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Quero, terei. Se ndo aqui;
noutro lugar que ainda n#o sei.
Nada perdi; tudo serel.

- Fernando Pessoa



A0s meus pais,
responsaveis pelo que sou hoje

e a quem eu devo tudo.
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RESUMO

A dermatite atopica canina (DAC) é uma patologia alérgica multifactorial, podendo ser
mediada por imunoglobulinas de classe E, na maioria dos casos, dirigidas contras antigéenios
ambientais. Toda esta hipersensibilidade por parte do sistema imunoldgico aos alergénios gera
um quadro inflamatério cuténeo e pruriginoso, resultando num incébmodo crénico constante
para o animal e o seu tutor. Actualmente, a DAC tem uma elevada incidéncia na populacao
canina, estimando-se que cerca de 3 a 15% desta populacéo esteja afetada, representando cerca
de 3 a 58% de todos os casos de patologia cutanea. Tendo esta doenca uma necessidade de
controlo constante e dada a diversidade de terapéuticas existentes no maneio da dermatite
atopica canina, surge a necessidade de encontrar, para estes animais, novos meios de

tratamento, mais eficazes e seguros.

A presente dissertacdo teve como objetivo principal quantificar os niveis séricos de IL-
31 em cées com DA sob terapéutica com lokivetmab, um anticorpo monoclonal anti-1L-31, com
nome comercial Cytopoint®. Foi, ainda, intencio determinar se o quadro clinico e o prurido se
correlacionariam com os niveis de 1L-31 apresentados, assim como a resposta ao tratamento.
De uma forma global, pretendeu-se analisar de que forma os niveis séricos de IL-31 variavam

com a administracdo de lokivetmab.

Os niveis séricos da IL-31 em cdes tratados mensalmente com lokivetmab, foram
quantificados ao longo de trés meses consecutivos, através do método de ELISA competitivo.
O quadro clinico e o prurido dos animais foram, igualmente, avaliados e correlacionados com

o0s niveis de IL-31 e com a resposta ao tratamento.

N&do foram, no presente estudo, encontradas tendéncias nos valores de IL-31 dos
animais com dermatite atdpica canina estudados. Foi, contudo, possivel constatar que existe, de

uma forma geral, uma evolucéo positiva entre os niveis de IL-31 e o quadro clinico.

Palavras-chave: dermatite atopica canina, IL-31, Cytopoint®, lokivetmab, ELISA.



ABSTRAT

Canine atopic dermatitis (CAD) is a multifactorial alergic disease that may be mediated by
imunoglobulins E, mainly directed against environmental antigens. All this hypersensitivity
from immune system to allergens, generates an itchy and inflammatory skin condition, resulting
in constant chronic discomfort for the patient and his owner. Nowdays CAD has a high
incidence in the dog population and it is estimated that 3 to 15% of this population is affected
by this condition, representing 3 to 58% of all cases of skin pathology. This disease is in
constant need for control and given the diversity of existing therapies for the management of
canine atopic dermatitis, there is a need to find new, more effective and safe treatments for these

patients.

The main goal of the present dissertation was to quantify the IL-31 serum levels in dogs
with AD under therapeutics with lokivetmab, a monoclonal antibody anti-1L-31, with the
commercial name Cytopoint®. It was also intended to determine if the clinical condition and
itching could be correlated with the IL-31 levels presented, as well as the response to treatment.
Overall, it was intended to analyze in what way the levels of IL-31 vary with the administration

of lokivetmab.

Serum IL-31 levels in dogs treated monthly with lokivetmab were quantified over three
consecutive months by competitive ELISA. The clinical condition and pruritus of the animals
were also evaluated and correlated with interleukin-31 levels and response to treatment.

In the present study, no trends were found in the IL-31 values of the canine atopic dermatitis
animals. On this patients, however, it was possible to verify a positive evolution between IL-

31 levels and the clinical condition.

Keywords: canine atopic dermatitis, 1L-31, Cytopoint® lokivetmab, ELISA.



LISTA DE ABREVIATURAS
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DESCRICAO DO ESTAGIO CURRICULAR

O Estéagio Curricular da autora esteve dividido em duas partes distintas, a primeira que teve
lugar no Hospital Veterinario Berna, sob orientacdo da Dr? Patricia Duarte nas varias areas da
medicina, da Dr® Diana Ferreira na area da dermatologia. Este hospital integra uma equipa
multidisciplinar com particular interesse e préatica na area de oncologia, tratando-se, portanto,
de um centro hospitalar de referéncia oncoldgica, no entanto, com disposicdo de médicos de
varias especialidades, tais como, ortopedia, estomatologia, dermatologia, medicina alternativa
(acupuntura), técnica imagioldgica por endoscopia e outras. Para além disso, o hospital integra
uma equipa interna bastante disciplinar e competente focada noutras areas, tais como,
oftalmologia, endocrinologia, medicina interna, neurologia, cardiologia, cirurgia e
anestesiologia. A instituicdo oferece, ainda, das mais diversas modalidades imagioldgicas,
como a radiografia, ecografia, tomografia computorizada e endoscopia. Oferece, ainda, de
modalidades de tratamento oncoldgico especializado, como a quimioterapia,

eletroquimioterapia e fototerapia. Dispde, também, de servico de urgéncias permanente.

O estégio teve a duracdo de cinco meses, de 10 de Setembro de 2018 a 1 de Fevereiro de
2019, com trés horarios rotativos (manha - 08h-17h -, intermédio - 10h-19h - e tarde - 13h-21h)
durante cinco dias Uteis consecutivos e sabados a cada trés semanas (o horario intermédio),
sempre nove horas por dia com uma hora de pausa, num total de 761h de trabalho e 58h de
pausa, sensivelmente. Houve, também, a oportunidade de participar em Journal Clubs semanais
apresentados pela equipa do hospital, de diversas areas. Durante o estagio houve a oportunidade
de assistir a consultas das mais diversas areas, com a discussdo de casos clinicos reais, de
participar nas passagens de casos clinicos de casos internos, assistir na cirurgia, trabalho de
internamento, auxilio na area da imagiologia, processamento laboratorial, auxilio em outro tipo
de procedimentos (transfusdes, toracocénteses, miclografias, holteres, ECG’s, necropsias,

video-otoscopias).

Para além disto, houveram dias dedicados exclusivamente a area da dermatologia com a
Dr2 Diana Ferreira, num total de 16 dias exclusivos e 71 consultas, onde foi possivel assistir e
discutir os casos clinicos referenciados, aplicar e aprofundar os conhecimentos nesta area de
particular interesse, realizar colheitas, citologias e proceder a sua interpretacdo em conjunto
com a Dr? Diana Ferreira, e ainda treinar a comunicacéo e aperfeicoar as competéncias perante

0s tutores, realizando reavaliagbes em certos casos. Foram, também, realizados Journal Clubs

14



de dermatologia em que se discutiram ativamente varios artigos ao longo do estagio. E de
salientar que alguns casos da presente dissertacéo tiveram origem noutras clinicas e/ou hospitais
nas quais a Dr? Diana Ferreira exerce, onde a autora pode, igualmente, realizar o respetivo

acompanhamento.

A segunda parte do estdgio teve lugar na Faculdade de Medicina Veterinaria, no
Laboratdrio de Andlises Clinicas e Histopatologia (LACH) da Universidade de Humanidades e
Tecnologias, este foi realizado no més de Fevereiro de 2019, constituiu na quatificagdo da IL-
31 nas amostras recolhidas pelo método de ELISA (ensaio imuno enzimatico, do inglés
Enzyme-Linked Immunoasorbent Assay) sob orientacdo da Professora Doutora Margarida

Alves.

Depois de todo este processo a autora continuou a assistir a consultas de dermatologia da

Dr2 Diana Ferreira, maioritariamente para acompanhar os casos clinicos em estudo.

O balango do estagio curricular foi positivo, no sentido em que houve oportunidade de
adquirir novos conhecimentos, aperfeicoar os ja previamente adquiridos e crescer um pouco

mais, tanto a nivel profissional como pessoal ao longo deste percurso académico.

Na area da dermatologia foi possivel acompanhar diversos casos clinicos dos quais estdo
descritos na figura 1, tendo sido marioritariamente observado casos de alergias, nomeadamente,

a dermatite atopica.

Abecessos Alopécia por Diluigdo de Cor
Dermatite Ulcerativa Idiopatica Feli.na\\ /

Lesoes Necroticas

Acne Felino———

Alopécia X

Reagdes Urticariformes———

Dermatite Atopica
Furunculoses

Piodermas

18%

Dermatite Alérgica

Otites

15%

Figura 1. Distribuic&o dos casos clinicos na area de dermatologia.
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Na area de medicina interna, os casos mais observados foram oncoldgicos, que € de

salientar que se trata de uma referéncia de oncologia veterinaria, seguida de casos de

gastroenterologia, como se pode constatar pela tabela 1.

Tabela 1. Estimativa das consultas observadas durante o estagio curricular.

AREA
Oncologia
Gastroenterologia
Dermatologia
Medicina preventiva
Urgéncias
Ortopedia
Cardiorespiratério
Pré e pds operatorios
Nefrologia/Urologia
Endocrinologia
Estomatologia
Oftalmologia
Medicina preventiva
Neurologia
Infeto-contagiosas
Reproducao

Total

Total
47
27
20
18
10

=
o

P N W w s~ D b~ oo ©

173

Percentagem (%)

27,2
15,6
11,6
10,4
58
5,8
52
3,4
29
2,3
2,3
2,3
1,8
1,7
11
0,6
1

A ecografia abdominal foi a técnica imagioldgica complementar de diagndstico que a autora

mais observou durante o estagio, como se pode constatar pela tabela 2.

Tabela 2. Estimativa dos casos imagiol6gicos acompanhados no estagio curricular.
PROCEDIMENTO

Ecografia abdominal

Tomografia computorizada

Radiografia
Ecocardiografia

Total

Total

29
25
15
9
78

Percentagem (%)

37,1
32,0
19,2
11,5
1

Como foi possivel acompanhar todos os casos clinicos, desde a consulta ao seu internamento,

pode-se também observar pela tabela 3, que 0s casos eram marioritariamente oncoldgicos mais
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uma vez, devido a reavaliacOes, recobros ou mesmo recaidas dos animais oncolédgicos que
necessitavam de ser vigiados.

Tabela 3. Estimativa de casos internos observadas no estagio curricular.

AREA Total Percentagem (%)
Oncologia 81 29,2
Nefrologia/Urologia 29 10,4
Gastrenterologia 28 10,1
Recobros 28 10,1
Neurologia 22 7,9
Cardiologia/Pneumologia 21 75
Infeto-contagiosas 17 6,1
Endocrinologia 16 58
Ortopedia 9 3,2
Reproducao 9 3,2
IntoxicacOes 7 2,5
Hematologia 5 18
Oftalmologia 4 1,4
Estomatologia 1 0,3

Total 277 1

Na tabela 4 estdo documentados outro tipo de procedimentos que a autora acompanhou

durante o estagio curricular, em que a quimioterapia foi o procedimento que mais observou.

Tabela 4. Estimativa de outros procedimentos observados no estagio curricular.

PROCEDIMENTO Total Percentagem (%)
Quimioterapia 16 76,1
Eletroquimioterapia 14,2
Terapia fotodindmica 2 9,5

Total 21 1
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Como houve muita pratica cirurgica no hospital, foi possivel observar e/ou auxiliar nas mais
diversas cirurgias, das quais como se observa pela tabela 5, teve uma predominancia em

mastectomias e cirurgias eletivas (castragdes e ovariohisteriectomias).

Tabela 5. Estimativa dos casos cirurgicos acompanhados no estagio curricular.

AREA/CIRURGIA Total Percentagem (%)
Tecidos Moles Castracdes 15 234
OVH
Nodulectomia 15 234
Mastectomia
Esplenectomia 5 78
Oftalmologica 3 47
Gastropexias 3 4,7
Amputagdes 2 3,1
Colecistectomia 1 0,01
Ureterectomia 1 0,01
Laparotomia exploratoria 1 0,01
Tiroidectomia 1 0,01
Endoscopia OV laparoscopica 3 4,7
Broncoscopia 2 31
Lavagem broncoalveolar 2 31
Colonoscopia 1 0,01
Estomatologia Destartarizagoes e/ou 5 7,8
ExtracOes dentarias
Hemimaxilectomias 2 31
Ortopedica TPLO e recesséao da 2 31
cabeca do fémur
Total 64 1
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ESTUDO DOS NIVEIS SERICOS DE IL-31 EM
CAES COM DERMATITE ATOPICA E SOB
TRATAMENTO COM CYTOPOINT®

1. INTRODUCAO

1.1 Dermatite Atopica Canina

1.1.1 Apele

Os seres vivos sofrem por parte do ambiente externo uma ameaca constante, sendo a pele
ndo um, mas o maior orgdo que compde o0 organismo e, € também, o orgdo que cobre e separa
0 meio interno do meio externo no Homem e outros animais. A pele representa, em média,
dependendo do individuo, cerca de 12-24% do seu peso corporal (Merck & CO, 2010; Miller
et al., 2013). Esta confere ndo s6 o papel de protecdo fisica contra agentes exernos, como
desempenha variadissimas outras fungdes, que vao desde a homeostasia ao desenvolvimento de
respostas imunitérias (Lloyd & Patel, 2015). Possui um pH &cido que ajuda na neutralizagao de
agentes microbianos nédo residentes. No caso particular do cdo, tem entre 0,5 a 5mm de
espessura (Miller et al., 2013).

Existem, na sua composi¢cdo, varias camadas, cada uma com a seu proprio papel e
constituicdo. Da camada mais externa para a mais interna, a pele é composta pela epiderme,
derme, hipoderme e varios anexos (foliculos pilosos, glandulas) representada na figura 2a. A
epiderme possui cinco estratos (basal, espinoso, granuloso, lucidum e cornéo) (figura 2b) e
varios tipos celulares, sendo eles, os queratindcitos (+ 85%), células de Langerhans (x 5-8%),
melanadcitos (x 5%) e células de Merkel (+ 3-5%). A derme confere a segunda camada da pele,
composta por varias fibras, células e anexos (musculos eretores do pélo, vasos sanguineos e
linfaticos). Por fim, segue-se a hipoderme, que é a camada mais profunda da pele (Lloyd &
Patel, 2015).
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Figura 2. Representacdo esquematica da pele. a) Composicao da pele; b) Diferenciacdo da
epiderme (adaptado de Miller et al., 2013).
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E importante referir que, compondo a pele, existe um microbioma residente, constituido por
uma mistura de microrganismos que ali residem em simbiose e contribuem para a manutencgéo

de uma pele saudavel (Weese, 2013).

Sendo o0 estrato corneo composto por varios componentes responsaveis pela integridade da
barreira epidérmica, uma quebra na composicdo deste estrato pode resultar numa barreira
epidérmica instavel, e portanto, existe a possibilidade de uma falha na primeira linha de defesa
contra agentes externos, permitindo a sua entrada e o desenrolar de uma inflamagéo (Nishifugi,
2014; Egawa & Kabashima, 2016). No entanto, ainda é incerto se esta instabilidade é uma causa
ou um efeito e, portanto, a sua relacdo direta com o desenvolvimento da dermatite atépica
canina (DAC) ndo é um dado adquirido (Santoro et al, 2015; Pucheu-Huston et al., 2015).
Estudos indicam que um cdo com dermatite atopica é, geralmente, um individuo que possui
alteracdes na integridade da pele (Marsella et al., 2011; Nishifugi, 2014). Uma barreira
epidérmica instvel pode potenciar uma predisposi¢do para o desenvolvimento de um quadro
alérgico. Secundariamente, podem ocorrer infecbes bacterianas e sobrecrescimentos de
Malassezia, que resultam, conjuntamente com o quadro alérgico, num agravamento do prurido
e, consequentemente, do quadro clinico do animal, quando esta patologia ndo esta devidamente
controlada (Lloyd & Patel, 2015; Kanemaru et al., 2017).
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1.1.2 Definicdo de dermatite atopica canina

“A dermatite atopica canina é definida como uma patologia inflamatoria e pruriginosa
alérgica cutanea com predisposicdo genética e caracteristicas clinicas especificas. Associada
maioritariamente a anticorpos IgE contra alergénios ambientais” (Halliwel, 2006; p.207). Ao
longo dos anos a defini¢do desta doenca tem vindo a sofrer algumas alteragdes. Sendo, esta uma
sindrome de grande complexidade, e tendo por base uma causa multifactorial, torna-se dificil a

completa compreensao de todo o mecanismo que a envolve.

A dermatite atopica canina trata-se de uma hipersensibilidade de tipo | face a alérgenios
ambientais (Paterson, 2008; Merck & CO, 2010; Miller et al., 2013). Esta descrito que, na
maioria dos casos, existe associado ao quadro clinico a presenca de IgE"s contra alergénios
ambientais. No entanto, quando isto ndo se verifica, e ndo é possivel detetar a presenca de IgE’s,
determina-se que estes animais sofrem de atopic-like dermatitis. Este facto sugere que possam
existir diferentes vias associadas ao desenrolar da patologia (Merck & CO, 2010; Jackson &
Mueller, 2015).

De acordo com o Comité Internacional para a Doenca Alérgica em Animais (ICADA, do
inglés International Commitee on Allergic Diseases of Animals), existem varios possiveis
fatores responsaveis pelo desenvolvimento da dermatite atdpica canina, tais como, fatores
ambientais, genéticos, imunoldgicos, alteracdes na barreira cutdnea e o envolvimento de
maultiplos alergénios ambientais (Miller et al., 2013; Hensel et al., 2015; Harvey et al., 2019).
Se a propria doenca ja € complexa, por outro lado, ainda existem fatores que levam a um
exarcerbar da DAC, tais como, as infecBes secundarias e possiveis infestacGes parasitarias
(Lloyd, 2014; Santoro et al., 2015).

1.1.3 Epidemiologia da DAC

Nos dias de hoje muitas alteragcbes surgiram no ambiente quotidiano que resultaram,
também, numa alteracdo do ambiente quotidiano dos animais de companhia. Dessa mudanca,
surgem beneficios e consequéncias. Estima-se que a DAC, atualmente, afete cerca de 10-15%
da populag&o canina (Merck & CO, 2010; Moyaert et al., 2017a). E de notar um grande aumento
comparado com valores anteriores. De acordo com Halliwel & Schwatrzman (1971) citado por
Hillier & Griffin (2001) e Miller e colaboradores (2013) em 1971 estimava-se que 3,3% dos
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cdes sofriam da patologia. Num outro estudo nos Estados Unidos da Ameérica (EUA), de acordo
com DeBoer (1989) citado por Miller e colaboradores (2013) cerca de 27% padecia ou poderia
desenvolver a patologia, e um outro estudo em Inglaterra ditava que apenas 5% desenvolviam
a DAC (Hill et al., 2006). A taxa de prevaléncia da doenga assenta, principalmente, na
informacdo da regido geogréafica a que o cdo pertence, nas tendéncias de determinadas racas
numa dada regido, nos métodos de sobrevivéncia e no critério de diagndstico utilizado pelos
especialistas (Hillier & Griffin, 2001; Miller et al., 2013).

Estima-se que o numero de casos de dermatite atopica em humanos tenha vindo a aumentar
em regides industrializadas, com 10-20% das criangas a desenvolverem a doenca. Pensa-se que
esta situacdo se possa dever, ndo s a excessiva higiene, nos banhos e no uso de antibacterianos
que afetam diretamente a normal funcéo da barreira epidérmica, como pela menor exposicéo a
bactérias e/ou parasitas (Mutius, 2007). O aumento da prevaléncia da DAC &, também, uma
realidade; no entanto, ndo se sabe ao certo o porqué. Extrapola-se que esteja relacionado com
as mesmas causas que nos humanos. O aumento do nimero de cdes que passam a maior parte
do tempo dentro de casa é uma veracidade, principalmente em regides industrializadas. Deduz-
se que a menor exposicao as endotoxinas seja um dos motivos, aliado a banhos excessivos, que
a priori ndo eram realizados, e exposicdo a alergénios que ndo existem no meio rural (Miller
et al., 2013). Consta que cées que vivam ou tenham nascido em meio rural, tenham acesso ao
campo, praias, bosques e que coabitem com outros cées tenham menor risco de
desenvolvimento da DAC. Também cadelas lactantes que sejam alimentadas com dietas
caseiras parecem estar em menor risco de ter crias com DAC. Estes fatores parecem conferir
uma certa protecdo ao desenvolvimento da DAC (Harvey et al., 2019). De acordo com
Anturaniemi et al. (2017), animais com mais de 50% da sua pelagem de cor branca tém maior
risco de desenvolver DAC, enquanto que, Harvey et al. (2019) sugerem que labradores de
pelagem cor de chocolate tenham maior risco de desenvolver DAC do que labradores de

pelagem clara.

N&o estéd descrito que haja predisposi¢do para género; no entanto, varios estudos remetem
para um inicio do quadro clinico, entre 0s 6 meses a 7 anos de idade, com uma média dos casos
a iniciar dos 6 meses aos 3 anos de idade (Paterson, 2008; Allen et al., 2010; Bizikova et al.,
2015a). A forte componente genética que entra em jogo, aumenta em 50% o risco de DAC

(Nuttal, 2014). As ragas descritas como mais frequentemente afetadas sdo, West Highland
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White Terrier (WHWT), Labrador Retriviers, Golden Retrivier, Boxer, Bulldog Francés, Pastor
Alemao e Cocker Spaniel (Bizikova et al., 2015a).

1.2 Patogénese da DAC

A dermatite atdpica canina € uma patologia com um envolvimento multifactorial extenso,
da qual varios estudos relatam algumas possiveis causas, contudo, por padecer de uma enorme
complexidade, ainda hd muito por desmistificar. Sabe-se que a DAC é similar a dermatite
atépica humana, ambas resultantes de uma interacao bastante complexa entre fatores intrinsecos
(idade, raca, sistema imunitério, genética e uma barreira epidérmica anémala) e extrinsecos
(alergénios ambientais e/ou alimentares e sazonalidade) ao animal (Miller et al., 2013). A
figura 3 demontra, de uma forma esquematica, a envolvéncia de fatores que podem

desencandear um quadro alérgico.

Genética Influéncia
Ambiental

Alergia

Desregulacdo
Imunologica

Figura 3. Representacdo esquematica da etiologia
multifactorial da DAC (adaptado de Day, 2014).

Com o avangar do tempo foram sugeridas varias hipoteses para a sua fisiopatologia, com
mais autores a salientar a importancia da integridade da barreira epidérmica e outros a
relevancia do papel do sistema imunitario anomalo. Por serem diversos os componentes
responsaveis pelos quadros clinicos, estes resultam em diferentes fenotipos, dificultado o
diagndstico de um individuo com DAC. Sabe-se que nem todos os cdes atopicos tém IgE’s

alergénio-especificos detetaveis (atopic-like), sendo que a sua fisiopatologia ndo é tdo bem
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compreendida quanto a dos cdes atopicos com detecdo destas imunoglobulinas (Halliwell,
2006; Marsella, 2014).

1.2.1 O complexo sistema imunologico do cdo atépico

A dermatite atopica canina, de uma forma mais simplificada, trata-se de uma
hipersensibilidade do tipo I. Uma interacdo entre antigénios, mastocitos e a sua ligacdo com as
IgE, culminando numa libertacdo de mediadores inflamatdrios por parte destas células, gerando
uma inflamagé&o de carécter agudo. Esta hipersensibilidade é composta por duas fases, a fase de
sensibilizacdo e a de reexposicdo ao alergénio (abaixo serd descrito com mais detalhe o
processo). Estes animais, por fatores diversos, montam uma resposta exagerada contra
alergénios a que sdo expostos, através de uma resposta executada pelas células T auxiliares
(Th2) produzindo anticorpos IgE (Tizard, 2013; Day & Schultz, 2014).

A base de conhecimento sobre o que esta por tras de toda esta sindrome, tem vindo a evoluir
ao longo de varios anos, com a apresentacao de cada vez mais estudos focados na clarificagdo
e compreensdo da DAC. Atualmente, existe uma grande evidéncia de que as células T e as
citoguinas tém um papel fulcral na patologia, enquanto que as IgE, mastdcitos e seus

mediadores (histamina, leucotrienos), parecem ter um papel menos relevante (Marsella, 2014).

De facto, existe uma grande tendéncia para que os cdes atopicos em resposta aos alérgenios
libertem histamina por parte dos mastocitos, ndo se sabendo, contudo, se existe um papel direto
desta substancia na DAC. O que se sabe é que a histamina potencia outros componentes, como
os leucocitos, quimiocinas e, ainda, ativa células dendriticas (Brazis et al., 1998; Hammerberg
et al., 2001; Marsella, 2014).

As células de Langerhans sdo células dendriticas, apresentadoras de antigenios, presentes
em grandes quantidades na epiderme destes cdes, e possuem um papel importante na progressao
e manutencao de todo o processo inflamatdrio uma vez que estas expressam bastantes recetores
de alta-afinidade para a IgE (FceRl). Estas células ao apresentarem alérgenios ligados a IgE
podem gerar uma hiperestimulacdo das Th2 gerando uma resposta inflamatoria bastante
eficiente (Olivry et al., 1996; Bonkobara et al., 2005; Marsella, 2014; Jackson et al., 2015).
Tém, ainda, a habilidade de reverter o efeito de supressao das células T reguladoras e modulam

a funcdo destes componentes (Ahn et al., 2007).

Como referido anteriormente, é nas celulas T e citoquinas que a evidéncia investe de

momento. Estudos em medicina humana sugerem que existam duas fases distintas, uma fase
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aguda envolvendo as Th2 (com envolvimento das TCD4+, eosindfilos e libertacdo de IL-4 e
IL-13) e uma fase cronica provocada pelas células Th1 (com envolvimento de macrofagos com
libertacdo de IL-3, IL-12 IL-18 e interferdo gama). Em cdes ndo é tdo claro que existam estas
fases distintas, mas sim uma importancia direcionada para as Th2 (Miller et al., 2013). Estas
células tem a capacidade de libertar diversas citoquinas especificas, as interleucinas (produzem
allL-4,IL-5e alL-13), cuja funcdo foi sendo descoberta ao longo tempo (Tizard, 2013). Estas
citoquinas sdo proteinas que possuem capacidade de comunicacgdo celular, sendo capazes de
produzir varias respostas celulares, entre elas a ativacdo de varias células do sistema
imunologico. Portanto uma desregulacdo do sistema imunoldgico provoca numerosas

alteracdes indesejadas (Gonzales et al., 2014).

Sao vérios os mediadores que contribuem para o desenvolvimento do prurido, sendo 0s
neuropéptidos, proteases, cininas e citoquinas alguns exemplos (Kasutani et al., 2014). A
interleucina 31 (IL-31) é uma proteina pertencente a familia das IL-6, composta por uma
estrutura de quatro hélices (Zhang et al., 2008). Esta interleucina, foi recentemente apontada
como tendo uma grande importancia na fisiopatologia da DAC, sendo responsavel pelo prurido
agudo e quadro inflamatdrio em cées (Gonzales et al., 2013; Olivry, 2019b). Estudos descrevem
a detecdo desta interleucina na maioria dos soros dos cdes com dermatite atdpica
(preferencialmente no tipo lesional) (Sonkoly et al., 2006; Gonzales et al., 2013; Marsella et
al., 2018) e a existéncia de uma correlagédo com a gravidade da patologia (Ezzat et al., 2011,
Marsella et al., 2018). A IL-31 é uma citoquina essencialmente produzida pelas células Th2
mas, também, pelos mastocitos (Dillon et al., 2004; Kasutani et al., 2014). O mecanismo de
acdo da IL-31 tem vérias vias. Sabe-se que este mediador pode, de forma direta, desencadear o
prurido via fibras nervosas; no entanto, ha quem defenda que a IL-31 possa ter um efeito
pruriginoso de forma indireta, regulando certas substancias pruriginosas. A utilizacdo da via
dos queratindcitos, com consequente libertacdo de mediadores secundarios tem sido descrita.
Para além disso, pode ainda, via neuroreceptores, reduzir certos estimulos. Sabe-se hoje,
tambem, que a IL-31 é capaz de ativar as JAK/STAT (Dillon et al., 2004; Gonzales et al., 2013;
Hawro et al., 2013). O seu recetor esta presente em diferentes pontos, tais como, no ramo dorsal
do ganglio dos neurdnios sensitivos, fibras aferentes da medula espinhal na derme e alguns
tipos celulares (queratindcitos epidermémicos, eosindfilos, mastocitos, mondcitos e
macrofagos ativados), sendo estes recetores, um heterodimero com subunidade alfa e o recetor
da oncostatina M (Dillon et al., 2004; Bando et al., 2006; Sonkoly et al., 2006). Resumindo, a

IL-31 ap6s ser produzida e libertada, € capaz de se ligar aos seus recetores, acionando e
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enviando sinais ao cerebro, via fibras nervosas, produzindo a sensacdo de prurido, e ativando
adicionalmente muitas outras vias e células que atuam, igualmente, em todo o quadro clinico
(Gonzales et al., 2013; Gonzales et al., 2014).

As Janus Kinase (JAK) sdo uma familia de enzimas que possuem um papel relevante na acéo
de diversas citoguinas, sendo varias as citoquinas que possuem a capacidade de as ativar,
quando estas se ligam aos recetores (Schindler & Plumlee, 2008; Gonzales et al., 2014). Estas,
quando ativas, geram um estado de degradacéao do recetor conjugado, porporcionando zonas de
ligacdo para proteinas de sinalizacdo tais como as transdutoras de sinal e ativadoras de
transcricdo (STAT, do inglés signal transducer and activator of transcription). As STAT, apds
a sua ligacdo, sdo transformadas em residuos de tirosina pelas JAK. Permitem, também, que as
citoquinas transmitam sinais no ndcleo celular para gerar respostas bioldgicas (Schindler &
Plumlee, 2008; Harrison, 2012; Gonzales et al., 2014). Nesta patologia alérgica as citoquinas
pré-inflamatorias (IL-2, 1L-6) e as que atuam nas respostas alérgicas (IL-4 e IL-13) sédo
citoquinas que usam as vias de JAK-STAT (Ong & Leung, 2006; Brandt & Sivaprasad, 2011,
Gonzales et al., 2014).

O sistema imune numa situacao normal tem a capacidade de neutralizar uma resposta gerada
pelas células Th2, através de certos componentes, tais como, CD4+, CD25, Tregs e I1L-10. As
células Treg (células T reguladoras ou células T supressoras), sdo células capazes de modular
e equilibrar o sistema imunitario mantendo uma certa tolerancia a antigénios proprios, evitando
a doenca autoimune. Animais com esta condicdo alérgica tém, por norma, estes componentes
suprimidos e, portanto, seré certo dizer que a DAC é uma doenca com defeito na regulacao da
resposta imunoldgica (Marsella, 2014).

Os queratindcitos tém, também, uma acgdo ativa no desenrolar da DAC, produzindo inimeras
citoquinas e quimiocinas. Os leucotrienos, enzimas que produzem prostaglandinas, e o préprio
microbioma sdo todos componentes ativos no desenrolar da dermatite atdpica canina (Marsella,
2014).

De uma forma simplista, sdo varias as vias de entrada dos alergenios (oral, respiratéria, e
cutanea); no entanto, independentemente de qual a via, a resposta imunitaria ao alergénio &
desenvolvida rapidamente. Numa primeira fase (fase de sensibilizacdo), ap6s o trespassar do
alergénio pela barreira epidérmica, este é captado pelas células-apresentadoras de antigénio e
apresentado as celulas T, através de uma interacdo entre moléculas presentes na superficie das

células apresentadoras de antigénio, o complexo de maior histocompatibilidade 11 (MHC 11, do
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inglés Major Histocompatibility Complex) e os recetores presentes nas células T helper (TCR,
do inglés T-Cell Receptor), reconhecendo o antigénio processado. Células CD4+ passam a
células Thl e Th2 (sendo estas as importantes contra alergénios) que, por sua vez, ddo auxilio
para ativar as células B a produzir citoquinas, tais como as interleucinas 4, 5, 6, 10 e 13. Este
processo promove a formacao de IgE antigénio-especifico. As IgE ligam-se aos mastocitos pelo
complemento de fixacdo e alta afinidade para o recetor (FceRlI, do inglés High-Affinity IgE
Receptor) e ai permanecem ligados até uma nova exposicdo do mesmo alergénio. Numa
segunda fase (fase de reexposi¢do), quando o alergénio volta a entrar no organismo, este liga-
se diretamente as moléculas de IgE alergénios-especificos presentes nos mastocitos e enviam
um sinal para que haja libertacdo de mediadores inflamatorios (histamina, heparina, enzimas
proteoliticas, prostaglandinas e leucotrienos), gerando assim uma resposta inflamatéria
(Kennis, 2006; Tizard, 2013; Jackson & Mueller, 2015). A figura 4 esquematiza a resposta
alérgica com consequente libertacdo de mediadores inflamatdrios tais como a I1L-31.

Reaccao imunitdria
Alergénio Alergénio
Células dendriticas
apresentadoras de antigénio Mastdcito
estimulado T, _» Mediadores
L : 08" inflamatorios
¥ N \a
7
-4
«
e Y~ Inflamacao: edema,
1 § 1 prurido, vasodilatacao,
P /¥ 4 quimiotaxia dos
) Y eosindfilos
! e - 2
& W > Citoquinas

Broncoconstrigao

Figura 4. Esquema da resposta imunitéria face aos alergénios. A) Fase de sensibilizagdo; B) Fase
de reexposicdo (Adaptado de Dethioux, 2006).

1.2.2 Influéncia ambiental

O ambiente possui um poder relevante sobre o desenvolvimento da dermatite atpica canina.
Alguns autores descrevem a existéncia de um menor risco de cdes com mais acesso ao exterior
de desenvolverem DAC (Meury et al., 2011). Outro estudo remete para o aumento da DAC em

cdes que vivem em regides industrializadas, com muita densidade humana, grande precipitacéo
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pluviométricas, zonas sul e onde hajam veterinarios dermatologistas (Nodtvedt et al., 2006).
Looringh et al. (2011), referem uma protecdo contra o desenvolvimento da DAC quando ha

exposicdo a endotoxinas bacterianas.

O papel dos alérgenios ambientais e alimentares ja foi descrito. Embora seja praticamente
impossivel identificar todos os alérgenios ambientais existentes, tem-se como referéncia a area
geogréfica, para que deste modo seja possivel identificar os alergénios mais comuns em
determinada regido. Os alergénios mais comuns associados a dermatite atdpica sdo, o p6 da
casa, acaros do po da casa (Dermatophagoides farinae e Dermatophagoides pteronyssinus),
acaros de armazenamento (Acarus siro e Tyrophagus putrescentiae), alergénios epidérmicos
(humanos, cavalos, gatos e cdes) poléns, bolores e insetos (Hill & DeBoer, 2001; Marsella et
al., 2011; Prélaud, 2014; Bizikova et al., 2015a). Ha que ter em atengdo que um animal que seja
alérgico a certos tipos de poléns, esta, por norma, sujeito a uma sazonalidade e area geogréfica.
Segundo Marsella et al. (2006) e Paterson (2008) a exposicao aos alergénios ambientais pode
ocorrer por via oral, respiratdria e cutanea, parecendo ser esta Gltima a mais relevante na DAC.
Cerca de 80% dos cdes com dermatite atdpica, possuem IgE especificos em circulacdo, que tém
a capacidade para reconhecer um ou mais acaros da casa, ervas daninhas e outros tipos de
alergénios ambientais (Youn et al., 2002). Os alergenios alimentares apresentam, também, uma
importancia na doenca pois, em certos casos, existem concomitantemente, os dois problemas.
Cerca de 13 - 30% dos cdes com reacdo adversa ao alimento (RAA) padecem
concomitantemente de DAC, sendo o quadro clinico indistinguivel (Miller et al., 2013). Nos
casos de RAA, os animais padecem de um prurido ndo sazonal, geralmente na face, patas,
pavilhdes auriculares, axilas, patas anteriores e regido perianal, podendo estes sinais clinicos
ser acompanhados de sinais gastrointestinais (Kennis, 2006). Estes alergénios séo
glicoproteinas hidrossoluveis, sendo frequentemente encontradas na carne de bovino, frango,
cordeiro, milho, trigo, leite de vaca, soja, ovos e peixe (Kennis, 2006; Roudebush, 2013;
Mueller et al., 2016). De acordo com Olivry et al., (2007) um cdo com DA pode apresentar de
niveis seroldgicos de IgEs alergénio-especificos de origem alimentar, sendo esses alérgenios
alimentares capazes de aumentar o risco de uma recaida de dermatite atopica. Assim, evitar

certos alimentos € importante no maneio da doenga.

Em relacéo ao papel dos agentes microbianos na patogénese da DAC é algo que ainda nao
esta completamente compreendido; no entanto, julga-se que a baixa exposi¢do ou endotoxinas

de bactérias gram negativas seja uma das razdes para o desenvolvimento da doenca, devido aos
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novos habitos de vida (cdes indoor, aumento da frequéncia de banhos e aplicacGes de produtos
desinfetantes) (Lloyd, 2014; Harvey et al., 2019). Todavia, sabe-se que estes microrganismos
residentes, em certas condi¢des, podem ser capazes de induzir condi¢Bes propicias no
microbioma da epiderme, promovendo a sobrevivéncia microbiana indesejavel, permitindo a
sua proliferacdo e culminando numa infeccdo (Lloyd, 2014). A recorréncia destas infecOes
podera estar relacionada com a alta aderéncia dos estafilococos a pele destes cdes (DeBoer &
Marsella, 2011). A acdo da levedura Malassezia na DAC também n&o estd completamente
esclarecida; ainda assim, foi demonstrado atraves da mensuracao de antigénios da Malassezia
que esta podera induzir uma resposta de hipersensibilidade (Bond et al., 2002; Oldenhoff et al.,
2014). As Malassezias pachydermatis, sdo microorganismo predominantes no microbioma da
pele dos cées sdos (Guillot & Bond, 1999) e sabe-se que esses mesmos podem induzir e
exarcerbar a inflamacéo da pele por diversos mecanismos predispondo a sobrecolonizacao de
outros microrganismos (Bond, 2014).

1.2.3 Genética

Com a revolucdo das novas tecnologias, tem surgido um maior interesse em explorar a area
da genética. Antigamente, os estudos que se desenvolviam nesta area eram baseados,
essencialmente, na observacdo da raca, heriditabilidade e a suposicdo, a partir de estudos
realizados na medicina humana. Certos estudos relataram uma forte predisposicdo racial
(Wilhem et al., 2010), destacando algumas racas propensas a DAC, como Golden Retriever,
Pastor Alemao, Cocker Spaniel, Boxer, Bulldog Francés, Dalmata, Setter Irlandés, Bullterrier,
Welsh terrier, Cairn Terrier, West Highland White Terrier e Scottish Terrier. Caes sem raca
defenida também apresentam DAC, realcando novamente a grande a complexidade da doenga
(Shaw et al., 2004; Tizard, 2013).

Gragas ao surgimento de novas técnicas, existe a possibilidade de explorar, cada vez mais, a
influéncia genética no desenvolvimento da DAC. Existem estudos em que descobriram uma
guantidade extensa de genes capazes de potenciar a DAC, influenciando toda a parte
imunologica, barreira epidérmica e inflamacdo (Wood et al., 2009; Wood et al., 2010;
Salzmann et al., 2011; Roque et al., 2012). Gracas a estes estudos é possivel afirmar que a
dermatite atOpica canina possui uma componente genética e hereditaria (Paterson, 2008;
Barnes, 2010; Tizard, 2013; Bizikova et al.,, 2015a). Segundo Shaw et al. (2004) a
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hereditabilidade influencia, em cerca de 50%, a probabilidade de um céao vir a desenvolver
DAC.

O fendtipo de um individuo que apresente DAC nunca é igual a outro, assim como a sua
resposta aos tratamentos implicados, possivelmente devido as variagdes individuais do genoma.
Assim, os multiplos genes descobertos podem contribuir para a fisiopatologia de uma forma
bastante complexa, sendo que a sua funcdo e expressdo podera estar dependente da relagdo com
0 ambiente, tendo a raca e a area geografica também alguma influéncia (Jaeger et al., 2010;
Nuttall, 2014).

1.2.4 Defeito da barreira epidérmica

Como previamente descrito, a pele possui uma composi¢do bastante completa. O estrato
cdrneo presente na camada mais superficial da pele (epiderme) é composto por cornedcitos e
uma substancia homogénea com funcdo de manter os cornedcitos agregados (essecialmente
formada por lipidos). Os queratindcitos contém no seu interior proteinas, como a filagrina e a
queratina, que conferem resisténcia mecanica e constituiem um obstaculo a entrada de agentes
estranhos no organismo. Os lipidos constituintes da substancia envolvente, sdo compostos,
fundamentalmente, por ceramidas que impedem a perda de fluidos corporais atraves da
epiderme e tém, ainda, propriedades de sinalizacdo celular (Uchida, 2014). S&o varias as teorias
apresentadas para suportar alteracfes nestes componentes; no entanto, se sd0 uma causa ou um
efeito, € um assunto que ainda ndo é completamente claro (Olivry, 2011; Stahl et al., 2012).
Ainda assim, sabe-se que as alteracfes presentes, podem levar ao aumento da perda de agua
pela barreira epidérmica e, consequentemente, ao aumento da entrada de alergénios percutaneos
(Nishifugi, 2014). As novas metodologias permitiram tirar algumas conclusdes. Com o método
da mensuracdo da perda de agua pela epiderme, foi possivel observar que este aumento é
diretamente porporcional ao aumento da permeabilidade cutanea (Shimada et al., 2008). Sabe-
se, ainda, que cdes atopicos possuem mensuracdes maiores de perda de fluido do que cées
saudaveis, levando-nos a acreditar que, realmente, existe um dano na barreira. Ainda associado
a perda de fluido, as ceramidas tém um efeito inversamente porporcional ao aumento da perda
de fluido (Shimada et al., 2009; Nishifugi, 2014). As ceramidas sdo importantes na manutencao
da permeabilidade cutanea e véarios estudos relatam a sua diminuigdo em cées com dermatite

atopica, levando ao aumento da permeabilidade (Marsella et al., 2009; Nishifugi, 2014). A
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filagrina, uma proteina intracelular dos cornedcitos, esta associada ao filamento que liga a
queratina nas células epiteliais. Estudos com foco nesta proteina afirmam que em cées atdpicos

se observa um decréscimo da sua expressdo (Chervet et al., 2010).

Todas estas alteracdes sdo capazes de promover um aumento da entrada de alergénios e
favorecer a colonizacdo microbiana secundaria (Jackson & Mueller, 2015), aumentando a
exposicdo aos alergénios, sendo este um fator critico e determinante no desenvolvimento da

dermatite atdpica (Paterson, 2008).

1.3 Diagnostico

Diagnosticar um cdo com DA torna-se uma tarefa desafiante para o clinico, uma vez que a
patologia ndo apresenta sinais clinicos patognomanicos e sao diversos os fatores que podem
fazer variar o quadro clinico em individuos diferentes, havendo diversas apresentacdes da
doenca (DeBoer & Hillier, 2001). A componente genética, a extensdo das lesdes, o estadio da
doenca, a sazonalidade, a presenca de infe¢cBes secundarias e, mesmo, presenca de outras
patologias, sdo alguns exemplos de fatores que fazem variar as apresentacdes clinicas e, por

iss0, 0 seu diagndstico ndo € direto, mas sim um processo de exclusdo (Hensel et al., 2015).

1.3.1 Histoéria, anamnese, resenha, sinais clinicos,

sazonalidade

Uma boa histéria clinica e anamnese € um trunfo importante para o diagndstico desta
patologia (Foster et al., 2003). Alguns estudos debrugaram-se sobre as manifestacGes clinicas
da dermatite atOpica canina, na tentativa de reconhecer um método perto do eficaz e de facil
aplicacdo para o diagnéstico da DAC no que respeita as lesdes dermatologicas. Existem varios
tipos de escalas validadas, no entanto, nem todas sdo praticas. Surgiram, também, varios
métodos de classificar as lesdes de um cdo com dermatite atopica. Assim, surgiram as escalas
simplificadas de CADESI-3 (Index da extencéo e severidade da dermatite atopica canina 3, do
inglés Canine Atopic Dermatitis Extent & Severity Index 3), CADESI-4 (Index da extencéo e
severidade da dermatite atopica canina 4, do inglés Canine Atopic Dermatitis Extent & Severity
Index 4), COSCAD 18 (Conjunto de resultados para aplicacdo em ensaios clinicos terapéuticos
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em dermatite atopica canina 18, do inglés Core Outcome Set on Canine Atopic Dermatitis 18)
e uma outra escala, CADLI (Index de lesbes da dermatite atopica canina, do inglés Canine
Atopic Dermatitis Lesion Index) (Plant et al., 2012). Todas estas fazem a mensuracdo da
gravidade lesional de um cdo com dermatite atopica (Olivry et al., 2007; Olivry et al., 2014;
Bizikova et al., 2015b; Olivry et al., 2018; Olivry, 2019a). Para além disso, é ainda possivel
controlar a evolugédo do prurido com base numa escala visual analégica — pVAS (Escala Visual
Analdgica de Prurido, do inglés Pruritus Visual Analog Scale) (Rybnicek et al., 2008).
Surgiram, também, varios critérios com cerca de 80% de sensiblidade e especifidade (Wilhem
et al., 2010), que tornam a tarefa um pouco mais simples para os clinicos. Favrot (2010),
desenvolveu os critérios clinicos para o diagnéstico de um cdo com dermatite atdpica como se

apresenta na tabela 6.

Tabela 6. Adaptacao dos Critérios de diagndstico de Favrot (Olivry et al., 2010a).

Critérios de Favrot, 2010

inicio dos sinais clinicos antes dos 3 anos de idade

Cées indoor marioritariamente

Prurido responsivo aos glucocorticoides

Prurido como sinal inicial 5 critérios: 79% especificidade e 85% sensibilidade

Patas dianteiras afetadas

> 6 critérios: 89% especificidade e 58% sensibilidade

Pavilhoes auriculares afetados

Margens dos pavilhdes auriculares ndo afetadas

® N o g & W M E

Area dorso-lombar nio afetada

Para além da prevaléncia de idade para o desenvolvimento da DAC e a predisposicao racial,
existe também o fator sazonal. Como referido anteriormente, existem duas situa¢fes nas quais
0 quadro clinico é similar e pode induzir a erro no momento do diagnostico. Trata-se da
dermatite atdpica potenciada por alergénios ambientais e a reacdo adversa ao alimento. Uma
forma de distinguir os dois reside na apresentacdo sazonal, ou seja, se um individuo tem crises
num determinado periodo temporal (Primavera/Verao) e se apresenta remissao no resto do
tempo, entdo poder-se-a afirmar que se trata de um cdo com sintomatologia sazonal. Por outro
lado, se um individuo apresentar-se instavel na maioria do tempo, é provavel que se trate de um

cdo com RAA, um animal com hipersensibilidade a acaros da casa que, neste caso, persiste em
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contacto todo 0 ano com o animal ou ainda DA exarcerbada por alergénios alimentares (Favrot
et al., 2010; Bruet et al., 2012). Apesar disto, estudos descrevem que um animal pode ser
sazonal num estado inicial e, com a evolucéo da doenca possa perder essa sazonalidade (Griffin
& DeBoer, 2001).

1.3.2 Manifestacbes dermatoldgicas e ndo dermatologicas

O sinal clinico mais comum num cdo com dermatite atdpica é o prurido. Trata-se de uma
sensacdo em que o animal demonstra uma vontade de se cocar, demonstrando comportamentos
de inquietacdo, ansiedade, de sacudir a cabeca, rocar contra objetos, esfregar no chdo e em
paredes, cocar diretamente com as patas o proprio corpo ou lamber (Dethioux, 2006). Este tipo
de prurido €, por norma, responsivo a glucocorticoides (Favrot et al., 2010; Wilhem et al., 2011;
Bruet et al., 2012). Numa fase inicial, pode haver prurido somente ou prurido associado a lesdes
primarias como o eritema e papulas (Griffin & DeBoer, 2001; Dethioux, 2006; Bensignor et
al., 2013a).

As regibes frequentemente afetadas sao as regides distais dos membros, face, ventre, zona
inguinal, zona perineal, pavilhdes auriculares e areas de flexdo como a regido axilar e fossas
antecubitais, como esta esquematizado na figura 5 (Giffin & DeBoer, 2001; Wilhem et al.,
2011; Bruet et al., 2012; Jackson & Muller, 2015; Hensel et al., 2015).

Figura 5. Representacdo esquematica das regides frequentemente
afetadas na DAC (Hensel et al., 2015).

Associado ou ndo ao prurido, ocorrem lesdes cutaneas descritas como primarias e/ou
secundarias, tais como, eritema, maculas eritematosas, papulas, aldpecia autoinduzida,

escoriagdes, hiperpigmentacao e liquificagdo, sendo que as lesGes secundarias podem estar mais
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associadas a casos mais cronicos (figura 6) (Hensel et al., 2015). Como lesGes menos comuns,
podem, ainda, ocorrer urticaria, dermatites humidas, hiperhidrose, fistulas interdigitais e, ainda,
seborreia oleosa, havendo estudos que prevém uma prevaléncia racial para cada um dos
problemas (Bizikova et al., 2015b).

Figura 6. Sinais de cronicidade num cdo com DAC. a) Metacarpo do
membro anterior direito com liquificagdo e hiperpigmentacao. b) Regides
axilares com hiperpigmentacéao (original da autora).

Para além do prurido e lesdes, podem haver complicacfes da DAC como infecdes baterianas
e por Malassezia com 55 - 66% e 28 - 33% de probabilidade de ocorréncia, respetivamente
(Griffin & DeBoer, 2001; Favrot et al., 2010; Wilhem et al., 2010). Wilhem et al., (2011)
conseguiram desenvolver ilustraces de varias ragas associadas a um determinado fenétipo

especifico, permitindo observar as diferencas entre ragas (figura 7 e 8).

Boxer German shepherd dog

Figura 7. Representacdo esquematica dos padrdes raciais da DAC (Wilhem
etal., 2011).
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Figura 8. Continuagao da figura 7.

E comum coexistir com a DAC, otite externa, assim como 50% dos casos podem
desenvolver conjuntivite alérgica associada e, com menor frequéncia, pode ocorrer seborreia,
hiperhidrose e rinite (Griffin & DeBoer, 2001; Paterson, 2008; Favrot et al., 2010; Wilhem et
al., 2010; Martins et al., 2011).

1.3.3 Diagnosticos diferenciais

Sdo algumas as patologias que podem resultar em sinais clinicos semelhantes aos da
dermatite atopica. Estas devem, portanto, ser descartadas para se chegar a um diagnostico
correto. As ectoparasitoses (sarnas — sarcéoptica, otodécica —, cheyletielose, trombiculose,
piolhos), agentes infeciosos (dermatite por Malassezia e piodermatites) e alergias (dermatite
alérgica, alergia alimentar, dermatite alérgica a picada da pulga (DAPP), hipersensibilidade a
picada de outros insetos e alergia por contacto) sdo os principais diagndsticos diferenciais a ter
em mente, pois sdo todos problemas que resultam num quadro clinico pruriginoso, e em lesdes
que podem ser confundidas com dermatite atopica. No entanto, todos estes diagnosticos
diferenciais podem ocorrer concomitantemente ou ser, no caso das infe¢des, secundarias a DAC
(Dethioux, 2006; Paterson, 2008; Hensel et al., 2015; Jackson & Muller, 2015). Para que sejam
descartadas ou identificadas € necessario proceder-se a realizacao de testes, como, tricograma,

raspagens, teste do pente, citologias (figuras 9 e 10) e/ou culturas.
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Figura 9. Etapas de diagnostico citologico. a) Realizagdo de uma citologia interdigital por fita-
cola; b) Kit de coloragdo diff-quick e c) Citologias por fita-cola coradas com diff-quick (original
da autora).

Figura 10. Microorganismos detetdveis ao microscépio. a) Citologia com degeneracdo
neutrofilica e presenca de cocos (x 1000); b) Fagocitose de cocos por neutr6filos (x 1000) e c)
Citologia com sobrecrescimento de Malassezias (x 1000) (original da autora).

1.3.4 Dieta de eliminagdo

O unico teste conhecido e mais fiavel para diagnosticar ou eliminar a suspeita de uma alergia
alimentar ¢ uma prova de eliminagdo alimentar seguida de uma provocacdo. Consiste,
essencialmente, em restringir o animal a uma dieta especifica. Numa fase inicial, € realizada
uma listagem dos alimentos a que o animal possa ter sido exposto durante a sua vida. Ap6s a
elaboracdo da listagem é selecionada uma proteina a que o individuo nunca tenha estado em
contacto. Opta-se por uma dieta caseira, comercial com proteina selecionada ou uma dieta
hidrolizada, esta Ultima alternativa contorna as limitagdes que a dieta caseira possa acarretar
(compliance, tempo, dieta balanceada, contaminacdes cruzadas) e a fiabilidade questionavel da
listagem dada pelo tutor (Miller et al., 2013; Jackson & Mueller, 2015).
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A dieta hidrolizada é uma dieta na qual a proteina é reduzida a pequenos fragmentos (através
de uma hidrolise enzimatica) que se tornam mais digeriveis e menos alergenicos (Dethioux,
2006; Kennis, 2006). O animal tera de realizar a dieta selecionada de forma exclusiva durante
um minimo de 8 semanas, tendo esta prova de diagnostico sensibilidade de 90% (Olivry et al.,
2015a,b). Apos estas semanas, deve realizar-se um teste de provocacdo com a dieta anterior do
paciente (Olivry et al., 2015b). Existem trés hipoteses: (1) durante a dieta de eliminacdo o
animal melhora e, aquando da provocagao tem uma recaida (as alteracbes podem ser notadas
de minutos a horas até 2 semanas) (Kennis, 2006). Neste caso, pode-se afimar-se que se trata
de um céo com reacdo adversa ao alimento se na reintroducdo posterior com a comida da dieta
de eliminacdo ele voltar a melhorar; (2) o animal melhora parcialmente e pode se estar perante
um cédo com as duas patologias em simultaneo (Ricci et al., 2013; Olivry et al., 2015a; Mueller
et al., 2016) ou (3) se ndo melhorar, pode afirmar-se que se trata de um cdo com dermatite
atépica induzida por alergénios ambientais. Em casos de respostas duvidosas, deve
experimentar-se uma dieta diferente da inicial. Normalmente tal sucede devido ao facto da dieta

inicial ndo ter sido a mais apropriada (erro na listagem por parte do tutor).

1.3.5 Testes alérgicos

Os testes alérgicos sao Uteis apds o diagnostico confirmado, com o intuito de formular uma
terapéutica de dessensibilizacdo especifica para o animal (Hensel et al., 2015). A mensuragédo
das IgE totais revela-se um pobre indicador de DAC, uma vez que ha a situacdo de casos
clinicos sem a producao de IgE Atopic-Like (Miller et al., 2013). Os testes alérgicos permitem
identificar potenciais alergénios aos quais 0 animal em causa possa ser susceptivel tendo,
portanto, um valor essencialmente terapéutico e permitindo elaborar uma terapia alergénio-
especifica para um melhor maneio do paciente atopico. Estes testes permitem o conhecimento
do tipo de alérgenios que se deve evitar e, ainda, distinguir se o animal se trata de um atopic-
like (Hensel et al., 2015). Existem dois métodos distintos, ambos tendo os seus pros e contras;
a tabela 7 mostra as diferencas de ambos os métodos. Depende do clinico, da tolerabilidade do
animal e preferéncia do tutor, qual o melhor teste a aplicar. A serologia IgE alergénio-especifica
acaba por ser um teste mais conveniente na medida em que existem vantagens que superam o
teste alérgico intradérmico, como sejam, ndo ser necessaria sedacdo, ser menos

traumatico/invasivo, menos trabalhoso, menos interacdo medicamentosa e menos subjetividade
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entre clinicos (Olivry et al., 2013b; Miller et al., 2013) No entanto, é de ter em conta que apenas

mede os niveis de IgE alergénio-especificos em circulacéo.

Tabela 7. Diferencas entre os testes alérgicos intradérmicos e seroldgicos (adaptado de Miller et al., 2013).

Caracteristicas Intradérmico Invitro
Sensibilidade (%) 70-%0 70 -100
Especificidade (%) >90 0 — 90 (varia consoante o laboratorio e equipamento)
Risco para o animal Possivel anafilaxia ou reacdo a sedacio Quase nula
Disponibilidade Limitado a certas praticas: especialidades Excelente
Custo por antigénio testado Barato Relativamente caro
Sobrecarga clinica Requer algumas pessoas Quase nula
Tempo para obter resultados Minutos Dias a semanas
Rapidez e facilidade em obter amostra Horas e requer alguma pratica Minutos e facil

Resultados influenciados por glucocorticoides v -

Resultados influenciados por antihistaminicos v/ Nio investigado

O teste intradérmico consiste na inoculagdo de pequenas quantidades (cerca de 0,05ml —
0,1ml) de alergénio (sendo a sua escolha de acordo com a area geografica em que o animal
reside), por via intradérmica. Ap6s cerca de 15-20 minutos a reacdo é interpretada. E um teste
que, se ndo for realizado por um clinico com experiéncia, pode resultar em falsos positivos ou
negativos. A concentracdo errada, ma selecdo dos alergénios, mau maneio dos alergénios,
técnica mal efetuada, interacdo medicamentosa, fatores intrinsecos (stress), caes atopic-like e a
sazonalidade sdo exemplos de fatores que podem gerar resultados falso negativos. Testes
contaminados, técnica mal efetuada e agentes irritantes sdo exemplos de fatores que podem
provocar resultados falso positivos (Carlotti et al., 1990; Hillier & DeBoer, 2001; Foster et al.,
2003; Dethioux, 2006; Bauer et al., 2010; Olivry et al., 2013b; Miller et al., 2013).

A serologia consiste na colheita sanguinea e mensuracdo de IgE frente a alergénios
especificos no soro. Este processo de mensuracdo é feita pelo método de ELISA (Miller et al.,
2013).

E de considerar que estes testes alérgicos podem gerar resultados falso negativos. Cerca de
10 — 30% dos caes com DAC apresentam resultados falso negativos (Hiller & DeBoer, 2001,
Olivry et al., 2010a; Bethlehem et al., 2012; Hardy et al., 2014; Olivry et al., 2015a,b).
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1.3.6  Histopatologia

Os achados histopatologicos da DAC sdo hiperplasia da epiderme, hiperqueratose
ortoqueratética e paraqueratotica, hipergranulose, espongiose, melanose e exocitose de
leucocitos. Eosindfilos sdo detetados em 15% dos casos, estando tambem presentes multiplos
mastocitos. Foi, também, descrita a presenca de um infiltrado celular perivascular com presenca
de células T, dendriticas, eosinofilos e mastdcitos hiperplasicos (Olivry & Hill, 2001). Estudos
mais recentes, relativos a fase tardia da reacdo cutanea, descrevem um padrdo que consistia
numa dermatite perivascular superficial a intersticial, com presenca de neutréfilos e eosindfilos,
e presenca de hiperplasia epidérmica irregular com linfocitos e eosinofilos, capazes de gerar
microabsessos eosinodfilicos e infiltracdo epidérmica e dérmica de células dendriticas (Bikizova
et al., 2015Db).

A histopatologia no diagndstico da dermatite atopica canina, € uma ferramenta pouco Util

devido aos padrdes pouco especificos que apresenta (Patterson, 2008).

1.4 Tratamento

Dada a complexidade da dermatite atopica canina e as diferentes apresentacdes clinicas que
a doenca pode evidenciar, é necessario realizar um estudo individualizado de cada caso com o
intuito de oferecer a melhor terapéutica personalizada. A educacédo do tutor é o primeiro ponto
a ter em consideracdo. Esclarecer tudo acerca da DAC e o que esta acarreta, é imprescindivel.

O tutor deve estar ciente de que esta perante uma doenca sem cura e laboriosa.

A terapéutica estd sempre dependente de cada caso, da regido geografica em que o animal
se encontra, da gravidade, da duracdo dos sinais clinicos, da idade do animal, da expetativa do

tutor e das suas capacidades financeiras (Miller et al., 2013).

Diferentes individuos possuem uma tolerabilidade ao prurido distinta. O prurido de um
animal num dado momento, pode resultar de um efeito cumulativo por parte dos varios
componentes envolvidos na DAC. Dai surge o conceito de limiar de prurido, que varia de
individuo para individuo (Dethioux, 2006). A figura 11 demonstra o efeito cumulativo dos
varios fatores que levam a que cada limiar de prurido seja diferente. “O efeito cumulativo de
diferentes alergénios ambientais, alimentares ou parasitarios leva o cédo a ultrapassar o seu

proprio limiar de toler@ncia e provoca prurido acentuado’ (Dethioux,2006).
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Figura 11. Resumo de uma situacdo alérgica e o limiar do prurido (Dethioux, 2006).

E imprescindivel realizar uma terapia multimodal para cada animal. Esta terapia passa por
realizar o maneio do prurido, eliminar todos os fatores que o podem agravar, fornecer uma
barreira cutdnea de melhor qualidade, evitar contacto com os alergénios e modular a resposta

imunitaria.
1.4.1 Maneio dos casos agudos

A) ldentificar e eliminar a causa

Como ponto de partida é necessério tentar identificar os potenciais causadores de uma
recaida. Perceber se foi uma exposicao a alergénios ambientais, alimentares, uma infestacdo
por pulgas ou mesmo a picada de outros insetos. Assim, é importante realizar toda a anamnese,
histéria e exame dermatoldgico de modo a tirar conclusdes e tentar identificar a causa. E,
também, importante detetar possiveis infecdes por bactérias ou Malassezia e controla-las (Beco
et al., 2013; Hillier et al., 2014, Olivry et al., 2015b).

B) Potenciar a barreira epidérmica

De modo a restringir a exposicéo aos alergénios, € essencial proporcionar uma melhoria da
barreira epidermica. O banho é o melhor aliado, por possuir uma agdo mecéanica na remogao
dos alergénios que ficam retidos no pélo e pele do animal, porporcionando ao mesmo tempo
alivio no prurido e melhoria das lesdes cutaneas. Os champés mais habituais sdo emulsificantes,
contendo varios tipos de lipidos, agucares complexos e agentes antisséticos que sdo importantes

para aliviar o paciente do prurido. Existem, também, produtos contendo fitosfingosina, e
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capazes de ndo s6 melhorar o prurido como as lesdes presentes. E importante manter banhos
com alguma frequéncia para o alivio do prurido no paciente (Bourdeau et al., 2007; Bensignor
et al., 2013; Olivry et al., 2015b).

C) Controlo do prurido e lesdes cutaneas
I. Descrito com eficacia clinica
Glucocorticoides tépicos

Sdo usados em casos em que o prurido €, essencialmente, localizado. S&o, normalmente,
usados em forma de aerosséis para uma melhor uniformizacdo na pele; no entanto, existem
outras formulagdes, sendo a eficacia e seguranca variaveis (Olivry et al., 2015b). S&o usados
apenas por curtos periodos de tempo para controlo ocasional, sendo o seu uso controlado pela
duracdo e intensidade da recaida. Em casos que seja evidente a presenca de atrofia cutanea, pelo
0 uso recorrente deste farmaco, € de evitar o seu uso nas mesmas regides (Olivry et al., 2010b;
Lourencgo et al., 2016).

Glucocorticéides orais

O uso de glucocorticéides orais em alternativa aos topicos, esta, igualmente, indicado em
casos agudos (devido & sua réapida acdo), em que as lesdes e prurido sdo generalizados. E
contraindicado o seu uso por longos periodos de tempos, devido aos potenciais efeitos adversos
inerentes; no entanto, estes estdo dependentes do tipo de substancia, dosagem e duragédo da
terapéutica. A prednisolona ou metilprednisolona a uma dose de 0,5 -1 mg/Kg SID, repartidos
por uma ou duas tomas, sdo exemplos de glucocorticoides usados com frequéncia (Jackson &
Mueller, 2015).

Oclacitinib

O oclacitinib é uma substancia quimica sintética capaz de inibir as JAK (Gonzales et al.,
2014).

O uso de oclacitinib por curtos periodos de tempo aparenta ser seguro, melhorando
rapidamente as les@es e prurido, com um pico de acdo em poucas horas a uma dose de 0,4 — 0,6
mg/Kg BID. N&o esta recomendado o0 seu uso em animais com menos de 12 meses de idade,

em casos de infecdes concomitantes, nem em casos oncoldgicos pela imunossupresséo inerente
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a este farmaco. Este farmaco deve ser usado com precaucdo em simultdneo com o0s
glucocorticoides orais pois estes podem potenciar um efeito imunosupressivo (Cosgrove et al.,
2013a).

Lokivetmab

Com a constante necessidade de criar novas abordagens terapéuticas para fazer face aos
tratamentos que a longo prazo se tornam um risco para a sadde do animal, tém surgido varios
estudos na tentativa de gerar uma terapéutica que bloqueie os efeitos pruriginosos da IL-31.
Kasutani et al., (2014) revelaram que o recetor alfa para a IL-31 € uma potencial alvo

terapéutico capaz de bloquear o ciclo do prurido.

Em 2016 surge o primeiro tratamento direcionado especificamente contra a IL-31, o
lokivetmab (Cytopoint®). Trata-se de um anticorpo monoclonal (mAB) caninizado anti-1L-31,
ou seja, € um anticorpo modificado para se tornar o mais possivel semelhante ao do céo, para
que ndo hajam reacGes imunogénicas de rejeicdo por parte do organismo (Hwang & Foote,
2005). Este possui na sua estrutura, regides especificas de ligacdo a IL-31 o que faz com que
esta se ligue ao anticorpo ao inves de o fazer ao seu recetor alfa na célula nervosa evitando,
deste modo, o desencandear do ciclo do prurido (figura 12) (Michels et al., 2016). Cerca de
82% dos casos que tém uma resposta favoravel a este tipo de terapéutica, reduzem o prurido e
as visitas ao veterinario (Souza et al., 2018; Ferreira, 2019; Zoetis, 2020). E ainda, de acordo
com Souza et al. (2018) cées de racas grandes parecem responder de uma forma mais favoravel.
Apesar da boa resposta pela maioria da populacao ao lokivetmab, os outros cerca de 18% podem
ndo responder a primeira administracdo ou, ainda, deixar de responder nas adminitracdes
subsequentes. Tal pode dever-se, por exemplo, ao facto de o anticorpo caninizado a certo ponto
deixar de ser menos imunogénico e haver uma rejeicdo pelo organismo (Chaigne & Watier,
2015). A DAC é uma doenca multifacetada com muitas intera¢fes imunoldgicas, podendo o
controlo de uma so interleucina, em certos casos, ndo ser suficiente para controlar todo o quadro
clinico (Gonzales et al., 2013; Moyaert et al., 2017).

Szczepanik et al. (2019) descobriram uma correlagéo positiva entre a taxa de perda de agua
transepidérmica (TEWL, do inglés transepidermal water loss) e o tratamento com o
lokivetmab. Concluiram, portanto, que em certas zonas do organismo a TEWL reduzia com o
uso deste farmaco. Tal facto pode permitir obter, no futuro, uma ferramenta que possibilite

avaliar a eficacia do lokivetmab em diversos casos.
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Figura 12. Representacdo esquematica do funcionamento do Cytopoint®. a) Esquema da IL-31 ligada
ao anticorpo monoclonal (lokivetmab); b) Representacdo esquematica da acdo do lokivetmab.
Adaptado, Zoetis 2017. Disponivel em: https://www.zoetisus.com/products/dogs/cytopoint/moa.aspx.
Acesso a 26 Maio 2019.

a sinalizacdo ndo é acionada

A posologia do lokivetmab é de 1,0 - 3,3 mg/Kg via subcutanea (SC), atuando de forma
bastante rapida (cerca de 24h ap6s injecdo existe uma diminui¢do no prurido), tendo uma
durabilidade aproximada de 4 a 8 semanas, embora este intervalo de tempo possa variar de
individuo para individuo (Michels et al., 2016a; Zoetis, 2020). E um tratamento bastante seguro,
n&o tendo interagdes medicamentosas dignas de registo, tendo efeitos adversos minimos, sendo
0s mais comuns desconforto no momento da injecdo e possiveis sinais gastrointestinais
minimos (vomito, diarreia) (Michels et al., 2016b; Souza et al., 2018). Pode ser administrado a
cdes com menos de ano de idade. Como se trata de um tratamento direcionado para o prurido,
n&o tem acéo direta na inflamacéo; no entanto, estudos ditam que o uso de lokivetmab de forma
proativa, aumenta o intervalo entre crises, ou seja, mantém uma remissdo por um tempo mais
prolongado (Tamamoto-Mochizuki et al., 2019). A figura 13 representa uma ilustracdo dos

diferentes concentracfes de lokivetmab existentes no mercado.
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Figura 13. ApresentacOes disponiveis de lokivetmab.
(Reimpressa de 2017, Veterinaria Atual, “Vem ai uma
nova era no tratamento da dermatite atopica canina?”,
Ana Rita Costa).

1. Descrito com pouca ou henhuma eficacia clinica (em recaidas)
Antihistaminicos

De acordo com estudos anteriores, em certos casos, pode haver algum efeito com a
administracdo de antihistaminicos do tipo 1, com cerca de 20-30% dos casos a responder
(Jackson & Mueller, 2015), sendo que 0 seu uso possa ser mais eficaz em casos de DAC
moderada e antes da crise ocorrer, de modo a bloquear a histamina (Baumer et al., 2011; Dell
et al., 2012; Eichenseer et al., 2013; Olivry et al., 2015b).

Acidos Gordos Essenciais

Os acidos gordos tém uma atuacdo mais demorada e, portanto, em casos agudos ndo tém

qualquer beneficio (Marsella et al., 2013; Olivry et al., 2015b).
Inibidores da Calcineurina

A calcineurina é uma proteina cuja funcdo na dermatite alérgica é a de ativar ou estimular as
células T. As formas farmacoldgicas disponiveis com acdo inibidora da calcineurina
(tacrolimus, na forma topica - e ciclosporina, na forma oral) tém uma acdo demorada pelo que
em crises agudas ndo sao uteis (Olivry et al., 2015b). Em casos de atrofia cutanea, pode ser util
a substituicdo dos glucocorticoides topicos pelo tacrolimus (Miller et al., 2013, Jackson &
Mueller, 2015; Olivry et al., 2015b).
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1.4.2 Maneio dos casos cronicos

A) ldentificar e evitar fatores desencandeantes
. Adieta

Uma vez que cdes com reacdo adversa ao alimento possuem sinais clinicos semelhantes aos
da dermatite atépica, como ja referido, € essencial a realizagdo de uma dieta de eliminagé&o,
sendo este o Unico método fidvel capaz de afirmar se um c&o é ou néo, de facto, atopico. Assim,
esta é considerada o gold standard no diagndstico da RAA até aos dias de hoje (Kenny, 2006;
Olivry et al., 2015a; Mueller et al., 2016).

E importante ter atencdo ao armazenamento de qualquer que sejam as dietas secas que 0
paciente esteja a fazer, visto que nestas pode haver presenca de acaros de armazenamento, que
poderdo desencandear crises agudas. Uma opcédo, embora ndo completamente provada, seria o
congelamento das dietas, evitar armarzené-las em zonas humidas e quentes e armazenar em

contentores selados, evitando deste modo as possiveis contaminagdes (Olivry et al., 2015a).

Il. Controlo das infestacdes

Nos cdes com DAC, é essencial um plano efetivo contra infestacfes. Se os banhos forem
prescritos de forma regular, para além das formas topicas de antiparasitario, devido a sua
remocao mecanica, € essencial uma administracdo de antiparasitarios sistémicos e orais de

modo a precaver a remocao dos tépicos (Olivry et al., 2015b).

I11. Controlo dos acaros da casa e controlo das infe¢cdes secundarias

Torna-se essencial evitar ou diminuir a exposicao aos alergénios a que o animal é sensivel,
como é o caso dos alergénios ambientais, alimentares, infestagdes por pulgas ou acaros e,
mesmo, evitar a exposic¢ao a outros tipos de insetos passiveis de desencandear uma crise. Para
tal, é necessario recolher uma anamnese e historia de qualidade, de forma a que sejam
forncecidas informacBes sobre a que o animal possa ser hipersensivel. Os testes alérgicos
podem, também, ser uma ferramenta Gtil na sua determinag&o (Olivry et al., 2010a,b; Olivry et

al., 2015b). Em casa, a tomada de medidas como aplicacéo de aerossois acaricidas como forma
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preventiva de crises € um assunto, ainda, discutido (Swinnen & Vroom, 2004; Fujimura, 2011,
Olivry et al., 2015b).

Realizar um bom exame dermatoldgico €, igualmente, importante na medida em que
permitira controlar infecbes por bactérias ou Malassezia, visto que sdo potenciadoras de
recaidas. Fazer uma boa gestdo destas infecGes € um bom ponto de partida como ja referido
(Olivry et al., 2010a; Beco et al., 2013; Hillier et al., 2014; Olivry et al., 2015b).

IV. Identificar alergénios via seroldgica ou intradérmica

Como ja descrito acima, estes testes, quer por via intradérmica, quer por serologia, ndo sao
tdo Uteis no diagnostico de DAC uma vez que existem cdes com resposta positiva que ndo
padecem de DAC. Sdo, assim, uma importante arma terapéutica mas ndo diagnostica (Olivry et
al., 2015b). A sua realizacdo apenas permite obter informacao sobre os alérgenios ambientais
a que o animal possa ter hipersensibilidade e, deste modo, tentar evitar o seu contacto com o
animal. E, também, Gtil para formular uma imunoterapia alergénio-especifica (Timm et al.,
2018).

V. Controlo de outros possiveis fatores

E importante alertar o tutor para ter em atencao quais as situagdes em que o animal possa ter
recaidas. Embora seja escassa a evidéncia para recomendagdo aos tutores acerca do ambiente,
humidade, detergentes ou stress como potenciadores de recaidas €, no entanto, pertinente

menciona-las (Olivry et al., 2010a; Olivry et al., 2015b).

B) Promover uma barreira epidérmica adequada
I. Banhos regulares

Prescrever um banho semanal com champ6s que ndo sejam irritantes para a pele, é
recomendado pelas guidelines, para auxiliar na remocéo mecénica dos alergénios depositados
na pele e pélo do animal. A escolha do champ6b é inerente a cada caso especifico; para peles

seborreicas, oleosas e na presenca de infecGes € necessario aplicar um produto anti-seborreico
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e antiséptico, enquanto que para peles muito sensiveis a aplicacdo de champ6s emolientes pode
ser util (Olivry et al., 2010b; Olivry et al., 2015b).

I1. Suplementar com acidos gordos essenciais: orais e topicos

Em casos crénicos, a toma oral ou a aplicacdo topica de acidos gordos essenciais (EFA, do
inglés esencial fatty acid), especialmente os ricos em omegas 6, pode ser benéfico, repondo os
lipidos da camada superficial da pele. A sua toma por via oral de forma suplementada ou na
dieta pode, também, ser benéfica (ainda que com pouco impacto clinico) na redugdo dos sinais
clinicos. E de ter em atencio que a toma via dieta alberga maiores quantidades de EFA’s do

gue em modo suplementacdo (Olivry et al., 2010a; Popa et al., 2011; Olivry et al., 2015b).

Em relacdo aos EFA’s de forma topica, embora de exista pouca evidéncia, alguns estudos
relatam uma melhoria na composicéo da barreira epidérmica (Piekutowska et al., 2008; Popa
et al., 2012; Blaskovic et al., 2014; Olivry et al., 2015b). A toma oral pode apresentar algumas
limitacdes em certos casos, pelo que a forma topica pode ser uma alternativa valida, tornando

a sua aplicagdo mais facilitada, como adjuvante de outras terapéuticas (Marsella et al., 2013).

O uso destes meios adjuvantes na terapéutica permite, potencialmente, uma reducdo das
doses terapéuticas de outros farmacos sistémicos, evitando assim o0s potenciais efeitos

secundarios inerentes ao seu uso prolongado (Olivry et al., 2010b).

C) Controlo do prurido e lesdes cutaneas
Glucocorticoides topicos

Os glucocorticoides topicos sdo benéficos na reducdo dos sinais clinicos da DAC; no
entanto, o seu uso deve ser consciente devido as consequéncias inerentes ao seu USO exXcessivo
(por exemplo, a atrofia cutédnea). O tacrolimus € um farmaco imunomodulador inibidor da
calcineurina que pode ser usado em alternativa aos glucocorticoides tépicos (Olivry et al.,
2010a; Olivry et al., 2015b).

Imunomoduladores

Os glucocorticéides orais, a ciclosporina e o oclacitinib parecem ter efeitos benéficos no

controlo de cdes com DAC cronica. Dos trés, a ciclosporina € o que possui um maior tempo até
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ao inicio de acdo (aproximadamente duas semanas). De modo a controlar a sintomatologia até
inicio da sua acdo, pode combinar-se com glucocorticoides e oclacitinib nas primeiras semanas
de tratamento. N&o €, no entanto, recomendado o uso prolongado destas combinacGes que pode
resultar num possivel efeito imunosupressor e predispor ao aparecimento de infecdes
oportunistas (Dip et al., 2013). Na administracdo de glucocorticoides a longo prazo € indicada,
uma monitorizacao via urianalise e culturas de urina para controlar possiveis infe¢cfes. Em
relagdo a ciclosporina ou oclacitinib ndo existe consenso sobre a realizagdo de analises com o
intuito de monitorizar com a administracdo prolongada destes farmacos, mas esta indicado com

0 aparecimento de sinais clinicos sistémicos (Olivry et al., 2015b).

A posologia dos glucocorticoides orais, como a prednisolona e metilprednisolona, deve ser
realizada a uma dose de 0,5 mg/Kg SID ou BID para atingir a remissdo, devendo haver
posteriormente uma reducédo gradual da dose e frequéncia, que resulte numa reduzida incidéncia
de efeitos adversos nesse animal de modo a manter a remissao (Olivry et al., 2003; Olivry &
Bizikova, 2013; Gadeyne et al., 2014).

A ciclosporina é um farmaco imunossupressor, inibidor da calcineurina. Tem um efeito
benéfico no controlo da sintomatologia de cdes com DA, no entanto, o seu longo tempo de
inicio de a¢do ndo permite 0 seu uso em casos agudos. A sua dosagem é de 2,5 - 5mg/kg SID
até cerca de 4 a 6 semanas, que é o tempo médio para melhoria dos sinais clinicos, com reducéo
gradual por frequéncia ou dose. Alguns autores descrevem que a ciclosporina dada em
suspensdo tem melhor tolerabilidade do que a dada em céapsulas (Steffan et al., 2006; Olivry &
Bizikova, 2013; Little et al., 2015; Navarro et al., 2015).

O oclacitinib tem como dosagem 0,4 — 0,6 mg/Kg BID, durante um periodo de 14 dias, passando
de seguida para SID, sendo este regime considerado seguro. Esta contraindicado o seu uso em
casos oncoldgicos, animais com menos de 12 meses e que tenham infecBes concomitantes.
Cerca de 5 a 10% dos casos aparentam desenvolver efeitos adversos, como infecdes
urinarias/cistites, piodermas, otites externas, emése e diarreia (Cosgrove et al., 2013b; Gadeyne
et al., 2014; Cosgrove et al., 2015; Little et al., 2015).

O interferdo recombinante canino, é um imunomulador bioldgico que apresenta alguma
eficacia no tratamento da DAC, a dose de 5.000 — 10.000 Un/Kg, 3 vezes por semana, durante
4 semanas, sendo, posteriormente reduzido para 1 vez por semana (Iwasaki & Hasegawa, 2006;
Olivry et al., 2010b; Yasukawa et al., 2010).
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Outras formas farmacoldgicas com pouca ou nenhuma eficacia

Como referido anteriormente, os antihistaminicos do tipo 1 sdo descritos como pouco ou
nada eficazes; no entanto, em certos casos, podem ser benéficos, especialmente se usados antes

de uma crise aguda (Bizikova et al, 2008; Olivry et al., 2010a).

O masitinib, um inibidor da tirosino-quinase, aparenta ter beneficios no controlo da DAC;
contudo, pode ter efeitos adversos graves a nivel renal, pelo que o seu uso sé é realizado como
alternativa a animais que nédo estdo a responder a outras opg¢des terapéuticas de primeira linha,

sendo sempre necessario fazer um controlo apertado da proteinaria (Cadot et al., 2011).

Mais estudos acerca da pentoxifilina, metotrexato, vitamina E como adjuvante dos
antihistaminicos, sao necessarios para determinar se sao opcdes terapéuticas viaveis no controlo
da DAC. Outra opcdo que parece ter algum efeito, ainda que minimo, na DAC € 0 uso de

fluoxetina oral (inibidor seletivo da recaptacao de serotonina) e o laser (Olivry et al., 2015b).

1.4.3 Evitar a recaida — estratégias

A) Evitar fatores desencandeantes
B) Abordagem reativa versus proactiva

O método reativo é usado quando se usa um farmaco, doses e frequéncias mais altas, de
modo a atingir a remissao de forma rapida. Os farmacos mais frequentemente usados para esse
controlo rapido sdo os glucocorticéides orais. Estes sdo usados a uma dose que resulte num
controlo rapido do animal, reduzindo-se, posteriormente, o farmaco e substituindo-se por outros
com menos probabilidade de gerar efeitos adversos (oclacitinib/ciclosporina/lokivetmab).
Quando o animal estd estabilizado com os farmacos de manutencdo anteriormente
mencionados, pode adotar-se uma abordagem proactiva. Nesta, sdo usados, de forma
prolongada, mas apenas alguns dias por semana (por exemplo, dois dias por semana
consecutivos), farmacos anti-inflamatérios (glucocorticéides), de modo a aumentar o intervalo
entre recaidas (Lourenco et al., 2016). SO perante uma recaida se retoma ao método reactivo
(figura 14a).
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Figura 14. Abordagem das terapéuticas a aplicar. a) Terapéutica Reativa e b) Terapéutica
Proativa (Adaptado de Olivry & Banavic, 2019).

Esta abordagem permite-nos ter um animal com alguma estabilidade pelo maior tempo
possivel (Olivry et al., 2015b; Olivry & Banovic, 2019; Tamamoto-Mochizuki et al., 2019).

C) Imunoterapia alergénio-especifica

A imunoterapia alergénio-especifica (ASIT, do inglés allergen-specific immunotherapy) é
considerada o Unico tratamento disponivel que pode alterar o curso da dermatite atépica canina,
resultando na desensibilizacdo aos alergénios aos quais o animal tem hipersensibilidade. A
imunoterapia é considerada segura e eficaz. E necessério, inicialmente, determinar, através da
utilizacdo de testes alérgicos (intradérmicos e/ou seroldgicos), quais os alergénios a que o
animal é sensivel. Posteriormente, de forma gradual, sdo administradas concentracGes

crescentes de extratos alergénicos a que o animal é hipersensivel (Olivry et al., 2015b).

Para a realizacdo de ASIT é necessario haver um diagndstico confirmado de DAC. A
indicacdo para o uso de ASIT inclui (1) quando ndo é possivel evitar o contacto com os
alergénios; (2), quando as modalidades terapéuticas nao sdo eficazes a controlar o quadro ou

estdo associadas a efeitos adversos (Loewenstein & Mueller 2009).

A administragdo pode ser feita via subcutanea (SCIT do inglés Subcutaneous
Immunotherapy), sublingual (SLIT, do inglés Sublingual Immunotherapy) ou intralinfatica
(ILIT, do inglés Intralymphatic Immunotherapy), sendo que o protocolo de tratamento varia
consoante 0 método de administracdo e animal (Loewenstein & Mueller 2009). A via

subcutanea é a via padrdo usada, com frequéncia pelos clinicos, sendo segura e eficaz (Olivry
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et al., 2010b). A via sublingual consiste na aplicacdo de uma pulverizacdo diaria, na regido
sublingual (DeBoer, 2016), tendo sido demonstrado tratar-se de uma opgdo com eficacia. A
mucosa oral possui numerosas células dendriticas capazes de apresentar os alergénios as células
T, acreditando-se ser este mecanismo alternativo a administracdo subcutdnea. A via
intralinfatica consiste na inoculacdo mensal do extrato (uma quantidade menor que a utilizacéo
na opc¢do subcutanea), nos linfonodos popliteos ou submandibulares, através de ecografia,

sendo esta uma opcao segura e pratica (Timm et al., 2018).

A ASIT é uma abordagem de tratamento da DAC que pode demorar a fazer efeito e, portanto,
é necessario o uso de outras modalidades para controlo do quadro até que haja efeito da
imunoterapia. E aconselhado manter a terapia por um minimo de um ano para que se possam
retirar conclusdes sobre a sua eficécia (Olivry et al., 2010a; Miller et al., 2013). Cerca de 50 -
80% dos casos tratados por 6 a 12 meses obtém uma resposta favoravel na melhoria dos sinais
clinicos, com a possibilidade de reducdo das terapéuticas comcomitantes impostas
(Loewenstein & Mueller 2009; Olivry et al., 2010a).

D) Lokivetmab

Como descrito acima, o lokivetmab revela ter um efeito consideravel no intervalo de tempo
até a remissao, ou seja, este anticorpo, para além de reduzir o prurido, é capaz de auxiliar no
atraso de uma recaida, pelo que sera Gtil o seu uso de forma proactiva nos casos em que ha

eficacia (Tamamoto-Mochizuki et al., 2019).

A tabela 8 apresenta sumariamente, o uso dos farmacos descritos.

Tabela 8. Resumo dos diferentes farmacos e sua aplicatibilidade (original da autora).

Farmacos

Glucocorticéides Glucocorticoides Oclacitinib Lokivetmab Ciclosporina Tacrolimus

Orais Topicos
Prurido X X
Focal
Prurido X X X X
Generalizado
Inflamagao X X X X X
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1.5 Objectivos

Para o presente trabalho foram propostos os seguintes objetivos:

- Quantificar os niveis séricos de IL-31 em cdes com DA sob terapéutica com lokivetmab,

um anticorpo monoclonal anti-IL-31, com o nome comercial Cytopoint®;

- Avaliar a eventual correlacdo entre os niveis de 1L-31, o quadro clinico e a resposta ao

tratamento.

Pretendeu-se, de um modo geral, analisar de que forma os niveis séricos de IL-31 em cées
com dermatite atopica, variam com a administracdo de lokivetmab e se traduzem na melhoria

da sua condicéo clinica.
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2. MATERIAL E METODOS

A recolha de amostras para a presente investigacdo teve lugar, entre Setembro de 2018 e
Setembro de 2019, e decorreu, essencialmente, no Hospital Veterinario Berna, em Lisboa,
embora tenha havido, também, a participacdo de outros centros veterinarios, como o Hospital
Veterinério Casvet, na Parede, a Clinica do Animal, na Bobadela e o Hospital Veterinario do
Porto. O processamento das respetivas amostras teve lugar no Laboratério de Anélises Clinicas
e Histopatologia (LACH) da Faculdade de Medicina Veterinaria (FMV) da Universidade

Lusdfona de Humanidades e Tecnologias (ULHT).

Antes do inicio do estudo foram elaborados dois protocolos, um para a Comissao de Etica e
Bem Estar Animal da ULHT, o qual foi aprovado, e um ultimo protocolo para uso interno. Os
tutores de todos os cées estudados deram o seu consentimento informado, para a inclusdo dos

animais no trabalho.

A amostra alvo foi uma populagédo canina composta por animais que cumpriram os seguintes
critérios de inclusdo: i) cdes de propriatarios privados; ii) cdes com diagndstico de dermatite
atépica confirmadoy; iii) cdes com necessidade de controlo do prurido; iv) caes que ndo foram
submetidos a terapéutica anti-inflamatéria/imunomoduladora (como corticoterapia sistémica,
oclacitinib, ciclosporina) no més que antecedeu a primeira administracéo de lokivetmab; v) cées
sem qualquer outra condi¢do patologica sujeita a um controlo farmacoldgico que
comprometesse 0 estudo e vi) cdes que ndo tivessem alterado, no més que antecedeu o estudo,

tratamentos topicos como aplicacdo de champ0s, anti-parasitarios e ASIT.

Com estes critérios obteve-se um total de dez cées, sendo trés deles, controlos, que foram
avaliados mas ndo receberam Cytopoint® (e sem grande necessidade de controlo do prurido) e
0s restantes sete casos de estudo, aos quais foi administrada a terapéutica.

A todos os animais incluidos no estudo foi feita recolha de 1ml sangue total, de preferéncia
da jugular, para um tubo seco. Apos retracdo do coagulo, as amostras foram centrifugadas a
2500 g, durante 10 minutos. O soro assim obtido foi separado para microtubos de 1,5 ml e

armazenado a - 20°C, até a data do processamento.
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Para todos os cdes em estudo as recolhas foram realizadas em trés tempos diferentes:
TO - Primeira consulta — admisséo dos candidatos.

1. Os animais foram sujeitos a uma anamnese e exame dermatologico detalhado para
descricdo de todas as lesGes presentes (uso da escala CADLI, como consta no anexo 1),
avaliacdo do grau de prurido apresentado naquele momento (uso da escala pVAS, como
consta no anexo 1) e registo fotografico, quando possivel. Foram, de seguida, entregues
os folhetos de apresentacdo do estudo a que o animal se candidatava e preenchido o

termo de consentimento do tutor (apéndices I e I1).

2. Recolha de sangue;

3. Administracdo subcutanea na regido interescapular de lokivetmab (tabela de posologia
no anexo I11), consoante o peso corporal do paciente (10 mg, 20 mg, 30 mg, 40 mg). Os

cdes pertencentes ao grupo de controlo ndo receberam o lokivetmab.

T1 - Segunda consulta — reavaliacédo, 1 més apés TO.

1. Repeticdo do ponto 1 descrito no tempo 0, com a excec¢do da entrega de documentos.
2. Nova recolha de sangue;

3. Nova administracdo de lokivetmab.

T2 — Terceira consulta — reavaliacéo, 1 més apds T1.

1. Repeticdo do ponto 1 descrito em T1;

2. Ultima recolha de sangue.

O doseamento da IL-31 nas amostras de soro foi realizado com o recurso ao kit de ELISA
competitiva, Canine IL-31 ELISA (ABclonal, USA), de acordo com as instrucgdes do fabricante

(anexo 1V), a seguir descritas.

O processamento das amostras foi realizado em dois momentos distintos, uma parte a 24
Abril de 2019 e arestante a 2 de Setembro de 2019, com kits de lotes diferentes. O teste utilizado

tem alta sensibilidade (£ 1.0 pg/ml) e uma excelente especificidade.
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Todo o processo foi realizado com material de protecdo adequado. Para o processamento
dos soros foi utilizado do kit, uma microplaca com um total de 96 pocos com um anticorpo
especifico para a IL-31 incorporado no fundo de cada um destes, seis padrGes com
concentragdes de 1L-31 crescentes, uma solucdo de lavagem concentrada, dois substratos A e
B (cromodgeneo), uma solucdo stop e uma solugdo enzimatica (IL-31 conjugada com uma

enzima). Na figura 15, é apresentado o Kit utilizado com os seus respetivos reagentes e placa.

Figura 15. Kit Canine IL-31 Elisa kit, ABclonal.
(original da autora).

Para obter uma maior exactiddo dos resultados, cada amostra de soro, padrées e branco, foi

realizada em triplicado.

As amostras de soro congeladas foram colocadas a temperatura ambiente, para
descongelarem. Os reagentes foram, também, colocados a temperatura ambiente, durante 5 a
10 minutos antes de se iniciar o procedimento experimental, a seguir descrito. Foi, ainda
necessario preparar uma solugdo de lavagem, diluindo a solucao concentrada 25 vezes em agua

destilada.

A execucdo experimental dos ensaios de ELISA foi a seguinte:

1 — Colocaram-se 100uL de cada amostra de soro e cada padrdo em trés pogos previamente

definidos e 100uL de agua nos trés pogos pré-definidos como “branco”;
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2 — Adicionaram-se 50uL da solugdo enzimatica (IL-31 conjugada) em cada um dos pogos,

com exce¢do do “branco” e agitou-se a placa de modo a homogeneizar;

3 — Colocou-se a placa coberta com papel de aluminio numa cdmara himida e incubou-se

numa estufa a 37°C, durante 1 hora;

4 — Lavaram-se 0S pocos com a solucdo de lavagem previamente preparada, cerca de cinco
vezes, de modo a remover a IL-31 que néo se ligou ao anticorpo da placa; de seguida, removeu-
se 0 excesso de agua que ficou retida com pequenas pancadas da placa invertida sobre um papel
absorvente, tendo sempre o cuidado para que 0s pocos ndo se soltassem durante 0 processo;

5 — Adicionaram-se 50uL de substrato A a cada pog0, seguindo-se uma de adigdo de 50uL
de substrato B (tendo cuidado com a exposicdo deste susbstrato a luz pois é fotossensivel);
cubriu-se novamente a placa e incubou-se por mais 10-15 minutos, a temperatura ambiente,

num local escurecido;

6 — Adicionaram-se 50uL de solugdo stop a cada pocgo, seguindo-se uma homogeneizagado
(tendo o cuidado para adicionar a solucdo sempre pela mesma ordem que foram adicionados 0s
substratos no ponto anterior); ap6s este processo, mediu-se de imediato a absorvancia a 450
nm, com o auxilio de um espectrofotometro (Thermo Scientific, Multiskan FC®). O principio
assenta numa reacdo colimétrica que ocorre ap6s adicdo do substrato, quanto maior a

intensidade da cor, menor sera a concentracdo de IL-31 das amostras em teste;

7 — Para obter o valor do “branco” calculou-se a média entre os respetivos triplicados. De
seguida, subtraiu-se a absorvéancia (abs) média do “branco”,
a absorvancia de cada amostra e cada padrdo e calcularam-se as médias dos restantes

triplicados;

8 — Com o auxilio do software Exel® 2016 MSO construiu-se um grafico com o valor da
absorvancia dos padrdes e suas concentra¢fes para obtengdo da recta de calibragdo (no grafico

ndo se usa o padrdo A que corresponde a concentracdo nula de 1L-31). Para o célculo do valor

abs padrao

de “x” (abs), utilizou-se a seguinte equagéo: Abs = abs padrio 0 (4)

x 100. O mesmo se aplicou

abs amostra

as amostras: Abs = ———
abs padrao 0 (A)

x 100. Para obter o “y” (concentracdo) aplicou-se o logi, da

concentracdo do padréo pré-definida pelo fabricante do kit. Ap6s a construgdo da recta de
calibracdo, procedeu-se a sua linearizacdo (neste estudo optou-se por aplicar a regressdo

polinomial para uma melhor exatiddo dos resultados, devido ao desvio de valores apresentado)

56



para obtencdo da respetiva equacdo. Nos dois ensaios realizados obtiveram-se as seguintes
equagdes: y = 0,0004x? - 0,051x + 3,3145 para 0 primeiro ensaio e y = 0,0001x? - 0,028x +
3,0716 para o segundo, com o coeficientes de correlagio de R? = 0,9925 e R? = 0,9919,
respetivamente. Para cada amostra a equagdo da recta foi resolvida em relagdo a “y”, apds

substituicdo do respectivo valor de absorvancia anteriormente calculado;

9 — Para o célculo da concentracdo final das amostras em estudo aplicou-se a poténcia de 10

ao valor de “y” obtido no ponto anterior.

Andlise Estatistica

Os resultados obtidos foram processados pelo programa informatico Microsoft® Excel®
2016 MSO, tendo sido elaboradas tabelas e graficos e posterior analise estatistica de caracter

descritivo.
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3. RESULTADOS

3.1. Caracterizacdo da amostra

Nesta seccdo serdo descritos, atraves de gréficos, algumas caracteristicas epidemioldgicas
(género, raca e idade) da populacédo em estudo. Foram incluidos no estudo um total de 10 cées
diagnosticados com dermatite atopica, sendo que 3 (30% — 3/10) entraram para o estudo como
amostras controlo. Um dos individuos foi constituido controlo e, posteriormente, caso de
estudo, por necessidade do animal realizar o tratamento. A figura 16 apresenta a frequéncia

relativa de casos e controlos.

CONTROLO
30%

Figura 16. Frequéncia relativa (%) de casos de estudo e controlos.

e Género

Do total dos 10 cées, 70% (7/10) eram fémeas, e 30% (3/10) machos. Dos trés controlos,
apenas um individuo era macho. Na figura 17 encontra-se discriminada a frequéncia relativa de

géneros na amostra estudada.

Figura 17. Frequéncia relativa (%) de género no total dos animais em estudo.
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e ldade

Em termos de idade, verificou-se uma variancia dos 11 meses aos 6 anos de idade, com uma
predominancia nos 2 anos (40% — 4/10), seguida de 3 individuos com 1 ano de idade (30% —
3/10), um com 11 meses (10% — 1/10), outro com 4 anos (10% — 1/10) e um com 6 anos (10%
— 1/10), como apresentado na figura 18.

Destribuigdo de individuos da amostra

Figura 18. Distribuigdo dos animais em estudo em funcao da idade.

e Raca

Como mostra a figura 19, a maioria dos cées, 60% (6/10), ndo apresentava raga definida. Os

restantes quatro individuos, pertenciam as racas Weimaraner, Braco Alemao, Fox Terrier e Pug.

Weimaraner
Braco Alemao

7]

@

g
&

Pug

2 3 4 5 6 7

=]
—

Destribui¢do da amostra

Figura 19. Distribuicdo dos caes em estudo em fungdo da raca. SRD — sem raga definida.
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3.2. Determinagéo da concentragédo de IL-31

Os resultados da quantificacdo de interleucina 31 obtidos pelo método de ELISA
competitiva, variaram entre 39,9 pg/ml e 561,8 pg/ml. Em relacdo a média dos valores obtidos
nos diferentes tempos, obteve-se no grupo controlo ao TO, uma média de 56,35 pg/ml, ao T1
uma meédia de 55,75 pg/ml e ao T2 de 96,5 pg/ml. Este altimo valor ndo se trata de uma média,
mas apenas do resultado de um céo, visto que um dos controlos néo tinha T2 por passar a
constituir caso de estudo. E de notar, ainda, que se optou por ndo incluir nesta média um dos
controlos (individuo 3), pelo facto de se terem obtido valores muito dispares dos restantes. A
média nos casos de estudo ao TO foi 70,3 pg/ml, ao T1 de 93,6 pg/ml e ao T2 de 81,2 pg/ml.
Esta ultima média no tempo T2, apenas se gerou apartir de trés dos individuos, porque dois
casos ndo responderam ao tratamento (individuos 6 e 7), outro caso (individuo 5) ndo deu
continuacéo a terapéutica, pelo que nao foi feita colheita em T2 destes trés caes. Porque o valor
em T2 do individuo 4 era muito dispar dos tempos anteriores, este resultado foi, tambem,
excluido no célculo da média (tabela 9).

Tabela 9. Valores das concentracGes de IL-31 obtidas.

I

e
_ 54,8 62,3 a.c
_ 57,9 49,2 96,5
_ 554,7 312,1 561,8
_ 56,35 55,75 96,5
_ 116 130,4 89,2
_ 57,8 1243 84,5
_ 52,5 49,9 69,9
_ 102,6 63,0 403,5**
_ 62,3 137,1 a.c
_ 60,7 61,6 a.c
_ 39,9 89,1 a.c
_ 70,3 93,6 81,2

*mesmo individuo. **valor excluido do calculo da média. [1L-31] — concentragdo de interleucina-31. a.c —auséncia

de colheita
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3.3. Escala de prurido — pVAS

Os valores obtidos pela aplicagdo da escala de prurido visual (pVVAS) aos controlos, variaram
entre 3 e 5 no tempo TO, de 4 a 8 no tempo T1. A mediana ao T2 neste grupo néao foi possivel
aplicar devido apenas haver um valor (correspondente ao T2 do controlo 2), sendo por esta
razdo so ser possivel fazer uma interpretacdo com base em dois tempos (TO e T1), sendo as
medianas, 4 em TO e 6 em T1. Em relacdo aos casos de estudo, estes obtiveram valores de
pVASentre3e10ao TO,1e10ao TleOe 2ao T2, com medianas de 7em TO,2em Tle 2
em T2. Na tabela 10 estéo descritos os resultados da avaliagdo com a pVAS para cada grupo de
estudo. E de salientar, novamente, que o controlo 3 e o T2 do individuo 4 n&o entraram para a
estatistica.

Tabela 10. Resultados obtidos da avaliagdo pVAS, de todos os animais em estudo.

-
T 6 |

3.4. Escala de lesées — CADLI

A escala CADLI pode apresentar valores que variam de 0 a 50. Para os controlos, 0s
resultados obtidos nesta avaliacdo variaram entre 7 e 12 no tempo T0, 2 e 14 no tempo T1. Uma
vez mais nao foi possivel utilizar valores de mediana ao T2 nesta escala pelo facto de haver
apenas um valor. Para este grupo, a mediana obtida foi de 9,5em TO e 8 em T1. Em relagéo aos
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casos de estudo, obtiveram-se valores entre 0 e 14 no tempo TO, 0 e 7 notempo T1e 0 e 3 no
tempo T2. A mediana foi de 9 em TO, 2 em T1 e 0 em T2. Na tabela 11 estdo representados,

para ambos 0s grupos em estudo, os resultados da avaliacdo da escala CADLLI.

Tabela 11. Resultados da avaliagdo CADLLI, para todos os animais em estudo.

\‘ |
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Na tabela 12 sdo apresentados todos os casos incluidos no presente estudo e seus respetivos
valores de prurido, lesGes e concentragdo de IL-31, nos trés tempos de amostragem (T0, T1 e

T2), de modo a obter-se uma vis&o geral do estudo.
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Tabela 12. Resultados globais dos casos incluidos no estudo.

!E!!mm
- feméa  Braco Alemdo  1ano 3 12 579 4 2 492 6 7 965
- feméa = Weimaraner =~ 4anos 35 6 5547 3 2 3121 5 11 5618
- macho SRD 1lmeses 6 9 116 1 1 1304 0 0 8972
- feméa SRD 2 anos 7 12 578 2 0 1243 55 3 845
- feméa SRD 6 anos 3 3 525 4 3 499 2 0 699
- feméa SRD 1ano 7 0 1026 2 2 630 2 0 4035
- macho  Fox Terrier 2 anos 8 14 623 2 5 1371 a.c
- feméa Pug 1ano 10 9 607 10 7 616 a.c
- feméa SRD 2 anos 7 1 399 7 0 891 a.c
*mesmo individuo. C — controlo. | — individuo/caso de estudo. [IL-31] — concentracdo de interleucina 31. a.c — auséncia de

colheita. SRD — sem raca definida.

— soro hemolisado.

3.5. Evolucéo das avaliagdes pVAS e CADLI com a concentragédo de IL-31 ao
longo do tempo

A figura 20 representa a evolucéo do quadro clinico e dos niveis da interleucina 31 ao
longo de dois tempos (TO e T1) do controlo 1.

(o2 BN
o o

VALORES DE IL-31, PVAS E CADLI

CONTROLO 1

—&—[IL-31] pg/ml ——pVAS CADLI
62,261
54,845 —0
F—
14
Y
s —illg
-—
T0 T1
TEMPOS

Figura 20. Evolucéao do caso controlo 1 (C1).
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Na figura 21 esta representada a evolugdo do controlo 2, em trés tempos (TO, T1 e T2).

120

CONTROLO 2

—&—[IL-31] pg/ml —M=—pVAS CADLI
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0 3 —> =6
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Figura 21. Evolucéo do caso controlo 2 (C2).

A figura 22 representa, ao longo dos trés tempos (TO, T1 e T2), a evolugdo do caso clinico

ndmero 1.
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Figura 22. Evolucéo do caso de estudo 1 (11).

89,2

"‘0

64



Na figura 23 esta representado o desenvolvimento do caso clinico 2, ao longo dos trés tempos

(TO, TLe T2).
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Figura 23. Evolucéo do caso de estudo 2 (12).

A figura 24 representa, ao longo dos trés tempos (TO, T1 e T2), a evolugéo do caso 3.
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Figura 24. Evolucdo do caso de estudo 3 (I3).
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Na figura 25 esté representado o desenvolvimento do caso clinico 4, ao longo dos dois

tempos (TO e T1).
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Figura 25. Evolucéo do caso de estudo 4 (14).

Na figura 26 esta representado o desenvolvimento do caso clinico 5, ao longo dos trés

tempos.
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Figura 26. Evolucdo do caso de estudo 5 (I5).
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A figura 27 representa a evolucéo, ao longo de dois tempos (TO e T1), do caso clinico 6.
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Figura 27. Evolucéo do caso de estudo 6 (I6).

A figura 28 representa a evolucgdo ao longo de dois tempos (TO e T1), do caso clinico 7.
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Figura 28. Evolucdo do caso de estudo 7 (17).



4. DISCUSSAO

A dermatite atdpica canina € uma doenga que carece, por parte do clinico e do tutor, de um
diagnostico e maneio individual minucioso, uma vez que se trata de uma doenca de caracter
cronico e sem cura. Perante isto, surge a constante necessidade de se desenvolverem
tratamentos efizazes e seguros para estes doentes. Surge, entdo, o lokivetmab (Cytopoint®), um
anticorpo monoclonal canino capaz de bloquear a agdo da IL-31, uma interleucina importante
no desencandeamento do prurido (Gonzales et al., 2013; Moyaert et al., 2017). De acordo com
Michels et al. (2016) e Moyaert et al. (2017), este tratamento focalizado para esta vertente da
DAC é eficaz e seguro. No entanto, sabe-se que nem todos 0s casos séo responsivos. De acordo
com 0s mesmos autores, tal facto poderad dever-se as seguintes hipoteses: i) complexidade e
componente multifatorial da doenca; ii) diferentes mecanismos que a IL-31 possui aguando da
ligacdo ao seu recetor e iii) possivel acdo preferencial, em certos casos, de outras interleucinas,

além da IL-31, no desenvolvimento do prurido (Olivry et al., 2015b).

No presente estudo, os valores de IL-31 obtidos ao longo do tratamento com lokivetmab
mostraram alguma relacdo com a resposta ao tratamento, quando analisados os valores de média
e mediana, como se pode constatar pelas tabelas 9, 10 e 11. Ainda assim, houve alguma variagdo
entre os valores demonstrados para cada animal. Tal pode ficar a dever-se a varios fatores que
serdo abordados de seguida. Porque ndo se obtiveram valores tendenciais, apenas foi possivel

fazer uma anélise descritiva dos resultados.

Alguns dos casos de estudo do presente trabalho ndo corroboram estudos recentes que
demonstraram haver uma correlacdo positiva entre os niveis de IL-31 e fatores como a
gravidade da doenca; ou seja, aumentos dos niveis séricos de IL-31 estdo associados a maiores
graus de prurido e consequentes lesbes (Marsella et al, 2018). No entanto, é de salientar que
estes autores usaram, apenas, cdes da raga Beagle de uma col6nia de caes com dermatite atopica,
experimentalmente sensibilizados a acaros do p6. No presente estudo, os animais eram de
diferentes ragas, provinham de regifes geogréaficas distintas e a exposic¢éo a antigénios ndo foi
controlada, o que pode ter estado na origem das varicdes de concentracdo de interleucina 31.
Este facto pode ser apoiado pelos resultados apresentados nas tabelas 9 (no que respeita aos
individuos) e 12 e figuras 22, 23, 25 e 27.

Quando se faz uma anélise focada nos individuos, verifica-se, de uma forma geral, que o

grau de lesGes e prurido diminui ap6s a primeira administracdo de lokivetmab, como consta nas
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figuras 21, 22, 24 e 25. No entanto, em alguns casos, ao contrario de uma reducdo da
concentracdo de IL-31, relativamente ao valor de TO, observou-se, em T1, um aumento que ndo
parece acompanhar o quadro clinico observado (figuras 21, 22, 25 e 27). Estes resultados podem
dever-se ao momento em que foram realizadas as recolhas sanguineas. No presente estudo, as
recolhas foram realizadas as quatro semanas ap0s a administracdo do lokivetmab. Este
anticorpo tem um efeito terapéutico aproximadamente desse mesmo tempo, significando que,
nesse momento, em teoria, a IL-31 deixando de ter a influéncia deste anticorpo, voltasse a
aumentar os seus niveis em circulagdo, e assim, o animal j& estivesse a passar por um
agravamento do prurido e/ou um aumento de 1L-31 (o que ndo se pode verificar que acontece
neste estudo em termos IL-31) (Zoetis, 2018). Além disto, a variabilidade destes valores pode
estar na origem de outros fatores, como a reduzida dimensdo da populagdo estudada,

principalmente dos controlos, e a hemdlise das amostras, entre outros, discutidos mais tarde.

O facto do individuo 4 (tabela 9) apresentar valores de interleucina muito elevados no
momento T2, quando comparados com os valores anteriores, podera dever-se ao momento da
recolha da amostra que foi realizada mais tarde do que estava estipulado no estudo. Outras
eventuais hipdteses que justificariam esta situacao sdo: i) o doente poderia ja estar a sofrer uma
recaida; ii) pode ter ocorrido um erro de classificacdo da CADLI ou, mesmo, da pVAS ou iii)

um erro laboratorial. Deste modo, este individuo ndo foi integrado na estatistica.

E de salientar que, no presente estudo, foi possivel observar as néo respostas ao tratamento,
pelo facto de o quadro clinico permanecer idéntico com concentracfes de IL-31 a aumentarem
ou permanecerem iguais ao longo do tempo, aquando da segunda recolha de sangue, como se
pode verificar pelas figuras 26 e 27. Na figura 25, no entanto, pode observar-se que o individuo
aumenta consideravelmente a concentracao de IL-31, mas apresenta uma aparente melhoria do
quadro clinico. Por estes motivos, sdo casos com apenas dois tempos (TO e T1), pois as
administragdes foram suspensas. Podem existir, por vezes, certos casos em que uma melhoria
significativa so é perceptivel apos o segundo tratamento; no entanto, por se tratar de um farmaco
dispendioso e/ou existir outra terapéutica mais adequada para este tipo de casos, opta-se por
ndo dar continuagdo a terapéutica (Chaigne & Watier, 2015), o que sucedeu com estes trés

animais.

Analisando os controlos, pode afirmar-se que, de um modo geral, embora sejam em ndmero
muito reduzido, e se tenha optado por remover o controlo 3 da andlise descritiva por possuir

valores muito discrepantes dos restantes controlos, sdo amostras com um comportamento
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expectavel, em que se observa um aumento de concentracdo de IL-31 a medida que o quadro

clinico piora (figuras 19 e 20).

De um modo geral, a partir dos resultados obtidos, pode afirmar-se que houve uma resposta
positiva, na medida em que os controlos obtiveram valores médios de IL-31 ao longo dos
tempos, estaveis ou crescentes (tabela 9 e figuras 19 e 20); os casos de estudo, apesar da média
ter aumentado em T1 relativamente a TO, foi possivel observar que, no fim do estudo, esta volta
a diminuir voltando a acompanhar o quadro clinico. Esta oscilagcdo pode ter na base o facto de
alguns animais ndo responderem de forma muito positiva ao primeiro tratamento mas, uma vez
gue neste estudo o quadro clinico se altera no sentido satisfatorio, este aumento de IL-31 a0 T1
pode estar relacionado com outro tipo de limitacdo, como a altura da recolha sanguinea, a
qualidade da amostra ou erro laboratorial (tabela 9). O mesmo se pode afirmar em relacéo ao
quadro clinico onde, houve um aumento de prurido no grupo dos controlos e uma reducéo no
grupo de estudo (tabela 10), facto que pode dever-se ao controlo do prurido que estava a ser
realizado, fazendo com que as lesdes melhorassem ao longo do tempo. O mesmo se verificou
em relacdo as lesbes, embora fosse de esperar um agravamento, observou-se uma reducdo no
grupo de controlo (tabela 11), relativamente a mediana. No entanto, sabendo que a escala varia
de 0 a 50, tratam-se de valores de CADLI muito reduzidos. Isto porque, todos os casos incluidos

no estudo sdo casos menos graves de DAC.

No presente trabalho, a populacdo em estudo foi muito reduzida. Houve, também, uma
discrepancia na dimensao dos grupos estudados, sendo que o grupo controlo contituia, apenas,
30% da populagdo total (figura 15). Assim, sdo limitadas as conclusdes relativamente a
comparacédo entre valores de IL-31 em ambos 0s grupos. A reduzida dimenséo da populagéo

estudada, condiciona os resultados obtidos e limita qualquer inferéncia que se possa realizar.

De acordo com Gonzales et al. (2013) sdo detetaveis niveis de IL-31 na maioria dos caes
com dermatite atopica. O presente estudo apoia esta observacao, pois foi possivel quantificar a
IL-31 em todos os casos apresentados. A discrepancia entre os valores obtidos pode dever-se
as diferengas entre as populagdes (diferentes racas, idades, exposicdo ndo controlada aos
alergénios, etc). Isto pode, também, justificar o caso do controlo 3 apresentar valores de I1L-31
muito altos em comparacdo com os restantes. Para efeitos de estatistica ndo se pdde integrar
este controlo pois, tendo valores muito superiores aos restantes individuos, faria com que os
pequenos valores ndo fossem analisados de uma forma mais concreta. Até ao momento, nao

houve nenhum estudo que se debrugasse sobre os diferentes valores de IL-31 nas diferentes
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racas sendo, portanto, necessarios mais estudos que possam determinar diferencas nos niveis

de IL-31 nas diferentes racas.

Para cada caso foi avaliado o grau de prurido (numa escala de 0 a 10) e o grau das lesbes
apresentadas pelos doentes a cada reavaliacdo (numa escala de 0 a 50). O facto de ser o proprio
tutor a classificar o prurido do animal, pode constituir um vies pois é uma escala que pode
tornar-se algo subjetiva para o tutor e gerar classificagdes que podem néo ser significativas
perante 0 quadro clinico apresentado. De acordo com Young et al. (2019), se se mostrar
previamente a aplicacdo da pVAS, os valores que foram dados num momento anterior pelos
tutores, aumenta a fiabilidade destes valores dados. Perante isto, numa tentativa de contornar
as variagdes associadas ao observador seria Util administrar a escala das lesbes sempre que
possivel pelo mesmo observador, e ainda, ensinar os tutores a descrever o prurido do seu animal
(Young et al., 2019). Este problema, também se pode assumir relativamente a aplicacdo da
escala das lesbes CADLI, pois a sua classificacdo baseia-se em imagens que podem ser
subjetivas para cada observador e cada caso, uma vez que foi aplicada por dois observadores
diferentes (Plant et al., 2012). Os valores de CADLI obtidos variaram de 0 a 14, numa escala
de 0 a 50. O facto de se terem obtido valores tdo baixos pode estar relacionado com o facto de
se tratarem de casos menos graves de DAC, uma vez gue, nos mais graves, hd uma maior
tendéncia para se realizarem tratamentos com maior influéncia na inflamac&o. E de notar que,
em alguns casos, obtiveram-se valores de CADLI em T2 baixos porque se esta a controlar o

prurido, ndo havendo tempo de ocorréncia de lesdes até a altura da recolha sanguinea.

Moyaert et al. (2017), descreveram que, na dose minima de 1 mg/Kg de lokivetmab, era
possivel atingir uma eficacia adequada, com uma melhoria no prurido relativamente rapida. Em
termos gerais pode-se referir que tal facto ocorreu neste estudo, uma vez que o grupo de estudo
ao longo das administracdes reduziu o grau de prurido em relacdo ao grupo de controlo (tabela
11).

Relativamente a quantificacdo dos niveis séricos de 1L-31, a varia¢do dos resultados obtidos
pode, ainda, estar relacionada com a hemolise apresentada por algumas amostras (tabela 12). A
hemolise resulta da lise celular por rompimento da membrana dos eritrocitos, e consequente
libertagdo do seu conteudo, nomeadamente a hemoglobina. Esta pode ocorrer, devido a um
manuseamento inadequado da amostra ou a um método de recolha traumatico. Uma vez que a
técnica de ELISA depende de uma analise espectrofotométrica, a hemolise das amostras pode

inteferir com a leitura da absorvancia e, consequentemente, com o valor da concentracéo de IL-
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31 determinado. Outra limitacdo podera estar relacionada com o processamento,
armazenamento e manuseamento das amostras, uma vez que a colheita ndo foi realizada pelo
mesmo individuo e algumas amostras podem ter sofrido oscilagcBes de temperatura quando

transportadas para o laboratdrio.

O kit de ELISA utilizado para a quantificacdo da IL-31 possui uma sensibilidade de 1,0
pg/ml. Neste estudo obtiveram-se concentracdes de 1L-31 entre 39,9 pg/ml e 561,8 pg/ml. Em
estudos anteriores, Gonzales et al. (2013) obtiveram valores que variaram entre 13 pg/ml e 1000
pg/ml e Marsella et al. (2018) entre 8 pg/ml e 121 pg/ml. Ambos os estudos foram realizados

com coldnias de Beagles com dermatite atopica, ao contrario do presente trabalho.

Apesar do reduzido nimero de animais em estudo e das limitacGes ja referidas, globalmente,
0s animais incluidos no estudo responderam ao tratamento aplicado, apresentando uma

melhoria no prurido.

Até ao momento, sdo escassos 0s estudos que correlacionam os niveis séricos de IL-31 com
o prurido, as consequentes lesdes e a resposta a terapéutica com o lokivetmab (Cytopoint®) em
cdes com DAC. Nesse sentido, o presente trabalho foi pioneiro, ao fazé-lo por um periodo de
trés meses. Pretendeu-se, assim, contribuir para o avanco do conhecimento nesta area e permitir
0 despoletar de estudos futuros conducentes a uma melhor clarificagcdo da relagdo existente
entre os niveis de prurido e a concentracdo seroldgica de IL-31 e, assim, otimizar o uso deste

farmaco com grande potencial.
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5. CONCLUSAO

Com o presente trabalho pretendeu-se quantificar os niveis séricos de IL-31 em cdes com
dermatite atopica e avaliar a sua variacdo com a administracdo de lokivetmab e a condicéo
clinica dos animais. Apesar das limitac6es que o estudo enfrentou, revelou-se uma investigacédo
uatil na medida em que foi possivel observar que, de uma forma geral, cdes com dermatite
atépica submetidos a este tipo de terapéutica, quando responsivos, obtém resultados
satisfatorios face ao quadro clinico que apresentam (cerca de 71% de respostas positivas neste
estudo a primeira injecdo). Ainda, foi possivel quantificar os niveis séricos de IL-31 e observar
que, apesar da variabilidade dos resultados obtidos, esses oscilam de um modo proporcional a

gravidade do quadro clinico apresentado pelos animais em estudo.

Em estudos futuros, seria pertinente que, ndo sO se restringisse a populacdo em estudo a
apenas uma raga ou a um numero reduzido de ragas, como se obtivesse uma amostra mais
representativa. Outra questdo importante a considerar, prende-se com 0 momento de recolha da
amostra sanguinea. Determinar os valores de IL-31 ao longo das quatro semanas de tratamento
poderia espelhar melhor a oscilacdo desta interleucina em resposta ao tratamento com

lokivetmab.

Sendo a dermatite atdpica canina uma patologia complexa, de elevada incidéncia e causa de
grande incomodo para 0 animal e o seu tutor, € importante uma maior aposta na investigacdo

da doenga.
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ANEXO |

— Escala de descricao das lesdes — Canine Atopic Dermatitis Lesion
index (CADLI)

Canine Atopic Dermatitis Lesion Index (CADLI)

Score each of the indicated body regions, integrating the severity and extent of the lesion(s) in the area.
(0 = nomne; 1 = mild; 2,3 = moderate; 4, 5 = severe and extensive lesions)
Consult the CADLI Guide for examples of lesion scoring.
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Body region Erosion Hyperpigmentation
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Total

0-50

Patient:
Scored by:

Diate:

Seconds to complete:

£2011 SkinVet Clinie, e

Drrawings by Marcel Kovalik

Classificacdo observacional pelo operador, por regides e grupo de lesées, de acordo com um
score de 0 a 5 (conforme as imagens que se seguem). No fim gera-se um total de 0 a 50.



— Guia para classificacao das lesdes da CADLI
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ANEXO 11

— Escala de descricéo do grau do prurido — Escala Analdgica Visual
(PVAS)

A B
-1 == Extremely severe itching/almost continuous
— Itching doesn’t stop whatever is happening, even in the consulting
9 —F—=—  room (needs to be physically restrained from itching)
8 ;E Severe itching/prolonged episodes
— Itching might occur at night (if observed) and also when eating,
5 == playing, exercising or being distracted
6 —zz— Moderate itching/regular episodes
—= Itching might occur at night (if observed), but not when eating,
5 == playing, exercising or being distracted
4 —zz— Mild itching/a bit more frequent
= Wouldn’t itch when sleeping, eating, playing, exercising or being
== distracted
3—=="
2 ——=F—  Very mild itching/only occasional episodes
= The dog is slightly more itchy than it was before the skin problem
| = started
— 0 == Normal dog — I don’t think itching is a problem

Classificacdo do prurido do animal de acordo com a percepc¢do do tutor no momento da
consulta. A escala é descritiva e numérica de 0 a 10, em que 0 é nenhum prurido, e 10 prurido

extremo.



ANEXO Il

— Guidelines da posologia do Cytopoint®

DOG BODY WEIGHT VIALS NEEDED

DOGS <5 Ib (2.3 kg)

0.09 mL/Ib (0.2 mL/kg) <5 (<2 <1 <1

drawn from ONE 10-mg vial.

DOGS 5-40 Ib 5.0-10 23-4° 1 1

(2.3-18.1kg) 101-20 (4.6-91 1 1

Draw full volume from ‘

ONE 1-mL vial as indicated. 20.1-30 Seisnes 1 L
30.1-40 13.7 - 18.1) 1 1

DOGS >40 |b (>18.1 kg) 40.1-50 (18.2-227 1 1 2

Requires full volume of 50.1- 60 22.8-27.2 1 1 2

TWO OR MORE 1-mL

vials as indicated. ) 60.1-70 27.3 1.7) 1 1 2

Draw the entire dose (or 70.1-80 . 2 2

volume) from each vial into 801-90 (36.4-40.28 1 2 3

one syringe and administer ‘ .

as a single injection. 90.1-100 (40.9-454 1 2 3
100.1-110 (455-4 1 2 3
110.1-120 (5 54.4 3 3
120.1-130 (54.5-59.0) 1 3 4
130.1-140 (£ 63.5) 1 3 4
140.1- 150 3. .0 1 3 4
150.1- 160 ¢ 4 4
160.1-170 (72.7-774 1 4 S
1701-180 (77.2- 81¢ 1 4 5
180.1-190 (81.7 - 86.2 1 4 5
190.1- 200 / 5 5




ANEXO IV

— Manual de instruccdes de acordo com o fabricante - Canine IL-31

Elisa kit (ABclonal)

Canine Interleukin 31 (IL-31) ELISA Kit

Canine Interleukin 31 (1L-31) ELISA Kit
Catalog Number: ECI0041 (96 Tests)

“This kit is to detect Canine Interleukin 31. Compatible sample
types: serum, plasma, cell culture supernatants, Llissue
homogenate, body fluid

Store all reagents at 2-8°C

FOR RESEARCH USE ONLY. NOT FOR THERAPEUTIC OR
DIAGNOSTIC APPLICATIONS. READ THROUGH ALL
PROCEDURES BEFORE USE.

ASSAY PRINCIPLE

The IL-31 ELISA is a itative

The plate provided is coated with an IL-31 specific antibody.
Standards and experimental samples are co-incubated in wells
along with an IL-31 -HRP conjugate. IL-31 in standards and
samples competes with the IL-31 -HRP conjugate for binding to
the plate-bound antibody. Higher levels of 1L-31 from standards
or samples lead to decreased [L-31 -HRP conjugate binding and
thus reduced signal. Captured IL-31 -HRP is quantitatively
detected by incubation with HRP substrates (substrates A and
B). Binding of the IL-31 -HRP is visualized by production of
colorimetric reaction products that can be quantitatively
measured by EMR absorbance at 450nm.

MATERIALS
All reagents must be stored at 2-8° C. Refer to the expira
date on the label.

ion

1= Wellplate 96 strip wells
2 Standard A 0 pg/ml 0.5 ml
2 Standard B 50 pg/ml 0.5 ml
4 Standard C 100 pg/ml 05 ml
5 Standard D 250 pg/ml 0.5 ml
6 Standard E 500 pg/ml 0.5ml
7 Standard F 1000 pg/ml 0.5ml
8 Substrate A 1 vial 6.0mL
9 B 1 vial 6.0 mL
| 10 Stop Solution 1 vial 6.0 mL
Enzyme Solution 1 vial 6.0 mL.
Balance Solution 1 vial 1mL
Wash Solution (25x) 1 vial 50 mL
GENERAL CONSIDERATIONS
1 Samples should be handled following standard practices

o minimize deeradation or denaturation. Avoid multiole

provided Wash Solution,

13. Washing can be performed using a squirt bottle and filling
all wells to the top.

14. Standards and samples must be assayed at the same time.
Do not mix reagents from different lots. Again, it is
recommended that assays be performed at least in
duplicate.

15. This kit might be not suitable for some peptides or
recombinant proteins. If samples were peptides or
recombinant proteins, please consult with our technical
team before use.

SAFETY NOTES
1. This kit contains 3, 3, 5, 5'-Tetramethylbenzidine (TMB)
in Substrate B. TMB, present at levels greater than or
equal to 0.1% is NOT identified as a carcinogen or
potential carcinogen by OSHA. TMB may cause irritation
to skin and eyes. Please wear appropriate personal
protective equipment, including gloves, safety glasses,
and lab coats when handling.
2. The Stop Solution provided in the kit is an acidic solution.
Please wear appropriate personal protective equipment
(loves, safety glasses, lab coat) when handling this and
L i components.
% All blood components and biological materials should be

nandled as potentially hazardous. Follow universal
ccautions as established by the Centers for Disease
trol and Prevention and by the Occupational Safety
and IHealth Administration when handling and disposing
of infectious agents.

All waste must be disposed of in accordance with all

oplicable local, state, and federal regulations.

Caleulation of competitive ELISA results
* Ciiginal data (example)
2D Canc of ctundards.

0 _

100

0.8247 | 250
05132 | 500

02124 __| 1000
2. Data processing
X: 0.D. of other non-zero standards divided by that of
Standard 0, then multiplied by 100;
¥: Jog(base 10 or other) of of
Y

0

ABclonal

cycles and high . For long term
storage, mamum samples at temperatures that minimize

or ion (-20C st ).

2. Without prior knowledge of the analyte concentration,
determining the amount of sample required for robust
detection is difficult. Therefore, we recommend that
enough sample be collected to allow for multiple dilutions
to be assayed.

3. Experimental variation between wells is to be expected.
We recommend assays be performed using AT LEAST two
wells for every sample or standard. Readings of duplicate
wells should be averaged.

4 ‘Two blank wells containing only PBS or DI H20 should be
tested to determine background.

o I

REAGENT PREPARATION
Bring all kit compenents and samples to room
temperature before use.

2. Bring Plate to room temperature before opening. Remove
the desired number of well strips and immediately reseal
and store at 2-8°C.

3. Dilute 40 mL of Wash Splution concentrate (25x) with
960 mL of deionized or distilled water. If crystals have
formed in the concentrate warm to room temperature
and mix to dissolve.

SAMPLE PREPARATION

1. Using serum or plasma directly without any dilution
(neat) will often give more accurate results than any
other sample type.

2. Ifsamples are not serum or plasma, or have been diluted,
10uL of Balance Solution is reguired to be added into
100uL. experimental samples. Balance solution is
recommended for diluted serum or plasma samples.

ASSAY PROCEDURE

1. Add 100pL of sample or standards to the appropriate
number of wells in the supplied wellplate. Note that wells
have been pre-blocked and no additional blocking steps
are required. Add 100pL of PBS (pH 7.0-7.2) or water to
the blank well.

2. Add 50yl of Enzyme Solution to each well (but NOT
blank well] in the supplied Plate and mix well.

3. Cover and incubate 1 hour at 37°C in a humid chamber.

4. Wash each well 5 times with 300-400uL 1X Wash
Solution per well. After the last wash invert the plate and
blot dry by tapping on absorbent paper. Note: Hold the
sides of the plate frame firmly when washing to assure
that al strips remain securely in the frame. Complete

SR K S LSS R L S

performance of the assay.
5. Add 50yl Substrate A to each well followed by addition
of 50pL Substrate B. Cover and incubate 10-15 minutes at
room ht itive. Keep out
of direct sunhght or cover with foil.
Add 50pL of Stop Solution to each well and mix well.
Immediately read the optical density (0.D.) at 450 nm.
Subtract the mean blank value from each sample or
standard value and calculate the mean for duplicate (or
greater) wells.

9. Construct the standard curve using graph paper or

statistical software.

Note: Blank well must NOT have Enzyme Solution.

e K

SENSITIVITY AND SPECIFICITY

1. The sensitivity of this assay should be approximately
1.0pg/ml

2. This assay has high sensitivity and excellent specificity for
the detection of [L-31. No significant cross-reactivity or
interference between [L-31 and any homologous proteins
assayed has been observed. Cross-reactivity with other
species has not been specifically determined.

ADDITIONAL SUGGESTIONS
1. When not in use, kit components should be refrigerated
(4C for short-term use, or -20C for long-term storage). All
reagents should be warmed to room temperature before

use.

2. Samples should be collected in pyrogen/endotoxin-lree
tubes.

3. When possible, avoid use of hemolyzed or lipemic sera.
Centrifuge or filter samples if particulate matter is
present.

4. It is recommended that all standards, controls, and

samples be run at least in duplicate.

‘To insure equal incubation times, maintain a consistent

order of addition from well-to-well when pipelting

reagents.

6. Cover or cap all reagents when not in use.

7. Do not mix or interchange different reagent lots from
various kit lots.

8. Do not use reagents after the kit expiration date.

9. Determine absorbance within 2 hours of assay
completion,

10. The provided standards should be run with every assay.

11. Substrate B is light sensitive. Avoid prolonged exposure
to light. Substrate B will discolor metals, so contact with
metals should be avoided. s oan

12. Incomplete washing will adversely affect |he te:

RIE st mamih o sl ad b

ABclonal

@

1698970004100
2
2.397940009
2.698970004
3
3. The standard curve is generated using some curve
software (standard 0 is not used).
4. The formul
Linear Fi =a+bx
roemcuem Data: 0.998
3.22E+00
2.19E-02
5. Calculation of results
1) To process the sample 0.D.: 0.D. of samples divided by
that of Standard 0, then multiplied by 100;
2) To get Y value using the above formulation
3) To get the concentration of samples: 10 Lo the power of
Y value.

st

ELi5A Kits (>10,000):

Species: Human, Mouse, Rat, Rabbit, Guinea Pig, Goat, Porcine,
Canine, Bovine, Anscrine, etc.
Subcategories: Cytokine, Globulins, CD & AM, Innate Immune,

Tr ion, i

Tumor Immune, ivty, ious Disease,
Hematology, Vascular, Signal Transduction, Neuroscience, Eye &
Ear, Respiratory, Digestive, Vrinary System, Aristogenesis,
Endocrine, Metabolism, Enzym?, Kinase, Hormone, etc.

Proteius and Antibodies (>5,000):
Cytokines, Growth Factors, Chzmokines, Hormones, Enzymes
and Viral Antigens

Technical Services

Overview

ABclonal is a dynamic and growing provider of high quality
biology research reagents, tools, and custom services. From our
headquarters in the heart of the Boston Biotech Cluster we

support the needs of academic and industry clients for custom-
made proteins, antibodies and peptides. In addition, we
maintain a large catalog of unique and highly sensitive ELISA
kits, and ready-made proteins, peptides, antibodies, custom
ChiP-seq, and cell culture products.

Custom antibody service

ABclonal not only provides antibodies for leading antibody
vendors in the world market, but also partners with prestigious
phar i research ies, and other
scientific industries. In addition to manufacture, we dedicate to
be the best validation platform in the world.

Peptide Synthesis
ABclonal has a more than a 400,000 square foot state of the art
facility with peptide synthesizers, HPLCs, and mass
spectrometers  capable of producing over 10,000
ides/month. We offer a ive range of Peptide
Symhesls Services from peptide sequence design to complex
peptide modifications. We provide the highest quality peptide
synthesis at the most competitive prices. All our peptides come
with a complete quality control package, which includes HPLC
and MS Analysis.

Custom Protein Expression aud Purification
ABclonal custom recombinant protein services provide .
comprehensive portfolio of protein expression systems,
including bacteria, yeast, baculovirus infected insect cells, #nd
i Ils. With our 'y optimization technolu;
the expression level can be significantly increased. We also of
a full spectrum of protein purification methods to achieve the
ideal level of protein purity. We work in partnership with our
clients to ensure efficient and high quality reagent prote
production with customized solutions, flexible production s
and proprietary technologies. We can also provide proc:
development and scale-up production of biclogics for research
purposes.

Innovative Technology

GlycoPep™: Peptide with PTM
We offer our customers a novel technology platform for
of Post T Modified (PTM) peptides
for diagnostics, epitope mapping, companion drug biomarkers,
and monitoring immune signatures. Our patent portfolio covers
enzymes & methods for production of these glycosylated PTM-
peptides and biomarkers. We can provide our customers with
custom made glycosylated peptides to meet their research
needs.

Vi
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- Folheto informativo
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tiver interesse e estiver disposto a contribuir

para este estudo, ndo hesite em falar com a
médica veterinaria Dr? Diana Ferreira ou a

estagiaria Margarida Martins.

A dermatite atopica

Trata-se de uma reagdo alérgica do organismo
em resposta a exposicdo a alergénios do
ambiente. Resulta numa inflamagdo da pele e
comichdo exuberante pelo animal.

O diagnostico desta doenca passa por
descartar outras doencas que provoguem
igualmente comichdo no animal, como infe¢des
(ex. por leveduras e bactérias), infestacdes
parasitdrias (ex. pulgas) e alergia alimentar. No
seguinte passo pode recorrer-se a realizagdo de
testes alergologicos para tentar perceber quais
os alergénios responsaveis pela alergia.

Embora a dermatite atopica ndo tenha cura, é

controlavel, através de multiplas opc¢des de

tratamento no sentido de conceder maior
i de i de vida,

a pele e diminuindo a sensacdo de comichao.

Em caso de divida ndo hesite em entrar em contacto

Algumas possibilidades de terapia incluem:
- Bom plano antiparasitario;
- Banhos regulares;

- Vacinas de alergias;

-T i ori prurig
(diminuem a comich&o).

- Dietas ricas em acidos gordos essenciais.

Como sei se o meu animal é atopico?

- Cocar, mordiscar, lamber, esfregar (sinais de
comichzo);

- Pele avermelhada;
- Falta de pélo localizada;
- Otites e infe¢des recorrentes.

Todos estes sinais que o animal demonstra sao
sinais de alerta. Deve, por isso, aconselhar-se
junto do seu médico veterinario de modo a
travar a evolugdo da doenca.
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SINTOMAS, TRATAMENTOS E DICAS!
Apresentagdo de um estudo - dissertagdo

Introducéo ao estudo:

Com o aumento do nimero de cdes diagnosticados com
este problema de pele, impde-se a necessidade de
opgdes de tratamento mais eficazes e com menores riscos
para o paciente. Recentemente foi colocado no mercado
um novo produto antipruriginoso, chamado de
“Cytopoinft’, que consiste na administracdo de uma
injecdo mensal. O resultado tem vindo a revelar-se muito
satisfatorio nos animais que respondem a terapia, no
entanto nem todos os cdes respondem. Trata-se de um
produto bastante seguro e praticamente sem efeitos
secundarios.

Eu sou uma aluna de medicina veterinaria da ULHT, e
tenho proposta como dissertacdo de final de curso o
estudo da resposta de cdes com atopia, a este
medicamento com o intuito de determinar que animais
poderdo  beneficiar eventualmente desta opcdo
terapéutica.

Metodologia: sera recolhida uma amostra de sangue
antes da primeira administracao de “Cytopoint’, ao fim
do primeiro més e ap6s dois meses de tratamento, num
total de 3 recolhas sanguineas no hospital.

CYTOPOINT




APENDICE II

- Termo de consentimento

E:

Termo de consentimento

Eu

. portador do cartdo de cidaddo n®

aceito e autorizo o meu animal com o nome :
raga . genero e idade_ . =a
participar no presente estudo com o titulo "Comportamento da IL-
31 ao longo do tratamento com Cyfopomni™, ciente da realizagio da
tecnica usada.
Declaro estar informado de que em gualguer momento (antes ou
durante o estudo) poderei desistir do estudo e que essa decisdo
nao prejudicara no acompanhamento do meu animal pelo medico
(a) veterinario (a) responsavel, caso venha a ocorrer qualguer
complicag&o. Autorizo fotografar meu animal durante o processo e
veicular as fotos em futuras publicagdes do trabalho em revistas
cientificas ou em aulas e palestras.

Lisboa, de gde 2019,




