema imunoldgico,
direcionando a resposta Th2 (INMAN et al., 2001; CORK et al., 2006; FARIAS, 2007;

OLIVRY et al., 2010; CORNEGLIANTI et al., 2011).

Com a diminuicdo da barreira tegumentar, inimeros irritantes primarios, alérgenos
ambientais e antigenos microbianos sdo difundidos por via transepidérmica, reconhecidos,
fagocitados e apresentados pelas células de Langerhans aos linfocitos Th2 (Figura 1). Em
seguida, um estimulo a proliferacdo dos linfocitos B, formacao de plasmocitos e producao de
IgE alérgeno-especifica.

A IgE se distribui pela superficie das células de Langerhans e dos mastocitos, originam
imunocomplexos, o realce da capacitacdo e apresentacdo antigénica, e a desgranulacao
mastocitaria, o que amplifica a resposta imune, a inflamacgao e o prurido associado a dermatite

atopica.
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Figura 1: A e B: Fatores imunologicos na DA classica (M.Day, 1999 afua Dethioux, F., 2006)

Um ciclo continuo de liberagao de quimiocinas levam ao influxo e ativacao de leucocitos
e a liberacdo de outros mediadores pro-inflamatorios se inicia. Isso gera um mecanismo seguido
por autoperpetuacdo da inflamagao cutanea (OLIVRY et al., 2005; AKDIS et al., 2006; CORK
et al., 2006; MORAR et al., 2006).

E importante salientar que a histamina parece nio provocar prurido em cies, como
acontece em camundongos e seres humanos. A hipoOtese atual seja que o envolvimento de
citocinas pro-inflamatdrias, estimulos neuronais e o comportamento pruriginoso estabelegam
um ciclo vicioso o qual perpetua o prurido, exacerbando as lesdes (OLIVRY et al, 2010;

COSGROVE et al., 2013).

A Interleucina-31 vem sendo apontada como a grande responsdvel pelo estado
pruriginoso. Ela ¢ produzida pelos linfocitos T helper tipo 2 e por linfocitos cutaneos antigeno
positivo, os quais sao c€lulas T tegumentares e encontra-se elevada em condigdes pruriginosas
(GONZALES et al., 2013).

No tecido cutaneo, a IL-31 se liga a receptores que podem ser encontrados em
queratinocitos, macrofagos e eosindfilos, além de participarem da regulacao da resposta imune
nesses tipos celulares (MARSELLA et al., 2012). Ap6s a ligagdao ocorre ativagao da enzima

Janus Quinase (JAK) que ¢ responsdvel por transmitir os sinais para o nucleo da célula,
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desencadeando o estimulo do prurido através de receptores encontrados nas terminagdes
nervosas.

Disttrbios na maturagdo dos CLs foram demonstrados na pele de humanos com dermatite
atopica, caracterizados por uma diminui¢do na liberagao de acidos graxos, lipideos, enzimas e
componentes do estrato corneo, levando a uma funcao prejudicada da barreira cutanea. Um
distarbio no mecanismo de extrusdo dos lipideos lamelares resulta em um decréscimo de

lipideos contidos no estrato cérneo (CORK et al., 2006).

Em outro estudo para avaliar a estrutura da barreira epidérmica em caes com dermatite
atopica e saudaveis por meio da microscopia eletronica, realizado por Marsella et al. (2009),
foi possivel notar mudangas graves e focais que incluiram desorganizagdo das LLs, aumento da
largura entre corneocitos, CLs dentro de cornedcitos, além de grandes quantidades de lipideos

amorfos intercelulares em cades com dermatite atdpica, antes e depois do desafio antigénico.

As estimulagdes alergénicas acentuaram as anomalias estruturais de cdes com dermatite
atdpica, enquanto caes normais nao foram afetados. Essas altera¢cdes encontradas neste estudo
estdo de acordo com outros relatos da literatura humana, os quais descrevem que a resposta ao

desafio com alérgenos foi incapaz de aumentar a produgdo de ceramidas.

Em humanos, a integridade da barreira cutanea pode ser avaliada por métodos ndo
invasivos como, por exemplo, a mensura¢ao da perda de dgua transepidérmica (PATE). Embora
limitagdes sejam relatadas, a mensuragdo da PATE tem sido apresentada como um método
adequado para avaliar indiretamente a fun¢do da barreira lipidica. Cornegliani et al. (2011)
conseguiram mostrar diferenca significativa da PATE entre caes saudéveis e caes com dermatite
atopica. Além disso, a PATE foi menor em caes com dermatite atopica cuja doenca estava em
remissao devido ao tratamento. Estes valores provavelmente estejam relacionados com as

anormalidades lipidicas encontradas na barreira epidérmica de caes com dermatite atopica. E
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postulado que a diminuicao de lipideos da epiderme pode levar a um aumento dos valores da

PATE (INMAN et al., 2001; CORK et al., 2006).

Uma das mais importantes proteinas que tem sido relatada atualmente ¢ a filagrina. Ela ¢
responsavel pela diferencia¢do final da epiderme, pela formagdo da barreira cutanea e,
juntamente com a queratina, forma uma matriz lipo-proteica, formando o envelope celular
corneo, responsavel por proteger o organismo de agressdes externas (PALMER et al., 2006;
JUNGERSTED et al., 2010). Além disso ¢ a partir da sua degradacdo que se forma o fator de
hidratagdo natural da epiderme (FHNE), que sdo polimeros de filagrina responsaveis pela
hidratacdo da mesma (McGRATH e UITTO, 2007). Estudos apontam que mutagdes genéticas
nessa proteina podem levar a uma diminui¢cdo da mesma, o que levaria a uma barreira de pele

prejudicada.

Epidemiologia da dermatite atopica

Supostamente a dermatite atopica acomete de 3 a 15% da populagdo canina. A
predilegdo racial ¢ bem relatada na literatura, porém as variagdes regionais existentes podem
mudar essa predile¢do ao longo do tempo. (JAEGER et al., 2010). Alguns autores relatam uma
maior incidéncia de dermatite atopica em fémeas, embora a predisposi¢ao sexual ndo tenha sido
comprovada (MILLER et al., 2013).

A idade de acometimento da dermatite atopica em caes varia de seis meses a sete anos,
com 70% dos caes apresentando os sinais clinicos entre 1 a 3 anos de idade. Ha relatos de
animais que desenvolvem a dermatite atopica antes de 1 ano de idade, isto pode refletir
parcialmente o ambiente onde os filhotes vivem, a carga alergénica do ambiente, ou quando

ambos os genitores sdo animais com dermatite atopica (MILLER et al., 2013).
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Caracteristicas Clinicas:

As manifestagdes clinicas da dermatite atopica foram inicialmente descritas a mais de
60 anos (DETHIOX, 2006). A lesao inicial ¢ o prurido em areas sem lesdo visivel ou com
maculas ligeiramente eritematosas. Este se inicia de forma moderada, porém com a cronicidade
da doenga tende a se intensificar, sendo responsiva a corticoterapia, pelo menos no inicio
(HILLIER, 2008). Na dermatite atopica nao ha uma lesdo dermatologica com prurido € sim um
prurido que antecede a lesdo. As lesdes primarias comumente vistas sao eritema, maculas,
manchas e pequenas papulas (FARIAS, 2007; OLIVRY et al., 2010).

A maioria dos pacientes apresentam lesdes secundarias que ocorrem devido ao auto
traumatismo: escoriagdes, alopecia auto induzida, liquenificagdo, hiperpigmentacao,
inflamac¢ao cronica e piodermite bacteriana secundaria estafilocdcica ou dermatite por
Malassezia podem resultar em alopecia parcial ou completa, pigmentagdo salivar, papulas,
pustulas e liquenificagdo (HILLIER, 2008; OLIVRY et al., 2010).

As infeccdes estafilocdcicas tendem a envolver a regido do tronco, ao passo que as
infec¢des causadas por Malassezia sdo constatadas com maior frequéncia na parte ventral do
pescogo, espacos interdigitais e dobras de unhas, podendo ambas se generalizar (HILLIER,
2008).

Nao ¢ incomum observar varios tipos de alergias e infec¢des em um animal atdpico, por
isso € importante reconhecer as caracteristicas clinicas da doenca e a conduta a ser tomada
diante disso (MILLER et al., 2013)

Dermatite ou foliculite piotraumatica, dermatite acral por lambedura, conjuntivites,
rinites, espirros € a hiperidrose podem também ser observados em caes com dermatite atopica.
Outras manifestagdes clinicas sdo asma, catarata, distirbios urinarios e gastrointestinais e

hipersensibilidade hormonal (HILLIER, 2002; MILLER et al., 2013).
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Na dermatite atopica cronica a pele € eritrodérmica e disqueratotica, sendo caracterizada
pela presenca de xerose, hiperqueratose, hiperpigmentagao e liquenificacdo tegumentar,
geralmente associada a seborréia seca laminar e furfuracea (HILLIER, 2002).

O prurido pode inicialmente ser sazonal ou ndo; a forma sazonal estd presente em
aproximadamente 32-75% dos cdes e ird depender do alérgeno envolvido, da integridade da
barreira epidérmica e das condigdes climaticas, este geralmente ¢ continuo e diurno, podendo
apresentar intensificagdes sazonais nas estacdes mais quentes (HILLIER, 2002; FAVROT et
al, 2009; MILLER et al., 2013). E possivel que os sinais clinicos, assim como a predisposi¢o
racial variem entre as diferentes areas geograficas (JEAGER et al.; 2010).

As areas do corpo apontadas como as mais acometidas em caes sdo a face, parte concava
da pina, regido ventral do pescogo, axilas, virilha, abddmen, perineo, parte ventral da cauda e
aspectos mediais das extremidades. A regido periocular e perinasal podem refletir a
coexisténcia do prurido atopico refletindo a conjuntivite e rinite, respectivamente. A otite
externa também ¢ um achado comumente visto, no inicio € notado apenas eritema na regido do
pavilhao auricular e com o progredir da doenga pode ocorrer hiperplasia do epitélio e exsudacao

ceruminolitica (Figura 2) (HILLIER, 2008; OLIVRY et al.; 2010).

Viséo Ventral Visdo Dorsal

Figura 2. Topografia lesional na dermatite atdpica canina
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Diagnostico

O diagnostico da dermatite atopica ¢ subsidiado pelo historico e pelo exame clinico do
animal, e s6 deve ser estabelecido apds a exclusao de outras dermatopatias pruriginosas
(FARIAS, 2007).

O diagnostico diferencial ¢ longo, considerando-se a ampla variagdo de sinais presentes
e as complicagdes secundarias que podem ocorrer. As consideracdes mais comuns como
diagnoéstico diferencial sdo dermatite alérgica a picada de ectoparasitas (DAPE),
hipersensibilidade alimentar, escabiose, hipersensibilidade a insetos, dermatite de contato,
hipersensibilidade a parasitas intestinais, foliculite bacteriana e dermatite por Malassezia. Cada
diagnoéstico diferencial deve ser excluido com procedimentos adequados, exames
complementares e/ou tratamentos (MILLER et al., 2013).

Para a maioria dos cdes com dermatite atopica, a hipersensibidade alimentar é um
diagnostico diferencial que deve ser considerado. A inica maneira confiavel de identificar esses
pacientes ¢ através da dieta de eliminagado, seguida de reexposi¢do alimentar. Da mesma forma,
a DAPE pode levar ao prurido na regido lombo-sacra e nas coxas, essas duas dermatoses devem
ser excluidas antes do diagnostico final da DA ser firmado (MUELLER, 2008).

Um dado importante e muitas vezes ignorado pelo clinico é que aproximadamente 75%
dos cdes com dermatite atopicas apresentam DAPE concomitante e podem apresentar
hipersensibilidade alimentar. OLIVRY et al. (2007) defende a ideia de que componentes
alimentares podem desencadear crises atopicas em animais predispostos a tais alérgenos. No
entanto, ¢ importante enfatizar, a dermatite atopica pode ser exacerbada por alérgenos
alimentares, mas nem todos os caes com dermatite atopica terdo a doenga exacerbada pela dieta.
Todo cao com diagndstico de dermatite atdpica ndo sazonal deve ser submetidos a uma ou mais

restri¢des, provocagdes e desafios alimentares, ou seja, dietas de eliminagdo, para em seguida
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determinar e eliminar qualquer alérgeno alimentar que possa causar crises atopicas (OLIVRY
et al, 2010).

Hé um consenso que o uso de testes intradérmicos ou sorologia especifica para alérgenos
IgE nao podem ser usados como diagnostico inicial na dermatite atopica em caes. Muitos caes
normais e caes com dermatite atOpica apresentam reagdes positivas para esses testes,
diminuindo assim a especificidade de ambos. Nenhum tipo de teste provou ser mais preciso do
que o outro, embora o teste intradérmico seja considerado como “padrdo-ouro” (HILLIER,
2008; OLIVRY et al, 2010).

O teste alérgico intradérmico detecta a presenca de IgE alérgeno especifico na superficie
de mastocitos da pele. Os acaros comumente relatados como importantes, € que devem estar
presentes, sao acaros de poeira doméstica, residuos humanos, penas, paina, bolores, sementes,
gramineas e arvores, e essa classificacdo tende a mudar conforme a regido geografica. Uma
reagdo positiva ao teste cutineo significa apenas que o animal possui anticorpos sensibilizados
na pele, mastocitos que degranulam a exposi¢do antigénica e tecido alvo que responde aos
mediadores liberados e ndo necessariamente alergia aos antigenos injetados. Portanto, se torna
essencial que reacdes positivas ao teste sejam interpretadas com vistas a historia do paciente. O
mesmo ¢ valido para reagdes negativas, pois de 10 a 30% dos cdes com dermatite atopica sdo
negativos ao teste (HILLIER, 2002; MILLER et al., 2013).

Os testes alérgicos soroldgicos mais utilizados sdo o radioalergossorvente (RAST),
ensaio imunoabsorvente ligado a enzima (ELISA) e o ensaio imunoenzimatico de fase liquida
(VARL). A presenga de anticorpos contra um alérgeno-especifico indica que o animal sofreu
exposicao anterior a determinado alérgeno, no entanto nao fornece provas de que a alergia
realmente exista. Isso s6 pode ser afirmado em conjunto com a histéria clinica cuidadosa do
paciente. Além disso, em alguns pacientes a dermatite atopica pode nao ser mediada por IgE

(AKDIS et al., 2006; TIZARD, 2008; DEBOER, 2010; MILLER et al., 2013).
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Deve ser enfatizado que os testes alérgicos nunca devem substituir a historia detalhada,
completo exame fisico e a cuidadosa eliminacdo de outros diagnésticos e problemas
concomitantes (MILLER et al., 2013).

Pode-se notar que os testes intradérmicos ou sorologicos nao sdo adequados para o
diagnostico da atopia, no entanto podem ser utilizados apos a doenga ser confirmada. Por
exemplo, para determinar os alérgenos envolvidos e formular um extrato de alérgenos para a
imunoterapia especifica, ou ainda documentar se a doenca estd associada com IgE alérgeno-
especifico (MARSELLA, 2006; MUELLER, 2008; OLIVRY et al, 2010).

Os critérios mais atuais para diagnostico de DA sdo os critérios de Favrot (2010), eles
foram desenvolvidos com o intuito de distinguir os sinais clinicos e caracteristicas da dermatite
atopica. No entanto esses critérios nao devem substituir um exame clinico adequado e deve ser
utilizado ap6s a exclusdo de ectoparasitas, doencas bacterianas e fungicas, além disso a dieta
de eliminag@o deve ser realizada para determinar se alérgenos alimentares desempenham um
papel importante ou ndo no desenvolvimento da DA (Quadro 1).

Quadro 1. Critérios de Favrot (2010).

Inicio dos sinais clinicos antes de trés anos de idade
Caes habitam normalmente ambientes internos
Prurido responsivo a corticosteroides

Prurido como sinal clinico inicial (prurido alesional)
Patas toracicas afetadas

Pavilhoes auriculares afetados

Margens de orelhas nao afetadas

Area lombosacra ndo afetada

Interpretacao:

- A presenca de cinco dos critérios acima determina sensibilidade de
85% e especificidade de 79% para se diferenciar dermatite atdpica
canina de cdes com prurido cronico recorrente sem dermatite atopica
canina.

- Caso seja determinado seis critérios a especificidade aumenta para
89%, mas com queda de sensibilidade para 58%

11
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Tratamentos

A dermatite atopica canina ¢ uma doenga que exige controle ao longo de toda vida, com
varias modalidades de tratamentos, projetado de acordo com cada caso (YASUKAWA et al.,
2009).

Devido a complexidade da cascata inflamatoéria que conduz a doenga, o sucesso €
controle terap€utico exigem a manutencdo da hidratagdo cutanea, o reconhecimento ¢ a
minimizagdo da exposi¢do e/ou eliminagdo dos fatores exacerbadores da inflamacdo e do
prurido atopico, tais como: agentes infecciosos, ectoparasitas, irritantes, alérgenos e fatores
emocionais, além da modulagdo da resposta imunologica (FARIAS, 2007).

De modo geral, acima de 90% dos cdes com dermatite atopica podem ser
satisfatoriamente controlados. O cliente deve estar consciente, entretanto, de que o tratamento
geral € necessario para toda a vida e que as modificacdes terapéuticas por toda a vida do cao
sdo esperadas (MILLER et al., 2013).

Medidas de controle e minimizac¢ao de fatores desencadeantes

Inimeras sdo as medidas que podem ser tomadas na tentativa de diminuir a quantidade
e a exposi¢do dos cdes aos alérgenos ambientais, cabe ao clinico orientar e ao proprietario
analisar a viabilidade para implementd-las. Atualmente os fatores desencadeantes das crises
incluem pulgas, alimentos e alérgenos ambientais como poeira, acaros, polen (HILLER, 2002;
OLIVRY, 2010). A diminuicao da carga de alérgenos ambientais € possivel com medidas de
higiene introduzidas no ambiente do animal: colchdo antipulgas, aspiradores com filtros e
acaricidas. Aparelhos de ar condicionado e os desumidificadores também sao utilizados para
diminuir a pressdo alergénica (DETHIOX, 2006).

Os alérgenos alimentares podem ser a causa em caes que apresentem dermatite atopica
com sinais clinicos perenes. Mesmo que a tentativa de controlar a dieta tenha sido feita no inicio

do tratamento, ela deve ser reconsiderada em casos de crise, principalmente quando a terapia
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com glicocorticoides ndo esteja sendo eficaz. E importante salientar que cdes com dermatite
atopica frequentemente adquirem novos hipersensibilizantes e desenvolvem novas alergias, por
esse motivo devem ser feitos um ou mais ensaios de restricdes-provocagdes alimentares nesses
caes (OLIVRY, 2007).

A implantacao de um regime eficaz no controle de pulga também se faz necessario. Ha
evidéncias de que o estado atopico predispde os caes a desenvolverem hipersensibilidade a
antigenos salivares da pulga se expostos repetidamente a estes. O controle deve ser feito através
de adulticidas durante todo o ano, combinado com manejo ambiental correto (SOUSA, 2001;
OLIVRY, 2010).

Cuidados de higiene e melhoria da pele e pelagem

A perda de agua transepidérmica na dermatite atOpica estd associada a xerose, a
inflamacao, ao prurido e a perda da fun¢do da barreira, o que favorece a penetragdo epicutinea
de aeroalérgenos. Dessa forma, a hidrata¢do da pele representa a pega fundamental no controle
da doenga. Para que essa hidratagdo seja feita frequentemente ¢ usada uma combinagdo de
hidratantes, emolientes e umectantes (FARIAS, 2007).

Os banhos semanais provavelmente sdo benéficos, pois causam um efeito calmante
direto na pele, eliminagdo fisica dos alérgenos superficiais € microrganismos, € aumentam a
hidratacdo da pele. At¢é o momento ndo héd evidéncias de qualquer produto e protocolo em
especial que atinja os objetivos referidos (OLIVRY, 2010).

Muitas vezes somente principios hidratantes ndo sdo suficientes, pois ha contaminacao
na pele do animal, por isso a associagdo com um antisséptico se faz necessario. Nestes casos
xampus ou solugdes contendo antibacterianos como clorexidine, lactato de etila, triclosan e/ou
medicamentos antifingicos como miconazol, ou cetoconazol, sdo benéficos. Esses produtos

devem ser adicionados a substancias emolientes ¢ hidratantes, com o intuito de recompor a
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barreira. Em alguns casos, os hidratantes podem aliviar a xerose que ocorre apos os banhos
(AKDIS et al., 2006; OLIVRY, 2010).

A agua utilizada nos banhos nao deve ser quente, a pele ndo deve ser intensamente
friccionada e o tempo do banho deve ser curto. Deve-se evitar o uso de secadores quentes apds
os banhos e a secagem do animal deve ser feita preferencialmente, em temperatura ambiente
ou com o uso de sopradores. O uso de substancias irritantes nao especificas, como saboes,
perfumes, tintas e talcos devem ser evitados (FARIAS, 2007).

Formulagoes topicas repositoras de lipideos

As formulagdes topicas de lipideos sdo bastante eficientes no tratamento de dermatite
atopica em humanos. Nos caes foi demonstrado que suas propriedades sdo capazes de restaurar
anomalias lipidicas ultra estruturais pré-existentes na dermatite atopica (OLIVRY, et al., 2010).

Com a finalidade de avaliar quantitativamente, por meio da microscopia eletronica, a
expressdo de lipideos na epiderme de cdes e o efeito de um novo complexo lipidico tdpico
contendo ceramidas, 4cidos graxos e colesterol na pele atopica, Piekutowska et al. (2008),
realizaram um estudo com 5 cdes com dermatite atopica, comparando a pele ndo lesionada
(antes e apos o tratamento) com a pele de cdes saudaveis (controle). Neste estudo, as LLs
ocupavam 89,5% do espago intercelular total da pele de caes saudaveis e nos cdes com dermatite
atopica ndo tratados ocupavam 31,8%. Quando os cdes com dermatite atopica eram tratados
com esse complexo lipidico, as LLs ocuparam 74%. Estes resultados sugerem que o tratamento

com o complexo lipidico topico estimula a produgdo e secrecao de lipideos endogenos.

Em humanos o uso de emolientes com ceramidas, uma das mais importantes classes de
lipideos que compdem a barreira epidérmica, ¢ indicado para recuperar sua fungao e diminuir
a PATE. Esse emoliente reduz significativamente os sinais clinicos da DA humana e restaura a

barreira epidérmica, como foi visualizado com o uso de microscopia eletronica (REITER et al.,
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2009). Esse estudo em humanos reforca as conclusdes acima, nas quais uma solugao lipidica

topica seria capaz de restaurar uma barreira cutanea prejudicada.

Esses resultados sdo animadores, porém assim como em humanos, nos cdes essas
pesquisas sdo escassas € requerem mais estudos.
Suplementacio com acidos graxos essenciais

Em caes normais, a suplementagdo dietética ou a alimentagdo com dietas ricas em acidos
graxos essenciais, geralmente resultam em melhoria na qualidade do revestimento e brilho da
pele e associada redugdo da perda de dgua transepidérmica. Os acido graxos mais utilizados sdo
omega 3, que incluem o a-acido linolénico, &cido eicosapentaendico e dcido docosahexaendico
e dmega 6 que incluem o y-acido linoléico e o acido linoléico (DETHIOX, 2006; STEHLE et
al., 2009).

Essas suplementagdes tém como objetivo proporcionar 0s recursos necessarios a pele
para permitir que a fungdo da barreira afetada pela dermatite atopica seja reestabelecida e
combater a inflamagdo através da passagem da produgdo de mediadores pro-inflamatorios
(Prostaglandinas E2 e leucotrienos B4) para a producao de prostaglandinas e leucotrienos nao
inflamatoérios. Os &cidos graxos essenciais competem com o acido araquidonico que serve como
substrato para a lipoxigenase e cicloxigenase, dessa forma converte esses acidos em
prostaglandinas e os leucotrienos nao inflamatérios (DETHIOX, 2006; STEHLE et al., 2009).

Os efeitos positivos sO serdo visiveis apos 3 a 6 meses de suplementagdo, pois se faz
necessario sua incorporacdo a membrana celular. Esse periodo justifica-se quando
consideramos a fisiologia cutanea e o tempo necessario para renovacao celular (OLIVRY et al.,
2010).

No presente momento, ndo hd nenhuma evidéncia de superioridade de determinada
combinagdo de acidos graxos essenciais, a dose, a razao ou formulacdo (incluindo dietas

enriquecidas) que melhoraram a qualidade da pelagem e da pele de caes com dermatite atdpica.
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Em geral, as dietas enriquecidas com acidos graxos essenciais fornecer maiores quantidades
destes do que sua administragao como suplementos orais (OLIVRY et al., 2010).
Terapia anti-infecciosa topica e sistémica: antibioticos e antifungicos

A colonizagdo estafilocdcica tegumentar esta geralmente associada a secregdao de
toxinas capazes de funcionar como superantigenos e exacerbar a inflamag¢do e o prurido, por
1SS0 0 tratamento antimicrobiano ¢ fundamental para o controle da dermatite atopica (FARIAS,
2007).

As infec¢des secundarias sao frequentes e podem causar surtos de piodermite superficial
ou profunda. A piodermite, dermatite piotraumatica ou dermatite acral por lambedura pode ser
encontrada em até 68% dos cdes com dermatite atopica (SIMOU et al., 2005; DETHIOX, 2006).

Infecgdes causadas por leveduras do género Malassezia sp. sdo frequentemente
implicadas na piora do prurido atdpico, principalmente em regides intertriginosas (axila, virilha
e interdigital), perilabiais, perianais e nos condutos auditivos (HILLIER, 2002).

Na presenca de lesdes de pele causadas por infecgdes bacterianas ou flngicas
localizadas as pomadas, cremes, géis com antissépticos (clorexidina), antibidticos (mupirocina,
acido fusidico, clindamicina) ou medicamentos antifingicos (miconazol, clotrimazol,
cetoconazol, terbinafina) sao indicados (OLIVRY et al., 2010).

Apesar da epiderme ser relativamente avascular, estudos sobre infecgdes cutaneas
demonstraram que a via sistémica de tratamento ¢ melhor que a topica para todas, menos para
as infec¢des mais superficiais (MILLER et al., 2013).

As combinagdes entre os antibioticos geralmente sao desnecessarias. Os antibidticos
devem ser administrados pelo menos por 14 a 21 dias para infec¢des superficiais e por 30 a 60
dias em infec¢des mais complexas. Quando se fala em tratamento de infecgdes cutaneas por via

oral, ¢ sempre melhor administrar uma superdosagem do que subdosagem. Os antibioticos mais
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utilizados sao cefalexina (30mg/kg, a cada 12 horas), enrofloxacina (10mg/kg, a cada 24 horas)
e amoxicilina com clavulonato de potassio (22mg/kg a cada 12 horas) (MILLER et al., 2013).

Em casos de infec¢des fungicas recomenta-se o uso do itraconazol na dosagem de 5-
10mg/kg/ a cada 24hs (DETHIOX, 2006).

Terapia topica e sistémica com glicocorticoides

Por se tratarem de moléculas lipossoluveis, os corticoides estdo distribuidos por todo
organismo. Administrados por via oral ou através de aplicagdo local sdo rapidamente
absorvidos pelo organismo e dispersam-se pela totalidade dos tecidos (DETHIOX, 2006). Quer
sob a forma oral ou topica (dermocorticoides), sdo sempre parte integrante do tratamento da
dermatite atopica (OLIVRY, SOUSA, 2001).

Os glicocorticoides bloqueiam a liberacdo do acido araquiddnico e a formacdo dos
eicosanoides (prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos e prostaciclinas), inibem a
transcripg¢do de citocinas, quimiocinas, fator de proliferacao vascular, moléculas de adesdo e de
fatores de crescimento; diminuem a ativagdo das células de Langerhans, linfécitos T e
estabilizam as membranas dos mastédcitos (RHEN e CIDLOWSKI, 2005).

Glicocorticoides topicos sdo indicados para lesdes de pele localizada e de curta duracao.
Os clinicos devem adequar a frequéncia e a duragdo das aplicagdes de acordo com a gravidade
dos sinais clinicos (OLIVRY et al., 2010).

Hé fortes evidéncias da alta eficacia dos sprays de triancinolona a 0,015% e do
aceponato de hidrocortisona a 0,0584% utilizados, respectivamente, duas vezes ao dia e uma
vez ao dia no local das lesdes (OLIVRY et al., 2010). O spray de aceponato de hidrocortisona
a 0, 0584% ¢ conhecido por sua alta poténcia, boa penetracdo, rapida inativacdo na derme e

pouca acao sistémica (BIZIKOVA et al.,2010).
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Estes tratamentos sao destinados apenas durante um periodo limitado, recomenda-se
cautela com uso a longo prazo, devido aos efeitos adversos possiveis de ocorrer (DETHIOX,
2006; OLIVRY etal., 2010).

No caso de sinais muito graves ou extensos para ser controlados com formulacdes
topicas, os glicocorticoides orais podem ser necessarios. Os efeitos satisfatorios no controle do
prurido e dos sinais clinicos tém sido observados em 57 a 100% dos caes com dermatite atopica,
sendo sua eficacia clinica estimada entre 58 ¢ 86% (OLIVRY, 2003; OLIVRY, 2010).

Os glicocorticoides como a prednisona ou prednisolona na dose de 0,5mg/kg a Img/kg
a cada 24 horas podem ser indicados no controle da exacerbagdo aguda da inflamagdo e do
prurido relacionados a dermatite atopica, até a minimizacdo dos sinais clinicos. Seu uso
prolongado deve ser restritos aos casos de dermatite atdpica cronica, apos a instituicdo da dose
0,5mg/kg/24h, deve ser espacado a cada 48 horas e, em seguida, para cada 72 horas. Sua dose
entdo deve ser reduzida e espacada, até se encontrar um equilibrio entre auséncia de sinais
clinicos e de efeitos colaterais da corticoideterapia (FARIAS, 2007).

Terapia tépica e sisttmica com inibidores da calcineurina (macrolideos
imunossupressores)

Os inibidores da calcineurina tém a capacidade de bloquear a maioria das reagdes
alérgicas pela inibicdo da produgdo de citocinas, modula¢do da proliferacdo de células T e
ativagdo e apresentacao de antigenos. A ciclosporina também inibe a funcao e sobrevida dos
eosinofilos, diminui o nimero de células de Langerhans na epiderme, e inibe as funcdes de
ativagao de linfocitos pelas células apresentadoras de antigenos (MARSELLA, 2006).

A pomada tacrolimus 0,1% tem-se mostrado eficaz, especialmente em caes com
dermatite atopica localizada. A eficacia da pomada parece maior quando utilizado duas vezes
por dia por uma semana, com consequente redugdo da aplicacdo, para o controle dos sinais

(OLIVRY et al., 2010). Nesta concentracao diminuiu o escore das lesdes clinicas, apds 4-6
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semanas, em 60 a 63% e o prurido avaliado pelos proprietarios em 58%, quando aplicados de
uma a duas vezes por dia (MUELLER, 2008).

A ciclosporina em caes ¢ utilizada na dose de Smg/kg a cada 24 horas, por via oral. Essa
dose tem sido associada a diminuicao significativa do prurido e da inflamagdo relacionados a
dermatite atopica em 40 a 86% dos casos, logo que o animal evidencie melhora, pode passar
para uma dosagem de manutencao, quer pela reducdo da dose didria quer pelo aumento do
intervalo de administracio (DETHIOX, 2006). Os efeitos satisfatorios do tratamento com
ciclosporina s6 sdao observados apos 30 dias de uso continuo, devendo ser inicialmente
associadas a anti-histaminicos e glicocorticoides orais (GUAGUERE et al. 2004).

Maleato de Oclacitinib (Apoquel®)

O Maleato de Oclacitinib ¢ um inibidor da janus quinase. A janus quinase desempenha
um importante papel na sinalizagdo de citocinas que estdo envolvidas em fungdes pro-
inflamatorias, pro-alérgicas e pruridogénicas (COSGROVE et al. 2013).

A IL-31 ¢é um citocina recentemente identificada por induzir o prurido em caes, e a janus
quinase tem a capacidade de inibir a funcdo dessa citocina e consequentemente reduzir
significativamente o prurido (COSGROVE et al, 2013).

Oclacitinib foi recentemente aprovado nos EUA e EU para controle e tratamento do
prurido de caes com DA. Sua ac¢do ndo se restringe somente aos efeitos antipruriginosos, além
disso possui importantes propriedades anti-inflamatorias, como determinado pela sua
capacidade em inibir a func¢ao pré-inflamatoéria e pro-alérgica das citocinas, tais como IL-2, IL-
4,1L-6 e IL-13 (GONZALES et al, 2014).

Um estudo duplo cego, randomizado e controlado com placebo foi realizado a campo
com o objetivo de avaliar a eficdcia e seguranga do Oclacitinib para controle da DA. Nesse
estudo ficou comprovado que a dose de 0,4-0,6mg/kg utilizado a cada 12 horas por um periodo

inicial de 14 dias e apos essa mesma dose utilizada a cada 24 horas para manutencdo do
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tratamento apresentou controle rapido, eficaz e seguro do prurido, inclusive na dose de
manutengdo, proporcionando uma margem soélida de seguranca e eficacia para sua utilizagao
em casos cronicos (COSCROVE et al., 2013).

A eficacia e seguranca do Oclacitinib foi comparada com a ciclosporina para tratamento
e controle da DA, nesse estudo ficou comprovado que o oclacitinib apresentou um efeito de
acdo mais rapido e menor frequéncia de efeitos colaterais, como por exemplo o0s
gastrointestinais, em compara¢do com a ciclosporina (LITTLE et al., 2015).

Diante de todos esses estudos vemos um novo aliado para controle da dermatite atopica,
porém ainda nao disponivel no Brasil.

Imunoterapia alérgeno-especifica (Dessensibilizacio)

A imunoterapia alérgeno especifica (IAE) ¢ um tratamento bioldgico tipicamente usado
para pacientes com dermatite atopica, o qual envolve a administragdo por via parenteral de
crescentes doses multiplas de antigenos (alérgenos) aos quais o animal ¢ sensivel. A
dessensibilizac¢do ¢ indicada em animais que apresentam prurido de moderado a intenso e nao
sazonal, que ndo respondem adequadamente a terapia sintomadtica e a exclusdo ambiental, ou
que manifestam efeitos colaterais inaceitaveis (HILLIER, 2002; MILLER et al., 2013).

O mecanismo exato ¢ desconhecido, uma avaliagdo comparativa publicada
recentemente apresentou as hipoteses mais atuais. Muitos aspectos da resposta imune, incluindo
producao de anticorpos, secre¢do de citocinas, degranulagao de mastdcitos e ativagao de células
T sdo significativamente alterados na IAE (MILLER et al., 2013).

Em caes a verdadeira eficacia da imunoterapia alérgeno-especifica ¢ desconhecida.
Como se trata de terapia a longo prazo muitos pacientes necessitam de medicagdo adicional, e
como cada paciente tem seu conjunto Unico de alérgenos, bem como eventualmente um
protocolo tnico de administragdo, maximizar a taxa de sucesso, em uma avaliagdo cientifica ¢

dificil. Estima-se que cerca de 50% a 80% dos animais com duracdo do tratamento de 6 a 12
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meses apresentem uma melhora nos sinais e/ou diminuigdo no uso da medicagdo
antinflamatdrias ou antipruriginosas (FARIAS, 2007, MUELLER, 2008; OLIVRY, et al.,
2010).

As vacinas manipuladas devem conter o minimo de alérgenos possivel, pois se trata de
terapia alérgeno-especifica. Na fase inicial a concentragdo de alérgeno ¢ de 200 a 2.000
PNU/ml, devendo ser aplicada em regime de doses ascendentes. Geralmente apos a fase inicial
estabelece-se uma concentracdo de manutengdo de 10.000 a 20.000 PNU/ml, a qual ¢ a
administrada a cada uma ou duas semanas. A dura¢ao minima do tratamento ¢ de um ano,
podendo no caso de eficacia se estender pelo resto da vida do animal (HILLIER, 2002;
GRIFFIN, 2006).

Normalmente a via escolhida para aplicagdo ¢ subcutanea e existem trés formas da
preparagdo dos alérgenos. Os alérgenos aquosos, os precipitados em alumem e os em emulsao
(MILLER et al., 2013).

A frequéncia da aplicagdo e a quantidade devem ser adaptadas a cada paciente,
dependendo da clinica, melhoria observada e a presenca de efeitos adversos como, por exemplo,
aumento de prurido apos cada injecao (OLIVRY et al., 2010).

Outras terapias

O interferon y mostrou-se bastante eficaz no controle da dermatite atopica. Ele reduz a
relagdo IL-4/IFN-y mRNA em células mononucleares do sangue periférico, reduz a espessura
epidérmica e o nimero de mastocitos em amostras de bidpsia, e reduz significativamente a
quantidade de IgE no soro total. A dose utilizada ¢ de 10.000 unidades/kg administrada por via
subcutanea trés vezes por semana durante 4 semanas, € apoés uma vez por semana. Porém, um
estudo recente realizado no Japao mostrou que doses de 5.000 unidades/kg com 8 semanas de
tratamento ¢ tdo eficaz quanto 10.000 unidades’kg (YASUKAWA, 2009; OLIVRY et al.,

2010).
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As medicagdes antidepressivas ou ansioliticas t€ém sido indicadas como coadjuvante no
controle da dermatite atopica, em pacientes cuja doenga ¢ agravada por fatores psicossomaticos
e doencas psicogénica. As drogas que sao mais usadas sdo hidroclorado de doxepina (0,5 a
2mg/kg/VO/a cada 12hs), amitriptilina (2mg/kg/VO/ a cada 12hs) e a fluoxetina (1mg/kg/VO/a
cada 24hs) (FARIAS, 2007).

O misoprostol ¢ um analogo da PGE1 ¢ utilizado na dose de 5 pg/kg, a cada 8 horas,
possui eficdcia moderada e custo relativamente alto (DETHIOX, 2006).

A pentoxifilina pertence a classe dos inibidores da fosfodiesterase possui eficacia
moderada e custo relativamente alto. Por possuir meia vida plasmatica curta, talvez seu uso a
cada 8 horas possa ser mais eficaz. Este firmaco age em sinergismo com os glicocorticoides na
inibi¢do da produg¢do de citocinas, podendo ser utilizada para reduzir a dose dos glicocorticoides
(FARIAS, 2007; OLIVRY et al., 2010).

CONCLUSAO

Por se tratar de doenga multifatorial, a combinacdo de varios protocolos terapéuticos se

faz necessario. A andlise individualizada da historia clinica e os fatores desencadeantes para

crise em cada paciente ¢ muito importante para que se possa estabelecer uma terapia adequada.

O tratamento precisa ter o intuito de minimizar a exposicdo a alérgenos ambientais
(polen, acaros de poeira domésticas) e fatores que podem desencadear a crise (pulgas, alérgenos
alimentares), restaurar a barreira cutdnea, diminuir o risco de infecgdes secundarias, minimizar

as lesdes e o prurido e prevenir a recorréncia dos sinais apds sua remissao.

A conscientizagdo do proprietario quanto a etiologia da doenga ¢ muito importante. A
sua preferéncia deve ser levada em conta quando se pensa em um tratamento e principalmente
quando se fala em disponibilidade e custos, pois muitas vezes ¢ necessario mudar a terapia

estipulada a fim de melhorar a qualidade de vida do paciente
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RESUMO

A dermatite atdpica (DA) também conhecida como atopia, doenga atdpica ou dermatite
inalante alérgica, ¢ uma doenga genética em que o paciente se torna sensivel a antigenos
ambientais. E classificada como uma reagdo de hipersensibilidade do tipo 1. Essas reagdes
inflamatoérias agudas sdo mediadas pela imunoglobulina E (IgE) conjugada com mastdcitos e
basofilos e ¢ assim conhecida por desenvolver-se muito rapidamente ap6s a exposi¢do ao
antigeno, apesar de ser assim classificada, sabe-se que a dermatite atopica nem sempre €
mediada por IgE, e em alguns pacientes ndo € possivel comprovar o seu envolvimento. Outros
mecanismos envolvidos na sua patogenia sdo a diminui¢do da fung@o na barreira epidérmica,
reducdo da producdo de peptideos antimicrobianos por células epidérmicas, fungdo das toxinas
secretadas por microrganismos, identificacdo de polimorfismos genéticos e a influéncia das
condi¢gdes ambientais no desenvolvimento da alergia em individuo geneticamente predispostos.
O objetivo dessa revisdao ¢ demonstrar ao clinico a importancia da barreira cutanea na fisiologia

da dermatite atdpica.
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Barreira Epidérmica

A pele ¢ o maior 6rgao do corpo e constitui uma barreira anatomofisiologica entre o
organismo ¢ o meio ambiente. E responsavel por fornecer protegdo contra lesdes fisicas,
quimicas e microbiologicas, além disso, seus componentes sensoriais sao responsaveis pela
percepeao do calor, frio, dor, prurido, toque e pressao (MILLER et al., 2013; AKIHARU et al.,
2015).

O estrato corneo ¢ a camada mais externa do tecido, ¢ completamente queratinizado e
esta em constante renovagdo. Esta camada ¢ formada por cornedcitos, os quais sdo células
achatadas, anucleadas e eosinofilicas sendo mais espessas na pele com pouco pelo ou glabra
(MILLER et al., 2013).

As células do estrato corneo sofrem queratinizagdo, tornam-se células achatadas e
anucleadas que sdo preenchidas por queratina. A autofagocitose aumenta com o acumulo de
queratina, resultando na decomposi¢do de todas as organelas celulares. Apesar de todas as
alteracdes intracelulares, as membranas celulares continuam unidas pelos desmossomos
(BANKS, 1992).

A queratina ¢ uma mistura de proteina de baixo teor de enxofre imersa em uma matriz
amorfa rica em proteinas de alto teor de enxofre. E a proteina mais abundante do estrato cérneo
e seus filamentos sdo unidos por ligacdes cruzadas de filagrina por meio de um processo
catalisado por transglutaminases. A filagrina se agrega aos filamentos de queratina em feixes
compactados, o que leva ao achatamento celular, uma caracteristica marcante do estrato corneo

(KIERSZENBAUM, 2006).

O complexo queratina-filagrina se deposita na face interna da membrana plasmatica dos
queratinocitos, formando o envoltorio celular cornificado. Proteinas adicionais como a

involucrina, proteinas ricas em prolina (PRP) e loricrina, se localizam logo abaixo da membrana
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plasmatica e refor¢gam o envoltério celular cornificado. Do lado externo da célula, os lipideos
liberados pelos granulos lamelares se unem ao envoltério celular por ligagdes cruzadas e

formam o envoltorio celular cornificado composto (Figura 1 e 2) (KIERSZENBAUM, 2006).

Envoltorio Celular
Cornificado

Complexo
Queratina-Filagrina

| Estrato Cérneo

Estrato
! Granuloso

Figura 1. Representacdo esquematica do complexo queratina-filagrina (Adaptado de

KIERSZENBAUM, 2006).

Camada multilamelar de lipidios

Involucrina

Pequenas proteinas ricas em prolina

Loricrina

Envoltdrio Celular Cornificado

o3sodwo) opesyiuio) Jejn|3) olI03|oAuT

Figura 2. Representacdo do envoltoério celular cornificado (Adaptado de KIERSZENBAUM,

2006).

De uma forma simplificada podemos dizer que os queratindcitos apresentam uma matriz

de queratina-filagrina envolvida pelo complexo involucrina-PRP-loricrina que fornece
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elasticidade e resisténcia mecanica, ja os lipideos insoluveis extracelulares se unem a membrana
plasmatica formando uma barreira de permeabilidade (KIERSZENBAUM, 2006).

A integridade estrutural do estrato coérneo ¢ mantida pelos desmossomos os quais se
ligam aos corneocitos para formar os corneodesmossomos (Figura 3). Como os cornedcitos
estdo em constante renovacao, os corneodesmossomos sao gradualmente degradados por
proteases especificas da pele, o que possibilita a descamagao dos corneocitos (CORK et al;

2006)

Figura 3: Integridade estrutural da camada cérnea mantida pelos desmossomos modificados
denominados corneodesmossomos (Adaptado de CORK et al, 2006).

A funcdo da barreira cutanea depende também de uma mistura de lipideos no espaco
intercelular do estrato corneo. As células epidérmicas se movem a partir da membrana basal
através da epiderme e sofrem diferenciagdo na sua superficie, na qual o principal aspecto é o
acimulo de lipideos. A maior parte dos lipideos que sdo sintetizados a partir de corneodcitos
maduros sdo embalados em uma organela chamada de corpo lamelar (CL). Proximo ao fim do
programa de diferenciagdo dos queratindcitos, os CLs descarregam o seu contetido para o
espaco intercelular.

No momento da exocitose essa mistura de lipideos consiste de fosfolipideos, glicolipideos
e colesterol e transformagdes enzimadticas na interface do estrato granuloso resultam na

4
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producao principalmente de ceramidas, colesterol e acidos graxos, o que forma a matriz lipidica
lamelar. Essa matriz envolve os cornedcitos como cimento e ajudam a prevenir a perda de agua
transepidérmica, evitam a penetragao de materiais soliveis em agua, além de dar flexibilidade
a barreira epidérmica (WERTZ, 2000; CORK et al, 2006).

Os CLs possuem outras fungdes além da formagao da matriz lipidica lamelar, entre elas:
proporcionar enzimas que geram ceramidas e dcidos graxos que sao incorporados as membranas
lipidicas; proporcionar proteases e antiproteases que regulam a digestdo de
cordeodesmossomos, a descamacdo celular e secretar peptideos antimicrobianos, como as
defensinas, no compartimento intercelular do estrato corneo (HARGIS e GINN, 2013).

O componente lipidico do estrato corneo envolve o componente proteico, com o qual se
encontra ligado covalentemente, proporciona adesdo das células cornificadas aos lipideos
intercelulares, formando o mosaico de cornedcitos e lipideos (Figura 4) (WERTZ, 2000;

CORCK et al. 2006; HARGIS e GINN, 2013).

L !HI L-w-w—l iy j-"!-'-—!

FOES BB E SR - ! -~

Figura 4: Representagdo do mosaico tijolos (queratindcitos) e cimento (lipideos), em um
individuo normal (Adaptado de CORK et al, 2006).

Além de desempenhar um papel significativo na formagao dos queratinocitos, a filagrina
¢ digerida por enzimas proteoliticas para produzir componentes de aminoacidos que formarao

o fator de hidratagdo natural da epiderme (FHNE) do estrato corneo (polimeros de filagrina),
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que mantem a hidratagdo, a flexibilidade e descamacao adequada da pele (HARGIS e GINN,
2013).

A Proteina Filagrina

A filagrina tem como fungdes agregar, empacotar ¢ alinhar os filamentos de queratina,
produzir a matriz entre os filamentos de queratina nos cornedcitos, além de ser fonte de
aminoacidos livres, importantes na hidratagdo normal do estrato corneo (BANKS, 1992;
MILLER et al., 2013). Ela é encontrada juntamente com a queratina no estrato granuloso, e
contribuem para 80-90% da massa epidérmica (McGRATH E UITTO, 2007).

A filagrina ¢ uma das mais importantes proteinas para a queratinizagdo adequada da pele,
sendo responsavel por facilitar a diferenciacdo terminal da epiderme e pela formagdo da
barreira. E um polipeptideo que, agregado ao sistema de citoesqueleto de queratina, forma o
envelope celular corneo, uma densa matriz lipo-proteica que evita a perda de d4gua da epiderme
e também impede a entrada de alérgenos, substancias quimicas tdxicas € organismos

infecciosos (PALMER et al., 2006; JUNGERSTED et al., 2010).

No estrato corneo a FLG € progressivamente degradada por enzimas em associacdo com
um conjunto de aminoacidos hidrofilicos. Esses aminoacidos, seus metabdlitos e varios ions
compdem o FHNE. Esse fator ¢ altamente higroscopico e desempenha um papel critico na
hidratacdo e manuten¢do do pH da pele, regulando eventos bioquimicos chaves, que incluem
atividade de proteases, permeabilidade da barreira e defesa microbiana, fung¢des estas que estdo
fundamentalmente ligadas e co-reguladas.

A expressao da FLG e sua hidrélise sdo determinadas pelo microambiente da pele que
inclui o pH, a umidade externa e a perda de dgua transepidérmica (McGRATH e UITTO, 2007;
O’REGAN et al., 2009).

Estudos em humanos relatam diminuicdo na expressao da filagrina em pacientes com

dermatite atopica, tanto na pele lesionada quanto na pele ndo afetada clinicamente (IRVINE e
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McLEAN, 2006; PROKSCH et al., 2009; DONALD e YASSKY, 2014). Estas mutagdes levam
a defeitos na barreira epidérmica e xerose, que sao caracteristicas marcantes nesta morbidade.
As mutagdes genicas na proteina FLG auxiliam na compreensdo da hipdtese de que
mecanismos na patogenese da DA podem sintetizar um defeito primario da barreira epitelial,
resultando diminui¢do de mecanismos epidermais, aumento da penetragao de alérgenos através
da pele, seguidos pela resposta Th2 de linfocitos e inflamagao cronica (O'REGAN et al., 2009;

LEUNG, 2009; ; DONALD e YASSKY, 2014).

A perda da funcdo devido a mutacgdo nas por¢des do gene FLG ¢ um dos fatores de risco
confirmados para o desenvolvimento da AD em pacientes humanos (KAWASAKI et al., 2011).
Essas mutagdes estdo associadas com dermatite atdpica grave e precoce, além de piorar de
forma significativa a barreira da pele e aumentar o risco de sensibilizacdo alergénica
(NEMOTO-HASEBE et al., 2009; VAN DEN OORD et al.,, 2009; FLOHR et al., 2010;

KAWASAKI et al., 2011).

Estudos apontam que essas mutagdes ndo sdo so reguladas pela genética, mas também
pelainflamacgdo da pele. As citocinas Th2, que estdo presentes nas lesdes agudas da DA regulam
negativamente a expressao da filagrina, com impacto na func¢do da barreira da pele (HOWELL

et al., 2007; MARSELLA et al., 2011).

A relagdo entre a inflamacdo e a barreira cutanea ¢ complexa (VESTERGAARD et al.,
2012) porém, embora seja evidente que algumas citocinas possam suprimir a expressao da
filagrina nos queratindcitos normais, até 0 momento ¢ desconhecido se seja possivel aumentar
a sua sintese em humanos com dermatite atopica, além disso nao esta claro se isso teria um
efeito clinico benéfico, pois a questdo envolvida pode nao estar somente ligada a quantidade da
proteina filagrina, mas também estar relacionada com a qualidade dessa proteina (MARSELLA

et al., 2013). Um estudo utilizando uréia topica em voluntarios humanos normais mostrou
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aumento da expressao de mRNA da filagrina, mas nenhuma mensuracdo da proteina foi

realizada (GRETHER-BECK et al., 2012).

Marsella et al. (2013) realizaram um estudo onde foi possivel constatar que caes Beagle
com dermatite atopica apresentavam a colora¢do imunohistoquimica da filagrina diminuida
significativamente em comparagdo com os caes saudaveis. Se a coloragdo da filagrina estava
diminuida isso ¢ resultado de uma barreira de pele defeituosa, porém nao € possivel afirmar que
se trate de algo primario ou secundario a inflamagdo, ou até mesmo que esteja diretamente
ligada a genética da raga. Esses dados sdo compativeis com um estudo utilizando pacientes

humanos com dermatite atopica realizados por Palmer et al. (2006).

O Prurido e a Interleucina-31

As citocinas representam uma classe de proteinas responsaveis pela sinalizacdo
segregada e funcionam como mensageiros quimicos que ajudam na comunicagdo entre as
células. Elas podem afetar varios comportamentos celulares tais como o crescimento, o
desenvolvimento, diferenciagdo, ativacao e uma variedade de células do sistema imunolégico,
bem como tipos de células ndo imunes. Devido ao seu papel importante na regulagdo de varias
funcdes celulares, a sua desregulacdo pode orquestrar uma variedade de alteracdes a nivel
celular e molecular que se traduzem em sinais clinicos indesejaveis e doencas cronicas como a

DA (GONZALES et al., 2014).

Caes com DA apresentam sinais clinicos tipicos como o prurido, tendo um efeito negativo
na qualidade de vida tanto do animal quanto do proprietario. No entanto, os mecanismos que
levam o desenvolvimento de prurido ainda nao estdo claros, o que torna dificil o

desenvolvimento de terapias especificas para este sinal clinico (GONZALES et al., 2014).

A hipétese atual da patogénese da DA canina propde que o envolvimento de citocinas

pro-inflamatorias, estimulos neuronais e comportamentos pruriginosos estabelecam um ciclo
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vicioso o qual perpetua o prurido, exacerbando as lesdes ¢ o defeito da barreira cutanea

(COSGROVE et al., 2013).

A interleucina-31 € uma citocina envolvida em estados pruriginosos, como o evidenciado
na dermatite atopica e, em humanos, seus niveis séricos se correlacionam com a gravidade da
doenca. Ela ¢ produzida pelos linfocitos T auxiliares tipo 2 e por linfocitos cutaneos antigeno
positivo, os quais sdo células T da epiderme (GONZALES et al., 2013).

No tecido cutaneo, a IL-31 se liga a um receptor heterodimérico constituido por um
receptor a de interleucina-31 (IL-31Ra) e um receptor B de oncostatina M (OSMR). Esses
receptores podem ser encontrados em queratindcitos, macroéfagos e eosindfilos, além de
participarem da regulacdo da resposta imune nessas células (MARSELLA et al., 2012). Apds a
ligagdo da IL-31 com esses receptores ocorre ativacao da enzima Janus Quinase (JAK), a qual
permite que proteinas extracelulares tais como citocinas transmitam sinais para o nucleo das
células alvo para que se inicie uma resposta bioldgica dentro da célula, nesse caso o estimulo

pruriginoso (GONZALES et al., 2014).

A expressdo da IL-31 ¢ considerada maior em lesdes pruriginosas quando comparadas
com lesdes ndo pruriginosas, além disso, sua expressao também aumenta quando comparamos
lesdes nao pruriginosas com pele integra de pacientes saudaveis (SONKOLY et al., 2006).
Dillon et al. (2004) e Takaoka et al. (2005) injetaram a IL-31 por via subcutanea em ratos e
notaram superexpressao da mesma, o que levou ao desenvolvimento de varios sinais
caracteristicos como aumento de infiltrado inflamatorio na pele, prurido grave, alopecia e lesdes

auto- induzidas.

Gonzales et al. (2013) administraram a IL-31 em caes alérgicos e saudaveis por meio de

diversas vias (intradérmica, intravenosa e subcutanea) e foi possivel notar comportamento
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pruriginoso em todos os animais, independente da via de administracdo, sugerindo que esta

citocina desempenha um papel de destaque no prurido.

CONCLUSAO

Podemos concluir que grande parte dos sinais clinicos da dermatite atopica sao
provenientes de uma barreira de pele danificada, associada a aumento de sensibilizagao
alérgica, infeccdes e contato irritante, os quais podem estimular a liberacdo de IL31, e

deflagragdo de prurido.

Esse conhecimento ¢ extremamente importante para se estabelecer uma terapia
adequada associado a restauracdo da barreira e controle dos processos neuro-imunoldgicos

associados ao prurido.
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RESUMO

Introdugao: O prurido € uma caracteristica marcante na dermatite atopica. Estudos
preliminares tem apontado a interleucina-31 como uma citocina envolvida com o
grau de prurido nas alergopatias.

Hipotese/Objetivo: O objetivo foi padronizar a técnica da imunohistoquimica para
IL-31 e avaliar a correlagao entre prurido, IL-31 e restauracédo da barreira cutanea

em caes com dermatite atopica, antes e depois da aplicagéo da solugao repositora
de lipideos na epiderme.

Animais: Foram utilizados 2 grupos de caes, sendo 23 animais saudaveis e 15
animais com dermatite atopica, todos provenientes do servico de dermatologia
veterinaria do hospital.

Métodos: Como tratamento para os cades com dermatite atépica utilizamos banhos
semanais com clorexidine 2% e repositor topico de lipideos, uma aplicagao a cada 7
dias, durante 30 dias. O grau de prurido foi avaliado pelos proprietarios através da
escala do prurido Rybnicek et al (2008) e um clinico avaliou o score através do
CADESI-04.

Resultados: Foi possivel padronizar a técnica de imunohistoquimica. Nao houve
diferencga significativa entre a expressao da IL-31 quando comparadas as regides
dorsal e axilar de caes saudaveis. Quando comparamos sua expressao entre caes
com dermatite atdpica e saudaveis foi possivel notar maior expressao de IL-31 em
caes com dermatite atépica. Quando comparada a expressao de IL-31 antes e apds
a reposicgao lipidica a expressao da IL-31 diminuiu significativamente apds a
aplicacao.

Conclusao: Podemos concluir que a citocina IL-31 provavelmente esteja envolvida
na fisiologia do prurido atdpico e que a restauracao da barreira cutanea € primordial
para que consigamos controlar o prurido e a hiper-reatividade do sistema
imunoldgico.

INTRODUCAO

A dermatite atopica (DA) € uma doenga genética em que o paciente se torna
sensivel a antigenos ambientais, como acaros de poeira doméstica, esporo de
fungos, pdélen de vegetais, poeira doméstica, escama de caes e humanos,
fragmentos de insetos, os quais em caes saudaveis s&o inofensivos .

A dermatite atépica (DA) é uma dermatite cronica e recorrente, de cunho
alérgico e inflamatdrio, com predisposigcdo genética, cujas manifestagdes clinicas
estdo associadas & producdo de anticorpos da classe IgE 2. E considerada uma
sindrome de carater multifatorial e sua fisiopatologia esta relacionada a mutagdes
genéticas que conduzem a disturbios da queratinizagéo terminal e da fungdo de
barreira tegumentar, o que favorece a penetragdo transepidérmica de inumeros
alérgenos ambientais, antigenos microbianos e irritantes primarios, além de hiper-
reatividade da resposta imunoldgica 4 % 6.2 0 que conduz ao eczema atopico 4 7.
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A DA supostamente afeta entre 3 a 15% da populagéo canina, embora a real
prevaléncia e incidéncia na populagédo geral sejam desconhecidas 8 ° 2.Clinicamente
apresenta-se como uma doencga de pele pruriginosa, compartilhando muitas
caracteristicas com a dermatite atdpica humana, como uma predisposicao
hereditaria, similaridade histopatolégica, semelhangas clinicas e imunoldgicas,
prurido como sinal clinico predominante, além da importancia da via epicutanea na
exposicao aos alérgenos.

A interleucina-31 é produzida pelos linfécitos helper tipo 2 (Th2) e por linfocitos
cutaneos e se encontra elevada em condi¢des pruriginosas como a dermatite
atopica em humanos e em cées, e seus niveis séricos se correlacionam com a
gravidade da doencga nesses pacientes. A IL-31 se liga a receptores especificos do
tecido cutaneo, apds essa ligagéo ocorre ativagdo da enzima Janus Quinase (JAK),
a qual é responsavel por transmitir sinais para o nucleo da célula, desencadeando
através das terminagdes nervosas o estimulo pruriginoso 1°.

O objetivo desse trabalho foi padronizar as técnicas de imunohistoquimica para
evidenciagao de IL-31, e avaliar seus niveis antes e apos o tratamento da dermatite
atépica com repositores de lipideos.

MATERIAIS E METODOS
Local

O presente trabalho foi submetido & Comissdo de Etica no Uso de Animais
(processo Fapesp n° 2012/12774-8), protocolado na Comissao de Etica sob os n°s
110/2012 e 111/2012. Todos os proprietarios assinaram o termo de consentimento
livre e esclarecido, autorizando a coleta de materiais e utilizagcdo dos dados obtidos
em publicagbes futuras.

As amostras foram provenientes do arquivo de amostras colhidas de animais
da rotina do hospital veterinario. Os exames dermatoldgicos e coletas das amostras
foram realizados pelo Servico de Dermatologia Veterinaria do hospital veterinario e
os exames de imunohistoquimica foram realizados com a colaboracao do servico de
Patologia Veterinaria do hospital veterinario.

Selecdo e numero de animais

O experimento teve dois grupos, sendo um composto por amostras
provenientes de cies higidos e sem queixas dermatoldgicas e outro por amostras de
cées com dermatite atopica.

O grupo um foi composto por 46 amostras de pele (23 amostras axilares e 23
cervicais dorsais), provenientes de caes independente do género sexual, racial e
faixa etaria, sem queixas dermatoldgicas ou de doencgas sistémicas que alterassem
a composicao lipidica da pele, tais como hipotireoidismo e hiperadrenocorticismo.

O grupo dois foi composto por 30 amostras de pele (15 amostras axilares e 15
cervicais dorsais) provenientes de caes atendidos pelo Servigo de Dermatologia
Veterinaria do hospital veterinario, com diagndstico de dermatite atdpica, os quais
obedeciam no minimo 5 dos critérios diagndsticos estabelecidos por Favrot et al.
(2010) " .Foram previamente descartadas outras dermatopatias pruriginosas como
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acariase sarcoptica, e outros dermatopatias de origem alérgica como dermatite
alérgica a picada de ectoparasitas e hipersensibilidade alimentar.

As dermatopatias alérgicas foram excluidas utilizando além dos critérios de
Favrot et al (2010), os critérios de excluséo, ou seja os caes foram submetidos a
rigoroso controle de ectoparasitas a cada 21 dias, durante 2 meses e apds essa
etapa passaram pela dieta de eliminagao, onde foi fornecido dieta hipoalergenica
comercial ou dieta caseira com uma proteina que esse animal nunca tenha tido
contato, por no minimo 8 semanas, caso o animal ndo respondesse a essas terapias
era incluso no estudo, portanto todos os cies desse estudo tinham dermatite atdpica
strictu sensu.

Avaliacéo do prurido

O prurido dos caes foi mensurado na ocasido do atendimento segundo o
escore de prurido de Rybnigek et al. (2008) '2, inicialmente pedindo-se que o dono
atribuisse nota de 0-10 ao prurido (prurido espontédneo) e, num segundo momento,
servindo-se com consulta a escala de escore de prurido de Rybnicek et al. (2008)
(prurido esclarecido).

Exames complementares

Além de exame clinico completo, os caes passaram por exames
dermatoldgicos, a saber: escovado do pelame utilizando pente fino, tricograma,
impressao em fita de acetato, citologia, exame parasitolégico por raspado cutaneo
superficial e profundo, fluorescéncia por lampada de Wood (Brasmed S.A) e cultura
fungica (quando necessario).

Acompanhamento clinico

Os caes com dermatite atépica incluidos no estudo foram submetidos a exame
clinico dermatolégico no momento inicial e apds 30 dias, e seu escore lesional foi
estabelecido pela escala CADESI-4, validada por Olivry et al. (2014) 3.

Reposicao de ceramidas

Os cées do grupo dois foram tratados com repositor comercial de lipideos
(ceramidas e colesterol 5%, acidos graxos 11,4%; agua.qsp 100%; Allerderm® spot
on; Virbac, Sdo Paulo, SP, Brasil) conforme recomendac¢des do fabricante, durante
30 dias, sendo uma aplicacédo no dia do atendimento e uma a cada sete dias até o
momento da nova coleta.

Colheita e acondicionamento das Amostras

Para colheita das amostras, os caes foram sedados com acepromazina na
dose de 0,05 mg/kg em associagdo com a morfina na dose de 0,5 mg/kg, seguido de
anestesia local ou anestesia dissociativa com 0,5 mg/kg de diazepam e 2 mg/kg de
cetamina IV ou propofol 5 mg/kg.

Os fragmentos cutaneos foram obtidos por punch de 6 mm, das regides axilar e
cervical dorsal.

No grupo um foi feita apenas uma coleta da amostra, enquanto que no grupo
dois foram feitas duas coletas com intervalo de um més entre estas.
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As amostras colhidas foram devidamente identificadas, acondicionadas em
criotubos embebidas em crioprotetor O.C.T (Tissue Tek®), congeladas a -80°C e
submetidas a secc¢ao por congelagao em criostato modelo Leica CM1850, obtendo
cortes de 25 ym em laminas silanizadas

Processamento Histolégico

Os fragmentos de pele foram submetidos ao procedimento histopatoldgico pela
técnica de corte de congelagao. As secgoes histologicas tinham espessura de 8 ym
e foram dispostas em laminas carregadas positivamente (Starfrost — KnitteGlass,
Braunschweig, Alemanha) para promover aderencia do corte a lamina. Foram
realizados 106 cortes e uma lamina de cada amostra (totalizando 46 Iaminas dos
caes controle e 60 laminas dos caes com DA) foram coradas pelo método de
Hematoxilina & Eosina (LUNA, 1968), segundo protocolo do laboratério de patologia
e o material foi examinado de forma independente em microscopio éptico por dois
patologistas.

Padronizacao da IL-31

O primeiro teste de imunohistoquimica realizado revelou marcagao positiva
em células inflamatérias localizadas na epiderme, com marcagao positiva para
células estromais e alguns foliculos pilosos. Esse protocolo foi realizado a partir de
técnica padronizada do Laboratoério do Servigo de Patologia Veterinaria, baseada na
metodologia descrita por HSU et al. (1981), com algumas modificagcdes e utilizando o
anticorpo anti-IL-31 policlonal para caracterizar o indice de expressao, sendo que
para isto foram contadas as células marcadas em 20 campos de observagao. Parte
da marcacao foi considerada inespecifica e o protocolo foi adaptado para minimiza-
la.

Imunohistoquimica

Para a realizagédo da técnica de imunohistoquimica foi utilizado o sistema de
polimero (Histofine® - Nichirei Biosciences, Tokyo, Japdo); o anticorpo primario, anti-
interleucina 31 (Anti IL31 — Abcam, Cambridge, Reino Unido); os sistemas de
bloqueios de peroxidase enddégena e de proteinas inespecificas, além de cromégeno
Autostainer—Daki Cytomation, California, EUA). A padronizagao da técnica de
imunohistoquimica foi realizada inicialmente pelo sistema automatico de
imunohistoquimica (DAB — Dako Cytomation, California, EUA.), e pelo protocolo
padrao realizado manualmente. Para a técnica de IHQ utilizou-se a técnica
padronizada no Laboratério de IHQ do Servigo de Patologia Veterinaria, com
algumas modificacdes e utilizando-se o anticorpo anti-IL31, diluido na proporgéo
1:100. As laminas foram retiradas do congelador e repousadas a temperatura
ambiente (27°C) por 15 minutos. As amostras foram circundadas com caneta
hidrofdbica e foi instilada uma gota de peroxidase em cada uma para realizagcéo do
bloqueio. O material com peroxidase permaneceu por 20 minutos em temperatura
ambiente e apos foram realizadas 3 lavagens com agua deionizada, seguida da
secagem das laminas. Para o bloqueio de proteina foram instiladas 2 gotas em cada
amostra que permaneceram em contato com o material por 20 minutos. Apos a
retirada do bloqueio, sem realizacédo de lavagem, foi instilado o anticorpo primario. O
material com o anticorpo primario permaneceu 18 horas refrigerado e entdo lavado
com agua deionizada. Apds a lavagem foi instilado o anticorpo secundario Envision
(Envision - Dako Cytomation, California, EUA) em cada amostra e condicionado em
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estufa (27°C) por 1 hora. O material foi retirado da estufa e lavado com agua
deionizada e entéo instilado o DAB. Foi realizada lavagem com agua deionizada e
entdo adicionada hematoxilina a amostra, permanecendo em contato por 2 minutos,
e posterior lavagem com agua corrente por 5 minutos. As montagens das laminas
foram realizadas em 8 etapas: fixagdo em alcool 85°, alcool 95°, alcool absoluto I,
alcool absoluto Il, alcool absoluto 111, xilol 1, xilol Il e xilol I, todas por 3 minutos
cada. Apos a retirada de excesso de material e posterior colagem das laminulas, as
laminas estavam prontas.

Interpretagao dos resultados

A quantificacdo da coloracdo de imunohistoquimica 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 propor¢ao entre a
quantidade de células positivas e células totais. O sistema de escore seguiu o
descrito por Fonseca-Alves et al. (2013) '* de acordo com o seguinte: 0: auséncia de
marcacgao nas células; 1: 1 a 25% de células positivas; 2: 26 a 50% de células
positivas; 3: 51 a 75% de células positivas; 4: acima de 76% de células positivas.

Estatistica

O test t Wilcoxon foi utilizado para comparar amostrar pareadas, e o test t
Mann Whitney para amostras ndo-pareadas, ambos aplicados nos caes saudaveis e
nos com DA, antes e apds a aplicagao do repositor comercial de lipideos. A
correlagdo de Spearman foi utilizada para correlacionar a significancia da melhora
clinica dos caes e a expressao da IL31.

RESULTADOS

A técnica foi realizada em 46 laminas todas pertencentes a cdes saudaveis (23
da regiao axilar e 23 da regiao cervical dorsal), e os resultados referentes a
quantidade de células marcadas em relagdo as laminas coradas da regiao axilar e
cervical dorsal estado descritas no quadro 1.
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Quadro 1. Escore IHQ da expresséo da IL-31 da regido axilar e cervical dorsal de
cées saudaveis.

Animal Escore IHQ da Escore IHQ da
regido axilar regiao cervical
dorsal

2 AN 2O NN_22AaAaN22NONW_ADNW A0
2 2 a N W_2W_2NODMNO_2WNN_2INNOODNDODN

NN MNNAR A A A A A AAQA
DNV NoOORWOWN2OO®®IDOAPRWLN =

Nos caes com DA foram realizadas 60 laminas (15 I[dminas da regi&do axilar
antes da aplicacéo, 15 laminas da regiao cervical dorsal antes da aplicagao, 15
laminas da regido axilar apos a aplicagao e 15 Iaminas da regido cervical dorsal
apos a aplicagao). Os resultados referentes a quantidade de células marcadas da
regiao axilar e cervical dorsal estao listados no quadro 2.
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Quadro 2. Escore IHQ da expressao de IL-31 na regido axilar e cervical dorsal de
caes com dermatite atopica antes e apos o tratamento com repositor de lipideos
Animal Score IHQ Score IHQ Score IHQ Score IHQ
regido axilar regido axilar regido cervical regido cervical
antes da apos a dorsal antes da dorsal apés a
aplicagéao aplicagao aplicagao aplicagéao

1 3 2 2 2

2 2 2 2 1

3 3 3 4 2

4 4 2 4 2

9 2 1 3 1

6 4 3 3 1

7 3 1 4 3

8 2 2 3 3

9 3 3 2 1

10 4 2 3 2

11 4 2 4 3

12 3 1 3 3

13 2 2 4 2

14 3 3 2 1

15 4 3 3 3

Os valores referentes a estatisticas estao representados nas tabelas 1 e 2.

Tabela 1. Representacao estatistica dos valores de IL_31 (mediana e desvio
padrdo) de caes saudaveis e com dermatite atépica (DA) antes e apds o tratamento
(utilizando o Test t Wilcoxon).

Regiao Regido axilar Regiao Regiao Regiao caes Regido
axilar caes caes DA axilar caes cervical cervical cédes cervical
saudaveis® antes DA apos caes antes caes DA

tratamento®B tratamento® saudaveis® tratamento®P apos
tratamento®
Mediana 1,478 3,067 2,133 1,739 3,067 2,000
Desvio 0,8458 0,7988 0,7432 0,954 0,7988 0,8452
Padrao
Letras iguais representam diferenga entre os momentos (teste t de Wilcoxon). p<0,05.



Tabela 2. Representacgao estatistica dos valores de IL-31 (mediana e desvio padrao)

271
272 entre caes saudaveis e caes com dermatite atopica (DA) antes e apds o tratamento
273  (Testt Mann Whitney).
Regiao Regiao Regiao Regiao
axilar caes axilar caes cervical cdes cervical caes
saudaveis”® DA antes saudaveis® DA antes
tratamento? tratamento®
Mediana 1,478 3,067 1,739 3,067
Desvio 0,8458 0,7988 0,9154 0,7988
Padrao
274 Letras iguais representam diferenca entre os momentos (teste t Mann Whitney). p<0,05.
275 Os resultados mais relevantes estédo representados através do Box Spot
276  (Figuras 1 e 2).
a b
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278 Figura 1. a e b representacao através do Box Spot da diferenca entre a expressao
279 da IL-31 nas regides de caes saudaveis e caes com DA antes do tratamento com

280 repositores de lipideos (a-regidao axilar e b- regiao cervical)
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C d
IL-31 cdes com DA regido axilar antes X apés o tratamento

IL-31 caes DA regiao cervical antes X apos tratamento

281

Figura 2. c e d representagéo através do Box Spot da diferenga entre a expessao da
IL-31 nas regides de cdes com DA, antes e apos o tratamento com repositores de

lipideos (c- regiao axilar e d- regido cervical)

Quando comparamos visualmente as laminas dos caes saudaveis (Figura 3),
caes com DA antes e apds o tratamento (Figura 4), podemos notar uma menor
expressao da IL-31 nos caes saudaveis e nos caes com DA tratados. A IHQ

demarca a IL-31 com uma coloragao acastanhada.

Figura 3. Amostra de pele de um animal saudavel (a). Notar a pouca marcagéao das

células de IL-31(seta)

10



292

293  Figura 4. Comparagao da pele de um animal atépico antes do tratamento a
294  esquerda (b) e depois do tratamento a direita (c). Marcagao das células de IL-31
295 (setas)
296
297 Para avaliar clinicamente a eficacia do nosso tratamento utilizamos a escala
298 CADESI-04 e escores de prurido (Quadro 4).
99
300
301 Ao analisar a resposta ao tratamento clinico dos caes com DA vimos que
302  houve uma diminuic&o significativa dos valores do CADESI-04 (valores do CADESI
303 menores que 23, o que nos indica uma dermatite atopica leve ou em remissao).
304 Quando comparamos o CADESI com a expressao da IL-31 utilizando o caculo
305 da correlagao e significAncia de Spearman, nao vemos qualquer tipo de relacao, por
306 outro lado, quando comparamos todos os parametros, ha uma correlagao
307 significativa (em um nivel de 95%) entre CADESI nos animais atdpicos antes do
308 tratamento e a expresséo da IL-31 da regido axilar dos mesmos.
309 Os escores dos niveis de prurido (tanto o espontaneo, quanto o esclarecido)
310 se correlacionam com os valores do CADESI e com a menor expressao da IL-31
311 apos o tratamento com o repositor de lipideos.
312
313 Quadro 4. Escala CADESI-04, escores do prurido (espontaneo e esclarecido) e IL-
314 31 axilar antes (AT) e ap6s (PT) o tratamento.
315
Prurido Prurido CADESI-04 IL-31
espontaneo esclarecido
ATA PTA ATB PTB  ATCP  PTC  Axilar ATP  Axilar PT
Mediana 9,0 4 8 3 80 15 3,067 2,133
Desvio 0,8 1,5 0,5 0,6 7 5 0,7988 0,7432
padrao

316 Letras iguais representam diferenga entre os momentos (teste t Spearman). p<0,05.
317
318
319
320
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DISCUSSAO

O prurido é a principal queixa em caes com problemas dermatoldgicos. Nos
ultimos anos estudos envolvendo os mediadores e as vias neuronais para
transmissao do prurido cresceu acentuadamente. Este conhecimento crescente se
faz necessario para que novos alvos terapéuticos sejam desenvolvidos '°.

Rossbach e Baumer (2014) analisaram a expressao de receptores para varios
mediadores do prurido em caes nos ganglios da raiz dorsal, e os receptores de IL-31
foram encontrados em todos os caes do estudo.

A partir de biopsia da pele de caes normais foi possivel notar que a maioria
dos animais tiveram marcacao para IL-31, e ndo houve diferenga significativa na
expressao da IL-31 da regido axilar e cervical dorsal desses animais. Isso demonstra
que a IL-31 esta presente na pele de caes saudaveis, porém ela ndo é capaz de
induzir o prurido nesses casos. Uma hipdtese € de que caes saudaveis apresentem
uma barreira de pele integra, o que evita a entrada de alérgenos e microrganismos,
e impede a via de ativagao da IL-31, uma resposta imune exacerbada e
consequentemente o prurido. O limiar do prurido também € muito importante nesses
casos, pois caes com dermatite atopica apresentando uma barreira de pele
prejudicada possuem um limiar de prurido menor do que cdes com a barreira de pele
integra.

Comparando a expressao da IL-31 foi possivel constatar indices maiores em
caes com DA, o que sugere que a IL-31 possa estar desregulada nesses animais, e
contribua para a patogenia da doencga. Devido a barreira de pele prejudicada e
entrada de alérgos na pele de cdes com DA, ocorre ativagdo do sistema imunoldgico
e liberagdo de varias citocinas entre elas a IL-31. A IL-31 liga-se a receptores
especificos da pele que ativam a enzima Janus Quinase. Essa enzima é
responsavel por desencadear o prurido através da estimulagao de neurdnios
sensoriais 1020,

Foi possivel notar uma diferencga significativa entre a expressao da IL-31 em
ambas as regides de caes com DA, antes e apds o tratamento com o repositor
comercial de lipideos, sendo que a expressao de IL-31 diminuiu apds a aplicagéo.

A ceramida constitui o principal lipidio presente no estrato cérneo, dando
estabilidade e flexibilidade para a barreira cutanea e impedindo a perda de agua
transepidérmica. Uma desorganizacao das lamelas lipidicas tem sido observada em
caes com DA, deixando-os suscetiveis a insultos externos e a hiper-reatividade do
sistema imunoldgico 2.

ApOs a reposicao de lipideos, os caes com DA provavelmente conseguiram
uma maior estabilidade da barreira epidérmica, diminuido a penetragao de material
exdgeno e consequentemente a inflamagao??, reduzindo assim a expressdo da IL-
31. O fato de termos escolhidos o banho com o clorexidine a 2% foi para que
houvesse uma diminuigdo da colonizag¢ao bacteriana, muito comum em caes com
DA 2.

Quando comparado a regido axilar dos caes normais com a dos caes com DA
apos o tratamento, notamos que houve uma diferencga significativa entre a expressao
de IL-31. Mesmo apds o uso do repositor de lipideos os caes com dermatite atopica

12
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continuam tendo uma expressao maior do que os normais, e isso pode ser explicado
pelo fato da DA ser uma doencga multifatorial, e somente a reposicéo de lipideos nao
ser capaz de sanar todas as deficiéncias da pele atépica e normalizar a liberagao
desta citocina.

No entanto quando comparamos a regido cervical dorsal dos caes normais
com os caes com DA, houve normalizagao dos indices de IL-31 apds o tratamento, o
que pode ser explicado pelo fato da regido axilar ser mais acometida na dermatite
atopica, e também pelo fato de ser uma regido glabra, intertriginosa e, portanto, mais
suscetivel a inflamacdo. Outro fator importante € que em nosso estudo a aplicagao
do repositor de lipideos foi feito na regiao cervical dorsal e isso também pode ter
interferido no resultado, ja que a regiao axilar fica distante do local da aplicagao.

A reposicao de lipideos também foi capaz de melhorar os indices lesionais
dos caes com DA, o que denota que a restauragao da barreira epidérmica esta
diretamente relacionada a melhora clinica, entretanto, quando correlacionamos a
regido axilar com o escore do CADESI-04 antes da aplicagao da solugao de lipideos,
houve uma piora em seus escores, 0 que € o esperado por ser uma das areas mais
acometidas na dermatite atdpica, além de ser uma area topograficamente distante
da aplicacao da solucgao lipidica.

Foi possivel através do CADESI e dos valores do prurido espontaneo e
esclarecido estabeler uma ligagao direta com a reposigao de lipideos e diminuigéao
da expressao da IL-31, portanto concluimos que restaurando a barreira cutanea
somos capazes de diminuir de forma significativa o prurido e os sinais clinicos da
DA.

A DA é um doencga multifatorial, portanto envolve interagcdes complexas entre
genes de suscetibilidade, disfungcédo da barreira epidérmica e hiper-reatividade do
sistema imunoldgico, que juntos produzem uma hipersensibilidade a alérgenos
ambientais e alimentares em caes. Diante disso nem todos os caes apresentaram
todas as alteragdes moleculares e celulares, e uma analise individual de cada animal
pode ser necessaria 2.

CONCLUSAO

O presente estudo permitiu concluir que foi possivel padronizar a técnica da
IHQ e quantificar a IL-31. A expressao da IL-31 em caes com DA foi superior aos
normais, a reposigao de lipideos foi capaz de minimizar sua expressao tegumentar,
os valores do CADESI e os scores do prurido (espontaneo e esclarecido) diminuiram
com a reposicao lipidica, melhorando assim a qualidade de vida do animal.
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RESUMO

Introducgao: Filagrina (FLG) € uma proteina responsavel por unir os flamentos de
queratina dando uma maior estabilidade a barreira cutanea, além disso é através da
sua degradacéo que se forma o fator de hidratagdo da epiderme.

Hipotese/Objetivo: O objetivo foi padronizar a técnica da imunohistoquimica para
filagrina e avaliar a correlagao entre prurido, filagrina e restauragdo da barreira
cutanea em caes com dermatite atopica, antes e depois da aplicagdo da solucao
repositora de lipideos na epiderme.

Animais: Foram utilizados 2 grupos de animais, sendo 23 animais saudaveis e 15
animais com dermatite atopica, todos provenientes do servico de dermatologia
veterinaria do hospital.

Métodos: Como tratamento para os animais com dermatite atopica utilizamos
banhos semanais com clorexidine 2% e repositor de lipideos, uma aplicacédo a cada
7 dias, durante 30 dias. O grau de prurido foi avaliado pelos proprietarios por meio
da escala do prurido Rybnicek et al (2008) e um clinico avaliou o escore através do
CADESI-04

Resultados: foi possivel padronizar a técnica imunohistoquimica para filagrina. Nao
foi encontrada diferenca significativa entre a expressao da proteina filagrina quando
comparamos a regiao axilar e cervical dorsal de animais saudaveis, 0 mesmo
ocorreu entre as regides de caes atdpicos antes do tratamento e apds o tratamento,
quando comparados de maneira isolada. Quando comparamos as regides axilar e
cervical dorsal dos caes atopicos antes e apos o tratamento ndo houve aumento da
expressao da proteina filagrina como o esperado. Houve diferenca significativa entre
as regides cervical dorsal e axilar de caes atopicos quando comparados com 0s
caes saudaveis, uma maior expressao de filagrina nos animais saudaveis foi
observada.

Conclusao: Esses resultados abrem um leque de discussdes sobre a real
importancia da proteina filagrina na dermatite atépica, apontando a necessidade de
novos estudos para compreensao de tal doenca e a possibilidade de outros fatores
como o genético por exemplo, estar envolvido na diminui¢do dessa proteina.

INTRODUGAO

A dermatite atépica (DA), € uma doenga genética em que o paciente se torna
sensivel a antigenos ambientais e alimentares. ' Clinicamente apresenta-se como
uma doenga de pele inflamatdria e pruriginosa, com similaridades histologicas e
imunoldgicas a dermatite atopica no homem. Supostamente afeta entre 3 a 15% da
populagdo canina, embora a real prevaléncia e incidéncia sejam desconhecidas 234,

A filagrina € um polipeptideo agregado ao sistema de citoesqueleto de
queratina, com a qual forma uma matriz lipoproteica, e sua degradacgao da origem ao
fator de hidratagao natural da epiderme, sendo fundamental na queratinizagao
adequada do estrato cérneo e manutencao da hidratacdo da pele. Essa estrutura
impede a perda de agua e a entrada de alérgenos, irritantes primarios e agentes
microbianos, garantindo a fung¢ao de barreira associado a epiderme. Varios estudos
tem demosntrado que mutacgdes genéticas levam a defeitos estruturais da filagrina,
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disturbios na formacgéao da camada cornea e diminui¢ao da barreira fisica na pele
atdpica em humanos e em cées 5678,

Pressupomos que restaurando a barreira cutdnea através dos repositores de
lipideos possamos diminuir a inflamagao e com isso aumentar a sintese de filagrina
no estrato corneo, além disso fatores hidratantes como a uréia sdo apontados por
nao so ajudar de maneira passiva, mas também ser uma estrutura reguladora da
funcao da estrutura epidérmica, isso poderia acontecer também com os lipideos.

O objetivo desse trabalho foi avaliar a expressao de proteina filagrina em caes
com dermatite atdpica, antes e apds o uso de repositores de lipideos cutaneos e
tentar correlacionar a reposicéo de lipideos com 0 aumento da expressao da
filagrina.

MATERIAIS E METODOS
Local

O presente trabalho foi submetido & Comisséo de Etica no Uso de Animais
(processo Fapesp n° 2012/12774-8), protocolado na Comissao de Etica sob os n°s
110/2012 e 111/2012. Todos os proprietarios assinaram o termo de consentimento
livre e esclarecido, autorizando a coleta de materiais e utilizacdo dos dados obtidos
em publicagbes futuras.

As amostras foram provenientes do arquivo do hospital veterinario, e exames
dermatoldgicos e coletas das amostras foram realizados pelo Servigo de
Dermatologia Veterinaria do hospital veterinario e os exames de imunohistoquimica
foram realizados pelo servigo de Patologia Veterinaria do hospital veterinario.

Selecdo e nimero de animais
O experimento teve dois grupos.

O grupo um foi composto por 46 amostras de pele (23 amostras axilares e 23
cervicais dorsais), provenientes de cdes sem predilegao por sexo ou raga, adultos,
saudaveis, previamente atendidos no hospital veterinario, sem queixas
dermatolégicas ou doencgas sistémicas.

O grupo dois foi composto por 30 amostras de pele (15 amostras axilares e 15
cervicais dorsais) provenientes de caes atendidos pelo Servigo de Dermatologia
Veterinaria do hospital veterinario, com diagndstico de dermatite atdpica, os quais
apresentavam no minimo 5 dos oito critérios estabelecidos por Favrot et al. (2010) °.
Foram previamente descartadas outras dermatopatias pruriginosas como acariase
sarcoptica, e outros dermatopatias de origem alérgica como dermatite alérgica a
picada de ectoparasitas e hipersensibilidade alimentar.

As dermatopatias alérgicas foram excluidas utilizando além dos critérios de
Favrot et al (2010), os critérios de exclusao, ou seja os caes foram submetidos a
rigoroso controle de ectoparasitas a cada 21 dias, durante 2 meses e apds essa
etapa passaram pela dieta de eliminagao, onde foi fornecido dieta hipoalergenica
comercial ou dieta caseira com uma proteina que esse animal nunca tenha tido
contato, por no minimo 8 semanas, caso o animal ndo respondesse a essas terapias
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era incluso no estudo, portanto todos os caes desse estudo tinham dermatite atopica
strictu sensu.

Avaliacao do prurido

O prurido dos animais foi mensurado durante o atendimento clinico segundo o
escore de prurido de Rybnigek et al. (2008) '° . Inicialmente o dono atribuia uma nota
de 0-10 ao prurido (prurido espontaneo) e em seguida, servindo-se com consulta a
escala de escore de prurido de Rybnigek et al. (2008) (prurido esclarecido).

Exames complementares

Além de exame clinico completo, os caes passaram por exames
dermatoldgicos como escovado do pelame utilizando pente fino, tricograma,
impressao em fita de acetato, citologia, exame parasitolégico por raspado cutaneo
superficial e profundo, fluorescéncia por lampada de Wood (Brasmed S.A.) e cultura
fungica (quando necessario) para se descartar dermatopatias de origem infecto-
parasitarias.

Acompanhamento clinico

Os caes com dermatite atépica incluidos no estudo foram submetidos a exame
clinico dermatoldgico no momento inicial e apds 30 dias, e seu escore lesional
estabelecido pela escala CADESI-4, validada por Olivry et al. (2014) .

Colheita e acondicionamento das Amostras

Para colheita das amostras, os animais foram sedados com acepromazina na
dose de 0,05 mg/kg em associagdao com a morfina na dose de 0,5 mg/kg, seguido de
anestesia local ou anestesia dissociativa com 0,5 mg/kg de diazepam e 2 mg/kg de
cetamina IV ou propofol 5 mg/kg.

Os fragmentos cutaneos foram obtidos por punch de 6 mm, das regides axilar e
cervical dorsal.

No grupo um foi feita apenas uma coleta da amostra, enquanto que no grupo
dois foram feitas duas coletas com intervalo de um més entre estas.

As amostras colhidas foram devidamente identificadas, acondicionadas em
criotubos embebidas em crioprotetor O.C.T (Tissue Tek®), congeladas a -80°C e
submetidas a secgao por congelagao em criostato modelo Leica CM1850, obtendo
cortes de 25 ym em laminas silanizadas.

Reposigéo de ceramidas

Os animais do grupo dois foram tratados com o repositor comercial de lipideos
(ceramidas e colesterol 5%, acidos graxos 11,4%; agua gsp 100%; Allerderm® spot
on; Virbac, Sdo Paulo, SP, Brasil) conforme recomendagdes do fabricante, sendo
uma aplicagao no dia do atendimento e uma a cada sete dias, durante 30 dias,
quando se realizava uma nova coleta.
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Processamento Histoldgico

Os fragmentos de pele foram submetidos ao procedimento histopatolégico pela
técnica de corte de congelacdo. As secgdes histoldgicas tinham espessura de 8 ym
e foram dispostas em laminas carregadas positivamente (Starfrost — KnitteGlass,
Braunschweig, Alemanha) para promover aderéncia do corte a lamina. Foram
realizados 106 cortes e uma lamina de cada amostra (totalizando 46 Iaminas dos
cées saudaveis e 60 laminas de cdes com DA, sendo 15 laminas da regido axilar
antes da aplicagéo, 15 laminas da regiao cervical dorsal antes da aplicagao, 15
laminas da regido axilar antes a aplicagao e 15 laminas da regido cervical dorsal
ap6s a aplicagao). Todas as laminas foram coradas pelo método de Hematoxilina &
Eosina (LUNA, 1968), segundo protocolo do laboratério de patologia e examinadas
de forma independente em microscopio Optico por dois patologistas veterinarios.

Imunohistoquimica

Para a realizacao da técnica de imunohistoquimica foi utilizado o sistema de
polimero (Histofine® - Nichirei Biosciences, Tokyo, Japdo); o anticorpo primario anti-
filagrina (Rabbit polyclonal to filagrin Bioss-Cod. Bs-6327R); Os sistemas de
bloqueios de peroxidase endoégena e de proteinas inespecificas, além de cromogeno
Autostainer—Daki Cytomation, California, EUA). A padronizagao da técnica de
imunohistoquimica foi realizada inicialmente pelo sistema automatico de
imunohistoquimica (DAB—Dako Cytomation, California, EUA) e pelo protocolo padrao
realizado manualmente.

As laminas foram retiradas do congelador e repousadas a temperatura
ambiente (27°C) por 15 minutos. As amostras foram circundadas com caneta
hidrofdbica e foi instilada uma gota de peroxidase em cada uma para realizagéo do
bloqueio. O material com peroxidase permaneceu por 20 minutos em temperatura
ambiente e apds foram realizadas 3 lavagens com agua deionizada e secagem.
Para o bloqueio de proteina foram instiladas 2 gotas em cada amostra que
permaneceram em contato com o material por 20 minutos. Apds a retirada do
bloqueio, sem realizagao de lavagem, foi instilado o anticorpo primario anti-filagrina,
diluido na proporgéo 1:25. O material com o anticorpo primario permaneceu 18
horas refrigerado e entao lavado com agua deionizada. Apds a lavagem foi instilado
o anticorpo secundario Envision (Envision - Dako Cytomation, California, EUA) em
cada amostra e condicionado em estufa (27°C) por 1 hora. O material foi retirado da
estufa e lavado com agua deionizada e entéo instilado o DAB. Foi realizada lavagem
com agua deionizada e entao adicionada hematoxilina a amostra, permanecendo em
contato por 2 minutos, e posterior lavagem com agua corrente por 5 minutos. As
montagens das laminas foram realizadas em 8 etapas: fixagdo em alcool 85°, alcool
95°, alcool absoluto I, alcool absoluto 11, alcool absoluto Ill, xilol I, xilol I e xilol III,
todas por 3 minutos cada. Logo apés foi retirado o excesso de material e em seguida
colado laminulas.

Interpretagao dos resultados

A quantificagao da coloragédo de imunohistoquimica 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 proporgao entre a
quantidade de células positivas e células totais. O sistema de escore seguiu o
descrito por Fonseca-Alves et al. (2013) '2de acordo com o seguinte: 0: auséncia de

5



202 marcacgao nas células; 1: 1 a 25% de células positivas; 2: 26 a 50% de células
203 positivas; 3: 51 a 75% de células positivas; 4: acima de 76% de células positivas.

204 Estatistica

205 O test t de Wilcoxon foi utilizado para comparar amostras pareadas, e o test t
206  Mann Whitney para amostras nao-pareadas, ambos aplicados nos caes saudaveis e
207 com DA, antes e ap0ds a aplicacédo do repositor de lipideos. A correlagao de

208  Spearman foi utilizada para correlacionar a significancia da melhora clinica dos

209 animais e a expressao da filagrina.

210
211 RESULTADOS

212 Os resultados referentes a quantidade de células marcadas em relagéo as
213 laminas coradas da regiao axilar e cervical dorsal de caes saudaveis estao descritas
214  no quadro 1.

215 Quadro 1. Escore IHQ da expresséao da filagrina da regido axilar e cervical dorsal de
216  caes saudaveis.

Animal Escore IHQ da regidao Escore IHQ da regiao
axilar cervical dorsal
1 0 0
2 1 0
3 1 0
4 1 1
5 0 1
6 0 0
7 1 0
8 0 0
9 0 1
10 0 0
11 0 1
12 0 0
13 1 1
14 1 1
15 0 0
16 0 1
17 0 0
18 1 1
19 0 0
20 1 0
21 1 1
22 1 0
23 1 1

217



218 Os resultados referentes a quantidade de células marcadas da regido axilar e
219  cervical dorsal dos caes com dermatite atdpica, antes e apos o tratamento estdo
220 expostos no quadro 2.

221
Caes Score Score Score Score
IHQ da regiao IHQ da regido IHQ da regiao axilar IHQ da regiao
axilar antes do cervical dorsal apos o tratamento cervical dorsal
tratamento antes do apos o tratamento
tratamento
1 1 1 0 1
2 0 0 1 1
3 1 1 1 2
4 2 1 2 1
5 0 0 1 1
6 1 1 0 0
7 2 2 1 1
8 1 0 1 1
9 1 1 2 0
10 0 1 1 2
11 0 0 1 1
12 1 2 0 1
13 1 1 1 0
14 2 0 0 1
15 1 1 1 1

222 Quadro 2. Escore IHQ da expressao de filagrina na regido axilar e cervical dorsal de
223 caes atopicos antes e apos o tratamento com repositor de lipideos.

224
225 Os valores referentes a estatisticas estdo representados nas tabelas 1 e 2.
226

227 Tabela 1. Representagao estatistica dos valores de filagrina (mediana e desvio
228 padrao) de caes saudaveis e com dermatite atopica (DA) antes e apds o tratamento
229  (utilizando o Test t Wilcoxon).

Regido Regiao Regiao Regiao Regiao Regiao
axilar caes @ axilar caes @ axilar caes cervical cervical cervical
saudaveis® DA antes DA apés caes caes antes caes DA

tratamento® tratamento saudaveis® tratamento® apos
tratamento
Mediana 0,4783 0,933 0,8000 0,4348 0,8667 0,9333
Desvio 0,5108 0,7037 0,9333 0,5069 0,6399 0,5936

Padrao
230 Letras iguais representam diferenca entre os momentos (teste t de Wilcoxon). p<0,05.
231

232
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Tabela 2. Representacao estatistica dos valores de filagrina (mediana e desvio
padrao) entre caes saudaveis e caes com dermatite atopica (DA) antes e apds o
tratamento (Test t Mann Whitney).

Regiao Regiao Regiao Regiao
axilar caes axilar caes cervical cervical caes
saudaveis® DA antes caes DA antes

tratamento® saudaveis® tratamento®

Mediana 0,4783 0,9333 0,4348 0,8667
Desvio 0,5108 0,7037 0,5069 0,6399
Padrao

Letras iguais representam diferencga entre os momentos (teste t de Wilcoxon). p<0,05.

Os resultados mais relevantes estéo representados através do Box Spot (Figuras 1).

Filagrina regido axilar cdes saudaveis X cdes DA antes do tratamento Filagrina regido cervical cdes saudaveis X cdes DA antes do tratamento
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Figura 1. a e b representacao através do Box Spot da diferenga entre a expressao
da filagrina nas regides de caes saudaveis e caes com DA antes do tratamento com
repositores de lipideos (a-regido axilar e b- regido cervical)
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Ao comparamos visualmente as laminas dos animais saudaveis (Figura 3),
animais atopicos antes e depois do tratamento (Figura 4), podemos notar uma maior
expressao da filagrina nos animais saudaveis e ao comparar os atépicos vimos que
antes do tratamento quase ndo temos marcagao e apos o tratamento a marcagao
aumenta (coloragao acastanhada).

Figura 3. Amostra de pele axilar de um animal saudavel (a). Notar a marcagao da
filagrina (seta)

Oy "\:‘\‘_ X V Y e 50 pn

50 ym

Fiur 4. Amostra de pele axilar de uma animal atopico antes do tratamento (b) e
apos o tratamento. Notar a marcagao da filagrina (setas)

Ao analisar a resposta ao tratamento clinico vimos que houve uma diminuigao
significativa dos valores do CADESI-04 (valores do CADESI menores que 23, o que
nos indica uma dermatite atopica leve ou em remissao).

Quando comparamos o CADESI-04 com a expressao da filagrina utilizando o
calculo da correlagao e significancia de Spearman, ndo vemos qualquer tipo de
relagdo ou seja, um aumento ou redugao nos valores do CADESI-04 n&o implicam



260 em um aumento da filagrina, por outro lado, quando comparamos todos os

261  parametros ha uma correlagao significativa (em um nivel de confianga de 95%) entre
262 CADESI dos caes com dermatite atépica apds o tratamento, e a expressao da

263  filagrina da regi&o cervical dorsal dos mesmos (0.42+/-0.12) (QUADRO 5).

264

265 Quadro 5. Escala CADESI-04, escores do prurido (espontaneo e esclarecido) e

266 filagrina cervical antes (AT) e apos (PT) o tratamento.

267

Prurido Prurido CADESI-04 Filagrina

espontaneo esclarecido

ATA PTA ATB PTB ATC  PTCP  Cervical AT  Cervical

PTP

Mediana 9,0 4 8 3 80 15 0,8667 0,9333
Desvio 0,8 1,5 0,5 0,6 7 5 0,6399 0,5936
padrao

268 Letras iguais representam diferenca entre os momentos (teste t Spearman). p<0,05.
269

270

271  DISCUSSAO

272 A filagrina é responsavel por unir, compacta e homogenizar os filamentos de
273  queratina, dando estabilidade estrutural aos queratinocito. O complexo queratina-
274  filagrina se deposita na face interna da membrana plasmatica dos queratindcitos,
275 formando o envoltdrio celular cornificado, contribuindo estruturalmente para

276  formagéo da barreira cutanea 3.

277 No presente estudo, houve evidenciagdo de uma menor expressao de
278  filagrina em caes com da, em relagdo aos caes normais.

279 Estudos em humanos relatam uma diminui¢cdo da expresséao da filagrina na
280 pele de pacientes com dermatite atopica, tanto na pele lesional, quanto na pele nao
281 afetada, o que leva a uma diminuigdo da barreira fisica epidérmica e a xerose '+ 15,
282 Em adicdo, essas mutagdes podem estar relacionadas nado somente a quantidade
283 de proteina, mas também a sua qualidade o que afeta diretamente a formacgao da
284  barreira cutanea ’.

285 Trabalhos em labradores com da também mostraram diminuicdo na producéao
286  de filagrina. Porém isso nao foi observado em west highlind white terrier. Isto denota
287 que a mutagao do gene filagrin e formacgao de uma filagrina defeituosa esta mais
288 relacionada aos individuos, ndo especificamente a raga % 7,

289 Estudos em humanos correlacionaram o uso de uréia tdpica em pacientes
290 com dermatite atdpica, com um aumento da expressdo de RNAm da filagrina, e
291 melhora clinica lipideos™®.

292 No presente estudo, a reposi¢ao de lipidica foi capaz de melhorar os indices
293 lesionais e a inflamacéo dos caes com DA, porém essa nao influenciou a expressao
294  da proteina filagrina na epiderme, isso pode ser explicado pois provavelmente a

295 diminuigdo da filagrina nos caes avaliados tenha origem genética primaria, € o

296  controle dos sinais clinicos e inflamag¢ao nao foram capazes de restaurar sua

297 expressao na camada cornea. A hidratagao pode repor barreira, mas ndo aumenta a
298 formacao de filagrina quando sua deficiéncia é primaria.
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Em humanos, a mutagao do gene filagrin tem valor progndéstico, inclusive para
o desenvolvimento de marcha atopica .

Um hipotese que devemos levar em consideragao € que esse estudo foi
realizado em um hospital escola, nesses locais os casos atendidos sempre sdo mais
complicados e ja passaram por diversos tratamentos, muitas vezes estamos nos
dando com casos mais recalcitrantes, o que pode ter interferido nos resultados do
nosso estudo.

Além da filagrina, outras proteinas estdo envolvidas na patogénese da DA,
como loricrina, involucrina, pequena proteina rica em prolina, portanto ndo so a
filagrina desempena o papel de estruturagao e hidratagdo da barreira cutanea,
muitas outras proteinas devem ser estudadas (19 13),

Por se tratar de uma doenga multifatorial, o controle na DA envolve terapia
tépica e sistémica, a combinagao de varios protocolos terapéuticos € fundamental
para o sucesso do tratamento. A analise individualizada do histérico clinico e fatores
desencadeantes para crise em cada paciente € primordial para que se possa
estabelecer uma terapia adequada.

CONCLUSAO

O presente estudo permitiu concluir que caes com dermatite atépica podem
ter uma menor expressao de proteina filagrina no seu estrato cérneo, e o uso dos
repositores de lipideos, apesar de minimizar os sinais clinicos da doencga, nao foi
capaz de normalizar essa expressao.
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Conclusoes Gerais

Foi possivel padronizar a técnica de imunohistoquimica tanto para IL-31
e filagrina e a partir dela quantificar a expressao de ambas.

Concluimos através do CADESI-04 que a reposi¢ao topica de lipideos
juntamente com os banhos semanais com clorexidine 2%, € um possivel
tratamento para caes atopicos e que a reposicao lipidica tem a capacidade de
restaurar a barreira cutanea desses animais.

Através dos resultados da IL-31 comprovamos o seu envolvimento na
dermatite atépica e conseguimos relacionar o prurido e a restauragao da barreira
cutanea com a diminuigao da expressao da IL-31.

Os resultados do experimento feito com a filagrina nos mostrou que
realmente ha uma menor expressao em animais atopicos, porém a reposigao
lipidica ndo é capaz de aumentar a expresséao da filagrina, provavelmente outras
proteinas estejam envolvidas na fisiologia da DA e até mesmos um fator genético
relacionado a qualidade da proteina devera ser estudado.



Capitulo 5



Normas das revistas
Ciencia Rural

As normas de formatacdo podem ser consultadas

http://coral.ufsm.br/ccrrevista/normas.htm

Veterinary Dermatology
As normas de formatagcdo podem ser consultadas no site:

http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1111/(1ISSN)1365-
3164/homepage/ForAuthors.html

no
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site:


http://coral.ufsm.br/ccrrevista/normas.htm
http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1111/(ISSN)1365-3164/homepage/ForAuthors.html
http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1111/(ISSN)1365-3164/homepage/ForAuthors.html

