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RESUMO

Silva, S.P.S. (2018) O stress oxidativo na dermatite atopica canina: vitamina E como
biomarcador durante terapéutica com ciclosporina.

A dermatite atopica canina é uma doenga que afeta um grande numero de animais, sendo
que se estima que 10 a 15% da populagdo canina esteja afetada. E uma doenca de etiologia
multifatorial e de apresentagdes clinicas diversas, embora haja uma distribuigdo lesional
caracteristica. Recentemente foi demonstrado que o stress oxidativo apresenta um papel
importante na dermatite atépica no Homem e também que os niveis seroldgicos de vitamina
E (a-tocoferol), importante antioxidante, encontram-se alterados em cdes com a doenca. E
expectavel que caes com a doenga menos controlada apresentem um maior stress oxidativo
e, assim, niveis seroldgicos de o-tocoferol inferiores.

No presente estudo, foram acompanhados caes com dermatite atopica sob terapéutica com
ciclosporina, monitorizados quanto ao estadio clinico através da classificagao do prurido, do
CADESI-04 e do teor de a-tocoferol em intervalos de 3 semanas. Tanto quando sabemos,
este foi o primeiro estudo que avaliou o teor de a-tocoferol ao longo do tempo. Os resultados
apresentados revelam que caes saudaveis apresentam um teor de a-tocoferol superior a
canideos com dermatite atdopica, o que espelha uma resposta adaptativa que leva a
distribuicdo de a-tocoferol no tecido alvo, reduzindo a sua concentracéo sérica. Foi possivel
também sugerir uma associacéo entre o aumento plasmatico de a-tocoferol e a diminuigéo
da classificagdo do prurido. Este € o sinal clinico da doenga que mais afeta a qualidade de
vida e contribui indiretamente para o agravamento dos defeitos na barreira cuténea
consequentemente facilitando a presenca de infegdes e o aumento do estado inflamatério,
aumentando o stress oxidativo. O controlo do prurido com recurso a ciclosporina resulta
entdo também num maior equilibrio no consumo de antioxidantes. Nao foram encontradas
diferencas significativas que permitissem concluir a existéncia de uma relagédo entre o teor
de a-tocoferol e o CADESI-04.

Este estudo permite fundamentar a utilizacdo do a-tocoferol como agente objetivo de
monitorizagdo da dermatite atopica canina, o que pode ser particularmente importante se
aplicado em estudos de monitorizagéo clinica. Levanta-se ainda a possibilidade légica do
controlo do stress oxidativo, com recurso a suplementagdo com antioxidantes, como a

vitamina E.

Palavras-chave: dermatite atdpica canina, ciclosporina, stress oxidativo, vitamina E, a-

tocoferol.



ABSTRACT

Silva, S.P.S. (2018) Oxidative stress in canine atopic dermatitis: vitamin E as a biomarker
during cyclosporine therapeutics.

Canine atopic dermatitis is a disease that affects a large number of animals, as 10 to 15% of
the canine population is likely to be affected. It's a disease with multifactorial aetiology and
multiple clinical presentations, although there is a characteristic lesion distribution. It has
recently been shown that oxidative stress plays a major role in human atopic dermatitis and
the important antioxidant vitamin E (a-tocopherol) plasmatic levels are altered in dogs with
the disease. Dogs with less controlled disease are expected to exhibit increased oxidative
stress and thus lower a-tocopherol serologic levels.

In the present study, dogs with atopic dermatitis were monitored during cyclosporine
treatment regarding atopic dermatitis severity using accepted criteria namely: pruritus score
and CADESI-04 and also a-tocopherol levels at 3-week intervals. As far as we know, this is
the first study to assess a-tocopherol levels over time in canine atopic dermatitis. The results
show that healthy dogs have a superior a-tocopherol plasmatic level than dogs with atopic
dermatitis, which reflects an adaptive response that leads to a-tocopherol distribution in
target tissues, reducing its serological concentration. It was possible to suggest a relation
between the increase of a-tocopherol and the reduction of the pruritus score. Pruritus is the
hallmark of atopic dermatitis and profoundly affects the life quality and indirectly contributes
to skin barrier defects deterioration. This will contribute to yeast and bacteria overgrowth and
to increase the inflammatory status, therefore increasing oxidative stress. Controlling pruritus
with cyclosporine also results in a better balance regarding antioxidants consumption. No
significant differences were found between a-tocopherol levels and CADESI-04 for any time
point.

This study supports the use of a-tocopherol as an objective mean to monitor canine atopic
dermatitis in clinical studies. It's further suggested that supplementation with antioxidants,

such as vitamin E, is relevant for the control of oxidative stress.

Key-words: canine atopic dermatitis, cyclosporine, oxidative stress, vitamin E, a-tocopherol.
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CAPITULO I. DESCRICAO DAS ATIVIDADES DE ESTAGIO

O estagio curricular foi realizado no Hospital Escolar da Faculdade de Medicina Veterinaria
da Universidade de Lisboa, na area de medicina e cirurgia de animais de companhia, sob
orientacao cientifica da Ex.™ Professora Doutora Ana Mafalda Lourengo, com a duragdo de
seis meses, compreendidos entre o dia 1 de Setembro de 2014 e 28 de Fevereiro de 2015,
num total de 1090 horas de trabalho. Posteriormente, foi mantido o acompanhamento das
consultas de dermatologia nesta instituicao, entre o dia 1 de Margo de 2015 e 30 de Junho
de 2015. Foi também realizado um estagio extracurricular no Centro Veterinario de Berna,
na area de medicina e cirurgia de animais de companhia, compreendidos entre o dia 16 de
Marco de 2015 e 23 de Abril de 2015.

1. Hospital Escolar da Faculdade de Medicina Veterinaria da

Universidade de Lisboa

O estagio realizado no Hospital Escolar (HE) foi organizado num esquema rotacional entre
0s servigos de medicina interna, internamento e cirurgia e a respetiva carga horaria pode ser

consultada na tabela 1.

Tabela 1. Distribuigcdo das horas de estagio pelos diferentes servigos no HE da FMV-UL.

Servigo Tempo despendido (horas)
Medicina Interna e Consultas de Especialidade 566
Internamento 362
Cirurgia 162
Total 1090

¢ Medicina Interna

Em medicina interna, era da responsabilidade da estagiaria a recegdo e pesagem dos
animais, a recolha da anamnese, incluindo o estimulo iatotropico e a realizagdo do exame
fisico completo. Apds este procedimento e completa descricao das informagdes recolhidas
no sistema informatico, era feita a apresentagdo do caso clinico ao médico veterinario
responsavel pela consulta. Sempre que possivel, eram discutidos diagnésticos diferenciais,
eventuais exames complementares a realizar e possiveis terapéuticas a instituir. Em
consulta, foi dada a estagiaria a oportunidade de realizar varios procedimentos, tais como a
colheira de sangue para analise, cateterizagdo venosa e aplicagao do sistema de vendclise
e preparagao e administragdo de vacinas. Foi também possivel acompanhar ativamente

varios procedimentos e exames de diagndstico. Sempre que necessario, e de forma a dar



continuidade ao atendimento do animal, este era acompanhado no servigo de imagiologia.
Apods a conclusdo do exame, era feita a discussédo das alteragdes imagioldgicas detetadas e
respetiva relevancia clinica. Ainda no servigo de imagiologia, a estagiaria teve oportunidade
de auxiliar na monitorizagdo do animal durante e apds a anestesia necessaria a realizagao
da tomografia axial computorizada. No que respeita a ecografia, a estagiaria teve a
oportunidade de assistir a ecografias e a procedimentos ecoguiados, dos quais sdo exemplo

a cistocentese.

* Consultas de Especialidade

A maioria das consultas de especialidade acompanhadas foram da area de dermatologia e
de oncologia. Ademais, foi possivel acompanhar um menor numero de consultas de animais
exoticos, oftalmologia, ortopedia e neurologia.

Em dermatologia, foi feito 0 acompanhamento das consultas da Professora Doutora Ana
Mafalda Lourengo, sendo realizada a recegao e pesagem dos animais, a recolha da
anamnese, incluindo o estimulo iatotrépico, a realizagdo do exame dermatolégico e exames
complementares de diagndstico considerados mais apropriados, homeadamente citologias
cutaneas e auriculares, raspagens cuténeas e tricogramas. Sempre que possivel eram
discutidos diagnodsticos diferenciais, eventuais exames complementares a realizar e
possiveis terapéuticas a instituir. A estagiaria também esteve ativamente envolvida na
elaboragédo do relatério da consulta e esclarecimento do tutor. Neste servigo foi possivel
acompanhar e realizar testes intradérmicos alergénio-especificos, protocolos Rush para o
inicio da imunoterapia alergénio-especifica, maneio de feridas, bidépsias de pele, pungbes
aspirativas com agulha fina, observacdes com lampada de Wood e videotoscopias.

Em oncologia, para além do acompanhamento das consultas do Dr. Gongalo Vicente, foi
possivel participar nas sessdes de quimioterapia. Nos dias preconizados para este efeito, os
estagiarios eram responsaveis pelo acompanhamento até a sala destinada para as sessdes
de quimioterapia, onde os animais usualmente eram cateterizados e era realizada uma
colheita de sangue para realizacdo de hemograma. Sempre que necessario, era aplicado o
sistema de vendclise. A estagiaria acompanhava a realizagdo do hemograma e deslocagao
ao laboratério equipado com camara de fluxo laminar para preparagao dos quimioterapicos

adequados para cada animal. De seguida, procedia-se a sua administragao.

¢ Internamento

No internamento, de acordo com a informagcdo transmitida pelo Médico Veterinario
assistente, bem como pelo Enfermeiro Veterinario e/ou pelo Técnico Auxiliar, a estagiaria
era responsavel pelo acompanhamento dos animais internados, nomeadamente no que toca

a prestacdo de cuidados de higiene e alimentagdo. Periodicamente era realizada a



monitorizagdo dos animais, bem como a preparagdo e administracdo de farmacos. A
estagiaria participou ativamente também em muitos outros procedimentos, tais como
planificagdo e monitorizacdo da fluidoterapia, colheita de sangue, urina ou outras amostras
para analise, limpeza e desinfecéo de feridas. Estes mesmos procedimentos, sempre que tal
era requerido, foram executados no internamento destinado a animais com doengas
infetocontagiosas. Foi feito 0 acompanhamento de animais em periodo pés-cirdrgico ou
recobro apds anestesia geral, acompanhamento de animais em cémara de oxigénio e
administragdo de oxigénio, realizagdo de curvas de glicemia, testes de supressdo com
dexametasona em dose baixa e monitorizagdo durante transfusao sanguinea.

Foi também possivel acompanhar as visitas dos tutores aos animais internados, com
esclarecimento de duvidas, sempre que tal se justificasse, bem como dar a alta aos animais

internados, com esclarecimento dos tutores sobre o plano terapéutico.

e Cirurgia

No periodo de acompanhamento da equipa cirurgica, foi possibilitada a participacdo em
consultas pré e pos-cirurgicas, onde eram também esclarecidas quaisquer eventuais
duvidas dos tutores. Foi possivel participar ativamente em todos os procedimentos
relacionados com a preparagao pré-cirurgica dos pacientes.

Durante a cirurgia, foram ocupados cargos de anestesista, ajudante de cirurgido ou
circulante. Enquanto anestesista, foi requerido um controlo do plano anestésico do paciente,
com recurso a avaliagdo dos sinais vitais. Enquanto ajudante de cirurgido, foi possivel
assistir e intervir numa grande variedade de procedimentos cirargicos, que compreenderam,
na sua maioria, destartarizagbes e cirurgias de tecidos moles, tais como
ovariohisterectomias, orquiectomias e nodulectomias. Foi também possivel presenciar
procedimentos ortopédicos e cirurgia oftalmoldgica.

Durante o periodo de permanéncia neste servigo, foi também possivel acompanhar
endoscopias, nomeadamente gastroscopias e videotoscopias.

No final da cirurgia, era feito o acompanhamento durante o recobro e, esporadicamente, foi
também necessario contactar os tutores e informar como correu a cirurgia e qual o plano de
alta do animal. A estagiaria esteve também estava envolvida no planeamento da terapéutica
pos-cirurgica e prescricdo da mesma, com supervisdo do Médico Veterinario Cirurgidao

responsavel pelo caso clinico.

2. Centro Veterinario de Berna

O Centro Veterinario de Berna € um hospital especializado direcionado para a area da

Oncologia, oferecendo ainda servicos de Medicina Interna, Internamento, Cirurgia e



Consultas de Especialidade noutras areas, como a Dermatologia e a Fisioterapia. Possui um
pequeno laboratério préprio e um servigo de Urgéncias 24 horas.

A estagiaria realizou um turno noturno por semana, entre as 00h00 e as 8h00, sendo que
nos restantes dias o seu horario era diurno e de forma a acompanhar o maior niumero de
procedimentos e consultas possivel.

A estagiaria assistiu a consultas de medicina interna e consultas de especialidade, com
maior frequéncia da area de oncologia, acompanhou procedimentos cirurgicos, também com
maior relevo para os procedimentos cirdrgicos na area da oncologia, tendo participado
sempre que possivel como ajudante de Médico Veterinario Cirurgido, ajudante de Médico
Veterinario Anestesista ou circulante.

Esteve também presente no internamento, para a realizagcdo de monitorizagbes
programadas e também para acompanhamento no recobro.

A estagiaria pode assistir e dar apoio a preparagao de quimioterapicos. Também participou
ativamente na obtencdo de resultados de analises como hemograma e bioquimicas e
acompanhou a preparagao da amostras e respetivo diagndstico citolégico de pungdes de
agulha fina, sempre que as mesmas eram analisadas em laboratério préprio.

No que toca a area de imagiologia, a estagiaria pode acompanhar a realizagdo de

radiografias, ecografias abdominais e ecocardiografias.

3. Formacoes

A estagiaria teve a possibilidade de assistir as aulas da disciplina opcional “Abordagem a
dermatologia baseada na evidéncia’, que contribuiu para a sistematizagdo dos
conhecimentos ja adquiridos nesta area e para a obtengdo de outros que, por questbes de
casuistica, foram menos abordados.

A estagiaria participou ainda na organizagdo de uma agao de Formagao em Dermatologia,
enquadrada no | Curso de Pods-Graduagdo denominado “Estratégias Terapéuticas em
Animais de Companhia”, na Faculdade de Medicina Veterinaria. Foi-lhe também possivel

assistir a maioria das palestras desta agao de formacao.



CAPITULO II. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Introducao

A pele é o maior 6rgédo do corpo, representando 12% do peso corporal de um c&o adulto.
Em clinica de animais de companhia, o estimulo iatrotropico mais frequente sao problemas
do foro dermatolégico. Desses, o mais comum € a dermatite atépica canina (DAc), que pode
ser definida como uma doenga dermatolégica do foro alérgico, pruriginosa e inflamatéria,
com predisposicado genética e com apresentagdo clinica caracteristica associada a
anticorpos do tipo IgE, direcionados normalmente contra alergénios ambientais (Halliwell,
2006). Para além dos fatores genéticos que levam a maior predisposigcdo para o
desenvolvimento da doencga, as alteragdes na barreira cutdnea, que originam um maior
contacto com antigénios ambientais, as alteragdes no sistema imunitario, as infegdes
microbianas e também o stress oxidativo estdo envolvidos na patogénese da doencga. A pele
esta em permanente contacto com agentes oxidantes e, quando a barreira cutdnea nao se
encontra integra, maior é a susceptibilidade do organismo a lesGes oxidativas. Nas ultimas
décadas, o stress oxidativo tem mesmo sido documentado como responsavel por um papel
importante na doenca, sendo sugerida uma relagado entre a gravidade das manifestagbes
clinicas da doenca e a extensao de lesao oxidativa nas membranas celulares. A vitamina E
€ um antioxidante lipossoluvel e o seu efeito classico é reduzir e prevenir lesdes oxidativas
nos tecidos. A homeostase desta vitamina encontra-se alterada em pacientes com a
doenga, espelhando uma resposta adaptativa que leva a distribuicao de VE no tecido alvo,
reduzindo a sua concentragao sérica (Kapun et al., 2013).

A DAc é assim uma doenga multifatorial, que pode ter manifestagdes clinicas muito
diferentes e para a qual ndo existe uma solugédo terapéutica Unica que tenha o mesmo
resultado em todos os pacientes, sendo que hoje é sugerido inclusive que diferentes
endotipos podem apresentar respostas terapéuticas diversas e eventualmente até
previsiveis face a determinados farmacos. O maior conhecimento da diversidade de
apresentacdes e da realidade de que nao existe uma forma terapéutica que sirva a todo e
qualquer um dos pacientes estimula o estudo e desenvolvimento de novas abordagens
terapéuticas e requer a implementacao de praticas terapéuticas personalizadas.

Sendo uma doenga muito estudada devido a complexidade da sua fisiopatologia e impacto
na qualidade de vida dos animais e tutores, espera-se que continuem a ser descobertas
novas moléculas. Quanto mais especificos os seus efeitos, como é o caso do oclacitinib, um
farmaco inibidor das JAK (Janus Associated Kinases) usado para o controlo do prurido, mais
relevante se torna a utilizagdo de métodos adicionais de monitorizagdo objetiva da doenga
em si e nao apenas da sua face mais visivel, o prurido. De facto, este pode por vezes
funcionar como a ponta de um iceberg, tornando ébvia a doenga uma vez ultrapassado o

limiar de prurido.



2. Incidéncia e prevaléncia da dermatite atopica canina

A DAc é considerac a segunda causa mais frequente de prurido em caes, seguindo a
dermatite alérgica a picada da pulga (Tarpataki, Papa, Reczigel, Vajdovich & Vérdsi, 2006;
Chesney, 2011). Atualmente, ndo existem dados suficientes que permitam a obtencéo da
prevaléncia e incidéncia da DA em toda a populacdo canina. A verdadeira prevaléncia é
dificil de determinar, uma vez que os casos mais ligeiros sdo muitas vezes controlados com
recurso a terapéutica de alivio sintomatolégico, sem existir necessidade de averiguar qual a
doenga subjacente e algumas manifestagées de DAc nao sédo reconhecidas como tal por
tutores e por médicos veterinarios, tal como a otite crénica, a conjuntivite e as infe¢des
bacterianas e por Malassezia (Hillier & Griffin, 2001). Ainda assim, estima-se que a
prevaléncia da DAc seja de 10% a 15% e tenha vindo a aumentar nas ultimas décadas, tal
como tem acontecido com a dermatite atépica humana (Hillier & Griffin 2001; Scott, Miller &
Griffin, 2001; Marsella & Girolomoni, 2009; Marsella & Olivry, 2003; Tarpataki et al., 2006;
Renert-Yuval & Guttman-Yassky, 2017). Este aumento tem vindo a ser explicado através da
“hipétese de higiene”, defendida por Strachan (1989), ja que a melhoria das condigcbes de
higiene pode estar na origem de um menor numero de infegdes numa fase inicial da vida,
sendo que o autor defende que estas Ultimas seriam responsaveis por prevenir o
desenvolvimento de doengas alérgicas. Em paralelo, foi feita a mesma comparagao
relativamente ao contacto com parasitas (Holt, 2000), sendo defendido que as infegbes
parasitarias possam ter um efeito protetor face ao desenvolvimento da doenga (Zwickl et al.,
2018). Posteriormente, foi defendido que a presenga de microrganismos patogénicos seria
responsavel por promover a ativagao de células dendriticas e células T, para que desta
forma, existisse o controlo de reagbes inflamatdrias inapropriadas, caracteristicas das
doengas alérgicas (Rook & Brunet, 2005). A associagdo da menor exposicdo a agentes
bacterianos e parasitarios, bem como o aumento do numero de banhos e o uso de produtos
inadequados, podera ser também uma causa para a alteragao da barreira cutanea (Miller et
al., 2013).

Contudo, existe também a hipétese deste aumento estar relacionado com a maior
sensibilidade da classe médico-veterinaria para esta doenga, resultando num diagndstico
mais frequente (Marsella & Girolomoni, 2009). Por outro lado, € também possivel que se
possa atribuir este aumento a diferenga do estilo de vida dos animais de companhia, dado
que os caes passam cada vez mais tempo dentro de casa, aumentando a sua exposi¢céo a
alergénios presentes nestes ambientes, como os acaros do pé (Marsella & Girolomoni,
2009). Pode ainda ponderar-se que o aumento da ligacdo emocional entre os tutores e os
respetivos animais de companhia possa contribuir para um mais frequente encaminhamento
para o médico veterinario ou ainda que o aumento da popularidade de ragas com

predisposi¢cdo para o desenvolvimento de DAc, possa conduzir ao aumento da prevaléncia



da doenca (Sousa & Marsella, 2001; Miller et al., 2013). Ademais, a vacinagdo dos
cachorros esta grandemente difundida, o que podera aumentar a produgdo de anticorpos

IgE e a pratica de desparasitagao interna e externa é cada vez mais comum.

3. Fisiopatologia da dermatite atopica canina

Como ja foi anteriormente referido, a DAc resulta da interagdo entre fatores genéticos,
imunolégicos e ambientais. Trata-se de uma doenga com elevada complexidade genética e
fisiopatologica (Bieber, 2010), o que resulta num elevado grau de heterogeneidade das
manifestagdes clinicas. Assim sendo, a mesma doenga pode ser manifestada de diferentes

formas, dependendo do seu fendtipo clinico (Wilhem, Kovalik & Favrot, 2011).

3.1. Barreira cutanea

A pele é um tecido com elevado metabolismo e que tem a maior area de superficie do
corpo, tendo um papel preponderante para a homeostase. A pele é constantemente
desafiada pelo contacto com uma grande variedade de estimulos ambientais. A primeira
linha de defesa é oferecida pela epiderme — a camada mais superficial da pele. A epiderme
protege o organismo da perda de agua, dos efeitos da exposigdo aos raios UV, das lesbes
fisicas, das invasbes de microrganismos, bem como dos desafios imunolégicos. Os
queratindcitos sao o tipo celular predominante na epiderme e sdo 0s responsaveis por
oferecer protecdo mecanica contra parasitas e microrganismos, bem como formam a
primeira linha de defesa imunoldgica contra alergénios ambientais e microbiolégicos
(Bangert, Brunner & Stingi, 2011).

Na pele, o sistema imunitario inato é constituido por uma barreira fisica (estrato cérneo e
jungdes intercelulares), celular (queratindcitos, mastécitos, neutrofilos e células
apresentadoras de antigénios) e elementos segregados (Clark & Kupper, 2005).

Pelo seu papel de barreira externa, a pele contacta com oxidantes, o que aumenta a sua
vulnerabilidade ao desenvolvimento de alteragbes oxidativas (Ji & Li, 2016). O estrato
corneo € a camada da pele mais exposta a todos os fatores ambientais, pelo que é
particularmente suscetivel. O estrato corneo € constituido por queratinécitos,
corneodesmossomas e lipidos intercelulares (Marsella & Samuelson, 2009). Por um
processo de diferenciagdo, os queratindcitos originam cornedcitos que se ligam entre si
através de corneodesmossomas (Cork et al., 2006). Os lipidos intercelulares encontram-se
distribuidos segundo um sistema lamelar, de forma a reter agua no estrato cérneo, bem
como a prevenir a penetragao de agentes exdégenos (Feingold, 2007).

O controlo do nivel de oxidantes é efetuado, ndo apenas pela limitagdo da sua producao,

como também pela sua eliminagdo. Os organismos possuem sistemas antioxidantes que



atuam através da eliminagao de radicais livres (RL) ou através da limitagdo dos seus efeitos
nefastos. Os antioxidantes podem ser classificados em antioxidantes de baixa ou elevada
massa molecular e em antioxidantes lipossollveis ou hidrossoluveis. Varios antioxidantes
atingem o organismo através da alimentagcdo, como o acido ascérbico, o tocoferol ou os
carotendides. Existem também outros antioxidantes que séo sintetizados pelo organismo,
como a melatonina ou a glutationa, que tem um papel antioxidante fundamental, ja que
interagem diretamente com os RL ou podem atuar como cofactor para as enzimas
destoxificantes de RL. Contudo, quando a eliminagao nao é possivel, existem sistemas
enzimaticos antioxidantes capazes de limitar os efeitos dos RL (Lushchak, 2014).

O sistema antioxidante da pele consiste na presenca de antioxidantes enzimaticos e nao
enzimaticos. Na primeira categoria podem enumerar-se a glutationa peroxidase (GPX),
catalase e superoxido dismutase (SOD) (Matés, Pérez-Gémez & Blanca, 2000). Nos
antioxidantes nao enzimaticos, podem referir-se o a-tocoferol, 3-caroteno, ascorbato e
glutationa que também estdo presentes nas células (Briganti & Picardo 2003). Devido ao
elevado conteudo lipidico do estrato corneo, € expectavel que antioxidantes lipofilicos como

o a-tocoferol desempenhem um papel importante durante o stress oxidativo.

3.1.1. Alteracdes na barreira cutanea

Existem varios estudos que alertam para alteragdes de barreira cutdnea em caes com DAc,
que aparentam desempenhar um importante papel no desenvolvimento da doenga (Marsella
& Samuelson, 2009). Foi encontrada uma grande heterogeneidade na distribuigdo de lipidos
no estrato corneo de cdes com DAc (Shimada, Yoon, Yoshihara, lwasaki & Nishifuiji, 2009;
Popa et al.,, 2011), além de que foi ja detetado um menor conteudo lipido e uma menor
coesdo do mesmo no estrato coérneo de caes com a doenga (Popa et al., 2011).
Encontraram-se também evidéncias de que a pele de cdes com DAc tem lipidos em
goticulas ao invés de se encontrarem dispersos de modo a preencher os espagos
intercelulares (Inman, Olivry, Dunston, Montiero-Rivierre & Gatto, 2001; Marsella &
Girolomoni, 2009). Também se observou uma diminui¢ao da quantidade de ceramidas e, em
consequéncia, uma maior perda epitransdérmica de agua (Reiter, Torres & Wertz, 2009;
Shimada et al., 2009), embora se acredite que uma parte desta diminuigdo possa ser
associada a inflamagao cuténea (Stahl, Paps, Baumer & Olivry, 2012). Foram detetadas
alteragbes na expressédo do gene da filagrina em pacientes humanos com DAh, o que leva
ao aumento da perda de agua, interfere com a estrutura dos queratinécitos e leva ao
aumento do pH no estrato cérneo (Elias, 2018). Varios estudos foram realizados sobre a
DAc e foi sugerido que o catabolismo da filagrina pudesse estar alterado em cdes com DAc
(Fanton, Santoro, Cornegliani & Marsella, 2017). Foram também encontradas alteragdes na

expressao do ARNm da filagrina em canideos com a doenga (Santoro, Marsella, Ahrens,



Graves & Bunick, 2013), no entanto, estas também se verificaram em caes sem a doencga
pelo que sao necessarios mais estudos para determinar o papel da filagrina na DAc (Roque,
O’Leary, Kyaw-Tanner, Duffy & Shipstone, 2011). Uma vez que néao foi ainda encontrada
uma relagdo entre estas alteragdes e a gravidade de sinais clinicos apresentados, a
relevancia clinica destes dados € assim desconhecida (Marsella, 2013a), ainda que seja
defendido que estas alteragdes sejam apenas associadas a determinadas ragas e em
localizagbes concretas, ndo sendo possivel extrapolar para toda a populagédo canina (Wood,
Ollier, Nuttall, McEwan & Carter, 2010). Foi também demonstrada uma menor expresséo de
genes associados a formagéo da barreira cutdnea em caes com DAc (Merryman-Simpson et
al., 2008). Varias proteinas das tight junction também demonstraram ter uma expresséao
reduzida em cées com a doenga (Halliwell, 2009; Marsella, 2013b; Nishifuji & Yoon, 2013;
Nishifuji, 2015; Kim et al., 2016), o que permite uma entrada mais facil de antigénios e

agentes patogénicos (Elias, 2018).

3.1.2. A barreira cutanea, o stress oxidativo e a dermatite atépica

A inflamacgao cutédnea na DA é caracterizada histologicamente pela presenga de um elevado
infiltrado de linfocitos, mondécitos e eosindfilos (Gaga, Frew, Varney & Kay, 1991). Estas
células libertam substancias bioativas, citoquinas pro-inflamatérias e RL. A adesdo de
eosindfilos a células vasculares endoteliais aumenta o nivel de RL (Nagata, Sedgwick,
Bates, Kita & Busse, 1995). Tanto os mastdécitos, que se encontram em maior numero na
DA, como os mondcitos, sao capazes de produzir RL (Polla, Ezekowitz & Leung, 1992). Os
RL aparentam estar relacionadas com a patogénese da inflamagao alérgica (Nagata et al.,
1995; Henderson & Kaliner, 1978; Polla et al., 1992), podendo desencadear lesdes
oxidativas a lipidos, proteinas e ADN (Valko et al., 2007; Briganti & Picardo, 2003). Desta
forma, o aumento da producdo de RL pode ser uma das causas de lesado tissular na DA
(Tsuboi et al., 1998; Niwa et al., 2003). Em caso de alteragdo no ADN, os produtos alterados
sao detetados e eliminados por enzimas de reparagao (Simic, 1992), o que significa que o
nivel destes produtos esta relacionado com o equilibrio entre o ritmo de producédo e
reparagéo dos mesmos (Simic, 1992). O biomarcador 8-OHdG traduz as alteragbes ao ADN
resultantes do contacto com radicais OH’, sendo que pacientes humanos com DAh
apresentaram valores significativamente aumentados, comparativamente a grupos controlo,
bem como foi determinada uma correlagao estatisticamente significativa entre este marcador
e 0 SCORAD (SCORIng Atopic Dermatitis), que se trata de um método de avaliagdo da
extensdo e gravidade das lesdes da DAh (Tsuboi et al., 1998). O marcador de peroxidagao
lipidica malondialdeido (MDA) encontra-se significativamente aumentado em cdes com DAc,
comparativamente a animais controlo (Kapun, Salobir, Levart, Kotnik & Svete, 2012) e foi

encontrada uma correlagao estatisticamente significativa entre este marcador e o CADESI-



03, o que sugere uma associagao entre a gravidade da manifestagao clinica da doenga e a

extensao de lesédo oxidativa nas membranas lipidicas (Kapun et al., 2012).

3.1.3. A barreira cutanea, a vitamina E e a dermatite atopica

Para além das alteracbes verificadas a nivel do aumento da oxidacdo, também os
antioxidantes sofrem alteragcdes na presenca da DA. A VE é o antioxidante predominante no
estrato cérneo no Homem (Thiele, Schroeter, Hsieh, Podda & Packer, 2001), oferecendo
protegdo maioritariamente contra a peroxidacéo lipidica (Traber & Atkinson, 2007).

A VE foi descoberta em 1922 e, em 1938 foi caracterizada bioquimicamente, tendo sido
designada por tocoferol (Fernholz, 1938). A VE é encontrada em oito formas que incluem
quatro tocoferois (alfa, beta, gama e delta) e quatro tocotriendis (alfa, beta, gama e delta).
Trata-se de um antioxidante lipossoluvel que apenas é sintetizado por plantas e
cianobactérias. Como tal, apenas esta disponivel através da alimentagao (Schneider, 2005;
Raila, Rohn, Schweigert & Abraham, 2011). E uma das vitaminas mais abrangentemente
difundidas e a sua maior fonte sdo os 6leos vegetais, mas podem ser encontradas num
grande numero de alimentos (Raila et al., 2011; Bunnell, Keating, Quaresimo & Parman,
1965).

A biodisponibilidade da vitamina E pode ser influenciada por varios fatores, como a
quantidade de VE da alimentagdo e de outros nutrientes que estejam relacionados com a
sua absorgao; as proteinas envolvidas na absor¢cédo de VE e as diferengas individuais na
eficiéncia da absorgédo, que pode ser influenciada por doengas; o metabolismo da VE;
fatores relacionados com o estilo de vida; o género; e o polimorfismo genético (Schmoélz,
Birringer, Lorkowski & Wallet, 2016).

A VE é absorvida no intestino, juntamente com lipidos, formando quilomicrons e entra em
circulagédo através do sistema linfatico, sendo transportada até ao figado. Neste local, a a-
TTP seleciona a forma alfa dos tocoferédis, sendo esta a forma que maioritariamente se
encontra disponivel no plasma. A maioria das formas beta, gama e delta é secretada na bilis
ou excretada diretamente nas fezes (Brigelius-Flohé & Traber, 1999). A a-TTP ¢é a
responsavel por facilitar o transporte de a-tocoferol para as membranas plasmaticas
(Schmdlz et al., 2016). Aproximadamente 90% do conteudo corporal de VE é armazenada
no tecido adiposo (Schmdlz et al., 2016).

O efeito classico da VE é reduzir e prevenir lesdes oxidativas nos tecidos, encontrando-se
concentrada nas membranas celulares. E considerada a primeira linha de defesa contra a
peroxidagao lipidica, protegendo as membranas celulares nas fases iniciais do ataque por
radicais livres (Nachbar & Korting, 1995, Wolf, Wolf & Ruocco, 1998; Brigelius-Flohé &
Traber, 1999). O a-tocoferol reage com os radicais, impedindo a formag¢ao de novos radicais

livres e interrompendo a reagdo em cadeia. E constantemente secretado para a superficie
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cutanea, através das células sebaceas. Devido a elevada concentragdo de gordura no
estrato cérneo, este antioxidante lipofilico tem um papel preponderante na remogao de RL
da pele durante o stress oxidativo (Thiele, Weber & Packer, 1999; Thiele 2001; Antille, Sorg,
Libbe & Saurat, 2002). Todos os tecidos dependem dos niveis plasmaticos de VE.

Na DAh foi demonstrado que existem alteragbes na homeostase da VE (Antille et al., 2002;
Hozyasz, Chelchowska, Laskowska-Klita, Ruszkowska & Milanowski, 2004), encontrando-se
concentragdes significativamente superiores de VE € menores concentragdes de perdxidos
lipidicos na pele de pacientes com a doenga, quando comparados com controlos saudaveis
(Antille et al., 2002), o que pode significar que o estimulo oxidativo cronico na DAh pode
provocar uma resposta que leva a redistribuicido de VE, direcionando-se para o tecido alvo,
de forma a reduzir os efeitos da lipoperoxidagdo (Antille et al., 2002). Por outro lado,
Hozyasz et al. (2004) indicaram que nao existem diferengas significativas entre o nivel
plasmatico de VE em pacientes humanos com DAh em comparagdo com individuos
saudaveis, embora a homeostase da VE se encontre alterada, ja que a concentragao nos
eritrocitos é inferior em pacientes com a doenga (Hozyasz et al., 2004). Em cdes com DAc
foram encontrados niveis plasmaticos significativamente reduzidos de VE quando
comparados com animais saudaveis, embora ndo tenham sido encontradas diferengas
significativas nas concentracbes de VE na pele (Kapun et al., 2013). Apesar disto, outros
artigos nao tém demonstrado diferencas significativas dos niveis plasmaticos de VE entre

caes com a doenga e caes saudaveis (Kapun et al., 2014).

3.2. Sistema Imunitario

O sistema imunitario de pacientes com DA tem sido alvo de inumeros estudos, sendo que
foram detetadas varias alteracbes tanto no sistema imunitario inato como no sistema
imunitario adquirido em individuos com DA comparativamente a controlos saudaveis.

O sistema imunitario inato oferece a primeira linha de defesa contra agentes patogénicos
(Halliwell, 2009). Estes agentes expressam padrées moleculares ausentes no hospedeiro
que o sistema imunitario inato reconhece através dos receptores para reconhecimento de
padrdes (Pattern Recognition Receptors ou PRR). Foram detetadas alteragcbes nos PRR de
pacientes atopicos, sendo possivel associar estas anomalias com a incapacidade de
controlo das infe¢cdes bacterianas (Bieber & Novak, 2009; De Benedetto, Agnihothrei,
McGirt, Bankova & Beck, 2009; Halliwell, 2009).

Estudos histopatologicos da pele de pacientes humanos e caninos com DA demonstraram
também uma reduzida presenca de neutrofilos, mesmo na presenga de infegao (Halliwell,
2009). A justificagdo pode estar associada a diminuicao da expressao de uma molécula de
adesao em pacientes atopicos (Halliwell, 2009). Uma vez mais, isto podera tornar os caes

com DAc mais susceptiveis a infegcbes. Os peptidos antimicrobianos aumentam
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grandemente em caso de lesdo e apresentam uma atividade antimicrobiana de largo
espectro mas, em pacientes humanos e caninos com DA, foram detectadas varias
alteragdes na sua atividade (Santoro et al., 2013).

O sistema imunitario adquirido apresenta mecanismos de defesa que formam uma segunda
linha de defesa, sendo mais demorada contra agentes patogénicos do que o sistema
imunitario inato (Hill & Olivry, 2001; Bangert et al, 2011). Os caes com DAc apresentam um
maior numero de células de Langerhans e de células dendriticas na derme, sendo que as
primeiras estdo significativamente aumentadas em casos de pele lesionada. As células
dendriticas com expressdo de IgE a superficie desempenham um papel importante na
captura e apresentagido de antigénios e sao observadas em pele lesional ou pele intacta de
caes com DAc, mas nao em caes sem a doenca (Olivry, Moore, Affolter & Naydan, 1996).
Na pele dos caes com DAc predominam citoquinas caracteristicas de uma resposta do tipo
Th2 (Olivry, Dean, Tompkins, Dow & Moore, 1999), como a IL-31 que é uma citoquina
relacionada com o prurido nos caes e que é detetada em animais com DAc (Gonzales et al.,
2013; Furue, Yamamura, Kido-Nakahara, Nakahara & Fukui, 2018), existindo uma
correlacao positiva entre os niveis de circulacdo de IL-31 e a gravidade da doenga (Marsella,
Ahrens & Sanford, 2018). Nos pacientes caninos foram ainda encontrados niveis de IL-4, IL-
2, IFN-y e TNF-a significativamente superiores (Nuttall, Knight, McAleese, Lamb & Hill,
2002).

As células T reguladoras (Treg) desempenham fungdes imunossupressoras, impedindo a
proliferacéo de células T alergénio-especificas, bem como a produgcao de citoquinas Th1 e
Th2. Sao também capazes de inibir a produgédo de IgE. Assim, € sugerido que as células
Treg tenham um papel preponderante no desenvolvimento de doengas alérgicas
(Gambineri, Torgerso & Ochs, 2003; Borrego, Rosa, Alguerd, Trindade & Rosado Pinto,
2007; Ogg, 2009; Loser & Beissert, 2012; Beccati, Martini, Comazzi, Fanton, & Cornegliani,
2016).

3.3. Fatores genéticos

A observagao clinica permite concluir que a DAc surge mais frequentemente em
determinadas ragas caninas, o que suporta a componente genética desta doenga (Sousa &
Marsella, 2001; Zur, lhrke, White & Kass, 2002a; Tarpataki et al., 2006; Picco et al., 2008;
Jaeger et al., 2010). As ragas mais comummente indicadas nestes estudos foram o Golden
Retriever, Retriever do Labrador, West Highland White Terrier, Cado de Pastor Alemao,
Cocker Spaniel, Boxer e Bouledogue Francés, ainda que a predisposicdo de DAc seja
variavel entre diferentes estudos e regides geograficas. As ragas autéctones tém vindo a ser
estudadas e o Cao de Serra da Estrela (Lourenco-Martins, 2011) e o Céo de Agua

Portugués mostraram ter predisposi¢ao para a DAc, sendo que este ultimo mostrou ter um
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fenodtipo clinico caracteristico (Casimiro, 2017). Esta variabilidade pode espelhar as
diferencas genéticas entre populagdes mediante a sua localizagdo geografica ou podem
corresponder a falta de avaliagdo da prevaléncia da raga no territério em causa (Lourengo-
Martins, 2011).

Um estudo realizado com caes das ragas Golden Retriever e Retriever do Labrador, sujeitos
as mesmas condigdes ambientais e de maneio durante dois anos, indicou que a
heritabilidade da DAc seria aproximadamente de 0,47, o que indicaria que perto de 50% do
risco de desenvolvimento de DAc seria determinado pelo gendtipo individual e a restante
percentagem associada a fatores ambientais. Com base na forte influéncia genética
apresentada neste estudo, cdes com DAc ndo devem originar descendentes. Neste estudo
foi ainda mencionado que este valor poderia ser estimado para outras ragas, caso sejam
mantidas nas mesmas condi¢gbes ambientais (Shaw, Wood, Freeman, Littlewood & Hannant,
2004).

Atualmente foram ja publicados varios estudos sobre a influéncia de alteragbes no genoma
na manifestagdo da DAc (Merryman-Simpson et al., 2008; Wood et al., 2009a; Wood et al.,
2009b; Roque et al.,, 2011b; Salzmann et al., 2011; Mullin, Carter, Williams, McEwan &
Nuttall, 2012; Owczarek-Lipska et al., 2012; Roque et al., 2012; Tengvall et al., 2013). Os
estudos realizados até a atualidade determinaram varios possiveis genes candidatos a estar
envolvidos na patogenia, através do seu papel na imunidade, formagao da barreira cutanea,
apoptose e inflamagao (Bizikova et al., 2015). Num destes estudos, foram obtidas diferengas
significativas na expressdao de ARNm em 11 de 20 genes testados em caes saudaveis,
quando comparados com caes com DAc. Alguns destes genes estavam relacionados com a
barreira cutdanea e a imunidade (Wood et al., 2009a). Para além da genética, existem
evidéncias que sugerem que a exposi¢cdo a determinados fatores ambientais influenciam a
prevaléncia e desenvolvimento de DAc. Assim, a DAc aparenta ter uma base genética
complexa que, conjuntamente com fatores ambientais, predisp6e individuos a desenvolver a

doenga clinicamente (Bizikova et al., 2015).

3.4. Fatores ambientais

Os fatores ambientais desempenham um papel muito importante na manifestagao da DAc.
Os alergénios com maior relevancia aparentam ser os acaros do po, os polenes e os fungos,
embora seja variavel consoante a regido e o clima (Hill & DeBoer, 2001). Em Portugal, na
regidao de Lisboa, os alergénios com maior numero de sensibilizagdes parecem ser os
acaros domésticos, seguidos dos polenes (Lourengo-Martins, 2011). Também os acaros de
armazenamento sao responsaveis pelo desenvolvimento de reagbdes de hipersensibilidade

em muitos caes com DAc (Nuttall et al., 2006) e existem autores que defendem a existéncia
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de reatividade cruzada entre estes e os acaros do po (Bensignor & Carlotti, 2002;
Saridomichelakis et al., 2008; Lourengo-Martins, 2011; Marsella & Saridomichelakis, 2010).

A exposigcdo a alergénios pode ocorrer via epicutdnea, inalatéria e oral. As trés sao
importantes e apresentam efeitos cumulativos, embora o tipo de via de exposigdo nao defina
a distribuicdo das lesbes. Destas vias, a exposigdo epicutdnea continuada parece
desempenhar um papel de maior relevo (Marsella, Nicklin & Lopez, 2006). Nesta existe uma
transferéncia direta de antigénios ambientais através do estrato cérneo e das células
apresentadoras de antigénios existentes na epiderme, iniciando-se, de seguida, o processo
inflamatério (Olivry & Hill, 2001). A presenca de células de Langerhans, bem como a
presenga de IgE nas mesmas, apoia a hipétese de captura de alergénios na epiderme e que

a apresentagao de antigénios pelas mesmas seja mediada pelas IgE (Olivry et al., 1996).

3.5. Ainfecdo cutdnea e a dermatite atdpica

3.5.1. O papel de Staphylococcus

No cao, a infecdo bacteriana é associada a inflamagao e ao prurido, mesmo em animais
sem DAc. Assim, quando a DAc e a infegdo bacteriana estdo simultaneamente presentes, o
desconforto do animal é superior (DeBoer & Marsella, 2001; Lourengo-Martins, 2011). Em
caes com DA, o auto-traumatismo, a corticoterapia e as alteragdes imunolégicas aparentam
ser fatores determinantes para a presenca de infegao.

Staphylococcus pseudintermedius esta presente em varias areas do corpo de céaes
saudaveis (Marsella & Olivry, 2003; Devriese et al.,, 2005), mas tem demonstrado maior
aderéncia na pele de cades com DAc, sendo considerado um agente patogénico oportunista
(McEwan, 2000; Simou, Thoday, Forsythe & Hill, 2005) e a principal causa de piodermite no
cdao. Uma das proteinas mais importantes para a adesdo de Staphylococcus
pseudintermedius é a fibronectina que, em pacientes com DA encontra-se presente nas
camadas superficiais da pele e a sua sintese é estimulada em fases agudas da DA
(Postlethwaite, Holness, Katai & Raghow, 1992). Por outro lado, Staphylococcus libertam
toxinas, sendo que algumas comportam-se como superantigénios que levam a ampliagao e
ao perpetuar da resposta alérgica cutanea (Marsella & Olivry, 2003). Para além da
estimulagdo da resposta inespecifica, S. aureus também induz a produgdo de IgE
especifica, estimulando o processo inflamatério (Leung et al., 1993; Nissen et al., 1997; Lin
et al., 2000; Ong, Patel, Ferdman, Dunaway & Church, 2008). Também ja foi demonstrada a
penetragao transepidérmica de antigénios de Staphylococcus, o0 que pode aumentar a
desgranulagao de mastécitos.

Uma vez que os caes atopicos apresentam uma maior tendéncia para infegdes bacterianas
recorrentes e, consequentemente realizam esporadicamente antibioterapia, constituem um

grupo de risco quanto ao desenvolvimento de estirpes de Staphylococcus pseudintermedius
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resistentes a meticilina (MRSP). Em 2011 observou-se uma prevaléncia de MRSP em cées
atopicos com piodermite de 7,1% (Lourengo-Martins, 2011). Atualmente a prevaléncia
aumentou drasticamente, sendo observados casos numa base semanal (comunicagao
pessoal da Professora Doutora Ana Mafalda Lourengo, Junho 6, 2018). Este dado reitera a
importancia da adesido aos guidelines propostos para o maneio da infegdo bacteriana
cutanea, tanto no que se refere a biocidas como a antibidticos (Morris, Loeffler, David,
Guardabassi & Weese, 2017).

3.5.2. O papel de Malassezia

Malassezia pachydermatis € uma levedura que faz parte da microbiota cutdnea normal dos
caes, apresentando uma distribuicdo variavel (Bond, Saijonmaa-Koulumies & Lloyd, 1995;
Kennis, Rosser Jr, Olivier, & Walker, 1996; Bond, Lamport & Lloyd, 2000). Apesar disto, M.
pachydermatis é considerada uma levedura oportunista (Chryssantou, Broberger & Petrini,
2001), podendo ser patogénica sob determinadas circunstédncias (Chen & Hill, 2005).
Embora ndo seja possivel obter uma correlagdo entre a presenca de lesbdes cuténeas e a
presenga de Malassezia (Nardoni, Dini, Taccini & Mancianti, 2007), parece que esta
levedura atua como elemento de agravamento da doencga cutédnea (DeBoer & Marsella,
2001).

Uma caracteristica clinica da dermatite por Malassezia € o prurido e estima-se que 50% dos
caes com dermatite por Malassezia tém DAc ou estdo afetados por outra doenga alérgica
(DeBoer & Marsella, 2001).

Julga-se que estas leveduras sé&o capazes de estimular o sistema imunitario por penetragao
percutanea, com consequente libertacdo de alergénios na pele (Scheynius, Johansson,
Buentke, Zargari & Linder, 2002; Chen & Hill, 2005). Os defeitos na barreira da epiderme
verificados na presenga de DAc, permitem que o sistema imunitario seja exposto aos
antigénios de Malassezia, resultando em respostas inflamatérias e/ou de hipersensibilidade
(DeBoer & Marsella, 2001).

Como a imunidade celular é importante na prevencgéo e recuperagao de infegbes fungicas,
alteragbes nas respostas mediadas por células podem entdo predispor o hospedeiro ao

sobrecrescimento de Malassezia (Mason, Mason & Loyd, 1996).

3.6. A dermatite atopica e as reacbes cutaneas adversas ao alimento

A prevaléncia das reagbes cutdneas adversas ao alimento (cutaneous adverse food
reactions - CAFR) varia consoante a populagdo em analise, sendo que em caes e gatos
estima-se que seja aproximadamente 1%. Se consideramos os caes e gatos com doencas
cutaneas, sdao 5% dos animais mas, no caso de analisarmos animais com prurido, a

populagado afetada sera de 15 a 20%. Sera ainda de 10 a 25% nos casos de animais com
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doengas cutaneas alérgicas e, por ultimo, sera de um tergco dos caes com DAc. Desta forma,
justifica-se que todos os animais com prurido e em todos os que se suspeite de doengas
cutaneas alérgicas seja feito o despiste (Olivry & Mueller, 2017). A International Task Force
on Canine Atopic Dermatitis (ITFCAD) apoiou a ideia de que componentes alimentares
poderiam desencadear crises de DAc em cdes com hipersensibilidade a estes alergénios. E
de referir que, para além dos sinais tipicos da DAc, as CAFR podem manifestar-se de outras
formas, como é o caso da urticaria. Perante este conceito, considera-se que a DAc pode ser
exacerbada por alergénios alimentares, mas nem todos os cdes com DAc tém crises
induzidas por alimentos (Olivry et al., 2010a).

O teste gold standard para o diagnostico das CAFR é o teste de provocagao-eliminagao
alimentar. Para este teste € necessario que a alimentagdo do animal seja substituida por
ingredientes novos ou hidrolisados proteicos durante 8 semanas. Nos casos em que ocorre
uma diminuigdo no prurido existe o diagndstico quando, em seguida, é feito um periodo de
provocagao com a dieta anterior. Caso a remissao de sintomas ocorra antes das 8 semanas,
0 inicio da provocagao deve ser antecipado, de forma a ocorrer o mais proximo possivel da
remissao (Olivry, Mueller & Prélaud, 2015b).

3.7. Fatores perpetuantes

3.7.1. Auto-traumatismo

Apos o contacto com aeroalergénios, o cdo com DAc experiencia uma sensagao de prurido
intenso, que muitas vezes € acompanhada de infegbes secundarias, responsaveis por
perpetuar o prurido. O auto-traumatismo resultante € um fator que facilita a manuteng¢ao do
estado de inflamacao (Griffin & DeBoer, 2001). Por sua vez, as alteragdes da barreira
cutdnea que surgem em sequéncia deste comportamento, podem facilitar a entrada de

novos alergénios e outros agentes patogénicos (Marsella & Samuelson, 2009).

3.7.2. Stress

Em animais, o stress psicologico é dificil de avaliar, no entanto, num questionario realizado
em 2010 a tutores de caes com DAc, 73% dos inquiridos considerou que a doencga tinha um
grande impacto na qualidade de vida dos seus animais (Link & Favrot, 2010). Foi
demonstrado um aumento do nivel de cortisol em cdes com DAc, relativamente a caes
saudaveis e foi encontrada uma correlacao entre a classificacdo do CADESI-03 e o nivel de
cortisol. Apesar de ser um valor influenciado por outros parametros, pode assumir-se que o
stress cronico esta aumentado nestes canideos (Park, Kim, Shin & Hwang, 2016). Sendo
possivel obter efeitos positivos no controlo da doenga em alguns céaes, através da terapia
comportamental, o aumento da inflamagéao pode também estar relacionada com fatores de

stress. O stress induz alteragdes imunoldgicas que, conjuntamente com o auto-traumatismo,
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contribuem para o agravamento da sintomatologia, como se verifica com o aumento dos
glucocorticoides enddégenos que predispdem a alteragdes na permeabilidade da barreira
cutanea, na integridade do estrato corneo e na defesa antimicrobiana (Elias & Schmuth,
2009). Ainda assim, considera-se necessario que sejam feitos mais estudos, antes de serem
elaboradas recomendagdes relativamente ao maneio de sfress em caes com DAc (Olivry et
al., 2015a).

Em medicina humana, a manifestagéo clinica da DAh é frequentemente associada a stress
psicoldgico, sendo este considerado um fator que despoleta e agrava as manifestacbes da
doenga (Suarez, Feramisco, Koo & Steinhoff, 2013), sendo possivel correlacionar o prurido
e o estado de ansiedade em pacientes com DAh (Oh et al., 2010). Julga-se que o stress
influencia de forma direta e indireta a resposta imunitaria, a expressédo de neuropéptidos
cutaneos e a fungédo cuténea de barreira, ainda que os mecanismos exatos nao estejam
clarificados (Suarez et al., 2013). O préprio stress provocado pela presenga da doenga e das
dificuldades inerentes ao controlo das suas manifestagdes ndo pode também ser ignorado,

formando um aparente ciclo vicioso (Oh et al., 2010; Bridgett & Norén, 2017).

4. Manifestacdes clinicas

4.1. Idade de aparecimento dos primeiros sinais clinicos

Comummente, os primeiros sinais clinicos de DAc surgem entre os 6 meses e os 3 anos de
idade (Griffin & DeBoer, 2001), sendo que 78% dos cades com DAc apresentam os primeiros
sinais até aos 3 anos (Favrot, Steffan, Seewald & Picco, 2010). Raramente as primeiras
manifestagées ocorrem antes dos 6 meses ou depois dos 7 anos de idade (Favrot et al.,
2010). Os caes nascidos durante o outono demonstraram uma maior incidéncia da doenca
(Ngdtvedt, Egenvall, Bergvall & Hedhammar, 2006).

4.2. Predisposicao de género

Os estudos sobre a existéncia de uma maior prevaléncia da doenga consoante o género sao
contraditérios (Griffin & DeBoer, 2001; Favrot et al., 2010), embora seja sugerido que nao
existe predisposicdo de género (Saridomichelakis, Koutinas, Gioulekas & Leontidis, 1999;
Bourguignon, Favarato, Guimaraes & Ferreira, 2013). Também relativamente a esterilizagao
sdo encontrados dados dispares. Em Portugal, num estudo com 150 cdes com DAc, os
resultados indicaram que poderia existir uma predisposi¢do da doenga em fémeas inteiras
(Lourengo-Martins, 2011). No entanto, num estudo publicado em 2016 com 1638 caes com
DAc foi sugerido que caes esterilizados tém um risco significativamente superior de
desenvolver a doenga, sendo este ainda maior em fémeas (Sundburg, Belanger, Bannasch,
Famula & Oberbauer, 2016).
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4.3. Predisposigao racica

A observagao clinica permite concluir que a DAc surge mais frequentemente em
determinadas ragas caninas, sendo mais frequentemente mencionadas as ragas Golden
Retriever, Retriever do Labrador, West Highland White Terrier, Cado de Pastor Alemao,
Cocker Spaniel, Boxer e Bouledogue Francés (Griffin & DeBoer, 2001; Sousa & Marsella,
2001; Zur et al., 2002a; Tarpataki et al., 2006; Picco et al.,, 2008; Jaeger et al., 2010).
Contudo, deve ter-se em conta que a predisposicdo de DAc €& variavel entre diferentes
estudos e regides geograficas. Relativamente as ragas autéctones, podem referir-se o Cao

de Agua Portugués e o Cao de Serra da Estrela (Lourenco-Martins, 2011; Casimiro, 2017).

4 .4. Sazonalidade

As manifestagdes iniciais da doenga podem ser sazonais dependendo dos alergénios
envolvidos, mas tendem para se manifestar de forma ndo sazonal com o avangar da
doenga, ainda que possam existir variagdes na gravidade dos sintomas consoante a altura
do ano (Griffin & DeBoer, 2001).

4.5. Ambiente

Caes que habitam em ambientes urbanos apresentam maior risco de desenvolvimento da
doenca (Ngdtvedt et al., 2006) e o mesmo se verifica para cdes que vivem maioritariamente
no interior da habitagéo (Favrot et al., 2010), o que podera estar relacionado com o maior

contacto com acaros domésticos (Marsella & Samuelson, 2009).

4.6. Distribuicao anatdmica do prurido e lesdes

A manifestagao caracteristica da DA é o prurido (Griffin & DeBoer, 2001). Tanto o prurido,
como as lesbes seguem uma distribuicdo anatdmica caracteristicas, que pode ser
observada na figura 1, sendo mais frequentemente afetadas a face, o pavilhdo auricular, as
extremidades dos membros e o abdémen ventral (Griffin & DeBoer, 2001; Jaeger et al.,
2010). Apesar disto, existem diferengcas entre o fendtipo clinico de cada raga, sendo a
distribuicdo das lesdes muito variavel (Wilhem et al., 2011; Casmiro, 2017). Existem ainda
caes que nao exibem lesdes, mesmo em areas pruriginosas (Favrot et al., 2010).

Quando estdo presentes lesbes primarias, estas consistem em eritema (Griffin & DeBoer,
2001), sendo que a presenca de papulas e pustulas pode surgir secundariamente e nao
como manifestagéo primaria da doenga.

Existem varias lesbes secundarias descritas, nomeadamente a coloracdao acastanhada do
pelo, em consequéncia da lambedura frequente, escoriacbes e alopécia, associadas a

autotraumatismo e hiperpigmentacdo e liquenificacdo, devido & inflamagdo crénica. E
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também frequente a presenga de otite externa (Saridomichelakis et al., 1999; Zur et al.,
2002a; Jaeger et al., 2010), conjuntivite (Lourengo-Martins, 2011; Lourengo-Martins et al.,

2011) e infegdes bacterianas e fungicas, com as respetivas manifestagdes lesionais.

Figura 1. llustragdo com a distribuicdo do padrao lesional na dermatite atopica canina da autoria de C.

Domingos. Fonte: original, 2018.
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4.7. Avaliagao da gravidade lesional e do prurido

Para que seja feita uma avaliacéo inicial da gravidade das manifestacdes da DAc, bem
como a sua monitorizagdo ao longo do tempo e uma analise da eficacia da terapéutica
instituida, podem usar-se métodos de comparagdo, como escalas de prurido e escalas
indicativas da gravidade das manifestagdes da doenga (Canine Atopic Dermatitis and
Severity Index - CADESI). Com o desenvolvimento de métodos terapéuticos com efeitos
especificos direcionados apenas para o controlo das manifestagcdes da DAc, torna-se mais
importante utilizar métodos adicionais objetivos de monitorizagao da doenga em si.

As escalas de prurido podem ser visuais analdgicas, numéricas, descritivas ou uma
conjugacéao das varias opgdes. Foi demonstrado que, quando o0 mesmo animal é avaliado
por duas pessoas diferentes, o grau de concordancia entre duas respostas € maior com a
utilizacdo de escalas numéricas e com descritivos relacionados com a gravidade, ao invés
de descritivos relacionados com alteragdes comportamentais e escalas visuais analdgicas
(Hill, Lau & Rybnicek, 2007). Foi ja demonstrado que estas escalas diferenciam cdes com
doencas cutaneas, de caes com doencas nao cutaneas, sendo considerado o intervalo
normal de 0 a 1,9 (Rybni¢ek, Lau-Gillard, Harvey & Hill, 2009). Isto ndo quer dizer que um

animal com classificagdo do prurido inferior a 1,9 ndo tenha uma doenga cutanea
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pruriginosa, mas sim que a gravidade do prurido apresentado nesse caso € comparavel ao
de muitos caes sem doenca cuténea, tratando-se de um nivel em que a maioria dos tutores
nao procuraria avaliagao médico-veterinaria.

O CADESI é uma classificagao indicativa da gravidade da DAc, que tem vindo a ser
submetido a varias alteracdes. Para elaborar o mais recente e validado CADESI-04 ¢é
necessario avaliar a presenga de eritema, como marcador de inflamagdo aguda,
liquenificagdo, como marcador de inflamagdo crénica, bem como da combinacdo de
escoriagao e alopécia, como marcador de prurido, numa escala de 0 a 3, em 20 regides
corporais. O maior resultado possivel € 180 e as regides em avaliagdo sdo as mais
tipicamente afetadas num animal com DAc, podendo ser consultadas no anexo 1 (Olivry et
al., 2014).

5. Diagnostico

A DAc nao tem sinais clinicos patognoménicos que permitam que seja feito um diagndstico
definitivo com base no exame fisico e historia pregressa do animal (DeBoer & Hillier, 2001a),
uma vez que a doencga pode ter varias apresentagdes clinicas (Wilhem et al.,, 2011), a
extensdo das lesbes é variavel, pode tratar-se de uma apresentagdao aguda ou croénica e
ainda podem existir infecbes secundarias concomitantes. Deste modo, existem bases para o
diagnostico da DAc. Primeiramente, o clinico devera descartar outras doengas cutaneas
com sinais clinicos semelhantes aos de cades com DAc, como a presenga de pulgas, de
outros ectoparasitas, como acaros, e de infegdes cutaneas primarias, entre outras.
Seguidamente, devera ser feita uma analise detalhada da historia pregressa, no que toca a
idade de apresentagdo dos primeiros sinais clinicos, existéncia de prurido sem lesdes,
sazonalidade, predisposi¢gdo familiar ou racica e resposta prévia a terapéutica com
glucocorticoides, bem como uma analise ao desenvolvimento da doengca e ao padréo

lesional.

5.1. Diagnésticos diferenciais

Na presenca de dermatite alérgica a picada da pulga, as lesdes cutaneas e o prurido estao
localizados na zona lombossagrada, na base da cauda e na area caudomedial das coxas
sem mesmo se verificar uma contagem elevada do parasita no animal (Bruet, Bourdeau,
Roussel, Imparato & Desfontis, 2012), ainda que estas zonas ndo se encontrem
exclusivamente afetadas na presenga de dermatite alérgica a picada da pulga (Wilhem et
al.,, 2011; Casimiro, 2017). Pode dar-se o caso de, ao animal, ser concomitantemente
diagnosticada DAc e dermatite alérgica a picada da pulga, o que pode dificultar o

diagnostico da primeira. Deste modo, em qualquer animal suspeito de DAc, devera fazer-se
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um protocolo de controlo e prevengao, bem como em qualquer animal com que este habite
ou com o qual se relacione. Em locais endémicos, os animais com DAc devem ser
desparasitados externamente ao longo de todo o ano (Olivry et al., 2015a). Em caso de
banhos frequentes, recomenda-se o uso de desparasitantes sistémicos de administragao
oral (Olivry et al., 2015a).

No que toca as infegdes cuténeas, € de salientar que estas sdo muito frequentes em céaes
com DAc, mas podem estar associadas a outras doengas com manifestagcdes cutaneas,
como algumas endocrinopatias. Uma vez que o sobrecrescimento bacteriano pode alterar o
padrao de distribuicdo de prurido, € importante eliminar a infegdo antes de avaliar se a
doenga primaria é pruriginosa, qual a sua gravidade e padréao de distribuicdo de lesbes. A
infecado primaria por Malassezia pachydermatis deve ser também descartada. Em cées com
hipersensibilidade, a presenga de um escasso numero de leveduras pode ser o suficiente
para a presenca de lesbdes. Assim, pode ser instituida uma terapéutica antifungica (Negre,
Bensignor & Guillot, 2009), de forma a que se compreenda de que forma o prurido esta
relacionado com esta infecao.

As manifestagdes cutaneas relacionadas com alimentos podem dever-se a intolerancias
alimentares, sendo estas reagcdes ndo imunomediadas ou alergias alimentares, sendo estas
imunomediadas, incluindo as hipersensibilidades mediadas por IgE (Hillier & Griffin, 2001).
Uma vez que a apresentacgio clinica pode ser semelhante a de DAc é importante realizar o
diagnostico (Picco et al., 2008). Para tal, deve pesquisar-se a presenca de sintomatologia
gastrointestinal, como vémitos, diarreia, tenesmo, fezes pastosas, flatuléncia e aumento do
numero de dejegbes (Picco et al., 2008; Favrot et al., 2010). O teste gold standard para o
diagnostico de alergia alimentar é o teste de provocagao-eliminagéo alimentar ja descrito
(DeBoer & Hillier, 2001a; Olivry et al., 2015b). Especula-se que a presenga de acaros de
armazenamento em alimentos secos (Gill, McEwan, McGarry & Nuttall, 2011; Hibberson &
Vogelnest, 2014) possa levar a manifestagcdes de DAc pela reatividade cruzada com os
acaros do po, aos quais, um elevado numero de caes apresenta hipersensibilidade. Assim,
os tutores devem ser encorajados a armazenar os alimentos em recipientes limpos e
selados (Olivry et al., 2015a).

5.2. Historia pregressa e critérios de avaliagao

O sintoma caracteristico da DAc é o prurido, que pode manifestar-se através de cogar,
esfregar, morder, lamber e abanar da cabega. Dependendo do tipo de alergénios
envolvidos, o prurido pode ser sazonal (pdlen) ou ndo sazonal (acaros) (Zur et al., 2002a). O
prurido pode desenvolver-se sem associagao a lesdes cutédneas ou pode estar presente
eritema e papulas ocasionais (Griffin & DeBoer, 2001). Existe uma distribuigdo anatémica

relacionada com o quadro clinico da doenga (Griffin & DeBoer, 2001), ainda que existam
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variagdes consoante a raga em causa (Wilhem et al., 2011; Casimiro, 2017). Em estadios
crénicos surgem lesbes secundarias, como escoriagdes, alopécia, hiperpigmentacéo,
crostas e seborreia. Para apoio no diagndstico da doenga podem ser usados os validados
critérios de Favrot, que podem ser consultados na tabela 2, sendo que esta avaliagdo deve
ser feita em conjunto com a exclusdo de outras doengas de apresentagao clinica
semelhante. O preenchimento de cinco critérios permite a obtengado de uma sensibilidade de
85% e uma especificidade de 79% no diagndstico da doenga, enquanto que a inclusdo de
um critério adicional, permite que a especificidade aumente para 89%, mas leve a

diminui¢do da sensibilidade para 58% (Favrot et al., 2010).

Tabela 2 - Critérios para o diagnéstico de DAc, segundo Favrot (2010).

Critérios de Favrot

Inicio dos sinais clinicos antes dos 3 anos

Animal que viva maioritariamente no interior da habitagcao

O prurido precede as lesGes na altura de aparecimento de sintomas

Prurido responsivo a terapéutica com glucocorticéides

Patas dianteiras afetadas

Pavilhao auricular afetado

Margens dos pavilhdes auriculares ndo afetadas

Zona lombossagrada nao afetada

6. Tratamento

A terapéutica da DAc deve ser multi-intervencional e elaborada para cada animal, com base
na sua histéria e manifestagbes clinicas (Scott et al., 2001; Olivry et al., 2010a). E assim
importante intervir e desenvolver novas moléculas que atuem nos varios fatores envolvidos
na doenga, tais como a presenca de alergénios, o prurido, a inflamagao e o stress oxidativo.
Nessa logica de ideias é também relevante usar medidores objetivos da evolugéo clinica da
doenca.

O tratamento de fase aguda pressupde a identificagdo e eliminagdo de elementos
despoletantes, banhos com champés adequados e controlo do prurido e lesbes cutaneas
com o uso de glucocorticoides orais ou topicos ou oclacitinib. Para o maneio da DAc croénica,
devem ser identificados e evitadas as causas das crises, deve existir um elevado cuidado
com a higiene da pele e pelo, que pode pressupor um maior numero de banhos e ainda o
aumento da ingestdo de acidos gordos. A medicagdao que tem demonstrado maior eficacia
na reducao do prurido cronico e das lesdes cutaneas engloba os glucocorticoides orais e

tépicos, a ciclosporina oral, o oclacitinib oral e o lokivetmab. De forma a prevenir ou atrasar
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as manifestagbes agudas de DAc, podem considerar-se a imunoterapia alergénio-especifica

ou ainda a aplicagao de glucocorticoides tépicos (Olivry et al., 2010a).

6.1. Terapéutica etioldgica
* Evicgao alergénica

Existem varios alergénios capazes de despoletar um quadro agudo de DAc, nomeadamente
os alergénios ambientais (como acaros ou polenes), determinados alimentos ou ainda a
picada de pulga ou de outros insetos. Apenas um animal com hipersensibilidade a estes
alergénios tera manifestagdes clinicas e apenas no caso dos alergénios estarem em
quantidade suficiente para despoletar uma crise. Assim, a identificacdo e a eliminagdo do
contacto com os alergénios pode ser importante para prevenir a recorréncia de crises
agudas (Olivry et al., 2010a; Olivry et al., 2015a).

Os acaros do pdé sao os alergénios mais importantes na DAc (Hill & DeBoer, 2001;
Lourengo-Martins, 2011), pelo que a implementagédo de medidas de controlo e eliminagao é
relevante para os pacientes com hipersensibilidade a estes alergénios (Arlian & Platts-Mills,
2001). Apesar das evidéncias da utilidade da aplicagédo de medidas de controlo (Swinnen &
Vroom, 2004; Raffan et al., 2005; Fujimura, 2011), ainda ndo foram definidos quais os
melhores métodos a aplicar (Olivry et al., 2015a), sendo que podem ser ponderados o0 uso
de acaricidas, o0 uso de capas impermeaveis nas camas dos animais, bem como a limpeza e
aspiragao frequentes da cama e ambiente do animal (Olivry et al., 2010a).

Os polenes sao o segundo grupo de alergénios mais importante na DAc, sendo que num
estudo realizado na regido de Lisboa com 138 animais com DAc, cerca de metade (48%)
apresentou sensibilizagdo a pelo menos uma espécie polinica (Lourengo-Martins, 2011). A
consulta de boletins polinicos da Rede Portuguesa de Aerobiologia (Sociedade Portuguesa
de Alergologia e Imunologia Clinica) permite evitar periodos prolongados no exterior e
manter as janelas da habitagdo abertas quando as concentragdes polinicas para as quais o

animal apresenta sensibilizagdes sejam mais elevadas.

* Imunoterapia alergénio-especifica

Os testes intradérmicos alergénio-especificos e as serologias para detecgdo de IgE sao
uteis para identificar hipersensibilidade a alergénios ambientais (Hillier & DeBoer, 2001;
DeBoer & Hillier, 2001b) e elaborar um plano terapéutico com imunoterapia alergénio-
especifica (Olivry et al., 2010a) ou com evicgao alergénica em caes ja diagnosticados com a
doenga. Caes sem DAc podem ter resultados positivos nestes testes, pelo que estes nunca
devem ser utilizados como meio de diagnéstico (Olivry et al., 2015a).

A imunoterapia especifica para alergénios é definida, pela Organizagdo Mundial de Saude,

como a pratica de administrar quantidades crescentes de um extrato alergénico a um
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individuo alérgico com o intuito de melhorar os sintomas associados a exposi¢cao aos
alergénios implicados na sua doenga (Bousquet, Lockey & Malling, 1998; Olivry et al.,
2010a). Nao existem evidéncias de qual o melhor método para a escolha de alergénios a
incluir na imunoterapia, entre a realizagéo de testes intradérmicos alergénio-especificos ou a
realizagdo de serologia IgE (Zur, White, |hrke, Kass & Toebe, 2002b; Schnabl, Bettenay,
Dow & Mueller, 2006), ainda que seja sugerido que exista uma grande variabilidade dos
resultados das serologias entre diferentes laboratérios (Plant, Neradelik, Polissar, Fadok &
Scott, 2014). Apenas devem ser incluidos nas preparagoes para a ITAE os alergénios aos
quais foi demonstrada uma reagao exacerbada e nos casos em que € provavel que ocorra
uma nova exposigao e esta ndo possa ser evitada (Olivry et al., 2010a).

A ITAE tem demonstrado ser uma forma eficaz e segura de reduzir os sinais clinicos em
caes com DAc (Loewenstein & Mueller, 2009; Olivry et al.,, 2010b; DeBoer, Verbrugge &
Morris, 2010; Dell, Griffin, Thompson & Griffies, 2012; Carlotti, Gribeauval, Costargent,
Ganiayre & Viaud, 2013; Marsella, Santoro, Ahrens & Thomas, 2013a; Hobi & Mueller,
2014), sendo aconselhada a todos os cdes com diagnoéstico de DAc (Griffin & Hillier, 2001).
Contudo, nao foi demonstrada superioridade de nenhum dos protocolos de introducgao:
tradicional, rush ou de baixa dose (Olivry et al., 2010b). A frequéncia e concentragao devem
ser avaliadas individualmente. Como se trata de um método cujos resultados demoram
algum tempo a surgir, € recomendado que sejam implementadas outras terapéuticas até
que se acredite que a imunoterapia é eficaz. Apenas apds a administragao de imunoterapia
durante um ano pode ser feita a ponderagdo no que toca aos possiveis beneficios para o
animal em causa. Nesta altura pode também ponderar-se a redugdo da frequéncia de
administragdo, em casos em que houve uma completa remissao de sintomatologia (Olivry et
al., 2015a).

6.2. Terapéutica sintomatica

A administragao oral de glucocorticoides (Olivry & Muller, 2003; Olivry et al., 2010b; Olivry &
Bizikova, 2013, Gadeyne et al., 2014; Taszkun, 2010), ciclosporina (Olivry et al., 2010b;
Taszkun, 2010; Olivry & Bizikova, 2013; Kovalik et al., 2011; Steffan, Favrot & Mueller, 2006)
ou oclacitinib (Gadeyne et al., 2014; Little, King, Davis, Cosgrove & Stegemann, 2015;
Cosgrove et al., 2013) demonstrou ser eficaz para o tratamento de DAc (Gadeyne et al.,
2014). O plano terapéutico que inclua estas substéncias & especialmente indicado nos
casos em que a DAc ndo é localizada (Olivry et al., 2010a). Os glucocorticéides e o
oclacitinib levaram a melhorias mais rapidas do que a ciclosporina, mas a ciclosporina pode
ser combinada nas primeiras trés semanas com prednisolona para acelerar a melhoria
clinica (Dip et al., 2013). E contraindicada a utilizagdo conjugada a longo termo de

corticosterdides e ciclosporina ou oclacitinib pela potencial imunossupressdo que pode
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predispor ao desenvolvimento de infe¢gées (Olivry et al., 2015a), ainda que a utilizagao
individual de ciclosporina e corticosterdides nao tenha demonstrado influenciar a microbiota
cutanea (Widmer et al., 2018).

O uso concomitante de imunoterapia alergénio-especifica, champbs emolientes, dietas
enriquecidas com acidos gordos essenciais ou suplementos de acidos gordos essenciais
pode potenciar a redugédo da dose ou frequéncia de glucocorticoides orais, ciclosporina e até
mesmo oclacitinib para a manutengéo da remissao dos sinais clinicos da DAc (Saevik et al.,
2004; Olivry et al., 2015a).

6.2.1. Ciclosporina

A ciclosporina € um farmaco com propriedades imunossupressoras e imunomoduladoras
isolada a partir do fungo Beauveria nivea (von Arx, 1986). Comegou a ser usada em
medicina humana para prevenir a rejeicao de 6rgdos transplantados e, mais tarde, no
tratamento de DAh e psoriase (Forsythe & Paterson, 2014). Em medicina veterinaria foi ja
publicado um grande numero de estudos relativos a eficacia e seguranga da utilizagao deste
farmaco no tratamento da DAc (Forsythe & Paterson, 2014).

A ciclosporina interfere com a ativagao e proliferagao das células T através da inibicdo da
calcineurina, o que resulta numa modificagao da resposta imunitaria mediada por células e
diminui a produgdo de citoquinas pro-inflamatdrias (White, Santoro, Ahrens & Marsella,
2018). Tem ainda muitas outras agdes, como se pode observar na figura 2.

A CsA tem uma elevada margem de seguranga e uma meia vida de 9 horas, concentrando-
se na pele ap6s administragédo oral (Steffan, Alexander, Brovedani & Fisch, 2003), pelo que
apenas € necessario que seja administrada uma vez ao dia (Guaguére, Steffan & Olivry,
2004), numa dose de 5 mg/kg até ao controlo dos sinais clinicos (Olivry et al., 2015a), sendo
que sao necessarias trés a quatro semanas para que a CsA seja eficaz na redugao dos
sinais cutaneos e da inflamagao na pele de caes atdpicos (White et al., 2018). Depois, a
dose deve ser ajustada, quer através da diminuicdo da frequéncia de administragdo (de dois
em dois dias, de trés em trés dias ou apenas dois dias por semana) ou pela diminui¢do da
dose diaria a administrar (Olivry et al., 2010b). As formulagdes genéricas de ciclosporina
demonstraram ser bioequivalentes, pelo que podem ser utilizadas como substitutos (Olivry
et al., 2015a).
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Figura 2 - Mecanismos de agdo da CsA na DAc (segundo Olivry, T., comunicagao “CAD: systemic
therapy: broad or narrow anti-inflammatory targets?”, ESVD Therapeutics Workshop Davos, Margo
22, 2018).
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6.2.2. Glucocorticoides e tacrolimus

* Glucocorticoides topicos e tacrolimus

O uso de aerossois com glucocorticéides tem-se mostrado eficaz no tratamento de
manifestagées agudas de DAc (DeBoer et al., 2002; Nuttall et al., 2009; Olivry et al., 2010a;
Olivry et al., 2015a; Lourengo et al., 2016), sendo inclusivamente demonstrado que a
aplicagao diaria de aceponato de hidrocortisona em aerossois durante uma a duas semanas
resulta na melhoria significativa de lesées e prurido em caes com DAc (Nam et al., 2012).
Esta intervengao é especialmente indicada em lesdes cutaneas localizadas e durante curtos
periodos de tempo (Olivry et al., 2015a; Lourengo et al., 2016). Assim, apds uma fase inicial
de aplicagao diaria, os glucocorticoides toépicos devem ser utilizados de forma intermitente,
ainda que a duragao e frequéncia do tratamento necessite de ser adaptada a cada animal
(Nuttall et al., 2009; Olivry et al., 2015a; Lourencgo et al., 2016), mas normalmente decorrem

até completa remisséo dos sintomas (Olivry et al., 2015a). Deve ter-se em atengcao que a
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utilizacdo diaria prolongada no tempo tem efeitos secundarios, sendo o mais comum, a
atrofia cutanea (Gross, Walder & lhrke, 1997; Kimura & Doi, 1999). Apesar disso, foi
estudado que a aplicagao topica de aerossodis com aceponato de hidrocortisona em areas
onde existiram lesGes cutaneas, dois dias consecutivos em cada semana pode atrasar a
recorréncia e gravidade das lesGes nesses locais, sem causar atrofia cutdnea (Lourenco et
al., 2016).

Devido ao seu elevado custo, o tacrolimus pode ser reservado para caes que revelem ja a

presenga de atrofia cutanea (Olivry, el al., 2015a).

¢ Glucocorticéides orais

A administragao de prednisolona, prednisona ou metilprednisolona numa dose de 0,5 a 1,0
mg/kg a cada 24 horas ou dividida e administrada de 12 em 12 horas, melhora as
manifestagdes clinicas graves e/ou extensas de DAc (Taszkun, 2010; Olivry et al., 2015a,
Olivry et al., 2010b; Kovalik et al., 2011; Gadeyne et al., 2014). Depois da remissao, a dose
deve ser a minima possivel e deve ser administrada na menor frequéncia possivel que
mantenha a auséncia de sinais para evitar efeitos secundarios a longo termo (Olivry et al.,
2010; Olivry et al., 2015a). Os efeitos adversos sdo proporcionais a poténcia do farmacos, a

dose utilizada e a duragao do plano terapéutico (Gadeyne et al., 2014).

6.2.3. Oclacitinib

O oclacitinib € um farmaco inibidor das enzimas JAK com elevada e rapida atividade
antipruriginosa sendo ja significativa ao fim de 4 horas (Gonzales et al., 2016). A rapidez de
acao €& um efeito diferenciador relativamente a outros farmacos concorrentes,
nomeadamente a ciclosporina. Deve ser administrado numa concentracido de 0,4 a 0,6
mg/kg de 12 em 12h durante 14 dias e depois a cada 24h (Olivry et al., 2015a). No caso da
remissao total dos sinais clinicos, deve tentar-se ajustar a dose para 0 minimo necessario
para a manutengao de auséncia de sintomatologia. Este farmaco nao foi aprovado para a

utilizacdo em cées com menos de 12 meses de idade (Olivry et al., 2015a).

6.2.4. Melhoria da barreira cutanea

* Banho com champé nao-irritante

O banho com um champd emoliente com uma formulagdo que contenha lipidos, agucares
complexos e antissépticos demonstrou um efeito antipruriginoso moderado (Loflath et al.,
2007), sendo que o mesmo efeito foi visivel em champd emoliente com formulagdo com
fitosfingosina, 6leo de framboesa e lipidos (Bourdeau, Bruet & Gremillet, 2007; Olivry et al.,

2010a; Bensignor, Pin & Bourdeau, 2013). Pode também ser ponderado o uso de
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hidratantes ap6s o banho (Olivry et al., 2010a; Olivry et al.,, 2015a). A utilizagdo destes
champbs pode ser benéfica em caes com DAc ligeira, sendo que um banho pelo menos
uma vez por semana com um champé adequado remove alergénios da superficie da pele e
leva ao aumento da hidratagdao cutédnea (Olivry et al., 2010a; Olivry et al., 2015a). A
intensidade e frequéncia do banho s&o os fatores mais importantes a ter em conta para a
redugéo do prurido (Olivry et al., 2010a; Olivry et al., 2015a) e devem ser adaptadas a cada

animal.

e Suplementagao com acidos gordos essenciais

A administragdo oral de acidos gordos essenciais, especialmente, os ricos em Omega-3,
tanto como suplemento alimentar ou em dietas enriquecidas, influencia os lipidos
superficiais cutdneos (Popa et al., 2011) e melhora o brilho € a qualidade do pelo (Marsh,
Ruedisueli, Coe & Watson, 2008). Os acidos gordos essenciais podem mostrar ligeiros
beneficios na melhoria dos sinais clinicos da DAc, ndo se considerando, contudo, a
terapéutica em exclusivo (Olivry et al., 2010a; Olivry et al., 2015a). A administragdo de
acidos gordos essenciais nao deve ser inferior a 2 meses (Olivry, Marsella & Hillier, 2001;
Olivry et al., 2010b; Popa et al., 2011) e foi demonstrado que as dietas enriquecidas com
acidos gordos essenciais fornecem maiores quantidades dos mesmos, do que a sua

administragédo sobre a forma de suplementos (Roudebush, Bloom & Jewell, 1997).

* Aplicagao tépica de formulagdes com lipidos

A utilizagédo de formulagdes tépicas lipidicas pode ajudar a normalizar os defeitos na barreira
lipidica do estrato cérneo (Popa et al.,, 2012; Piekutowska, Pin, Réme, Gatto & Haftek,
2008). Contudo, ainda nao existem evidéncias suficientes que suportem a utilizagdo desta
terapéutica isoladamente (Marsella et al., 2013b; Blaskovic, Rosenkrantz, Neuber, Sauter-
Louis & Mueller, 2014). Em caes que fagam suplementagdo alimentar com acidos gordos
essenciais ndo se denotam beneficios da sua utilizagdo suplementar tépica (Olivry et al.,
2015a).

6.2.5. Outras moléculas

* Interferdo-gama recombinante canino

A administragao subcuténea de interferdo-gama recombinante canino, numa dose de 5.000
a 10.000 unidades/kg trés vezes por semana, durante 4 semanas e depois uma vez por
semana demonstrou ser eficaz para o tratamento de DAc (lwasaki & Hasegawa, 2006;
Yasukawa et al., 2010; Olivry et al., 2015a).
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¢ Lokivetmab

Lokivetmab €& um anticorpo monoclonal anti-IL-31 canina. Atua através da ligagdo e
neutralizacdo do mediador inflamatério IL-31, que se trata de uma citoquina que esta
envolvida na manifestacdo de prurido em cdes com DA (Michels et al.,, 2016a). Pode ser
usado a titulo cronico e os estudos ja realizados comprovam a sua eficacia e seguranga,
sendo recomendada a administracao inicial de duas doses mensais consecutivas de 1-3,3
mg/kg por via subcutanea (Michels et al., 2016a). Com uma administragao na dose de 2,0
mg/kg SC, este farmaco demonstrou uma redugédo do prurido ao fim de um dia e uma
diminuicdo do CADESI-03 ao fim de uma semana, mantendo-se o seu efeito durante um
més (Michels et al., 2016b).

¢ Anti-histaminicos

Os anti-histaminicos tipo 1 demonstram um ligeiro efeito antipruritico, tanto utilizados
isoladamente, como em combinagao com outros agentes (Eichenseer, Johansen & Mueller,
2013; Plevnik, Kobal, Domanjko-Petric & Kotnik, 2009). Contudo, a sua agéo ¢é variavel de
individuo para individuo (Eichenseer, 2013; Kapun et al., 2014). Para melhores resultados,
aconselha-se a utilizagao destes farmacos a titulo preventivo diariamente (Olivry et al.,
2015a), optando-se por hidroxizina (2 mg/kg BID) ou cetirizina (0,5-1 mg/kg SID) (De Vos,
Maleux, Baltes & Gobert, 1987; Bizikova, Papich & Olivry, 2008).

e Masitinib

O masitinib trata-se de um inibidor da proteina tirosina-quinase e aparenta ter algum
beneficio em cdes com DAc crénica, mas este efeito benéfico deve ser avaliado contra o
risco de efeitos adversos renais e que requerem a realizagao de urianalises periddicas para
detetar a presenga de proteinuria (Cadot et al., 2011). Pode considerar-se a utilizagdo de

masitinib nos casos de DAc crénica nao responsiva a terapéutica mais classica (Cadot et al.,
2011; Olivry et al., 2015a).

6.3. Terapéutica antimicrobiana e antifungica

As infegdes bacterianas e/ou fungicas na pele e ouvido externo sdo causas comuns de
crises agudas de DAc. Assim, quando estas surgem, deve seguir-se uma terapéutica topica
e/ou sistémica sendo de extrema importancia a selegdo adequada do tratamento a usar,
seja ele um biocida, um antibiético e/ou antifungico, idealmente recorrendo-se a guidelines
do pais em questao (caso haja) ou internacionais (Olivry et al., 2010a; Beco et al., 2013;
Hillier et al., 2014; Olivry et al., 2015a).
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6.4. Outras medidas terapéuticas

6.4.1. Terapéutica antioxidante

Dada a associagao entre o stress oxidativo e o desenvolvimento e perpetuagao da DA, deve
ser ponderada a inclusao de estratégias que resultem na diminui¢cao do stress oxidativo, tais
como a diminuigao da producao de radicais livres e potenciagao da capacidade antioxidante,
a diminuicdo da intensidade da inflamagao e da produgao do citoquinas pro-inflamatdérias e
evitar o contacto com fatores ambientais e fisicos que despoletem uma crise de DAc. Neste
ambito, pondera-se a utilizagdo de agentes anti-inflamatérios, farmacos imunomoduladores,

emolientes cutaneos e antioxidantes (melatonina e vitaminas A, C, D, E) (Ji & Li, 2016).

e Terapéutica com vitamina E

Apesar de ser conhecida ha muito tempo, existem alguns fatores que tém levado a reduzida
utilizacdo terapéutica de VE em medicina humana e veterinaria, tal como a dificil
comparagao de resultados pela disparidade de utilizagdo do racio entre tocoferol e lipidos
plasmaticos ou a utilizagdo do valor absoluto de tocoferol. Por outro lado, as terapias orais
com VE tém demonstrado uma reduzida incidéncia de efeitos secundarios (Bendich &
Machiln, 1988; Machlin, 1989).

Os primeiros estudos com a utilizagcdo terapéutica de VE em caes datam de 1947
(Richtsmeier, Spooner & Meyer, 1947; Lambert, 1947; Holman, 1947). Desde entdo, muitas
foram as publicagdes sobre os efeitos terapéuticos desta vitamina (Baskin et al., 2000;
Heaton et al., 2002; Kapun et al., 2013; Kapun et al., 2014).

Apesar de ser apontada como medida terapéutica, a utilizacdo de VE em pacientes com
alergia € uma tematica muito complexa, sobre a qual ainda sera necessario realizar um
grande numero de estudos (Caraffa et al., 2016).

O primeiro estudo sobre a eficacia da utilizagdo de VE para o tratamento de DA data de
1989, em que foi testado se a suplementacéo alimentar de VE e selénio ou das referidas
substancias individualmente poderia ser benéfica em pacientes humanos adultos com DAh.
Nenhuma das substancias se mostrou eficaz. Apesar deste resultado, existem varios
estudos que defendem a suplementacdo de VE em pacientes com DA, sendo que a
suplementagédo resulta no aumento cutaneo e serolégico de VE. Em ratos em que foi
induzida a doenca, foi demonstrado que a administracdo de tocotrienol (VE insaturada) é
capaz de diminuir a sintomatologia, como o prurido e ainda diminuiu os niveis séricos de
histamina, através da supressdo da desgranulagdo de mastécitos e também se mostrou
eficaz na supressdo da proteina quinase C, estando esta Ultima associada ao efeito

antidesgranulante do tocotrienol.
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A suplementagcdo oral de VE leva a um aumento plasmatico da concentragao de
antioxidantes. Ademais, existe uma diminuicdo da oxidacdo de ADN e um aumento da
resisténcia de lipoproteinas a oxidagao in vitro (Baskin et al., 2000).

A adicdo de VE na terapia da DAh levou a diminuicdo dos niveis seroldgicos de IgE bem
como a remissao de sinais clinicos (Tsoureli-Nikita, Hercogova, Lotti & Menchini, 2002;
Javanbakht et al., 2011), sendo ainda demonstrada a presenga de uma relagdo negativa
entre a concentragao de a-tocoferol plasmatico e os valores do SCORAD em pacientes com
terapéutica com VE (Javanbakht et al., 2011). Em caes foi também evidenciado o aumento
significativo da VE e da capacidade antioxidante total em cdes com DAc aos quais foi
administrada VE, comparativamente ao grupo placebo, sendo obtidas classificagdes
CADESI-03 significativamente inferiores no primeiro grupo (Kapun et al., 2014). O efeito
antioxidante da administragao terapéutica de VE é traduzido pela diminuigdo de indicadores
de peroxidacado lipidica, sendo este apenas possivel quando as dietas basais sé&o
suplementadas com, pelo menos, 445 Ul de VE por kg de alimento (Jewell, Toll, Wedekind &
Zicked, 2000).

A VE tem também demonstrado ser util para a terapéutica da dor, inflamagédo e reagdes
alérgicas. A VE protege contra as alteragdes cutaneas induzidas pela exposi¢ao a raios UV,
através de uma combinagédo de antioxidantes e propriedades absortivas de UV, sendo de
ponderar a sua aplicagao topica previamente a exposigao solar. A VE tem demonstrado um
papel importante na melhoria da resposta imunitaria e a sua agéo sobre os acidos gordos

poli-insaturados tem demonstrado ser util na diminuigdo de doencas alérgicas.

e Terapéutica com vitamina E e ciclosporina

Em 2002 foi feito um estudo em que foi testada a variagdo na biodisponibilidade de
ciclosporina, quando administrada concomitantemente com VE. Foram usadas duas
formulagdes de ciclosporina existentes no mercado e os resultados ndo foram conclusivos,
pois em apenas uma das apresentagcbes a administragdo de VE levou a maior
biodisponibilidade de ciclosporina e ndo houve diferengas significativas na biodisponibilidade
da outra apresentagdo testada (Fischer, Harkin & Freeman, 2002). Em 2011, chegou-se a
conclusdo de que a suplementagdao com uma formulagdo com VE e Zinco-carnosina nao
seria suficiente para diminuir os efeitos secundarios gastrointestinais consequentes do inicio
da administragao de ciclosporina em caes com DAc (Wilson, Rosenkrantz & Roycroft, 2011).
Desta forma, pode concluir-se que a administragao concomitante de VE e ciclosporina pode
nao alterar a biodisponibilidade da segunda e que ainda n&o existem estudos que apoiem
que a administragdo de VE possa ajudar a controlar os efeitos secundarios da administragao

de ciclosporina.
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¢ Vitamina D

A vitamina D é naturalmente produzida pela pele apds exposigao a radiagdo UV, mas
também pode ser obtida através da alimentagao e esta envolvida na manutengéo da barreira
cutanea, na resposta imunitaria e na producao de péptidos antimicrobianos. O estudo do
seu papel na terapéutica da DA, indica que podera ser usada como um elemento adicional
pelo seu papel na redugao do prurido e redugcdo das lesbes agudas e crénicas como

manifestagado da doenga (Klinger et al., 2018).

7. Podera o stress oxidativo ser um fator importante na

dermatite atopica canina?

Varias doencas cutaneas demonstraram estar associadas a um aumento da concentracao
de RL, lesdo celular e lesbes consequentes em outros tecidos (Briganti & Picardo 2003,
Sivaranjani, Venkata & Rajeev, 2013). Na pele, estda bem documentada a influéncia do
stress oxidativo no envelhecimento da pele e no desenvolvimento de neoplasias cutaneas
(Ji & Li, 2016). Nas ultimas décadas, o stress oxidativo tem sido documentado como
responsavel por um papel importante na DAh (Tsuboi et al., 1998; Omata et al., 2001; Niwa
et al., 2003; Tsukahara et al., 2003; Briganti & Picardo, 2003; Sivaranjani, Rao & Rajeev,
2013; Ji & Li, 2016). Recentemente tém ainda sido publicadas evidéncias da importancia do
envolvimento do stress oxidativo na DAc (Kapun et al., 2012; Kapun et al., 2014). A
inflamacgao cutédnea caracteristica da DA é propicia a maior produgao de radicais livres, que
consequentemente levam ao maior numero de lesdes oxidativas (Valko et al., 2007; Briganti
& Picardo, 2003), tendo ja sido sugerido que exista uma relagao entre a peroxidagéao lipidica
e as manifestacgdes clinicas em caes com DAc, pela correlagdo encontrada entre o marcador
MDA e o CADESI-03 (Kapun et al., 2012). Por outro lado, o stress oxidativo promove a
inflamacao tissular através da regulacdo de genes que codificam citoquinas pro-
inflamatérias (Li & Ji, 2016). Ademais, esta também estudado que a homeostase dos
antioxidantes presentes na pele como a VE esta alterada em caes com a doencga (Antille et
al., 2002; Hozyasz et al., 2004), o que pode significar que o estimulo oxidativo crénico na
DAc pode desencadear uma resposta que direciona a VE para o tecido alvo de forma a
reduzir os efeitos da lipoperoxidagao (Antille et al., 2002).

Dado o envolvimento do stress oxidativo na inflamacéo cutanea, deve ser analisado o seu
importante papel na patogénese da doencga, que nos podera levar a compreender melhor o
desenvolvimento e manutencdo da doenca. Estes dados podem levar a incorporagao de
moléculas ndo utilizadas habitualmente e a elaboragado de novas estratégias de terapéutica

multimodal, como o0 wuso combinado de farmacos anti-inflamatérios, agentes
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imunomoduladores, formulagbes para equilibro da barreira cutanea e agentes antioxidantes
(Li & Ji, 2016).

7.1. Alguns conceitos sobre stress oxidativo

O termo “stress oxidativo” foi introduzido para investigagao em biologia e medicina em 1985
e é definido como uma alteragdo no equilibrio entre pro-oxidantes e antioxidantes, em
beneficio dos primeiros (Sies, 1985). Atualmente, a definigdo tem vindo a sofrer alteragdes,
de forma a expressar o dinamismo envolvido no processo. Os organismos vivem num
ambiente de constante produgédo de RL. Deste modo, existem processos de controlo para a
manutencéo de niveis reduzidos destas substancias, isto €, a sua produgao e eliminagao
estdo equilibradas para a permanéncia num nivel estacionario (Lushchak, 2014). Contudo,
este equilibrio pode ser alterado, sob certas circunstancias, tais como o aumento dos niveis
de componentes enddgenos ou exdégenos que sofram oxidagdo associada a produgéo de
RL, deplegdo das reservas de antioxidantes de baixa massa molecular, inativacido de
enzimas antioxidantes, diminuicdo da produgédo de enzimas antioxidantes e antioxidantes de
baixa massa molecular ou a conjugagao dos varios fatores enumerados. O aumento do nivel
estacionario de RL resulta num desequilibrio entre os processo de produgéo e eliminagéo e
afeta a grande maioria dos processos biolégicos, sendo denominado de stress oxidativo
(Lushchak, 2014). Se os sistemas antioxidantes forem capazes de atuar sob os niveis de RL
presentes, o seu nivel retorna aos valores iniciais. Em alguns casos, a célula ou os sistemas
antioxidantes ndo conseguem neutralizar os valores elevados de RL, pelo que podem
induzir perturbagdes significativas na homeostase. Um ultimo cenario pode estar presente,
por exemplo, quando existe uma alteragao no estado fisiolégico do organismo, e os niveis
de RL ndo retornam ao intervalo inicial, acabando por estabilizar num novo nivel quase-
estacionario (Lushchak, 2014). O excesso de formagao de RL e/ou a alteragdo no sistema
antioxidante, resulta num processo que pode ser um importante mediador de lesdo em

estruturas celulares, como lipidos, membranas, proteinas e ADN (Valko et al., 2007).

¢ Fontes de RL

As células estdo exposta a uma grande variedade de RL de fontes exdégenas e enddgenas
(Schallreuter & Wood, 1989; Kohen, Fanberstein & Tirosh, 1997). Nas fontes exdgenas
podem ser incluidos o oxigénio, o ozono, a radiagcéo ionizante e n&o ionizante, os poluentes
atmosféricos, varios farmacos, xenobioticos e agentes quimicos, bem como bactérias, virus
e os proprios alimentos (Ames, 1986; Pentland, 1994; Evelson, Ordonez, Llesuy & Boveris,
1997; Naito, Yoshikawa, Yoshida & Kondo, 1998; Podda, Traber, Weber, Yan & Packer,
1998; Bhalla, 1999; Kanner & Lapidot, 2001; Shadyro, Yurkova & Kisel, 2002). E relevante

esclarecer que a presenca de bactérias e virus pode resultar na produ¢cdo de RL pela
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libertagdo direta pelos mesmos ou pela resposta enddgena induzida por fagocitos e
neutrofilos. Apesar da exposigcdo do organismo a RL através de fontes exdgenas ser
elevada, a exposicdo a fontes enddégenas € muito mais importante e extensiva, ja que se
trata de um processo continuo, ao longo do ciclo de vida de todas as células do organismo.
As principais fontes enddégenas de RL s&o as mitocdndrias (durante a produgao de ATP)
(Richter et al., 1995), a maioria das enzimas (Friedl, Till, Trentz & Ward, 1989;
Deliconstantinos, Villiotou & Stavrides, 1996) e os leucdcitos (neutréfilos, eosindfilos,
basodfilos, mondcitos e linfocitos), através do seu mecanismo de combate a bactérias
(Ginsburg, 1998). Também varios processos fisiolégicos levam ao aumento da produgao de
RL, como o desenvolvimento embrionario e o envelhecimento (Harman, 1956; Harman,
1972; Ornoy, Zaken & Kohen, 1999). Muitas doengas servem também de fonte para a
producgdo continua de RL, podendo destacar-se os casos em que esta presente inflamacgao,

como na DA.

* Propriedades quimicas de RL

A maioria dos RL tém um periodo de semivida muito curto, pelo que reagem rapidamente
com outras moléculas. O ambiente fisiolégico, caracterizado pelo seu pH, tem uma grande
influéncia no tempo de semivida dos RL. A toxicidade destes elementos nao é
necessariamente correlacionada com a reatividade (Kohen & Nyska, 2002). Em muitos
casos, a maior semivida de uma espécie pode indicar uma maior toxicidade do elemento,
uma vez que lhe atribui tempo suficiente para se difundir e atingir uma localizagao sensivel,
onde podera interagir e causar alteragées num local distante daquele onde foi produzido.
Por outro lado, uma espécie extremamente reativa, com uma semivida extremamente curta,
€ produzida no local onde pode originar as alteragdes. Se o alvo biolégico do radical nédo
estiver adjacente ao seu local de produgéo, nao irdo existir alteragées oxidativas (Kohen &
Nyska, 2002). A elevada reatividade dos radicais e o seu curto periodo de semivida ilustram
0 seu potencial efeito toxico, bem como as dificuldade inerentes a prevengao das alteragdes
oxidativas. Para prevenir a interagao entre os radicais e os alvos biolégicos, o antioxidante
deve estar presente no local onde os radicais sao produzidos, para competir com o radical
pelo substrato (Kohen & Nyska, 2002).

* Alvos de alteragdes oxidativas

O fluxo continuo de RL de origem enddgena e exdgena resulta em alteragdes oxidativas
continuas e cumulativas aos componentes celulares, o que conduz a alteragdes em varias
funcdes celulares (Comporti, 1989). Os alvos biolégicos mais vulneraveis a alteragdes
oxidativas sdo as enzimas, as membranas lipidicas e 0 ADN (Kohen & Nyska, 2002).

Todas as membranas celulares séo especialmente vulneraveis a sofrer oxidagao devido a

sua elevada concentragao de acidos gordos insaturados. Esta alteragao lipidica, usualmente
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chamada de peroxidagado lipidica ocorre em trés estadios. Uma simples iniciagdo do
processo pode originar uma reagdo em cadeia resultante na peroxidagédo de todos os lipidos
insaturados presentes na membrana celular (Kohen & Nyska, 2002). As proteinas, que sao
também dos principais constituintes da membrana celular, podem ser alvos da agao dos RL.
Apo6s interagdo dos RL com proteinas, estas ultimas podem sofrer alteragbes diretas ou
indiretas, que originam perda de atividade enzimatica, alteragdo nas fungbes celulares,
como a produgdo de energia, interferéncia com a iniciagdo de potenciais de agao, assim
como alteragdes no tipo de proteina celular (Kohen & Nyska, 2002). Apesar do ADN ser uma
molécula estavel e protegida, os RL podem interagir e causar varios tipos de alteragées,
como a modificagdo de bases ou alteragdes no sistema de reparagdo do ADN, entre outras
(Kohen & Nyska, 2002).
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CAPITULO Ill. O STRESS OXIDATIVO NA DERMATITE
ATOPICA CANINA: VITAMINA E COMO BIOMARCADOR
DURANTE TERAPEUTICA COM CICLOSPORINA

1. Introducao

A VE é um antioxidante lipossoluvel e o seu efeito classico é reduzir e prevenir lesdes
oxidativas nos tecidos. Uma vez que a homeostase de VE se encontra alterada na DA no
Homem, espelhando uma resposta adaptativa que leva a distribuicdo de VE no tecido alvo,
reduzindo a sua concentragdo sérica, espera-se que o controlo terapéutico da DAc com
ciclosporina, possa resultar num aumento sérico de VE ao longo do curso terapéutico, a par
de uma melhoria nas manifestagdes clinicas, com redugao da classificacédo do prurido e do
CADESI-04.

2. Objetivos

Com a realizagao deste estudo pretende-se determinar o papel da VE como ferramenta de
monitorizacdo da DAc, relacionando o seu nivel sérico com outros métodos de
monitorizagdo, mais comummente utilizados: CADESI-04 e classificagdo do prurido.
Pretende-se ainda aferir o papel antioxidante da terapéutica com ciclosporina,
possivelmente inerente a estabilizagdo redox da doenga e encontrar mais evidéncias que

suportem a utilizagao terapéutica de VE na DAc.

3. Materiais e métodos

3.1. Populacao em estudo

Todos os céaes incluidos no grupo com DAc do presente estudo deslocaram-se ao Hospital
Escolar da FMV-UL para uma consulta da especialidade de dermatologia entre Fevereiro e
Agosto de 2015. Os canideos tinham ja diagnosticada DAc ou o diagndstico foi realizado no
momento da primeira avaliagado sempre pelo mesmo elemento da equipa clinica (Professora
Doutora Ana Mafalda Lourengo — Médica Veterinaria responsavel pelo Servigo de
Dermatologia e Imunoalergologia na FMV-UL) e aos quais foi prescrita terapéutica com
ciclosporina numa dose de 5 mg/kg a cada 24 horas. Apenas foram incluidos caes com
idade superior a 12 meses, sem qualquer outra doenga diagnosticada, sendo realizada uma
anamnese completa, exame fisico completo e analise hematoldgica. Nao existiu qualquer

limitagao referente a raga ou género para a inclusdo de caes neste estudo. No entanto, a
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todos foi exigida a manutencdo da sua dieta habitual durante o periodo de
acompanhamento.

E de referir que foi dada a possibilidade aos tutores de abandonarem o estudo em qualquer
etapa e sem qualquer justificagdo e que os dados do estudo foram submetidos a aprovagao
da Comissdo de Etica e Bem-Estar Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria da
Universidade de Lisboa.

Para a inclusao no presente estudo, todos os caes admitidos no grupo de animais com DAc

tiveram que respeitar os critérios de inclusdo e exclusao estipulados na tabela 3.

Tabela 3. Critérios de incluséo e exclusao de animais no grupo com DAc.

Critérios de inclusdo do grupo com DAc

1. idade igual ou superior a 12 meses;

2. Diagndstico clinico de dermatite atopica canina;

3. Administragao de ciclosporina na posologia 5 mg/kg a cada 24 horas;

4. Manutencéao da dieta constante ao longo do estudo;

5. Animais de tutores que concordaram em participar no estudo.

Critérios de exclusao do grupo com DAc

1. Animais com evidéncias clinicas de doengas concomitantes;

2. Animais com contraindicagbes para o inicio da terapéutica com ciclosporina, tal como a presenca
de um noédulo, uma neoplasia ou alergia conhecida a substancia ativa;

3. Terapéutica antimicrobiana ou antifungica nos ultimos 7 dias;

4. Terapéutica com antihistaminicos nos ultimos 14 dias;

5. Terapéutica com glucocorticdides orais ou topicos nos ultimos 28 dias;

6. Terapéutica com ciclosporina nos ultimos 56 dias;

7. Terapéutica com acidos gordos essenciais nos ultimos 56 dias;

8. Animais que interrompam a terapéutica por um periodo igual ou superior a 48h.

Os animais incluidos no grupo controlo deslocaram-se ao HE da FMV-UL para cirurgia
eletiva de orquiectomia ou ovariohisterectomia ou para consulta de rotina. Apenas foram
incluidos os caes sem qualquer outra doenga diagnosticada, sem sintomas que
evidenciassem a presenga de qualquer doenga por diagnosticar, como a DAc e que
respeitassem o periodo de privagao farmacoldgica estipulado. Para tal selegao, foi realizada
uma anamnese completa, exame fisico completo e observagao das analises hematolégicas
€ bioquimicas.

Para a inclusdo no presente estudo, todos os caes admitidos no grupo controlo tiveram que

respeitar os critérios de inclusdo e exclusao estipulados na tabela 4.
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Tabela 4. Critérios de inclusao e exclusao de animais no grupo controlo.

Critérios de inclusdo do grupo controlo

1. Animais saudaveis;

2. Caes aos quais foi feita uma colheita de sangue para efeito de analises pré-cirdrgicas ou de rotina;

3. Animais de tutores que concordaram em participar no estudo.

Critérios de exclusao do grupo controlo

1. Animais com evidéncias clinicas de doengas concomitantes;

. Terapéutica antimicrobiana ou antifungica nos ultimos 7 dias;

. Terapéutica com antihistaminicos nos ultimos 14 dias;

. Terapéutica com glucocorticéides orais ou tdpicos nos ultimos 28 dias;

. Terapéutica com ciclosporina nos ultimos 56 dias;

N ol o] A W

. Terapéutica com acidos gordos essenciais nos ultimos 56 dias.

3.2. Dignostico de DAc

O diagndstico de DAc foi realizado de acordo com critérios de diagnostico validados e apés
exclusdo de outras causas de prurido. Assim, todos os caes apresentavam uma historia
pregressa compativel com DAc, manifestagdes clinicas associadas a doenga e foram
excluidas outras doengas pruriginosas, nao existindo resposta ao teste de eliminagéo-
provocagao e foi implementado um regime de controlo de pulgas. Foram ainda realizadas

citologias cutaneas para avaliar a presenca de infegbes fungicas e/ou bacterianas.

3.3. Terapéutica com ciclosporina

Todos os caes incluidos no estudo realizaram terapéutica com ciclosporina (Atopica®,
Novartis Animal Health) numa dose de 5 mg/kg SID, dado que a todos foi necessaria a
implementacéo de um protocolo com agentes farmacoldgicos para controlo cronico da DAc,
pela presenga de crises responsivas a glucocorticéides orais, mas com recidivas pouco
depois do término da administragdo, bem como apresentavam um quadro generalizado, n&o
sendo recomendado o uso de formulagbes tépicas. E ainda de referir que, aquando da
realizagdo da componente pratica do presente estudo, ndo estavam ainda disponiveis no

mercado portugués as substancias ativas oclacitinib e lokivetmab.

3.4. CADESI-04

O CADESI é uma escala indicativa da gravidade das manifestagées da DAc. No presente
estudo foi utilizado o mais recente CADESI-04, sendo avaliada a presencga de eritema, como

marcador de inflamag&o aguda, liquenificagdo, como marcador de inflamagao crénica, bem
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como a presenga combinada de escoriagdo e alopécia, como marcador de prurido, numa
escala de 0 a 3, em 20 regides corporais. O maior resultado possivel € 180 e as regides em
avaliagdo sdo as mais tipicamente afetadas num animal com DAc: regidao perilabial,
pavilhdes auriculares, axilas, patas dianteiras (faces dorsal e palmar), patas traseiras (faces
dorsal e plantar), flexor ulnar do carpo, face palmar metacarpica, flancos, regidao inguinal,
abdémen, perineo e face ventral da cauda (Olivry et al., 2014). Consoante o resultado
obtido, pode classificar-se o grau de gravidade das manifestagdes clinicas segundo a tabela
5. A avaliagao de cada animal foi registada em tabela propria, sendo que a tabela base pode

ser consultada no anexo 1.

Tabela 5. Gravidade das manifestagdes clinicas da DAc segundo o CADESI-04.

CADESI-04 Gravidade das manifestagoes clinicas da DAc
10-34 Ligeira
35-59 Moderada
60 - 180 Grave

3.5. Classificagao do prurido

Para a classificagdo do prurido representativa do periodo mais préoximo a consulta foi
utilizada uma escala visual numérica de 0 a 10 com descricao relacionada com o nivel de
gravidade, frequéncia e alteragbes comportamentais, encontrando-se nos extremos inferior
um animal que ndo se coga em momento algum e, no extremo superior, um animal que se
cocga, lambe, morde e/ou esfrega com muita frequéncia, interrompendo até tarefas rotineiras
como dormir, comer ou brincar na tentativa de alivio do prurido (Hill et al., 2007).

E de referir que os valores indicados correspondem & percegdo do tutor e ndo a um dado
objetivo (Hill et al., 2007; Rybniek et al., 2009), motivo pelo qual é importante que seja

sempre o mesmo membro da familia a realizar a avaliagao (Plant, 2007).

3.6. Desenho do estudo

Na primeira consulta dos animais incluidos no grupo de cdaes com DAc foi confirmado ou
realizado o diagndstico da doencga e, em seguida, elaborado o CADESI-04 e questionado
aos tutores qual a classificagdo do prurido numa escala visual numérica de 0 a 10 com
descrigao relacionada com o nivel de gravidade, frequéncia e alteragbes comportamentais.
Foi também feita uma colheita de sangue para a realizagdo de hemograma e analises
bioquimicas da funcdo hepatica e renal que aferissem o estado de saude dos cées
previamente ao inicio da terapéutica, bem como permitissem determinar a concentragao de

VE serolégica. Dado que foi prescrita terapéutica com ciclosporina, foi agendada a
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monitorizagao a cada trés semanas com a repeticao do CADESI-04, nova avaliagao da CP e
nova colheita seroldgica para determinar a concentragédo de VE. Os varios momentos de

avaliagdo encontram-se sistematizados na figura 3.

Figura 3. Esquema com os momentos de avaliagdo do presente estudo.

Diagndéstico de DAc e implementagao da terapéutica com CsA
- Score de prurido

- CADESH4 Monitorizagao
- a-Tocoferol - Score de prurido
- CADESI-04
- a-Tocoferol o
Monitorizagao
- Score de prurido
- CADESI-04
- a-Tocoferol o
Monitorizagao
- Score de prurido
- CADESI-04
- a-Tocoferol
Dia 0 Dia 21 Dia 42 Dia 63
Semana 0 Semana 3 Semana 6 Semana 9
T0 T1 T2 T3

Ao grupo controlo, sendo feitas analises pré-cirurgicas ou de rotina para aferir o estado de
saude dos animais, foi também feita uma colheita de sangue para determinar a

concentragao de VE seroldgica.

3.7. Determinacgao da vitamina E

A determinagdo da VE foi realizada seguindo um protocolo laboratorial cedido pelo
Professor Doutor José Prates e pela Doutora Cristina Alfaia, sendo adaptado as amostras
em causa. Os materiais utilizados encontram-se enumerados no anexo 2 e, no anexo 3
encontra-se o protocolo laboratorial (etapas de saponificagcao e extragcao) para a analise de
cada 16 amostras. As amostras foram saponificadas de forma a hidrolisar os lipidos e extrair
a vitamina, depois seguiu-se a extragdo com n-hexano e, em seguida, a determinagao por
HPLC (Agilent 1100 Series, Agilent Technologies, Waldbronn, Alemanha), em fase normal e

detegao por fluorescéncia.
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O HPLC trata-se de uma técnica de cromatografia usada para separar os componentes de
uma mistura, identificar os mesmos e quantifica-los. Um volume de 20 uyl da amostra foi
injetada através do injetor automatico e arrastada pela fase movel (hexano-isopropanol
(99:1)) que se encontrava sob presséo (45 bar), através da coluna (Agilent Zorbax Rx-Sil, 5
pm tamanho de particula, 4,6 mm ID x 25 cm) que continha a fase estacionaria. Os
componentes da amostra foram separados através de interagbes com a fase mével e com a
fase estacionaria. Estes compostos, ao sairem da coluna, passaram por um detetor que
gerou um sinal elétrico proporcional a quantidade de compostos em analise ao passar na
célula do detetor (Parreira, 2013). O processo foi realizado a uma temperatura de +20°C,
com fluxo de 1,0 ml/min e o tempo de corrida foi de 17 minutos. A detecao de tocoferois por
UV foi realizada a um comprimento de onda de 295 nm (excitagdo) e 325 nm (emissao).

O equipamento encontrava-se ligado a um computador (HP Compaq dc5800, Califérnia,
Estados Unidos da América) onde se registaram e processaram os dados necessarios de
forma a gerar o cromatograma, o qual foi utilizado para identificar e quantificar os
componentes da mistura. A analise quantitativa foi realizada comparando a resposta do
componente presente na mistura com a resposta (area do pico) de solugdes padréo cuja

concentragao é exatamente conhecida (Parreira, 2013).

3.8. Analise estatistica

Inicialmente foi criada uma base de dados através do programa Microsoft ® Excel ® para
Mac 2011 versao 14.0.0 (100825) com todos os valores determinados na analise HPLC,
bem como os valores de CADESI-04 e da classificagdo do prurido obtidos pelo
acompanhamento dos caes em estudo. Para analise dos dados obtidos, utilizou-se o
programa R© versdo R 3.4.3 GUI 1.70 El Capitan build (7463) para iIMAC OS X e a sua
extensdo R Commander®©.

Foi realizada a estatistica descritiva das variaveis quantitativas obtendo-se a média e desvio
padrao dos diferentes parametros em avaliagdo (teor de a-tocoferol (umol/L), classificagao
do CADESI-04 e prurido) em fungéo do tempo (nos varios momentos em avaliagao).

Foi feita uma analise da variancia recorrendo ao método ANOVA para medidas repetidas,
sendo testado cada um dos parametros (teor de a-tocoferol (umol/L), classificagdo do
CADESI-04 e do prurido), tendo em consideragao que foi analisado o mesmo individuo ao
longo do tempo.

Com a aplicagao do teste Shapiro-Wilk, percebeu-se que os valores de teor de a-tocoferol
(Mmol/L) nos momentos em que os valores de classificagdo obtidos no CADESI-04 foram
superiores € 0s mais baixos e também nos momentos em que os valores da CP obtidos
foram superiores e 0s mais baixos ndo tinham uma distribuigdo normal, pelo que estes

dados foram comparados através do teste ndo paramétrico de Wilcoxon.
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Para a comparagao entre o teor de a-tocoferol (umol/L) obtido no grupo controlo e o valor
obtido no grupo de cdes com DAc antes do inicio da terapéutica foi usado um teste-t
emparelhado.

A comparagao entre o grupo controlo e os varios momentos de avaliagao apds o inicio da
toma de ciclosporina foi realizada mediante a aplicagao de um teste-t emparelhado e, como
foram usadas comparagdes multiplas, o valor de p foi ajustado, segundo o método de Holm
(1979).

Por fim, foram obtidos graficos relativos a média de teor de a-tocoferol (umol/L),
classificagcdo do CADESI-04 e do prurido nos varios momentos de avaliacdo e ainda um
grafico boxplot para avaliar a distribuigdo do teor de a-tocoferol (umol/L) em caes saudaveis
e com DAc ao longo da terapéutica com ciclosporina.

Para a analise de dados foi considerado um intervalo de confianca de 95% e, por isso, todos

os valores de p < 0,05 considerados como estatisticamente significativos.

4. Resultados

4.1. Caracterizacao da amostra

Foram incluidos no estudo 21 caes diagnosticados com DAc como descrito anteriormente e
a realizar terapéutica com ciclosporina na posologia de 5mg/kg/SID e 6 caes nao atdpicos,
saudaveis como grupo controlo. Estes ultimos ndo se encontravam a tomar qualquer
medicacao.

No grupo de animais com DAc 13 caes eram fémeas e 8 machos, apresentando idades
compreendidas entre 1 ano e os 13 anos e 8 meses. No mesmo grupo, o0 peso variou entre
os 1,6 kg e os 45,8 kg e foram selecionados 17 cées de raca (81%) e 4 caes sem raga
definida (19%).

No grupo controlo, 4 eram fémeas e 2 machos, com idades compreendidas entre 9 meses e
7 anos. O peso variou entre os 6,6 kg e os 41 kg, sendo que 3 caes eram de raga, 2

cruzados e 1 cado sem raca determinada.

4.1.1. Caracterizagao do grupo de animais com DAc

Na tabela 6 estdo sumarizadas as caracteristicas dos caes incluidos no grupo com DAc,

nomeadamente género, raga, idade aquando da inclusdo no presente estudo e peso.
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Tabela 6. Caracterizagao dos animais com DAc.

D Género Raga Idade aquando da inclusdao Peso
no presente estudo (kg)
1 fémea inteira Yorkshire Terrier 9 anos e 2 meses 7,2
2 macho inteiro Basset Hound 9 anos e 7 meses 21
3 fémea esterilizada West Highland White Terrier 4 anos e 2 meses 6,8
4 fémea esterilizada Weimaraner 1 ano e 4 meses 29,4
5 fémea esterilizada SRD 2 anos e 9 meses 7
6 fémea inteira Bouledogue Francés 2 anos e 6 meses 12,2
7 fémea inteira Retriever do Labrador 4 anos e 2 meses 32,5
8 fémea inteira SRD 3anos e 1 més 21
9 macho inteiro Bouledogue Francés 2 anos e 3 meses 11
10 fémea inteira Beagle 3 anos e 10 meses 15
11 fémea esterilizada Bouledogue Francés 1 ano e 4 meses 12
12 fémea inteira Yorkshire Terrier 2 anos e 6 meses 1,6
13 macho inteiro SRD 2 anos e 3 meses 20
14 macho inteiro Retriever do Labrador 6 anos e 4 meses 45,8
15 macho inteiro Retriever do Labrador 2 anos e 3 meses 36
16 macho inteiro West Highland White Terrier 7 anos 10
17 fémea esterilizada SRD 1 ano e 6 meses 22
18 macho inteiro Boxer 1 ano 26
19 fémea inteira Shih Tzu 5 anos e 10 meses 8
20 macho inteiro Retriever do Labrador 13 anos e 8 meses 31,7
21 fémea esterilizada Weimaraner 1 ano e 3 meses 29

SRD - sem racga definida.

* Distribuicao por género

No que toca a distribuicao de género, houve uma maior prevaléncia de fémeas. Dos 21 cées

incluidos, 13 eram fémeas (62%) e 8 machos (38%). Na tabela 7 pode ainda observar-se o

numero de caes esterilizados e inteiros, sendo que a maioria dos animais pertencia ao

segundo grupo (71%).
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Tabela 7. Distribuigdo de animais com DAc por género.

NuUmero de animais

Género e —
Frequéncia Frequéncia
absoluta relativa
Inteira 7 33%
Fémea
Esterilizada 6 29%
Inteiro 8 38%
Macho
Esterilizado 0 0%
Total 21 100%

* Distribuicao por raga

Na tabela 8 encontram-se os dados relativos a distribuicdo de caes com DAc por raga.
Foram incluidos no estudo 17 cées de raca (81%), sendo o Retriever do Labrador a mais

representada (19%) e 4 cédes sem raca definida (19%).

Tabela 8. Distribuicdo de animais com DAc por raga.

Raga Numero de animais
Retriever do Labrador 4
Bouledogue Francés 3
Yorkshire Terrier 2
West Highland White Terrier 2
Weimaraner 2

—_

Basset Hound

Boxer 1
Shih Tzu 1
Beagle 1
SRD 4
Total 21

SRD - sem racga definida.

* Distribuicao etaria

A distribuicado etaria dos animais com DAc incluidos no estudo pode ser analisada na tabela

9 sendo notdrio que o grupo de caes adultos € o mais representado.
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Tabela 9. Distribuigdo etaria dos animais com DAc incluidos no estudo.

NuUmero de animais

e Frequéncia Frequéncia
absoluta relativa
Adulto jovem (> 1 ano e < 2 anos) 5 24%
Adulto (> 2 anos e <8 anos) 13 62%
Geriatrico (>8 anos) 3 14%
Total 21 100%

4.1.2. Caracterizagao do grupo controlo

No grupo controlo, foram incluidos 4 fémeas (67%) e 2 machos (33%). As restantes

caracteristicas dos céaes incluidos no grupo controlo, nomeadamente género, raca, idade

aquando da inclusido no presente estudo e peso estdo presentes na tabela 10.

Tabela 10. Caracterizagao dos caes incluidos no grupo controlo.

o Gonero Raca Idade aquando da inclusdao Peso
no presente estudo (kg)
Controlo1 macho inteiro xPinscher Miniatura 3 anos 6,6
Controlo 2 fémea esterilizada Weimaraner 1 ano e 9 meses 27
Controlo 3 fémea inteira Céo Boieiro de Berna 9 meses 35,5
Controlo4 fémea inteira xPodengo Portugués 7 anos 10,5
Controlo 5 fémea inteira SRD 3 anos e 3 meses 8,5
Controlo 6 macho inteiro Céo da Serra da Estrela 2anos e 1 més 41

SRD - sem raga definida; x — cruzado.

4.2. Teor de a-tocoferol (umol/L)

* Caes saudaveis e caes com dermatite atépica

Existiu uma diferenga significativa entre o teor de a-tocoferol (umol/L) de caes saudaveis,

gquando comparados com caes com DAc antes do inicio da terapéutica, #(5) = -2,78, p =

0,04.

No grafico 1 € possivel observar a distribuicdo média do teor de a-tocoferol (umol/L) sendo

expostos os dados do grupo controlo e do grupo de cades com DAc, nos varios momentos de

avaliagéo (T0, T1, T2 e T3).
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Grafico 1 - Boxplot da distribui¢ao do teor de a-tocoferol (umol/L) nos grupos controlo e com DAc (TO,
T1,T2e T3).
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* Caes com dermatite atopica durante terapéutica com ciclosporina

Apods o inicio da toma de ciclosporina, n&do existiu uma diferenga significativa entre o teor de
a-tocoferol (umol/L) de caes saudaveis e de cades com DAc em tratamento. Isto verificou-se
3 semanas, t(4) = -2,65, p = 0,18, 6 semanas, {3) = -1,97, p = 0,28 e 9 semanas apoés o
inicio da terapéutica com CsA, t(2) =-2,16, p = 0,28.

No grupo de cdes com DAc, assistiu-se a um ligeiro aumento da média do teor de a-
tocoferol (umol/L) ao longo do tempo, 0 que se pode observar no grafico 2, sendo que a
maior diferenga foi verificada entre a primeira consulta e a monitorizagado realizada 3
semanas apos o inicio da toma de ciclosporina. Apesar da evolugao observada, n&do existem
diferencas significativas entre os varios periodos em avaliagéo, F(1, 3) = 0,86, p = 0,47. Na
tabela 11 é possivel observar o teor de a-tocoferol (umol/L) obtido ao longo das varias
consultas dos caes com DAc, enquanto a tabela 12 expde qual o teor de a-tocoferol (umol/L)

do grupo controlo.
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Tabela 11. Teor de a-tocoferol (umol/L) no grupo de caes com DAc ao longo do tempo.

Teor de a-tocoferol (umol/L)

ID
TO T T2 T3
1 98,65 45,88 48,59 NA
2 51,68 74,78 62,36 118,18
3 56,67 NA NA NA
4 29,46 27,65 46,18 21,82
5 32,67 40,84 45,16 36,66
6 34,73 38,98 NA NA
7 25,26 60,97 55,84 66,94
8 49,78 90,85 80,8 63,89
9 25,86 15,65 23,38 17,85
10 40,77 108,05 40,42 45,88
11 32,62 35,38 30,74 28
12 27,09 31,02 43,53 NA
13 76,64 58,6 89,85 76,46
14 54,84 54,07 52,38 102,27
15 51,01 69,72 64,31 81,93
16 71,97 66,59 70,49 NA
17 21,71 29,76 50,2 43,49
18 59,46 85,51 91,8 NA
19 98,74 140,28 139,98 84,33
20 55,88 59,46 64,78 NA
21 44,72 NA NA NA
Numero (n) 21 19 18 13
Média 49,53 59,69 61,16 60,59
Desvio Padrao 22,38 30,85 27,04 31,42

Tabela 12. Teor de a-tocoferol (umol/L) no grupo controlo.

ID Teor de a-tocoferol (umol/L)

Controlo 1 116,13
Controlo 2 430,01
Controlo 3 209,51
Controlo 4 155,09
Controlo 5 88,88
Controlo 6 162,57
Média 199,92
Desvio Padrao 136,38
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4.3. CADESI-04

No grafico 3 é possivel observar a evolugdo da média da classificagdo do CADESI-04 obtido
ao longo das varias consultas do grupo de caes com DAc. Ao longo do tempo, assistiu-se a
uma diminui¢ao significativa do CADESI-04, F(3, 3) = 9,27, p < 0,001, sendo que a maior
diferenca entre as médias obtidas foi verificada entre a primeira consulta e a monitorizagao
realizada 3 semanas apos o inicio da toma de CsA.

Na tabela 13 é possivel observar quais os valores de classificagdo do CADESI-04 obtido ao
longo das varias consultas em cada animal do grupo de cdes com DAc.

Na primeira consulta, a média de valores de CADESI-04 obtidos foi de 28,81 (DP=25,63),
considerando-se um valor representativo de manifestagbes ligeiras de DAc. Apesar desta
média, em trés caes obteve-se uma classificagdo superior a 60 e como tal, o grau da
manifestacdo da doenga foi considerado grave e, em trés outros caes, o grau de
manifestacdo de doenca foi considerado moderado. Por outro lado, 4 cdes nao tinham
quaisquer manifestagdes cutédneas da doenga.

Na segunda consulta, trés semanas apds o inicio da toma de ciclosporina, a média de
valores de CADESI-04 obtidos foi de 13,84 (DP=12,97), considerando-se um valor
representativo de manifestagbes ligeiras de DAc. Nenhum dos cées apresentou
manifestagées graves da doenga, embora em dois, 0 grau de manifestagdo de doencga foi
considerado moderado. Em dez caes o CADESI-04 foi inferior a 10, valor a partir do qual as
manifestagées da doenga sao consideradas ligeiras.

Na terceira consulta, a média de valores de CADESI-04 obtidos foi de 11 (DP=9,13),
considerando-se um valor representativo de manifestagdes ligeiras de DAc. Nenhum dos
caes apresentou manifestagcdes graves ou moderadas da doenga. Em nove caes o CADESI-
04 foi inferior a 10.

Na quarta consulta, a média de valores de CADESI-04 obtidos foi de 12,69 (DP=11,70), o
que se trata de um valor representativo de manifestagdes ligeiras de DAc. Nenhum dos caes
apresentou manifestagbes graves da doencga, embora um dos caes tenha apresentado

manifestacbes moderadas. Em 8 caes o CADESI-04 foi inferior a 10.
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Tabela 13. CADESI-04 no grupo de animais com DAc ao longo do tempo.

CADESI-04
ID
TO T T2 T3
1 52 20 19 NA
2 95 24 24 9
3 69 NA NA NA
4 29 3 0 7
5 45 38 23 2
6 27 9 NA NA
7 25 6 12 12
8 18 2 3 2
9 49 29 22 37
10 27 10 18 32
11 20 11 12 7
12 6 1 0 NA
13 0 6 6 8
14 29 34 9 24
15 10 3 7 7
16 63 36 23 NA
17 0 1 0 0
18 0 2 0 NA
19 31 23 18 18
20 10 5 2 NA
21 0 NA NA NA
Numero (n) 21 19 18 13
Média 28,81 13,84 11,00 12,69
Desvio Padrao 25,63 12,97 9,13 11,70

4.4. Classificacao do prurido

No grafico 4 é possivel observar a evolugdo da média da classificagdo do prurido indicado
pelos tutores ao longo das varias consultas. Assistiu-se a uma redugéao significativa da CP
ao longo do tempo, F(3, 3) = 21,24, p < 0,001, sendo que a maior diferenga entre a média foi
verificada entre a primeira consulta e a monitorizagao realizada 3 semanas apods o inicio da
toma de ciclosporina.

Na tabela 14 é possivel observar qual a classificagdo do prurido indicado pelos tutores em

cada uma das consultas.
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Na primeira consulta, a média da CP foi de 6,45 (DP=2,21), sendo que nenhum dos tutores
indicou que o seu animal tivesse uma CP dentro dos valores normais (inferior a 1,9). Ja na
segunda consulta, a média da CP foi de 3,16 (DP=1,76), sendo que trés tutores indicaram
que o seu animal tinha uma CP dentro dos valores normais. Ao momento da terceira
consulta, a média de CP foi de 3,53 (DP=1,96), aumentando ligeiramente face ao valor
anteriormente indicado, sendo que, em quatro caes, foram indicados valores normais. Na
quarta consulta, a média de CP foi de 2,82 (DP=2,04), representando o valor mais baixo de
entre todas as avaliagbes. Nesta consulta, 4 em 14 tutores indicaram valores

correspondentes a uma classificagao de prurido considerada normal.

Tabela 14. Classificagao do prurido no grupo de animais com DAc ao longo do tempo.

CP
ID

TO T T2 T3

1 5 7 6 4

2 10 35 2 2

3 5 NA NA NA

4 9 0 1 0

5 10 5 4 3

6 7 1 NA NA

7 6 2 4.5 2

8 8 3 3 1

9 7 6.5 5.5 45
10 5 25 5 25

11 7 1 1 1
12 6 3 6 NA

13 25 25 3 2

14 9.5 5 5.5 8

15 8 3 25 3
16 3 2 2 NA
17 6 3.5 3 1.5
18 45 3 1.5 NA

19 7 3.5 7 5
20 3 3 1 NA
21 7 NA NA NA
Ndmero (n) 21 19 18 14
Média 6.45 3.16 3.53 2.82
Desvio Padrao 2.21 1.76 1.96 2.04
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4.5. Teor de a-tocoferol (umol/L) e CADESI-04

Sendo o CADESI-04 um método validado de monitorizagdo da DAc, procurou-se relacionar
a classificagdo do CADESI-04 e o teor de a-tocoferol (umol/L) obtido no mesmo momento.
Assim, com base nas tabelas acima selecionou-se 0 momento em que o valor obtido no
CADESI-04 foi maximo e minimo e verificou-se o teor de a-tocoferol (umol/L), elaborando-se
a tabela 15. Nao foram detetadas diferencas significativas entre o teor de a-tocoferol
(Mmol/L) correspondente aos momentos em que o CADESI-04 foi maximo e minimo, Z = -
1,71, p = 0,09.

Tabela 15. Teor de a-tocoferol nos momentos em que o valor do CADESI-04 obtido foi maximo e
minimo.

CADESI-04 maximo CADESI-04 minimo
° Tempo CADESI-04 o-tocoferol Tempo CADESI-04 o-tocoferol
(umol/L) (umol/L)
1 TO 52 98,65 T2 19 48,59
2 TO 95 51,68 T3 9 118,18
3 NA NA NA NA NA NA
4 TO 29 29,46 T2 0 46,18
5 TO 45 32,67 T3 2 36,66
6 TO 27 34,73 T 9 38,98
7 TO 25 25,26 T 6 60,97
8 TO 18 49,78 T3 2 63,89
9 TO 49 25,86 T2 22 23,38
10 TO 27 40,77 T 10 108,05
1 TO 20 32,62 T3 7 28
12 TO 6 27,09 T2 0 43,53
13 NA NA NA NA NA NA
14 T 34 54,07 T2 9 52,38
15 TO 10 51,01 T 3 69,72
16 TO 63 71,97 T2 23 70,49
17 NA NA NA NA NA NA
18 NA NA NA NA NA NA
19 TO 31 98,74 T3 18 84,33
20 TO 10 55,88 T2 2 64,78
21 NA NA NA NA NA NA
Média 33,81 48,77 8,81 59,88
o 22,85 23,55 7,77 26,50
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4.6. Teor de a-tocoferol (umol/L) e o prurido

Sendo a classificagdo do prurido um método validado de monitorizagdo da DAc, procurou-se
relacionar o valor de CP indicado pelos tutores com o teor de a-tocoferol obtido no mesmo
momento. Assim, com base nas tabelas acima selecionou-se 0 momento em que o valor
obtido na CP foi maximo e minimo e verificou-se o teor de a-tocoferol (umol/L), elaborando-
se a tabela 16. Detetou-se que existia uma diferencga significativa entre o teor de a-tocoferol

(Mmol/L) obtido nos momentos em que a CP foi maxima e minima Z =-2,43, p = 0,01.

Tabela 16. Teor de a-tocoferol nos momentos em que a CP obtida foi maxima e minima.

CP maxima CP minima
ID
Tempo  Valor CP q;:,onc-:gﬁ_r)o I Tempo Valor CP qz:jon‘:gffc;) I
1 NA NA NA NA NA NA
2 TO 10 51,68 T3 2 118,18
3 NA NA NA NA NA NA
4 TO 9 29,46 T3 0 21,82
5 TO 10 32,67 T3 3 36,66
6 TO 7 34,73 T 1 38,98
7 TO 6 25,26 T3 2 66,94
8 TO 8 49,78 T3 1 63,89
9 TO 7 25,86 T3 4,5 17,85
10 TO 5 40,77 T3 2,5 45,88
1 TO 7 32,62 T3 1 28
12 TO 6 27,09 T 3 31,02
13 NA NA NA NA NA NA
14 TO 9,5 54,84 T 5 54,07
15 TO 8 51,01 T2 2,5 64,31
16 NA NA NA NA NA NA
17 TO 6 21,71 T3 1,5 43,49
18 TO 4.5 59,46 T2 1,5 91,8
19 TO 7 98,74 T 3,5 140,28
20 TO 3 55,88 T2 1 64,78
21 NA NA NA NA NA NA
Média 7,06 43,22 2,19 58,00
o 1,99 19,42 1,36 34,13
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5. Discussao

Na nossa opiniao, no presente estudo destacam-se trés dados como mais relevantes. Em
primeiro lugar foram observadas diferengas significativas entre o teor de a-tocoferol de cées
saudaveis e o mesmo indicador em cdes com DAc. Segundo, nédo existem diferengas
significativas entre o teor de a-tocoferol de animais com DAc que se encontrem a fazer
terapéutica com ciclosporina e animais saudaveis, logo apds 3 semanas do inicio da
terapéutica, mesmo quando se sabe que este farmaco pode ainda nao estar a funcionar em
pleno, aproximando-se mesmo os niveis de teor de a-tocoferol de cdes com DAc de valores
normais. Por fim, é ainda de salientar que se encontrou uma associagéo entre a diminui¢gao
da classificagao do prurido e o aumento plasmatico de a-tocoferol ao longo da terapéutica

com ciclosporina.

* Teor de a-tocoferol em caes saudaveis e em caes com dermatite atépica

Como mencionamos anteriormente, no presente estudo foram encontradas diferengas
significativas entre o teor de a-tocoferol em caes saudaveis, quando comparados com caes
com DAc. Por outro lado, ndo existem diferengas significativas entre o teor de a-tocoferol do
grupo controlo e o teor de a-tocoferol do grupo com DAc determinado apds o inicio da toma
da CsA, em qualquer um dos momentos em avaliagao (3, 6 ou 9 semanas apds o inicio da
terapéutica). Este resultado podera indicar que os valores de a-tocoferol sdo superiores em
caes saudaveis, quando comparados com caes com DAc, o que estd de acordo com a
bibliografia consultada (Kapun et al., 2012). A auséncia de diferengas significativas entre o
teor de a-tocoferol do grupo controlo e o teor de a-tocoferol do grupo de cades com DAc apos
o inicio da terapéutica indica que, quando o stress oxidativo € controlado, parece resultar na
aproximacao dos valores de a-tocoferol a normalidade logo apés as 3 semanas do inicio da
toma de ciclosporina. Tal como anteriormente referido, a ciclosporina € um antialérgico
pouco especifico e com um grande numero de mecanismos de agao, atuando a nivel do
prurido e com muitos outros efeitos, como a sua agao sobre a expressao de genes, a
inibicdo da ativacdo de células imunitarias e a inibicdo de mediadores inflamatdrios.
Considera-se que este efeito muito abrangente, de alguma forma, tera contribuido para a
reducao do stress oxidativo, bem como das necessidades antioxidantes tissulares.

Também uma anomalia num mecanismo metabdlico da VE poderia justificar a diferenga de
valores entre caes saudaveis e com DAc, como uma anomalia na sintese de quilomicrons
que impediria a VE de ser secretada, uma alteragdo na a-TTP ou a presenga de um
sindrome de mal-absorgéo lipidica (Kayden & Traber, 1993). No entanto, nao foi encontrada

qualquer associagao entre estas anomalias e a DA na bibliografia consultada.
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e Teor de a-tocoferol e classificagao do prurido

No presente estudo foi, como ja dissemos, encontrada uma associagao entre a diminui¢cao
da classificagcao do prurido e o aumento plasmatico de a-tocoferol.

Observando-se que o prurido esta controlado, ndo existindo alteragcdes na dieta, a Unica
razao para o aumento dos niveis de a-tocoferol esta relacionada com o menor consumo no
local, o que transparece um maior controlo no stress oxidativo.

O processo inflamatorio caracteristico das fases da DAc, conduz a presenca de sintomas
como o prurido, que se manifesta através de cogar, esfregar, morder, lamber e/ou abanar da
cabecga, o que, por sua vez, origina lesbes cutdneas. A interrupgcdo da barreira cutanea
consequente permite uma maior entrada de alergénios, agentes pro-oxidantes, bem como
aumenta a suscetibilidade a entrada e ao desenvolvimento de infecdes bacterianas e
fungicas. Em resposta, o sistema imunitario perpetua a resposta inflamatdria, que é propicia
a maior producado de radicais livres, que consequentemente levam ao maior numero de
lesdes oxidativas (Valko et al., 2007; Briganti & Picardo, 2003), e sabe-se ainda que o stress
oxidativo promove a inflamagao tissular através da regulacdo de genes que codificam
citoquinas pro-inflamatdrias (Li & Ji, 2016). Esta resposta inflamatdria e oxidativa leva uma
vez mais ao aumento do prurido, o que permite que o ciclo recomece. Com o inicio da
terapéutica com ciclosporina, que se conhece como muito eficaz no tratamento da DAc e no
controlo das manifestagbes sintomatolégicas da doenga, houve uma diminuicdo da
classificacédo do prurido. A interrupcéo deste ciclo, permite restabelecer a barreira cuténea e
consequentemente controlar a entrada de agentes exdgenos. A ciclosporina regula também
a resposta mediada por células e diminui a produg¢ao de citoquinas pro-inflamatoérias (White
et al., 2018), o que controla o processo inflamatério e, em resposta, diminui o stress
oxidativo associado. A diminuicdo das necessidades antioxidantes a nivel dos tecidos,
permite que haja uma menor mobilizagdo da VE presente em circulagdo, observando-se

assim que o teor de a-tocoferol sérico aumente a medida que a CP diminui.

¢ Teor de a-tocoferol e CADESI-04

Apesar da expectavel relacdo entre o teor de a-tocoferol e o CADESI-04, ndo se verificou
que existissem diferencas significativas entre os valores de a-tocoferol obtidos nos
momentos em que o valor de CADESI-04 foi maximo e minimo. Sugere-se que a auséncia
de relacao possa estar relacionada com o facto do CADESI-04 avaliar também a presenca
de lesdes cronicas e, dado o periodo de renovacao cutdnea, o acompanhamento dos caes
em estudo nao foi feito durante o periodo necessario a reversao de todas as lesbes, apesar
da eficacia da terapéutica com ciclosporina ter sido evidente.

Alguns caes incluidos no presente estudo apresentavam um CADESI-04 na primeira

avaliagdo de grau ligeiro. Estes, apesar de ndo manifestarem um CADESI-04 representativo
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de gravidade de doenga correspondente a um nivel moderado ou grave, tratavam-se de
caes com elevada recorréncia de crises e/ou com uma classificacao de prurido elevada.
Para que todos os critérios de inclusédo fossem cumpridos (como o tempo de privagao
farmacoldgica estabelecida), caes que estivessem medicados ou precisassem de
medicacao de suporte adicional a prevista ndo foram incluidos no presente estudo.

Ainda assim, € possivel considerar que um animal que apresente uma redugdo das
manifestacdes clinicas do seu quadro lesional em 50% nas primeiras 4 semanas apos o
inicio da terapéutica é altamente responsivo a mesma, sendo possivel que a redugao
lesional a curto prazo (1 més de tratamento) possa prever a resposta a longo prazo (Steffan
et al., 2006). Neste estudo, os pontos de avaliagdo entre as 3 e as 6 semanas
demonstraram que na maioria dos cades houve a redugido de 50% ou mais na classificagao
do CADESI-04, pelo que poderia prever-se uma boa continuagédo da resposta a terapéutica.
A existéncia de eventos agravantes do quadro clinico pode entao justificar que o decurso da
doencga nao tenha seguido o esperado, sendo que seria também interessante verificar se a

classificacdo do CADESI-04 seria compativel com o teor de a-tocoferol a longo prazo.

* a-Tocoferol como método de monitorizagao para estudos em DAc

Atualmente, os métodos de monitorizacdo da DAc mais utilizados e internacionalmente
aceites e validados s&o a escala de prurido e o CADESI-04, pelo que foram os métodos
considerados como gold standard e com os quais foi comparado o teor de a-tocoferol.
Contudo, estes dois métodos sao subjetivos e ndo isentos de variagao interpessoal como ja
foi demonstrado. A utilizagdo de escalas de prurido ja evidenciou a presenca de
discrepancias face a utilizagdo de um método objetivo com monitores colocados no pulso de
pacientes com DAh (Rees, 2004). Na aplicagdo do CADESI-04 foi descrita uma elevada
fiabilidade da comparacéo de valores obtidos por diferentes operadores (Olivry et al., 2014).
No entanto, estes tém que ser altamente treinados de forma a conseguir-se obter esse grau
de uniformizagdo entre operadores, o que exige também dedicagdo e tempo, ndo sendo
muito viavel fora de um cenario mais académico. Neste ambito, a utilizacdo de um método
de monitorizagdo objetivo poderia ser uma mais valia, principalmente no que toca a
monitorizagdo da DA em estudos clinicos, sendo que o presente estudo sugere que a
avaliagdo do teor de a-tocoferol poderia ser um método a considerar, dado que o objetivo
terapéutico é obter conforto e qualidade de vida para o cédo afetado e o teor de a-tocoferol

acompanhou a melhoria da principal manifestagao clinica da doenga — o prurido.
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e Teor de a-tocoferol em cdes com dermatite atdpica ao longo da terapéutica com

ciclosporina

O valor médio do teor de a-tocoferol aumentou entre a avaliagao realizada antes do inicio da
toma da ciclosporina e 3 semanas apos a implementacédo da terapéutica, bem como
aumentou entre este ultimo momento e 6 semanas apds o inicio da toma de ciclosporina.
Apenas nao se assistiu a um aumento do valor médio do teor de a-tocoferol entre o
momento de avaliacdo T2 e T3, talvez por ja se ter obtido o potencial de aumento. Apesar
destas observagbes, ndo foram encontradas diferengas significativas entre as avaliagdes
dos varios intervalos. Desta forma, julga-se que o periodo de tempo do presente estudo,
possa nao ter sido suficiente para se verificarem alteragdes significativas a nivel das
necessidades antioxidantes dos tecidos.

Também se verificou que, sendo pacientes reais, existiram alguns casos de agravamento
devido a situagbes imprevistas (tal como a presenga de pulgas) ao longo do periodo de
acompanhamento. E ainda de salientar que, tratando-se de caes de consulta de referéncia,

podera existir uma maior dificuldade em estabilizar o seu quadro clinico.

e Terapéutica com vitamina E

Pensamos que a inclusdo de VE no plano terapéutico multimodal da DAc podera ser uma
medida a ponderar, ainda que deva ser objeto de maior investigacdo, uma vez que foi
encontrado um valor significativamente mais elevado do teor de a-tocoferol em caes
saudaveis quando comparado com caes com DAc, bem como foram encontradas evidéncias
neste estudo de que animais com DAc estao sujeitos a um maior nivel de stress oxidativo.
Ademais, sabe-se que a VE é uma substancia segura e pouco dispendiosa. Esta ideia vem
reforcada do facto de literatura recente demonstrar ainda uma redugao das manifestacbes
dos sinais clinicos da DAc com a administracéo de VE (Kapun et al., 2014).

A diminuic&o do teor plasmatico de a-tocoferol em cdes com DAc podera ser justificado pela
sua mobilizagdo cutdnea para redugdo da peroxidacao lipidica. O aumento do stress
oxidativo esta relacionado com a patogénese da doenga, sendo uma das causas
responsaveis pela lesao tissular, sendo que também foi ja confirmado que o stress oxidativo,
bem como os niveis de peroxidagao lipidica estdo aumentados em pacientes com a doencga.
Dado o elevado nivel de stress oxidativo e a necessidade de mobilizagdo de agentes
antioxidantes, julga-se que a suplementagdo com antioxidantes, como a VE, poderia ajudar

oferecendo mais ferramentas para o controlo do stress oxidativo.

e Selecao e caracterizacdo da amostra

Na selecdo da amostra ndo foram aplicados critérios de exclusdo com base em raga ou

género e, no que toca a idade, apenas foi estipulado o limite inferior de 1 ano, de forma a
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que a amostra fosse o mais representativa possivel da populacao atopica que se apresenta
habitualmente no cenario clinico real. Desta forma, a todos os caes que se apresentassem a
consulta em que fosse feito o diagndstico de DAc ou confirmado o mesmo e a quem fosse
aconselhada a toma de ciclosporina, com analise da evolucdo da doenca e manifestacdes
clinicas, foi proposta a inclusdo no presente estudo. Dado que foi feito um acompanhamento
dos caes em estudo ao longo do tempo, considerou-se adequada a selegao de 21 animais

tendo em conta também as limitagdes temporais.

¢ Analise estatistica

Ao analisar estatisticamente os dados, observou-se que existia uma grande variabilidade
entre os individuos, o que podera ter que ver com os diferentes graus iniciais da doenga, a
cronicidade da doencga, a idade do animal, com as diferencas na alimentacdo e com a
individualidade da resposta a terapéutica, no entanto, nos testes estatisticos utilizados, esta
variabilidade foi tida em consideragao, tendo-se optado por testes estatisticos adequados,
tal como o teste estatistico ANOVA para medidas repetidas, que é usado quando existem 3
ou mais medidas repetidas em analise nos mesmos individuos, tal como o que se verifica no
presente estudo. A aplicagcdo deste teste estatistico tem em consideragcéo a variabilidade

individual dos dados e assimila-a como uma variacao sistematica.

¢ Marcadores de stress oxidativo

Apesar de existirem varios marcadores de stress oxidativo, a sua escolha como parametro
de medicdo na bibliografia consultada n&do tem sido conclusiva. Ndo foram encontradas
diferencas significativas entre caes com DAc e animais saudaveis no que toca aos
marcadores TAC, GPX e SOD, ainda que tenha sido demonstrada uma correlagédo entre o
CADESI-03 e o marcador MDA (Kapun et al., 2012). Num outro estudo, com suplementagao
de VE, nao foram encontradas diferengas significativas nos marcadores SOD, GPX e MDA

entre o grupo placebo e o grupo a que foi administrada VE (Kapun et al., 2013).

* Monitorizagao da doencga — classificagao do prurido e CADESI-04

Apesar de ter sido demonstrado que as escalas numéricas influenciam os tutores para a
escolha de numeros inteiros ou divididos igualmente, resultando na perda de capacidade de
gerar informagéao continua, este fator apenas tem maior relevancia para a analise estatistica
de dados (Rybnicek et al., 2009). De forma a apoiar a utilizagao de escalas numéricas, foi
demonstrado que, quando o mesmo animal foi avaliado por duas pessoas diferentes, o grau
de concordéancia entre duas respostas foi maior com a utilizagdo de escalas numéricas e
com descritivos relacionados com a gravidade, ao invés de descritivos relacionados com

alteragbes comportamentais e escalas visuais analdgicas (Hill et al., 2007). Desta forma, foi
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usada uma escala numérica de 0 a 10 em conjunto com uma outra escala de avaliagdo —
CADESI-04, tal como recomendado (Torrance, Feeny & Furlong, 2001). A escala fez-se
acompanhar de descrigbes indicativas do nivel de gravidade, frequéncia e alteragdes
comportamentais. Como os valores indicados correspondem a percecao do tutor € ndo a um
dado objetivo (Hill et al., 2007; Rybnicek et al., 2009), foi solicitado que fosse 0 mesmo
membro da familia a realizar a avaliagdo (Plant, 2007). E também de assinalar que existe
sempre adversao a utilizagdo dos valores mais extremos da escala por parte do avaliador
(Torrance et al., 2001), sendo esta maior aquando da utilizacdo de escalas analdgicas (Hill
et al., 2007), ndo tendo sido esta a opgéao utilizada. Também ¢é de referir que o prurido € um
sintoma manifestado de forma intermitente, com gravidade também inconsistente e através
de comportamentos extremamente variaveis (Plant, 2007).

O CADESI-04 foi aplicado sempre pelo mesmo elemento do corpo clinico, sendo que a
Professora Doutora Ana Mafalda Lourengo € também a médica veterinaria mais experiente
do Hospital Escolar da FMV-UL na aplicagdao deste método de monitorizagdo. Assim,
procurou-se reduzir discrepancias relacionadas com variabilidade interindividual e auséncia

de experiéncia na aplicagdo do CADESI-04.

6. Limitagcbes do estudo e algumas consideragdes

A VE é obtida através da alimentagao. Desta forma, uma das limitagdes do presente estudo
tem que ver com a uniformizagao da alimentagao dos caes em analise. Dado tratarem-se de
pacientes reais, nao seria viavel que todos realizassem a mesma alimentagao, pelo que foi
solicitado aos tutores que nao fizessem qualquer alteragcdo na alimentagdo do animal no
curso do ensaio clinico, de forma a que a concentragdo sérica de VE obtida possa ser
comparada ao longo do tempo. Foi ainda solicitado que nao fosse realizada qualquer
suplementagdo, como com acidos gordos ou VE. Esta questdo podera levar a que exista
uma maior variabilidade de resultados obtidos entre estudos e entre animais, limitando a sua
comparagao direta e a obtengdo de um intervalo de referéncia para a concentragdo sérica
de VE em caes saudaveis ou com DAc. Apesar disto, os autores Esterbauer et al. (1992)
defendem que nao existem diferencas significativas na concentragao sérica de VE de caes a
consumir diferentes ragdes comercializadas, pelo que nao foram aplicados, neste estudo,
outros critérios condicionantes associados a esta questao.

O numero de caes a incluir no estudo foi também limitado aos cées presentes em consulta
da especialidade de dermatologia no Hospital da FMV-UL, diagnosticados com DAc e que
cumprissem a privacdo farmacolégica estabelecida. Outras premissas tinham de ser
cumpridas, tais como tratarem-se de animais saudaveis, com excegao da doenga referida e
demonstrarem disponibilidade para uma monitorizagao a cada trés semanas. Dado que a

populacado de caes com DAc é muito elevada, acreditando-se que represente 10 a 15% da
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populacao canina, o presente estudo trata-se de um estudo preliminar, ndo sendo possiveis
extrapolagdes para a populagédo canina em geral.

Idealmente, o grupo controlo a utilizar seria emparelhado no que toca a género, raga e idade
com os céaes pertencentes ao grupo com DAc e de numero equivalente. No entanto, de
forma a cumprir os restritos critérios estabelecidos para inclus&o o grupo controlo e também
cumprindo os prazos previstos, reduzindo os custos laboratoriais € por uma questéo
deontolégica, foram apenas incluidos seis cdes saudaveis. Noutros estudos com analise do
teor de a-tocoferol também detetamos a selegédo de grupos controlo com 10 ou menos caes
(Kasamatsu et al., 2009; Winter et al., 2009; Kirkegaard et al., 2010; Raila, Rohn, Schweigert
& Abraham, 2011; Finotello et al., 2014; Barks &Williams, 2018).

Uma vez que nao existem valores de referéncia para o teor de a-tocoferol, a utilizagdo de
um grupo controlo é essencial a analise criteriosa de dados. A consulta da bibliografia
permitiu verificar que os valores de a-tocoferol obtidos em cées saudaveis sao dispares,
sendo que a maioria se encontra entre o valor de 29,70 ymol/L (DV=5,80) e 128 umol/L
(DV=21,3) (Johnston, Knox, Gettinby & Griffiths, 2001; McLellan et al., 2002; Tran, Horvath,
Krammer, Héller & Zentek, 2007; Winter et al., 2009; Kasamatsu et al., 2009; Kirkegaard et
al., 2010; Raila et al., 2011; Galler et al., 2012; Kapun et al., 2013; Karayannopoulou et al.,
2013; Ferreira et al., 2014; Finotello et al., 2014; Reimann et al., 2017). E de referir que no
presente estudo, o grupo controlo apresentou valores superiores aos indicados. Esta
discrepancia de valores pode ser justificada pela metodologia utilizada.

Dado que foram incluidos no presente estudo pacientes reais, para que fosse possivel ter a
maior adesao possivel dos tutores e por uma questao de cumprimento dos prazos previstos
para a recolha de amostras, estabeleceu-se que o acompanhamento dos caes em estudo
seria feito até as 9 semanas apds o inicio da toma de ciclosporina. Tendo em consideracéo
que a ciclosporina se encontra em pleno funcionamento entre as 3 e as 6 semanas apos o
inicio da sua toma, considerou-se que até as 9 semanas seria possivel obter os resultados
de uma acao em pleno deste farmaco. Foram determinadas avaliacbes a cada trés
semanas, de forma a monitorizar a evolugao clinica da doenga, adaptagdo a terapéutica
com ciclosporina e determinagdo da concentragdo sérica de VE. Contudo, o
acompanhamento durante o periodo de 9 semanas e esta frequéncia de visita constituiram
uma dificuldade no cumprimento do estabelecido, dado que nem sempre foi possivel que os
tutores se apresentassem em consulta em datas compativeis com o plano agendado.
Também os efeitos secundarios experienciados por alguns dos cées no inicio da terapéutica
com ciclosporina, como vomito, nausea, perda de apetite e letargia se revelaram uma
dificuldade, pois testaram a adesao dos tutores a terapéutica.

E também de referir que, para a avaliacdo da classificagdo do prurido, é importante inquirir
sempre 0 mesmo tutor, de forma a obter um valor comparavel ao longo do tempo, o que se

pode revelar uma dificuldade, dado que nem sempre o0 mesmo tutor acompanha o animal a
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consulta. Apesar de estar estudado que existe alguma aversédo por parte dos tutores na
escolha dos valores 0 e 10 da escala de CP, neste estudo esta nao foi notada dado que os
tutores indicaram facilidade na escolha dos varios valores da escala pela compreensao da

descricao comportamental e de gravidade que a acompanhou.

7. Conclusdes e perspetivas futuras

O presente estudo permitiu concluir que existem diferengas significativas entre o teor de a-
tocoferol de caes saudaveis e 0 mesmo indicador em caes com DAc. Decorridas 3 semanas
apo6s o inicio da terapéutica com ciclosporina nao existe diferenga significativa entre o teor
de a-tocoferol de caes saudaveis e o mesmo indicador em caes com DAc. Estes resultados
indicam que este farmaco reduz os eventos que contribuem para o aumento do stress
oxidativo e, como tal, reduzem-se as necessidades antioxidantes no tecido, levando ao
aumento sérico do teor de a-tocoferol.

Também se encontrou uma associagao entre a diminuigdo da classificagdo do prurido e o
aumento do teor de a-tocoferol ao longo da terapéutica com ciclosporina, refletindo que um
maior controlo do prurido com recurso a terapéutica com ciclosporina contribui para a
interrupgdo do ciclo do prurido e permite restabelecer a barreira cutédnea, resultando no
controlo do processo inflamatdrio e na diminuigao do stress oxidativo associado.

Sugere-se que o teor de a-tocoferol possa ser um método de monitorizagdo objetiva da
evolucao da doenga, o que pode ser particularmente importante se aplicado em estudos de
monitorizacao clinica.

A elaboracido do presente estudo permitiu explorar, mesmo que a uma pequena escala, a
importancia do stress oxidativo na DA, sendo este um tema que tem suscitado cada vez
maior interesse na comunidade cientifica e ainda permitiu refletir sobre a potencial utilizacao
de VE para fins terapéuticos.

Estudos futuros poderédo permitir avaliar se estes achados sdo também verificados quando
aplicados a outros métodos terapéuticos, incluindo aqueles de resposta mais rapida como,
por exemplo, o oclacitinib ou o lokivetmab. Também no caso da utilizagdo de uma amostra
maior, poder-se-ia verificar se a monitorizagao e utilizagao terapéutica da VE deveriam ser
ajustadas relativamente a gravidade inicial de manifestagbes clinicas da doenga. Seria
interessante conduzir este mesmo estudo durante mais tempo, sendo que, nesse caso, seria
de esperar que fosse possivel relacionar o teor de a-tocoferol com o CADESI-04, dado que
seria dado mais tempo a recuperacao das lesdes representativas de inflamacgao crénica na

pele.
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ANEXO 1 — Tabela de classificagdo do CADESI-04

CADESI-04 (Olivry et al., 2014)

CADESI-04 (ICADA)

Eritema

Liquenificagédo

Escoriagoes
e/ou Alopécia

TOTAL

Regiao perilabial 1
(esquerda e direita)
Esq. 2
Pavilhdo Auricular
Dto. 3
Esq. 4
Axilas
Dta. 5
Extremidades Es 6
podais dianteiras 9
f d |
(faces dorsal e Dia. 7
palmar)
Extr.emldad.es Esq. 8
podais traseiras
(faces dorsal e
plantar) Dta. °
10
Flexor ulnar do Esqg.
carpo (dobras do
cotovelo) Dto. 1
Face palmar Esq. 12
metacarpica (desde a
almofada carpica a Dta. 13
metacarpica)
Flancos
Dto. 15
Regido inguinal Esq. 16
(virilhas) Dta. 17
Abdémen 18
Perineo (desde a vulva/escroto até ao 19
anus)
Face ventral da cauda (proximal) 20

Classificar cada regiéo e lesao com:
ausente - 0; ligeiro — 1; moderado — 2;
grave — 3.

CLASSIFICAGAO TOTAL

(20 x 3 x 3 = 180)

Dta. — Direita; Dto. — Direito; Esq. — Esquerdo/a.
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ANEXO 2 — Materiais e método para determinacio do teor de
a-tocoferol (16 amostras)

Materiais

* Hidroxido de potassio (Merck, Darmstadt, Alemanha);
» Agua miliQ;

e Etanol absoluto (Merck, Darmstadt, Alemanha);

» Acido ascoérbico (VWR, Alfragide, Portugal);

* Azoto (Linde, Lisboa, Portugal);

* N-hexano para HPLC (VWR Alfragide, Portugal);

*  BHT (Merck, Darmstadt, Alemanha);

* Sulfato de sédio anidro (Merck, Darmstadt, Alemanha);
¢ (Caneta de acetato;

e 32 Tubos de ensaio com tampa de 16 ml;

* 16 Vials ambar para HPLC;

* Agitador magnético (Thermolyne Nuova I, Sybron, Estados Unidos da América);
* Pinca;

e iman;

¢ Gobelé de 150 ml;

* Baldo de Erlenmeyer de 100 ml;

e Balanga (E42, Gibertini, Milao, Italia);

¢ Gobelé de 50 ml;

e Espatula;

* Vortex (VV3, VWR, Alfragide, Portugal);

* Banho-maria (1083, GFL, Burgwedel, Alemanha);

* Suporte para tubos;

e Suporte para vials;

* Centrifuga (Labofuge 400, Heraeus Instruments, Hanau, Alemanha);
* Pipetas de Pasteur;

* Micropipetas.

Método
Saponificagao

1. Identificar os tubos de ensaio e os vials com o niumero da amostra.
2. Preparar a solugao de saponificagdo (extemporénea).
a. Dissolver 11 g de hidréxido de potassio (Merck, Darmstadt, Alemanha) em 45
ml de agua miliQ, com recurso ao agitador (Thermolyne Nuova II, Sybron,
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Estados Unidos da América). De seguida, diluir a solugao, através da adi¢ao
de 55 ml de etanol absoluto (Merck, Darmstadt, Alemanha).

3. Adicionar 0,20 g de acido ascérbico (VWR, Alfragide, Portugal) a 16 tubos de ensaio
de 16 ml.

4. Adicionar 200 uL, 150 yL ou 100 yL de amostra (consoante disponibilidade) para os
tubos de ensaio onde foi colocado o acido ascorbico.

5. Adicionar a cada tubo 5,5 ml de solugao de saponificagao.

6. Agitar os tubos de imediato com recurso ao vortex (VV3, VWR, Alfragide, Portugal).

7. Substituir o ar dos tubos por azoto (Linde, Lisboa, Portugal) e tapa-los bem.

8. Agitar os tubos no vértex (VV3, VWR, Alfragide, Portugal).

9. Aquecer em banho-maria (1083, GFL, Burgwedel, Alemanha) 80°C, durante 15
minutos, a 200 rotagdes por minuto.

Extracéo

1. Arrefecer os tubos em agua fria durante 1 minuto.

10.

Aos tubos onde foram utilizados 200 yL de amostra, adicionar 0,6 ml de agua miliQ.
Aos tubos onde foram utilizados 150 uL de amostra, adicionar 0,45 ml de agua miliQ.
Aos tubos onde foram utilizados 100 puL de amostra, adicionar 0,3 ml de agua miliQ.
De seguida, aos tubos onde foram utilizados 200 yL de amostra, adicionar 1,2 ml de
n-hexano (VWR Alfragide, Portugal). Aos tubos onde foram utilizados 150 uL de
amostra, adicionar 0,9 ml de n-hexano (VWR Alfragide, Portugal). Aos tubos onde
foram utilizados 100 pL de amostra, adicionar 0,6 ml de n-hexano (VWR Alfragide,
Portugal).

Agitar vigorosamente no vortex (VV3, VWR, Alfragide, Portugal) durante dois
minutos.

Centrifugar (Labofuge 400, Heraeus Instruments, Hanau, Alemanha) a 2500 rotagbes
por minuto, durante 5 minutos.

. Adicionar aos outros 16 tubos 0,25 g de sulfato de sédio (Merck, Darmstadt,

Alemanha).

Aspirar as fases do n-hexano (superiores) para os tubos com sulfato de sdodio.

Agitar no vortex (VV3, VWR, Alfragide, Portugal) durante 10 segundos.

Centrifugar (Labofuge 400, Heraeus Instruments, Hanau, Alemanha) a 2500 rotagbes
por minuto, durante 2 minutos.

Colocar uma aliquota das fases do n-hexano (superiores) em frascos ambar de 1,5
ml com recurso a utilizagao de pipetas de Pasteur.
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