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RESUMO

AVALIAGAO DO USO DE LOKIVETMAB (CYTOPOINT®) NA DERMATITE ATOPICA CANINA

A dermatite atépica canina (DAc) € uma doenga extremamente prevalente, com uma fisiopatologia
complexa que pode levar a manifestacdes clinicas diversas e respostas diferentes as opgdes
terapéuticas disponiveis. O prurido € o sinal clinico mais comum desta doenca, promovendo uma
diminuicédo significativa na qualidade de vida tanto dos animais como das familias onde estdo
inseridos. A IL-31 € uma citocina com um papel importante na fisiopatologia da DAc, em particular
na indugéo do prurido. O lokivetmab € um anticorpo monoclonal caninizado contra a IL-31, cuja
utilizacao esta indicada para o tratamento das manifestagdes clinicas da DAc.

O presente estudo teve como objetivos a avaliagéo da eficacia do lokivetmab no tratamento da DAc
e da seguranga associada a sua utilizagéo. Os 18 animais incluidos na amostra foram sujeitos a
duas administracdes de lokivetmab, com um intervalo de quatro semanas. Realizaram-se
avaliagoes repetidas do grau de prurido (obtidas pelos cuidadores com recurso a uma escala visual)
e das lesdes cutaneas (classificadas por um médico veterinario com base no CADESI-4) dos
animais ao longo de dois meses. A seguranga do lokivetmab foi investigada por comparagéo dos
resultados das analises sanguineas realizadas no inicio e no fim do tratamento e pela analise dos
efeitos adversos. Considerou-se como melhoria clinicamente significativa, tanto no grau de prurido
como para o CADESI4, uma reducdo dos valores em pelo menos 50%. O tratamento com
lokivetmab levou a melhoria do grau de prurido em 76,47% dos caes da amostra. A sua agéo na
diminui¢do do grau de prurido pdde ser observada ao fim de 24 horas e manteve-se durante pelo
menos quatro semanas na maioria dos animais. A melhoria clinicamente significativa nos valores
de CADESI-4 verificou-se em 77,78% dos animais. Ao fim de duas semanas de tratamento, o efeito
do lokivetmab ja era evidente na redugéo dos valores do CADESI-4, que se mantiveram baixos até
ao final dos dois meses. Tanto para o grau de prurido como para o CADESI-4, apesar de nao se ter
verificado uma reducdo de pelo menos 50% nos valores destes parametros na totalidade da
amostra, observou-se a diminui¢ao dos valores em todos os caes a excegao de um em cada uma
das avaliagdes. Contudo, estes dois animais mantiveram-se controlados com valores baixos
durante os dois meses. Nao se verificaram alteragdes com significado clinico nas analises
sanguineas e registaram-se apenas trés casos de vomito, sendo que um foi acompanhado de
diarreia, que se resolveram sem necessidade de intervengao por parte do médico veterinario.

As reducgdes estatisticamente significativas que se observaram tanto no grau de prurido como no
valor do CADESI-4 ao longo de dois meses comprovam a eficacia do lokivetmab nesta doenga. Do
mesmo modo, a auséncia de efeitos secundarios com significado clinico da énfase a seguranga
desta opgdo terapéutica e promovem confiangca na sua utilizacdo. O lokivetmab apresenta-se,

assim, como uma excelente opgao terapéutica dada a sua elevada eficacia e segurancga.

Palavras-chave: dermatite atdpica canina; IL-31; lokivetmab; Cytopoint®; prurido; CADESI-4.



ABSTRACT

EVALUATION OF THE USE OF LOKIVETMAB (CYTOPOINT®) IN CANINE ATOPIC DERMATITIS

Canine atopic dermatitis (cAD) is an extremely prevalent disease, with a complex
pathogenesis that can lead to diverse clinical manifestations and different response to the
available therapeutic options. Pruritus is the most common clinical sign of this condition,
significantly diminishing the animals’ and their owners’ quality of life. IL-31 is a cytokine with
an important role in the pathogenesis of cAD, particularly in inducing pruritus. Lokivetmab is a
caninized monoclonal antibody against IL-31, with its usage recommended for the treatment
of the clinical manifestations of cAD.

This study aims to evaluate the efficacy of lokivetmab in the treatment of cAD and the safety
of its usage. The 18 animals enrolled were subjected to two injections of lokivetmab, within a
four-week interval. The level of pruritus was continuously assessed (by the animals’ owners
using a validated visual scale) and skin lesions (classified by veterinary clinicians using
CADESI-4) over a period of two months. The safety of lokivetmab was investigated comparing
the blood test results performed at the beginning and ending of the treatment and by evaluating
adverse effects.

A significant clinical improvement was defined as a 50% reduction of both pruritus and the
CADESI-4 values. The treatment with lokivetmab lead to the improvement of the level of
pruritus by 76.47% of the sample’s dogs. Its role in diminishing the pruritus could be observed
after 24 h and continued throughout at least four weeks in most animals. The significant clinical
improvement of the CADESI-4 levels was registered in 77.78% of the animals. After two weeks
of treatment, the effect of lokivetmab was already evident in the reduction of CADESI-4 values,
that were kept low until the end of the two-month period. Even though a reduction of at least
50% in the whole sample was not registered for both the pruritus level and the CADESI-4, a
reduction of values was observed in all but one dog in each evaluation. However, these two
animals maintained low levels throughout the two months. No significant clinical alterations
were noticed in the blood tests, and only three cases of vomiting were registered, one of them
followed by diarrhea, which resolved without clinical intervention.

The statistically significant reductions that were observed, of both the level of pruritus and the
value of the CADESI-4 throughout the two months, prove lokivetmab’s efficacy when treating
this condition. At the same time, the absence of side effects with significant clinical importance,
highlight the safety of this therapeutic option and promote trust in its use. Therefore, lokivetmab

presents itself as an excellent therapeutic option due to its high efficacy and safety.

Key-words: canine atopic dermatitis; IL-31; lokivetmab; Cytopoint®; pruritus; CADESI-4.
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CAPITULO | - RELATORIO DO ESTAGIO CURRICULAR

O estagio curricular do Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria foi realizado no Hospital
Escolar Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de Lisboa (HEV-
FMV-ULisboa) de 4 de Setembro de 2017 a 4 de Margo de 2018, correspondendo a um total
aproximado de 1060 horas. A distribuicdo deste tempo pelos varios servigcos do hospital,
através de um sistema rotativo, encontra-se representada no grafico 1. As atividades
desenvolvidas no decorrer do estagio foram orientadas e acompanhadas pela equipa do

hospital, constituida por médicos, enfermeiros e auxiliares.
Grafico 1 - Distribuigdo das horas de estagio pelos varios servigos do HEV-FMV-ULisboa.

INTERNAMENTO
uIDI

MEDICINA GERAL
ECOGRAFIA
DERMATOLOGIA
ONCOLOGIA
OFTALMOLOGIA
CIRURGIA
RADIOLOGIA
MEDICINA INTERNA

0 50 100 150 200 250 300 350
Numero de horas
Legenda: Unidade de Isolamento de Doengas Infeciosas, UIDI.

No servico de Medicina Interna foi possivel acompanhar e discutir casos clinicos complexos,
por norma referenciados, incentivando o desenvolvimento de raciocinio clinico e
posteriormente a elaboracdo de relatérios médicos. Neste servico houve também a
possibilidade de assistir a procedimentos como rinoscopias e endoscopias.

O servigo de Imagiologia foi dividido nas rotagdes de Radiologia e Ecografia. No servigo de
Radiologia foi possivel observar e auxiliar na realizagdo de radiografias e tomografias
computorizadas, permitindo consolidar e aprofundar os conhecimentos relativos a estas
técnicas e a respetiva interpretagcdo das imagens obtidas por estes exames, participando
ainda na elaboracéo dos relatérios. Outras atividades incluidas neste servigo foram a rececéo
e preparacao dos animais para a realizagdo destes exames, bem como a monitorizagao
anestésica quando necessario. Na rotagéo pelo servigo de Ecografia houve oportunidade para
aprender a técnica de realizagdo de um exame ultrassonografico e a interpretagdo das
imagens obtidas. Foi possivel, ainda, acompanhar procedimentos como cistocenteses,
citologias aspirativas eco-guiadas e discutir casos clinicos.

A rotagado no servigo de Cirurgia iniciava-se, diariamente, pela recegao e preparagao pré-
cirurgica dos animais, que incluia a colocacdo de cateter endovenoso, preparagdo e
administracdo de medicagao pré-anestésica, inducdo e monitorizagao anestésica, intubacao
endotraqueal e tricotomia, lavagem e desinfe¢ao da regido a intervencionar. Neste servico foi

possivel assistir e participar (como circulante, anestesista ou ajudante de cirurgido) em

1



diversas intervengdes cirurgicas como por exemplo cirurgia de tecidos moles, ortopedia,
dentisteria, entre outros. A monitorizagdo pos-cirurgica e a elaboracdo de notas de alta
também foram praticadas neste servigo.

As atividades desenvolvidas no servigo de Oftalmologia incluiram a recolha de uma anamnese
detalhada e a realizagao de exame fisico e oftalmoldgico. Esta rotagdo permitiu assistir e
participar em consultas de referéncia e seguimento, e em procedimentos como
eletrorretinografias, cirurgias e ecografias oculares.

O servigo de Oncologia, tal como outros servigos ja referidos, incluiu a recegao e preparagao
dos animais. O calculo, a preparagao e a administracdo de quimioterapicos, permitiram a
aprendizagem sobre cuidados necessarios a sua manipulagdo. Houve ainda espaco para a
discussao de protocolos quimioterapicos e para acompanhar consultas de doentes
oncologicos.

No servico de Dermatologia foram adquiridos conhecimentos relativos a recolha de uma
anamnese detalhada e direcionada para os problemas dermatolégicos, bem como a um
exame fisico mais especifico. Foram, também, postas em pratica técnicas de colheita e
diagnéstico como tricogramas e citologias cutdneas e auriculares. Foi possivel, ainda,
participar noutros procedimentos como bidpsias cutdneas, videotoscopias e provas
alergologicas cuténeas. Tal como noutros servicos, também houve discussdo de casos
clinicos e elaboragao de relatérios médicos. Foi neste servigco que foram acompanhados os
animais que integram a amostra do estudo da presente dissertagao.

A rotagéao pelo servigo de Medicina Geral permitiu assistir a varias consultas, tanto de primeira
opinido como de seguimento, em diversas areas da clinica de animais de companhia e de
espécies exoéticas. Neste servigo houve oportunidade de iniciar consultas, permitindo a
aquisicao de competéncias relativas a colheita da anamnese e ao exame fisico geral. Foram
ainda postos em pratica diversos procedimentos como colheita de sangue, vacinagoes,
administragdo de farmacos, entre outros. A semelhanca de outros servigos foram, também
neste, discutidos casos clinicos.

No Internamento foram realizados turnos diurnos (84 horas) e turnos noturnos (120 horas) em
que as principais atividades desenvolvidas foram a monitorizagdo dos animais, a preparacéo
e administracdo de fluidoterapia e medicacao, a colocacido de cateteres endovenosos, as
algaliagdes, a realizacdo de pensos, as colheitas de sangue, entre outros. Para além dos
procedimentos enumerados foi ainda possivel auxiliar em casos de emergéncia através de
suporte basico e avancado de vida. Na Unidade de Isolamento de Doengas Infeciosas (UIDI)
foram desempenhadas atividades semelhantes, no entanto, com as medidas de protecao
adequadas.

Durante todo o periodo de estagio foi possivel desenvolver um raciocinio clinico através da
discussao de casos clinicos, bem como a aquisicdo de competéncias relativas a comunicacgao

pelo contacto diario com a equipa do hospital e com os cuidadores dos animais.



CAPITULO Il - REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Introducao a dermatite atépica

A dermatite atdpica canina (DAc) € uma doenga extremamente prevalente, estimando-se que
cerca de 15% dos céaes sejam afetados. Este valor pode mesmo ser muito mais elevado em
determinadas racas, por vezes até muito populares como os Bouledogues Franceses, os
Retriever do Labrador ou os Shar-Pei (Jaeger et al., 2010; Miller, Griffin, Campbell, & Marsella,
2013; Wilhem, Kovalik, & Favrot, 2011). De facto, a DAc esta entre as duas primeiras causas
de prurido no céo, sendo que alguns estudos Ihe conferem o primeiro lugar, enquanto outros,
a colocam em segundo lugar, logo apds a dermatite alérgica a picada da pulga, e apenas em
paises onde este parasita é relevante. No entanto, devido as variaveis de cada estudo e aos
casos de DAc moderados ou com manifestagdes menos comuns que ndo sao diagnosticados,
¢ dificil chegar a um valor real de prevaléncia (Hillier & Grif, 2001). O aumento da incidéncia
da dermatite atdpica humana (DAh) ao longo dos anos foi influenciada pela mudanga nos
habitos da populagao. Tal como no Homem, pensa-se que a incidéncia da DAc pode aumentar
através da contribuicdo de alteracbes no estilo de vida, como por exemplo o aumento do
tempo que os animais passam dentro de casa e consequentemente uma maior exposi¢ao a
alergénios como por exemplo acaros do p6 doméstico (Hillier & Grif, 2001; Miller et al., 2013).
O forte paralelismo que existe entre a dermatite atdopica (DA) no cdo e no Homem torna
possivel, tendo em conta as semelhangas entre as duas formas da doenga, utilizar a DAc
como modelo para o estudo da DA humana, sendo que ja foram até utilizados caes no
passado para o estudo desta ultima (Marsella & Olivry, 2003). Por outro lado, também é
possivel auxiliar e melhorar o conhecimento e o0 maneio relativo a DAc através dos avancos
alcangados na Medicina Humana (Lourengo et al., 2016). Tal como no Homem, esta
demonstrado que esta doenga pode acarretar uma significativa perda da qualidade de vida,
tanto para os animais que dela padecem como para a familia onde estéo inseridos. Isto deve-
se essencialmente ao facto do prurido ser a principal manifestagao desta doenga, por vezes
levando a que os animais tenham inclusive dificuldade em dormir (Favrot, Linek, Mueller, &
Zini, 2010). De facto, o prurido é tdo incomodo e fatigante que até na literatura é considerado
como uma das sensagdes mais angustiantes, sendo até utilizado por Dante, na sua obra “A
Divina Comédia”, como uma punigéo aos falsarios no Inferno (Pomar, 2006).

A etiologia da DAc é complexa e multifatorial, uma vez que a sua manifestagéo é determinada
pela combinagao “certa” de fatores genéticos e ambientais que vao afetar a resposta
imunologica face a agentes inécuos e a fungao da barreira cutdnea (Marsella, Sousa,
Gonzales, & Fadok, 2012). A importancia da doenga em Medicina Veterinaria levou a criagao
de um grupo internacional de peritos, International Task Force on Canine Atopic Dermatitis
(ITFCAD), atualmente designado por International Committee on Allergic Diseases of Animals

(ICADA), que visa o seu melhor maneio e compreenséo. O ITFCAD definiu a DAc como uma



doenga cutanea inflamatéria e pruriginosa, com predisposigao genética, cujas caracteristicas
clinicas estdo associadas a imunoglobulinas E (IgE) direcionadas contra alergénios
ambientais (Halliwell, 2006). Atualmente, é reconhecida uma doenca semelhante a DAc, a
dermatite de tipo atépico, cujos sinais clinicos sdo semelhantes, no entanto, ndo é possivel
identificar uma resposta aos alergénios por parte de anticorpos IgE. Em Medicina Humana
esta doenca é designada por dermatite atdpica intrinseca e pensa-se que a auséncia de IgE
especificas para os alergénios possa representar os estadios iniciais da DA em que ainda néo
ocorreu sensibilizacdo. Noutros casos, pensa-se que a DA possa ocorrer por outras vias,
independentes das IgE, ou que se possa tratar de uma reatividade a um grupo de alergénios
minor e, por isso, muitas vezes nao testados (Halliwell, 2006; Marsella et al., 2012; Olivry et
al., 2010).

A complexidade da etiologia e da fisiopatologia da DAc, ainda nao totalmente compreendida,
reflete-se também em manifestagdes clinicas diversas que podem variar de doente para
doente e em respostas também individuais face aos diferentes tratamentos disponiveis
(DeBoer, 2014b). Nao existe ainda maneira de prever a resposta de cada individuo sendo
uma questao de tentativa e erro.

Esta &, entdo, uma doenga cujo maneio beneficia de varias ferramentas terapéuticas
disponiveis, de forma a personalizar o tratamento dos pacientes e otimizar a sua resposta ao
mesmo (DeBoer, 2014a). Com esse intuito, o ICADA publicou, recentemente, orientagbes
(guidelines), Treatment of canine atopic dermatitis: 2015 updated guidelines from the
International Committee on Allergic Diseases of Animals (ICADA) que serao abordadas no

ponto 7 do presente trabalho.

2. Fisiopatologia da DAc

A DAc é uma doenga multifatorial cuja fisiopatologia ainda n&o é totalmente compreendida;
contudo sabe-se que ha alteragdes no sistema imunitario, com consequente inflamagao da
pele, defeitos genéticos e da barreira cutanea (Gedon & Mueller, 2018).

Ja foram descritas varias sobre e sob expressdes de genes envolvidos na fungéo da barreira
cuténea e da inflamagao da pele. Num estudo recente, foram até demonstradas a sobre
expressao de 361 genes com um papel importante na inflamagéo, na cicatrizagédo e na
resposta imunitaria, e a sob expressao de 226 genes envolvidos na diferenciagao celular e na
funcdo da barreira cutanea (Schamber, Schwab-Richards, Bauersachs, & Mueller, 2014).

A importancia do papel da barreira cutanea na DAc foi recentemente reconhecida e, embora
estejam descritas alteragBes na barreira cutdnea nesta doencga, ndo é certo se estas séo
primarias ou secundarias a inflamagao. De facto, pensa-se até que um defeito primario na
barreira cutédnea pode contribuir para uma estimulagdo exagerada do sistema imunitario que,
por sua vez, vai agravar a disfungao da barreira cutanea (Marsella et al., 2012; Santoro et al.,
2015).



A apreciagao da integridade e fungao da barreira cutanea pode ser feita através da medigéo
da perda transepidérmica de agua, que nos caes com DA pode ser elevada, conferindo maior
permeabilidade a pele (Marsella et al., 2012; Santoro et al., 2015).

Para além da perda de agua referida, foram também identificadas outras alteragdes
respeitantes a constituintes fundamentais da barreira cutanea, as ceramidas e a filagrina. As
ceramidas sao moléculas lipidicas que participam na composi¢do da camada bilipidica da
membrana celular e que, para além da sua funcao estrutural, estdo também envolvidas na
sinalizagdo celular. Nos seres humanos com DA esta registada uma deficiéncia nestas
moléculas que é considerada tanto um defeito primario como uma consequéncia do processo
inflamatdrio. Tal como nos seres humanos, os cdes com DA tém niveis de ceramidas
inferiores quando comparados com outros animais da mesma espécie que nao sofrem desta
doencga (Marsella, Olivry & Carlotti, 2011; Santoro et al., 2015). Esta redugéo nos niveis de
ceramidas pode estar implicada no aumento da perda transepidérmica de agua (Shimada,
Yoon, Yoshihara, Iwasaki, & Nishifuji, 2009). Além das ceramidas, ha outros lipidos que
entram na constituicdo da pele que podem sofrer alteragbes e modificar a ultraestrutura das
suas camadas superiores. Nos caes com DA podem ser observados maiores espagos
intercelulares, com lamelas lipidicas mais finas e desorganizadas quando comparado com o
estrato corneo de animais saudaveis (Marsella, Samuelson & Doerr, 2010).

A filagrina € uma proteina produzida pelos queratindcitos cujos produtos de degradagéo,
durante a maturacao celular, sdo essenciais para a hidratacdo da camada externa da pele.
As mutagdes nesta proteina representam um dos maiores fatores de risco para o
desenvolvimento de DA no Homem. No entanto, a influéncia da filagrina e das suas mutagdes
na DAc ainda n&o esta comprovada (Marsella et al., 2012; Santoro et al., 2015).

Os defeitos na barreira cutanea podem facilitar a penetragéo de alergénios e, desta forma,
aumentar a exposi¢cao das células do sistema imunitario presentes na pele a estes agentes
(Gedon & Mueller, 2018). De facto, a via de apresentagao dos alergénios, com maior influéncia
na DAc, é através da pele. Ao entrarem em contacto com esta, os alergénios sao captados
pelas células de Langerhans nela presentes, onde sdo posteriormente processados e
expressos a sua superficie. Estas células migram até ao linfonodo regional onde véao
apresentar os antigénios aos linfocitos T helper (Th) do tipo 0, desencadeando a diferenciagéo
e ativagao de linfécitos Th2. Estes linfocitos Th2 ativados, migram até a pele e produzem
citocinas como a interleucina (IL)- 4 e a IL-13 que, por sua vez, promovem a diferenciagéo
dos linfocitos B em plasmacitos que iniciam a produgao de IgE alergénio-especificas. As IgE
produzidas entram em circulagéo e difundem-se por varios tecidos onde se ligam a células
que expressem, a sua superficie, recetores para estas imunoglobulinas, como por exemplo
os mastécitos (Marsella et al., 2012).

Para além das células ja referidas, sdo também recrutados para os locais de lesdo neutrofilos,

eosindfilos e células dendriticas. Quando o animal € exposto aos alergénios, os mastdcitos e



os eosinofilos sofrem desgranulagéao e libertam mediadores pro-inflamatérios com capacidade
para causar lesbes tanto na derme como na epiderme. Aquando da reexposicdo, 0s
alergénios ligam-se as IgE especificas presentes a superficie das células de Langerhans,
levando-as a migrar para a derme para apresentar estes alergénios novamente a linfocitos
Th, perpetuando a resposta Th2. Estes linfocitos, além das citocinas mencionadas, podem
libertar também IL-31 que ativa os neurdnios sensitivos e induz prurido. As lesdes provocadas
pelo animal quando se coga, juntamente com toxinas de microrganismos promovem a
ativagdo dos queratindcitos e de outras células do sistema imunitario com libertacdo de
citocinas pro-inflamatérias que vao estimular uma resposta por parte de linfécitos Th1. Os
linfécitos Th1 produzem citocinas como IL-2 e interferao (IFN) y que contribuem para a
resposta inflamatdria. Deste modo, agravado pela falha na supressédo dos mecanismos pro-
inflamatérios, cria-se um ciclo que perpetua o processo inflamatério e as lesbes cutaneas
(Marsella et al., 2012; Olivry et al., 2010). Os linfocitos T reguladores (Treg) tém um papel
fundamental na resposta imunoldgica saudavel e equilibrada aos alergénios. Estes linfécitos
tém a capacidade de alterar e controlar o desenvolvimento das doencgas alérgicas por diversas
vias como por exemplo pela supresséo dos linfocitos Th1 e Th2 e de outras células como
mastécitos ou eosindfilos (Palomares et al., 2010). Os resultados apresentados por diversos
estudos relativos aos linfécitos Treg na DAc sé&o controversos, no entanto ja foi relatado um
valor superior destes linfocitos em circulagdo em caes com DA. Quanto as citocinas
reguladoras, parece haver uma diminui¢gao do fator de transformagao do crescimento (TGF)-
B em caes com DAc, contudo, os resultados relativos a IL-10 sao inconsistentes. Estudos
adicionais poderdo ajudar a desenvolver a hipotese que atribui um papel chave a estes
linfécitos no desenvolvimento da DAc (Rostaher, Fischer, Urwyler & Favrot, 2018).

E importante referir, ainda, as infecdes secundarias, frequentemente associadas a esta
doenga e que agravam os sinais clinicos. A sobre expressao de citocinas dos linfocitos Th2,
como a IL-4, e a deficiéncia em péptidos antimicrobianos facilitam a aderéncia de
Staphylococcus spp e a sua colonizagao da pele. Por sua vez, esta colonizagao estimula a
resposta inflamatéria e contribui para os defeitos da barreira cutanea, uma vez que estas
bactérias produzem ceramidases e proteases (Marsella et al., 2012). Para além das infegbes
bacterianas, também é comum na DAc o sobrecrescimento de Malassezia spp tanto na pele
como nos ouvidos (Santoro et al., 2015).

A DA resulta da combinagcdo de multiplos mediadores que contribuem para o processo
inflamatério e nao pode ser explicada apenas por um anticorpo, uma citocina ou um mediador.
A DAc pode ser considerada uma sindrome clinica em vez de uma simples doencga, dada a
sua variagao individual e os multiplos mecanismos de desenvolvimento (Marsella et al., 2012;
Santoro et al., 2015). No ponto 5.1.1 da presente dissertagéo encontra-se uma descrigdo mais

detalhada de alguns dos mediadores envolvidos na DAc.



3. Manifestagoes clinicas da DAc

As manifestagbes clinicas da DA bem como a sua especificidade para a obtengcao de um
diagnéstico tém sido alvo de muitos estudos desde as primeiras descri¢gdes desta doenga, ha
cerca de 70 anos. Os primeiros casos de atopia descritos no cao sao invulgares, com alusao
a sinais respiratorios em primazia face aos dermatoldgicos, diferindo bastante da maioria dos
casos relatados atualmente (Griffin & DeBoer, 2001). Possivelmente tal deve-se, mesmo que
inconscientemente, a uma aproximagao a doenca no Homem. De facto, o primeiro caso de
DAc foi registado ndo por um médico veterinario, mas por Wittich, um imunoalergologista
(Wittich, 1941). S6 no final dos anos 60 e inicio dos anos 70 é que as manifestagdes
dermatoldgicas foram estabelecidas como sinal clinico de doenga atopica em caes (Griffin &
DeBoer, 2001).

Atualmente o prurido é considerado o sinal clinico mais comum da DAc, precedendo
normalmente outros sinais, podendo mesmo haver um prurido sine matéria, ou seja, na
auséncia de lesdes visiveis. O prurido manifesta-se sobretudo na regido distal dos membros,
na face, nos pavilhdes auriculares e na regido ventral e pode variar, na sua intensidade, entre
ligeiro a extremamente grave, levando este ultimo a que o animal ndo consiga parar de se
cogar independentemente da situagéo. (Bizikova et al., 2015; Rybnicek, Lau-Gillard, Harvey
& Hill, 2009).

Para além do prurido, podem estar presentes outros sinais clinicos, como lesdes primarias ou
secundarias da pele. Os caes podem apresentar eritema, maculas e/ou papulas como lesdes
primarias e alopécia autoinduzida, escoriagdes, hiperpigmentacao e liquenificagdo como
lesdes secundarias. Apesar de menos comuns, outras manifestagdes clinicas como urticaria,
hot spots (dermatite humida piotraumatica), hiperhidrose, fistulas interdigitais e seborreia
oleosa podem estar presentes na DAc (Bizikova et al., 2015; Favrot, Steffan, Seewald, &
Picco, 2010; Griffin & DeBoer, 2001).

A DAc também se pode manifestar através de sinais ndo dermatoldgicos como rinite ou
conjuntivite, sendo este ultimo o mais frequente e com uma prevaléncia de cerca de 60% em
caes com DA (Bizikova et al., 2015). A expresséo da conjuntivite alérgica pode variar desde
ligeira a extremamente grave, o que pode prejudicar a visdo e a qualidade de vida destes
animais. O facto de os caes alérgicos apresentarem prurido facial e também muitas vezes
auricular, faz com que o prurido ocular passe frequentemente despercebido aos cuidadores,
ou seja, de dificil identificagdo e/ou quantificagdo. De forma concreta, em alguns pacientes
quando eles esfregam, por exemplo, a face por prurido é dificil perceber a que zona ou zonas
devemos atribuir o desconforto (Lourengo-Martins et al., 2011). Também esta ja provada a
dificuldade que médicos veterinarios ndo especialistas em oftalmologia tém em realizar o
diagndstico de conjuntivite alérgica principalmente nos casos mais discretos (Lourenco-
Martins, 2010).

Na figura 1 sdo apresentadas algumas lesdes manifestadas nesta doenca.
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Figura 1 - Lesbes caracteristicas da DAc: A — Eritema; B — Eritema e Alopécia autoinduzida;
C — Hiperpigmentacgao e Liquenificagao; D — Conjuntivite. (Fotografias originais obtidas com

autorizacao dos cuidadores).

Sabemos hoje que diferentes ragas podem apresentar quadros clinicos distintos e
caracteristicos. Para além da variagdo na distribuicdo das lesdes, também a frequéncia de

certas manifestagbes é variavel entre ragas (tabela 1) (Wilhem et al., 2011).



Tabela 1 - Comparacgéao das lesdes/sinais clinicos e da sua distribuicdo de acordo com a raga,

com base no estudo de Wilhem et al. (2011).

Distribuicdo das les6es/ - L
Racga . Lesdes/ Sinais Clinicos
sinais clinicos

A Axilas, palpebras, regides
Bouledogue Francés -

flexoras
Boxer - Otite e urticaria
o Baixa percentagem de prurido
Dalmata Perilabial .
sem lesbes
Extremidades distais dos Lesbes de dermatite
Golden Retriever ) _ .
membros anteriores piotraumatica

Baixa percentagem de prurido
Cotovelos, membros
sem lesdes e alta percentagem
Pastor Aleméo posteriores, torax e _
_ de seborreia oleosa e lesdes
generalizado o _
de dermatite piotraumatica

, » o Fistula interdigital, pele seca e
Retriever do Regides flexoras, perilabial, B .
] lesdes de dermatite
Labrador palpebras _ .
piotraumatica

] . Baixa percentagem de prurido
Toérax, membros posteriores,

Shar-pei N sem lesdes e alta percentagem
regides flexoras, dorsolombar

de otites
Dorsolombar, extremidades Seborreia oleosa, infegcbes
West Highland White  distais dos membros, regides secundarias por leveduras e
Terrier flexoras, perilabial, face, 6rgaos baixa percentagem de
genitais e generalizado conjuntivites

Em 2017, Casimiro, no ambito da sua dissertagcdo de mestrado, estudou e caracterizou o
fenotipo do Cao de Agua Portugués para esta doenca. Segundo este estudo, esta raga
apresenta lesdes maioritariamente nas extremidades distais dos membros, anteriores
(96,15%) e posteriores (80,77%), no pavilhdo auricular (92,31%), na regiao periocular
(69,23%) e no abdomen e flancos (61,54%), enquanto as areas menos afetadas sao a
margem das orelhas (0%) e a perilabial (7,69%). Na figura 2 estdo representadas estas
distribuicdes, bem como as respetivas frequéncias. Para além da distribuicdo das lesdes, a
frequéncia dos sinais clinicos também é caracteristica nesta raga, sendo os mais frequentes
a pele seca (69,23%), as otites (92,31%) e as conjuntivites (57,69%). As infe¢des bacterianas
(80,77%) e as fungicas (57,69%) concomitantes também sao frequentes nesta raga (Casimiro,
2017).



Figura 2 - Representacgéo do padréo lesional de um exemplar de Cdo de Agua Portugués com
DAc. As cores correspondem a percentagem de animais afetados na area em causa, na
amostra estudada por Casimiro em 2017. (Desenho original de Mariana Machado realizado

para a dissertagdo de Casimiro (2017). Reproduzido com autorizagéo dos autores.)
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A DAc normalmente comega a manifestar-se antes dos trés anos, sendo que algumas ragas
podem desenvolver sinais clinicos mais cedo do que outras, como é o caso dos Bouledogues
Franceses e dos Shar-pei (Bizikova et al., 2015; Wilhem et al., 2011). De facto, muito
recentemente foi realizado um estudo que coloca a hipétese de alguns sinais clinicos em
cachorros muito jovens poderem prever o desenvolvimento desta doenga (Pennamen, Briand,
& Cochet-Faivre, 2018). Neste estudo foram avaliados cachorros entre os dois e os quatro
meses de idade e novamente seis meses apods a primeira avaliacdo. Na primeira observagao
dos animais foi avaliada a presenga de sinais como eritema, alteragdo de cor do pelo,
queratose folicular, descamacgao no tronco, hiperqueratose das almofadas plantares e otites.
Quando nenhum destes sinais era registado, o diagnéstico era considerado negativo; quando
estava presente um destes sinais, o diagnéstico era considerado duvidoso e considerou-se
positivo quando estava presente mais do que um destes sinais. Todos os animais que na
primeira avaliagéo foram considerados positivos ou duvidosos foram diagnosticados com DAc
na reavaliagéo (Pennamen et al., 2018). Apesar de se tratar de um estudo piloto, este trabalho
indica a possibilidade de uma detecao precoce da doenga, o que pode vir a ser util para a
melhor compreensdo e maneio da mesma.
A DAc néo apresenta predisposi¢ao de género, contudo, em certas ragas como o Boxer ou o
Golden Retriever, ja foi identificada uma tendéncia para as fémeas e para os machos,
respetivamente (Bizikova et al., 2015; Wilhem et al., 2011).
A apresentacgao clinica desta doenca pode ser complicada pelo desenvolvimento de infegbes
secundarias por leveduras ou bactérias. Estudos recentes mostraram que cerca de 33% dos
caes tém infecbes concomitantes por leveduras, enquanto cerca 66% tém infecOes
bacterianas secundarias (Bizikova et al., 2015; Favrot, Steffan, et al., 2010; Wilhem et al.,
2011).
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4. Diagnostico da DAc

A diversidade na apresentagdo clinica da DAc bem como a auséncia de sinais
patognomonicos para esta doenga tornam o diagnéstico complexo (Favrot, Steffan, et al.,
2010). Com o intuito de ajudar os clinicos na obtengao de um diagnéstico de DAc, o ICADA
desenvolveu, com base em diversos estudos e encontros internacionais, um guia pratico que
assenta em trés abordagens complementares (Hensel, Santoro, Favrot, Hill & Griffin, 2015).
Em primeiro lugar, devem ser excluidas outras doengas dermatolégicas com apresentacdes
clinicas semelhantes, como dermatite alérgica a picada da pulga ou a presenga de outros
ectoparasitas (por exemplo sarna sarcoptica, demodicose ou pediculose), dermatite por
Malassezia spp ou piodermite, reagdes cutaneas adversas ao alimento (RCAA), dermatite de
contacto. Em alguns casos o linfoma cutaneo pode ter uma apresentagéo clinica também
similar a DA e podera ter de ser excluido. Em segundo lugar, deve ser feita uma interpretagéo
cuidada e detalhada de toda a historia e sinais clinicos, sendo recomendada a utilizagdo dos
critérios de Favrot, listados na tabela 2, nesta fase. Por ultimo, apds ter sido estabelecido o
diagndstico clinico de DAc, deve fazer-se a identificagao dos alergénios responsaveis, através
da realizagao de testes alergolégicos (principalmente nos casos em que se pretenda recorrer
a imunoterapia alergénio-especifica), por testes intradérmicos, para avaliagéo da reatividade
da pele, ou serologicos, para detegao de IgE especificas (Favrot, Steffan, et al., 2010; Hensel
et al., 2015).

Tabela 2 — Critérios sugeridos por Favrot e colaboradores (2010) para auxilio no diagnéstico
da DAc.

Critérios de Favrot
(5 critérios: 85,4% de sensibilidade; 79,1% de especificidade. 6 critérios: 58,2% de
sensibilidade; 88,5% de especificidade)

= Inicio dos sinais clinicos antes dos 3 anos

= Caes de interior
= Prurido responde favoravelmente aos glucocorticéides
= Infegbes cronicas ou recorrentes por leveduras
= Extremidades dos membros anteriores afetados
= Pavilhdes auriculares afetados
= Margens dos pavilhdes auriculares ndo afetadas

= Regiéo dorsolombar ndo afetada

5. Introducao e classificagao do prurido

O prurido é o sinal clinico mais comum exibido pelos caes que se apresentam a consulta por

problemas dermatoldgicos e foi definido em 1660, pelo médico alemao Samuel Hafenreffer,
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como a “sensagao desagradavel que provoca o desejo de cogar” (Hill et al., 2006; lkoma,
Steinhoff, Stander, Yosipovitch & Schmelz, 2006; Leader, Carr & Chen, 2015; Metz,
Grundmann & Stander, 2011). O prurido pode ser agudo ou crénico, sendo este ultimo definido
por uma duragao igual ou superior a seis semanas (Stander et al., 2007). Na sua forma aguda
o prurido € uma sensagao fisiologica que, tal como a dor, apresenta um papel protetor. Na
presenca de estimulos mecanicos, quimicos, térmicos ou elétricos, o animal pode sentir dor,
afastando-se da origem do estimulo, ou prurido, cogando e/ou mordendo para remover
substancias ou parasitas que possam estar presentes na superficie da pele. Por outro lado, o
prurido cronico € uma condigao patolégica que afeta significativamente a qualidade de vida
dos animais, bem como dos seres humanos (Metz et al., 2011; Sousa, 2015).

A classificagao do prurido cronico ainda nao foi estabelecida em cées, contudo, alguns autores
(Olivry & Baumer, 2015) sugerem a utilizagdo da classificagéo proposta pelo International
Forum for the Study of Itch (IFSI) para Medicina Humana. Esta classificagao divide o prurido
cronico com base na sua etiologia em seis categorias, dermatolégico, sistémico, neuroldgico,
psicogénico/psicossomatico, misto e outros (Olivry & Baumer, 2015; Stander et al., 2007). Na
primeira categoria, prurido dermatologico (ou pruritogénico), encontram-se a maioria dos
casos de prurido em caes e surgem de doengas da pele como ectoparasitas, alergias (por
exemplo DA ou dermatite alérgica a picada da pulga), infe¢gdes ou neoplasias (De Lucia, 2018;
Olivry & Baumer, 2015). O prurido sistémico ainda nao foi demonstrado em cées, no entanto
€ comum nos seres humanos e pode ter diversas origens como neoplasia (por exemplo
linfoma ou carcinoma prostatico), doenga renal ou hepatica (colestase), hipovitaminoses,
tiroidite e diabetes mellitus (Olivry & Baumer, 2015; Sommer et al., 2007). Na terceira
categoria estdo os animais cujo prurido tem origem em alteragdes do sistema nervoso central
ou periférico. Caes da raga Cavalier King Charles Spaniel com siringomielia grave sdo um
bom exemplo de prurido neuroldgico. Estes animais podem cogar-se de forma intensa e
podem apresentar “phantom scratching”, tendéncia a cogar a regido do pesco¢o e ombro sem
que haja contacto com a pele. O prurido psicogénico tem origem no cérebro sem que haja
qualquer problema a nivel dermatoldgico e tem sido colocada a hipotese de que certos
comportamentos como o perseguir da cauda ou a dermatite acral por lambedura possam
representar esta categoria. No entanto, ndo é possivel ter a certeza se € o prurido que esta
na origem destes comportamentos repetitivos. Por fim, na quinta e na sexta categorias estao,
respetivamente, cdes que apresentam mais do que uma doencga, por exemplo DA e infecao
bacteriana secundaria, e cdes com prurido de causa desconhecida (De Lucia, 2018; Olivry &
Baumer, 2015).

5.1.Fisiopatologia do prurido

Nos ultimos anos tem surgido um grande interesse na comunidade meédico veterinaria pelo

estudo dos diferentes aspetos do prurido como as causas, a fisiopatologia e o tratamento.
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Este interesse nasceu do facto de se tratar de um sinal clinico extremamente prevalente e do
impacto que representa na vida dos caes e dos seus cuidadores. Apesar das importantes
descobertas realizadas nos ultimos tempos, ainda ha pouca informacéao sobre esta sensacéo
em Medicina Veterinaria quando comparada com Medicina Humana. Atualmente a maioria
dos estudos realizados com o intuito de conhecer os mecanismos na base do prurido, ou para
desenvolver terapéuticas mais especificas e direcionadas sdo feitos em caes atdpicos,
havendo ainda pouca informacgao para outras doencas. Assim, a DA muitas vezes serve como
modelo para a fisiopatologia do prurido e para a elaboragdo de novas terapias (De Lucia,
2018).

O percurso do sinal pruriginoso inicia-se com uma variedade de mediadores endégenos ou
exdgenos, como por exemplo alergénios, que interagem com recetores presentes nas
terminagdes nervosas e células residentes ou transitérias (queratindcitos, mastdcitos,
linfécitos e eosinofilos) na superficie da pele. Estas interagdes levam a libertacédo de
mediadores, por parte das células referidas, que estimulam as fibras nervosas cutaneas e
ativam o percurso periférico do prurido (De Lucia, 2018; Dhand & Aminoff, 2014; Kido-
Nakahara, Furue, Ulzii & Nakahara, 2017; Sousa, 2015). Apds a indugdao na pele, fibras
nervosas aferentes especializadas sdo responsaveis pela transmissdo do impulso até ao
sistema nervoso central. O prurido, tal como a dor, é recebido por terminagdes nervosas de
fibras ndo mielinizadas presentes na jungdo dermo-epidérmica (Metz et al., 2011; Sousa,
2015). A transmissdo do sinal do prurido é feita por fibras A3, finamente mielinizadas e
sensiveis a estimulos mecanicos, e por fibras C ndo mielinizadas que se dividem em dois
grupos, as fibras insensiveis a estimulos mecanicos e ativadas pela histamina (expressam
recetores H1 e H4) e as fibras sensiveis a estimulos mecanicos e a temperaturas elevadas.
Estas ultimas ndo sao ativadas pela histamina, mas sédo sensiveis as espiculas de feijao-da-
flérida (mucuna pruriens), uma planta tropical utilizada para o estudo das vias independentes
da histamina, e representam a maioria das fibras C, sendo as principais responsaveis pela
transmisséo do impulso pruriginoso (Papoiu, Tey, Coghill, Wang & Yosipovitch, 2011; Pereira
& Stander, 2017; Sousa, 2015). Estas fibras nervosas prolongam-se até aos ganglios das
raizes dorsais, onde se localizam os seus corpos celulares, e dai até ao corno dorsal da
medula espinal onde estabelecem sinapses com neurdnios secundarios. O sinal pruriginoso
€ entao dirigido para o trato espinotalamico contralateral e ascende até ao talamo. Por fim, o
impulso nervoso chega ao cortex cerebral sensorial, através de neuronios terciarios e €
processado originando a sensagao de prurido (Potenzieri & Undem, 2012; Sousa, 2015). O

percurso do prurido esta representado na figura 3.
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Figura 3 - Representacdo esquematica da interagdo entre o sistema imunitario e o sistema
nervoso na transmissao do prurido. (Imagem adaptada e reproduzida com autorizagéo da
Zoetis).
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A fisiopatologia do prurido (dermatoldgico) esta relacionada com a dor, ambos partilham vias
sensitivas ascendentes, como o trato espinotaldmico. Atualmente existem duas teorias
relativamente a transmissdo do prurido e da dor desde a pele até ao cérebro, a teoria da
seletividade e a teoria labelled line. A primeira defende que certos neurdnios sao relativamente
seletivos para a dor e para o prurido, sendo que a maioria responde apenas ao estimulo
doloroso, mas alguns respondem a ambos os estimulos. Contudo, se um estimulo ativar
ambas as vias, a da dor sobrepde-se a do prurido devido a grande quantidade de fibras C que
transportam o sinal doloroso. A supressado do prurido pela dor ligeira causada pelo ato de
cogar apoia esta teoria. A segunda teoria defende que existem fibras nervosas especificas
responsaveis pela transmissdo do impulso pruriginoso, no entanto ndo ha evidéncias
suficientes que comprovem a existéncia de neurdnios periféricos que respondam apenas aos
estimulos do prurido (De Lucia, 2018; Sousa, 2015).

A dor provocada quando um animal se coga diminui temporariamente o prurido, levando o
animal a cogar novamente (Metz et al., 2011). Este comportamento repetido lesiona a pele,
perpetuando e aumentando o processo inflamatério, que por sua vez induz mais prurido,
estabelecendo-se deste modo um ciclo vicioso (De Lucia, 2018; Metz et al., 2011).

A presenca de um estimulo pruriginoso permanente e a constante estimulacdo dos

neurorecetores por mediadores podem diminuir o limiar de estimulacdo dos neurorecetores
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do prurido e aumentam, desta forma, a percecdo do mesmo. Este processo é conhecido por
sensibilizagao periférica (Metz et al., 2011). Os mediadores inflamatérios que ativam as fibras
nervosas responsaveis pela transmissao do prurido podem, a longo prazo, induzir alteragdes
na pele. As células da pele como os mastocitos e os queratinécitos libertam fator de
crescimento neuronal que, em conjunto com a substéncia P, contribuem para o aumento do
numero de fibras sensitivas intra-epidérmicas, perpetuando e intensificando a sensacao de
prurido (De Lucia, 2018; lkoma et al., 2006; Metz et al., 2011). A IL-31 também esta envolvida
no aumento do comprimento e do numero das terminagdes nervosas sensiveis ao prurido (De
Lucia, 2018; Feld et al., 2016). Para além da sensibilizagao periférica, pode ocorrer também
sensibilizagcdo a nivel central. A sensibilizagdo central pode apresentar duas formas,
Allokinesis ou Hyperkinesis: na primeira, um estimulo ndo pruriginoso, como por exemplo um
toque, despoleta prurido; na segunda ha um aumento na sensagcédo do prurido apds um
estimulo normalmente pruriginoso (De Lucia, 2018; Metz et al., 2011; Yosipovitch & Papoiu,
2008).

5.1.1.Mediadores do prurido

A sensacéo do prurido pode ser induzida por varios mediadores endégenos como a histamina,
substancia P, interleucinas e proteases. Estes sédo detetados por recetores ou canais idnicos
especificos presentes nas células. O conhecimento destes mediadores pruritogénicos, dos
respetivos recetores e da sua acao é fundamental para o desenvolvimento de tratamentos
mais especificos e direcionados (De Lucia, 2018).

A histamina esta presente nos granulos dos mastdcitos, sendo libertada para os tecidos
envolventes apds a sua desgranulacdo e pode ser reconhecida por quatro recetores, H1R,
H2R, H3R, H4R. O H1R esta presente no musculo liso, células endoteliais e células do
sistema imunitario. O H2R participa na produgéo de acido gastrico. O H3R encontra-se
principalmente no sistema nervoso central e em neurdnios periféricos. Por sua vez o H4R é
expresso por células hematopoiéticas, fibroblastos, células enddcrinas e neurénios (Sousa,
2015; Zampeli & Tiligada, 2009). A histamina tem sido o padrao para o modelo in vivo do
prurido, contudo existem outros mediadores com um papel critico nas doengas pruriginosas
da pele. Para além disso, os anti-histamininicos apresentam um efeito muito limitado ou
nenhum na redugéo de prurido em humanos, caes e gatos (De Lucia, 2018). Apesar de varios
estudos indicarem a importancia da histamina no desenvolvimento de lesbes e prurido em
caes com DA, bem como a sua presenga em concentragdes mais elevadas na pele destes
animais, outros vieram refutar o seu papel na fisiopatologia do prurido (Nimmo Wilkie, Yager,
Eyre & Parker, 1990; Sousa, 2015). Um exemplo é o estudo de Carr e seus colaboradores,
gue nao conseguiu demostrar uma relagao significativa entre o prurido e a histamina, apos a

injecao intradérmica da mesma (Carr, Torres, Koch & Reiter, 2009).
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A indugédo do prurido pela substancia P, um neuropéptido, ja foi demonstrada nos seres
humanos e ratos, contudo o seu papel na fisiopatologia do prurido em cées ainda é incerto.
Apbs ser libertada das terminagdes nervosas sensoriais, a substancia P liga-se ao recetor da
neuroquinina-1 nos queratindcitos, células endoteliais e mastocitos o que pode levar a
libertagdo de histamina e a atrair células pro-inflamatérias com consequente libertacao de
citocinas pruritogénicas (Sousa, 2015).

As interleucinas fazem parte de um grupo de pequenas moléculas proteicas, as citocinas, que
sao secretadas pelas células e influenciam o comportamento, as interacées e a comunicacéo
entre estas (Sousa, 2015). Em 2004 Dillon e colaboradores identificaram a interleucina-31 e
a sua agao no desenvolvimento de prurido, alopécia e lesdes na pele em ratos (Dillon et al.,
2004). Desde entao, a IL-31 ja foi utilizada para induzir prurido experimentalmente em caes
(Gonzales et al., 2013). Esta interleucina é secretada principalmente por linfocitos Th2, apds
a sua ativacdo, e por linfécitos T de memodria, mas também por mastdcitos, mondcitos,
macrofagos e células dendriticas. A IL-31 liga-se a um recetor heterodimérico, constituido por
dois recetores, o e B, da IL-31 e da oncostatina M respetivamente, e exerce o seu efeito
pruritogénico através da ativagao de varias vias de sinalizacdo como Janus cinase-transdutor
de sinal e ativador de transcrigdo (JAK-STAT) e proteino-cinase ativada por mitogénio
(MAPK). Este recetor esta presente na pele nas fibras C sensitivas e nos queratinécitos e nos
ganglios das raizes dorsais. A IL-31 contribui para a patogénese da DA e os seus niveis
séricos podem estar elevados em caes com esta doenga (De Lucia, 2018; Dillon et al., 2004;
Gonzales et al., 2013; Sousa, 2015). Esta interleucina pertence a familia da IL-6, uma familia
de citocinas com papéis importantes na inflamagao, na imunidade, na hematopoiese, no
desenvolvimento e metabolismo (Jones & Jenkins, 2018). Enquanto a IL-6 € extremamente
importante no desenvolvimento da inflamacéao, o papel da IL-31 no processo inflamatério tem
vindo a ser questionado. De facto, num estudo em 2018 foi demonstrada a agéo da IL-31 no
prurido e a auséncia de efeito da mesma na inflamagdo da pele em casos de
hipersensibilidade de contacto (Jones & Jenkins, 2018; Takamori et al., 2018).

Para além dos mediadores, certos recetores também podem originar prurido, como o recetor
ativado por proteases 2 (PAR2). Este recetor estd presente nas terminagdes nervosas
aferentes, nos fibroblastos, em células endoteliais e nos queratinécitos e pode ser ativado por
proteases enddgenas ou exogenas, como por exemplo triptase ou proteases dos acaros,
respetivamente. A sua expressao esta aumentada nas terminagcdes nervosas da pele de
pacientes humanos com DA, o que pode indicar a sua relevancia na fisiopatologia desta
doenga (De Lucia, 2018; Olivry et al., 2013; Steinhoff et al., 2003).

A familia dos recetores de potencial transitério (TRP) também desempenha uma fungéo
importante na transmissdo do sinal pruriginoso. Estes recetores sdo canais ionicos, que
podem ser uma pega essencial nas vias da transmissao do prurido (De Lucia, 2018). Os

canais TRP estao presentes nas células da pele e para além da sua fungcido na transmissao
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do prurido, também tém um papel na regulagdo da fungdo da barreira cutanea, na
diferenciacdo dos queratinécitos, na inflamacgéo, no crescimento do pelo e na cicatrizagéo
(Kaneko & Szallasi, 2014; Moran, McAlexander, Biré & Szallasi, 2011). O TRPV1, 0 TRPA1 e
o TRPV3 séo trés destes canais associados a doengas da pele (Kaneko & Szallasi, 2014). O
primeiro, com expressao nos nervos sensitivos, ja foi associado a fisiopatologia da DA em
seres humanos, e a sua inibicdo farmacolégica ou eliminagdo genética diminuiu o
comportamento associado ao prurido, induzido por histamina, em ratos (Imamachi et al., 2009;
Kaneko & Szallasi, 2014; Shim et al., 2007). O TRPA1 também se expressa nos nervos
sensitivos, muitas vezes em conjunto com o TRP1, no entanto, as vias pelas quais induzem
o prurido sdo diferentes (Fernandes et al., 2013; Kaneko & Szallasi, 2014). O TRPV3,
expresso em abundancia nos queratinécitos, esta associado ao prurido, ao crescimento do
pelo e a queratinizagdo e a utilizacdo de antagonistas deste canal pode diminuir o prurido
(Kaneko & Szallasi, 2014).

5.2.Limiar de prurido

O limiar de prurido, em conjunto com o limiar de carga alergénica, tem sido utilizado na
tentativa de explicar o desenvolvimento dos sinais clinicos da DA, no entanto, este conceito é
apenas teodrico néo tendo sido ainda validado nem testado (Marsella & Sousa, 2001).

De acordo com a teoria do limiar de prurido, todos os individuos sao capazes de tolerar um
certo nivel de estimulo pruriginoso, que varia de individuo para individuo (figura 4), sem que
este conduza ao aparecimento de sinais clinicos. Para além disso, o grau de prurido final que
um animal experimenta resulta do somatorio de varios estimulos pruriginosos, sendo que, se
este ultrapassar o limiar de prurido individual, o animal vai, muito provavelmente, apresentar

sinais clinicos (Marsella & Sousa, 2001).

Figura 4 - Representagao esquematica do limiar de prurido de trés individuos (A, B e C) face

a trés estimulos (pulgas, infecdo bacteriana e hipersensibilidade). (Figura original).

Pulgas

Limiar de prurido do Individuo A

Infegéo bacteriana . . .
Limiar de prurido do Individuo B

_— Limiar de prurido do Individuo C

Legenda: Ao eliminar as pulgas o individuo A vai deixar de manifestar sinais de prurido; para que o
individuo B deixe de manifestar prurido € necessario eliminar a infegdo bacteriana bem como as pulgas;
no caso do individuo C, para além da eliminagdo da infegao e das pulgas é necessario controlar a DA para
que possam deixar de haver sinais de prurido.

Assim, todos os fatores facilmente controlaveis, como por exemplo os parasitas externos, que

contribuem para aumentar o estimulo pruriginoso e consequentemente atingir o limiar de
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prurido, devem ser eliminados, de forma a permitir ao animal uma maior tolerancia para outros
fatores cujo controlo é mais dificil, como alguns alergénios. As infe¢gdes secundarias também
podem ter uma grande influéncia no nivel final de prurido de um animal. Os microorganismos
capazes de provocar infecao secundaria na pele, como as bactérias ou Malassezia spp, para
além de contribuirem para o processo inflamatério da pele, também podem agir como
alergénios e induzir a produgao de IgE (Marsella & Sousa, 2001).

Tendo em conta o conceito de limiar de prurido é clara a importancia do mesmo para o maneio
da DAc. Através do controlo dos varios estimulos pruriginosos que podem afetar um animal
reduz-se a probabilidade deste atingir o seu limiar, facilitando assim o maneio desta doenga
(Marsella & Sousa, 2001).

6. Impacto da DAc na qualidade de vida dos caes e dos cuidadores

A DA é uma doenga crénica com um impacto negativo na qualidade de vida tanto dos
humanos como dos cées por ela afetados (Favrot, Linek, Mueller & Zini, 2010).

A qualidade de vida relacionada com a saude é normalmente avaliada em termos de quéo
negativamente é afetada por uma doenga (Noli, 2019).

Em Medicina Humana sabe-se que uma doencga, para além de afetar a qualidade de vida do
doente, também pode afetar a sua familia. O mesmo acontece em Medicina Veterinaria, em
gue se observa que a qualidade de vida dos cuidadores pode ser afetada negativamente pela
doenga dos seus animais. De facto, os cuidadores de animais com problemas dermatolégicos
podem sentir-se exaustos fisica e mentalmente, pelas implicacbes que a doenca do seu
animal pode ter na sua vida. Os custos associados a doenca e as alteragdes na vida social e
familiar sdo fatores com grande peso na qualidade de vida dos cuidadores (Noli, Minafo, &
Galzerano, 2011).

Em 2010 Linek e Favrot realizaram um estudo em que confirmaram que a qualidade de vida
dos céaes é extremamente afetada pela DAc, bem como a dos seus cuidadores, e que a destes
ultimos esta relacionada com a gravidade da doenca e a propria relacéo de proximidade entre
o cuidador e o seu animal. Neste estudo, tal como ja foi demonstrado acontecer com pais de
criangas atopicas, foi registada uma grande perturbagéo do sono diretamente relacionada
com a gravidade do prurido. Para além disso, muitos cuidadores sofrem com o custo e com a
implementacao do tratamento, pois normalmente exige a administragdo de comprimidos ou
banhos frequentes que podem requerer muito tempo, podendo até levar a alteragdes na vida
social e familiar dos cuidadores (Linek & Favrot, 2010). Relativamente aos caes, o prurido foi,
de facto, o fator referido pelos cuidadores com maior influéncia na qualidade de vida. A
intensidade do prurido bem como a gravidade da apresentacdo clinica mostraram ter um
impacto mais significativo na qualidade de vida do que a duragédo da doenga. Este estudo
demonstrou, ainda, que as atividades normais do cdo, como dormir, passear ou brincar,

podem estar afetadas, contudo na alimentagéo nao houve grande influéncia. A irritabilidade
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dos cuidadores nestas situagées também pode influenciar, indiretamente, a qualidade de vida
dos animais (Linek & Favrot, 2010).

Noli e os seus colaboradores (2011) realizaram um estudo, com o intuito de desenvolver um
questionario para avaliar a qualidade de vida, semelhante ao de Favrot e seus colaboradores
(2010) em que verificaram, também, uma grande relagao entre a gravidade do prurido e a
qualidade de vida. Este estudo diferiu do de Favrot, uma vez que o propdsito era avaliar o
impacto na qualidade de vida de cdes com outras doencas dermatologicas para além da DAc.
Neste estudo, em contraste com o anterior, as alteracbes no comportamento, nas atividades
diarias (por exemplo brincar) e o fardo da administragcdo de tratamentos sobrepuseram-se a
perturbacdo do sono; no entanto, os resultados sdo concordantes relativamente a escassa
influéncia negativa na alimentagao. Estas diferengas podem estar relacionadas com a
singularidade dos questionarios desenvolvidos e utilizados pelos dois grupos, bem como pela
diferenca no estilo de vida das populagdes dos dois estudos (Noli et al., 2011). No que se
refere aos cuidadores este estudo mostrou que a DAc tem um impacto negativo relevante,
com resultados semelhantes a estudos anteriores (Noli et al., 2011).

Recentemente, foi desenvolvido um novo questionario por Wright e os seus colaboradores,
utilizado para avaliar a relacdo entre o prurido e a qualidade de vida antes e apés a
administracao de oclacitinib (Wright, Cooper & Pavlock, 2018). Posteriormente, noutro estudo,
0 mesmo questionario foi utilizado para avaliar a mesma relagdo, mas com o uso de
lokivetmab (Nguyen et al., 2018). Enquanto no estudo do oclacitinib houve uma boa relagdo
entre a evolugao do prurido e a qualidade de vida, no estudo do lokivetmab ndo se observou
um aumento na qualidade de vida com a diminuigao do prurido. No entanto, as circunstancias
em que se apresentavam os caes nos dois estudos eram muito diferentes. No primeiro os
caes incluidos apresentavam um quadro agudo de prurido sem tratamento prévio, enquanto
os cées incluidos no estudo do lokivetmab apresentavam um quadro cronico cuja resposta a
terapéuticas anteriores tinha sido negativa (Nguyen et al., 2018; Noli, 2018; Wright et al.,
2018).

A avaliacdo da qualidade de vida é muito importante e pode representar uma ferramenta
bastante util, em conjunto com a avaliagdo clinica, para a escolha do plano terapéutico mais

adequado a cada situagao (Noli et al., 2011).

7. Tratamento da DAc

No maneio da DA, sendo esta uma doenga quase sempre incuravel, o objetivo passa
essencialmente por uma melhoria da qualidade de vida, manifestada por uma reducéo do
prurido e um maior intervalo entre crises, assim como um menor grau de complica¢des
secundarias, tais como as infe¢des (Saridomichelakis & Olivry, 2016).

Tendo em conta a complexidade da fisiopatologia da DAc, bem como a variagao individual na

manifestacdo da mesma € compreensivel que o tratamento deva ser flexivel e personalizado
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de individuo para individuo dentro das intervengdes terapéuticas existentes. O plano
terapéutico deve ser também multimodal e, além de adequado ao quadro clinico do animal,
deve ter também em conta a disponibilidade econdémica e até temporal dos cuidadores
(DeBoer, 2014a). A abordagem terapéutica tem quatro grandes objetivos, identificar e evitar
o contacto com os fatores desencadeadores de crises, reduzir o prurido e as lesdes cutaneas,
melhorar a higiene e o estado da pele e do pelo e prevenir a recorréncia dos sinais clinicos
(Olivry et al., 2015, 2010).

Tal como ja foi referido anteriormente, o ICADA, atualizou em 2015 as guidelines para o
tratamento da DAc de 2010. Estas guidelines, Treatment of canine atopic dermatitis: 2015
updated guidelines from the International Committee on Allergic Diseases of Animals (ICADA),
incluem um plano detalhado para o tratamento de crises agudas e da doenga crénica e
encontram-se disponiveis, de livre acesso, e traduzidas para diversas linguas incluindo
portugués (Olivry et al., 2015, 2010).

Atualmente, s&o varias as intervengdes disponiveis para o maneio da DAc, contudo, nem
todas séao eficazes em diferentes individuos (Olivry et al., 2015). O estudo e desenvolvimento
de novas ferramentas terapéuticas é fundamental para aumentar o nimero de intervengoes
disponiveis e deste modo proporcionar a cada individuo o plano terapéutico mais adequado.
O oclacitinib e o lokivetmab s&o os dois instrumentos terapéuticos mais recentes que possuem
a vantagem de ter uma agéo mais especifica relativamente a outros farmacos disponiveis ha
mais tempo. Deste modo, por apresentarem menos efeitos secundarios, tornam-se opgdes

mais seguras (Cosgrove, Wren, Cleaver, Martin, et al., 2013; Michels, Ramsey, et al., 2016).

7.1.0clacitinib

O oclacitinib € um inibidor seletivo da enzima Janus quinase (JAK) que impede a sinalizagao
das citocinas pro-inflamatodrias e pruritogénicas apds a ligagédo destas ultimas aos seus
recetores e foi aprovado tanto nos Estados Unidos da América como na Unido Europeia para
o controlo ou tratamento da DAc e do prurido associado a dermatite alérgica em cées com
pelo menos um ano de idade (Gonzales et al., 2014; Saridomichelakis & Olivry, 2016).

As quatro enzimas pertencentes a familia das JAK [JAK1, JAK2, JAKS e tirosina quinase 2
(TYK2)] encontram-se no citoplasma das células e ligam-se seletivamente aos recetores das
citocinas, presentes na superficie celular, tendo um papel essencial na atividade destas
(Gonzales et al., 2014). Estas enzimas sao extremamente importantes em varios processos
fisiolégicos como a inflamagéo, a hematopoiese e para o correto funcionamento da imunidade
(Damsky & King, 2017; DeBoer, 2014a). Diversas citocinas como as interleucinas, os
interferdes e outras moléculas, transmitem um sinal desde a membrana celular ao nucleo da
célula por se ligarem aos seus recetores e consequentemente pela ativagao da via JAK-STAT.

Quando esta ligagdo ocorre, as enzimas JAK associadas aos recetores sao ativadas e

20



provocam a fosforilagdo das proteinas STAT que sofrem dimerizacdo e se deslocam até ao
nucleo onde vao regular diretamente a transcricdo de genes (Damsky & King, 2017).

O oclacitinib, num estudo de Gonzales e colaboradores, mostrou ser um inibidor seletivo das
enzimas JAK, em particular da JAK1, uma vez que a sua ac¢ao na inibicdo das citocinas cujos
recetores utilizam pares JAK2/JAK2 foi inferior quando comparada com a inibicdo das
citocinas cujos recetores usam pares com uma JAK1, por exemplo JAK1/JAK3 (Gonzales et
al., 2014). Tendo em consideragao que muitas das citocinas envolvidas na fisiopatologia da
DAc, como por exemplo a IL-4, IL-13 e IL-31, recorrem a recetores que utilizam a JAK1 como
via de sinalizacao intracelular, a seletividade do oclacitinib para esta enzima aparenta ser
muito vantajosa. O oclacitinib promove entdo uma grande inibigdo na agao das citocinas
envolvidas na inflamagado e no prurido sem que haja um efeito relevante na atividade das
JAK2, as enzimas recrutadas por muitas citocinas implicadas na hematopoiese (DeBoer,
2014a; Gonzales et al., 2014).

O oclacitinib tem uma agéo rapida e eficaz no alivio do prurido, que pode ser evidente logo
nas primeiras 24 horas, e do processo inflamatério da pele (Cosgrove, Wren, Cleaver, Martin,
et al., 2013; Cosgrove, Wren, Cleaver, Walsh, et al., 2013). O oclacitinib pode, inclusive,
reduzir consideravelmente o prurido nas primeiras quatro horas, como foi relatado por
Gadeyne e seus colaboradores num estudo em 2014 (Gadeyne et al., 2014). A brevidade da
acao deste farmaco na diminuicdo do prurido, bem como o alivio e o conforto proporcionados
a longo prazo, levam a um aumento consideravel na qualidade de vida dos doentes e dos
seus cuidadores (Cosgrove et al., 2015; Cosgrove, Wren, Cleaver, Martin, et al., 2013).
Apesar de estarem registados alguns efeitos adversos, o oclacitinib € muito seguro. As
alteragdes gastrointestinais (anorexia, vomito e diarreia) sdo os efeitos adversos mais comuns
(Cosgrove, Wren, Cleaver, Martin, et al., 2013; Cosgrove, Wren, Cleaver, Walsh, et al., 2013).
Uma vez que o oclacitinib tem a capacidade de modular o sistema imunitario, pode aumentar
a suscetibilidade as infe¢des e infestagbes além de poder potencialmente agravar processos
neoplasicos. Assim, todos os animais aos quais é administrado oclacitinib, devem ser
monitorizados regularmente para controlar as situagées acima referidas (Cosgrove et al.,
2015). Pela mesma razédo, a utilizagdo deste farmaco é contraindicada em animais
imunodeprimidos ou com neoplasias (Agéncia Europeia do Medicamento (EMA), 2018a).
Para uma agao rapida e eficaz no controlo do prurido e das lesdes inflamatérias associadas
a DAc é recomendada a administrac&o de oclacitinib duas vezes ao dia nos primeiros 14 dias,
apoés os quais a administracdo deve passar a uma vez por dia apenas, para um tratamento
de manutencdo (Cosgrove, Wren, Cleaver, Walsh, et al., 2013). Tal como ¢é indicado no
resumo das caracteristicas do medicamento (RCM), a dose recomendada ¢é de 0,4 a 0,6
mg/kg (EMA, 2018a).
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O oclacitinib € um farmaco com uma agéao dirigida que representa uma opgéao terapéutica
extremamente importante para o controlo das crises agudas e para o maneio cronico da DAc,

bem como para outras doengas pruriginosas e alérgicas da pele (DeBoer, 2014a).

7.2.Lokivetmab

Em Medicina Humana a terapéutica biolégica ja € utilizada ha cerca de trinta anos e esta
agora a comecar a ser utilizada em Medicina Veterinaria. A terapéutica biolégica simula a
resposta imunolégica normal do organismo contra agentes estranhos ou no combate de
doengas (Sousa, 2017b). Os anticorpos monoclonais (mAbs) estédo incluidos neste tipo de
terapéutica e quando sdo administrados a um individuo tém uma acdo semelhante aos
anticorpos produzidos por um plasmaocito, com capacidade para se ligarem a um unico epitopo
do antigénio alvo (Sousa, 2017b).

Estes mAbs terapéuticos s&o produzidos através da inoculagdo do antigénio de interesse em
ratos. Assim que os linfocitos B dos ratos estejam a produzir anticorpos, estes sao recolhidos
e fundidos individualmente com células B cancerigenas (de mieloma), de modo a dar origem
a hibridomas, células com tempo de vida ilimitado. Da divisdo destes hibridomas surgem
células idénticas (clones) com capacidade para produzir grandes quantidades de mAbs. Por
fim, e para que os anticorpos de rato ndo provoquem uma resposta imunoldgica na espécie
alvo sendo consequentemente inativados, s&o utilizadas técnicas de ADN recombinante para
substituir o maximo de porgdes possiveis dos anticorpos de rato por porgcdes da espécie alvo
(por exemplo, para o caso do cao os anticorpos passam a designar-se caninizados), (figura
5) (Sousa, 2017b, 2017a).

Figura 5 - Representagdo esquematica do processo de caninizagdo de um anticorpo.

(Imagem adaptada e reproduzida com autorizacéo da Zoetis).

Anticorpo de rato Combinagao entre anticorpo Anticorpo caninizado (90%
de rato e anticorpo de céo anticorpo de c&o)

O lokivetmab é um anticorpo monoclonal caninizado, obtido por tecnologia recombinante,
contra a IL-31 canina, cuja utilizagao esta indicada para o tratamento de manifestagdes

clinicas de DAc e, em Setembro de 2018, recebeu aprovacdo, nos Estados Unidos da
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América, para o tratamento da dermatite alérgica (Michels, Ramsey, et al., 2016; Zoetis,
2018a, 2018b). O lokivetmab neutraliza a agao da IL-31 por se ligar seletivamente a esta e
desta forma impedindo a ligagdo da IL-31 ao seu recetor (Michels, Ramsey, et al., 2016;
Michels, Walsh, et al., 2016; Souza, Rosychuk, Contreras, Schissler & Simpson, 2018).

Tal como ja foi referido, a IL-31 € uma citocina com um papel critico no desenvolvimento de
prurido na DAc (Michels, Walsh, et al., 2016). A fungéo desta interleucina nos seres humanos
€ semelhante e esta associada ao prurido e a inflamagao cronica, bem como a regulagéo da
imunidade em tecidos expostos ao ambiente (Souza et al., 2018).

Em estudos anteriores, a frequéncia dos caes com DAc cujos niveis da IL-31 estavam acima
do limite minimo de quantificagédo, variaram entre 7% a 57%. No estudo de Michels e seus
colaboradores (2016), os niveis desta interleucina na maioria dos caes encontravam-se
inferiores ao limite minimo quantificavel, contudo os resultados satisfatorios obtidos apds a
utilizacdo do lokivetmab sustentam a importancia do papel da IL-31 no prurido e no
agravamento das lesdes da DAc. Os autores deste estudo consideram que os niveis de IL-31
com significado clinico podem estar presentes na maioria dos cades com DAc, contudo,
inferiores ao limite atualmente quantificavel, o que, por sua vez, pode indicar que a inibigao
da IL-31 pode ser eficaz na redugéo do prurido de outras doengas cujos valores de IL-31
aparentam estar baixos (Michels, Ramsey, et al., 2016).

No estudo acima referido foram obtidos resultados que indicam que a duragao e a magnitude
do efeito do lokivetmab estdo relacionados com a dose, pelo menos até a dose maxima
investigada (2 mg/kg), tendo sido alcangcada uma reducgéo do prurido durante pelo menos um
més com as doses de 0,5 e 2 mg/kg. A rapidez e a magnitude do efeito do lokivetmab na
redugao do prurido, bem como na diminui¢do dos valores da escala utilizada para avaliar as
lesdes da DAc, Canine Atopic Dermatitis Extent and Severity Index (CADESI)-03, confirmam,
uma vez mais, o papel essencial da IL-31 na DAc, no desenvolvimento do prurido e no efeito
pro-inflamatério (Michels, Ramsey, et al., 2016).

O efeito antipruriginoso do lokivetmab ja foi demonstrado por varios estudos. As observagdes
feitas relativamente ao tempo entre a administragdo e o inicio do efeito clinico indicam um
periodo curto com uma acéo rapida. Em menos de 24 horas pode haver uma redugao
significativa do prurido, mesmo em caes que nao estejam a receber mais nenhuma medicagao
antipruriginosa (Souza et al., 2018).

Embora fosse expectavel que animais que nao responderam bem ao tratamento com
oclacitinib tivessem menor probabilidade de responder favoravelmente ao lokivetmab, isto nao
se verificou num estudo de Souza e colaboradores (2018). A razao para estes animais nao
terem atingido uma resposta satisfatéria ao oclacitinib, mas para o lokivetmab ter sido um
sucesso terapéutico, é desconhecida, no entanto o contrario também é possivel (Souza et al.,
2018).
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Apesar deste medicamento ser um anticorpo monoclonal caninizado, o desenvolvimento de
uma reagao imunogénica com formagao de anticorpos contra o lokivetmab n&o é impossivel
e foi registada por Michels e seus colaboradores (2016) em 2,5% dos cées que integraram o
seu estudo. Esta reagdo com formacgao de anticorpos neutraliza o lokivetmab e pode levar a
perda da sua eficacia (Michels, Walsh, et al., 2016; Souza et al., 2018).

A utilizacdo do lokivetmab é muito segura, com poucos eventos adversos registados, sendo
qgue os mais frequentes sdo o vomito e a letargia. No estudo de Souza e colaboradores (2018)
os eventos adversos registados resolveram-se sem necessidade de intervencdo. Podem
ainda ser observados desconforto e dor no local de administracdo logo ap6s a mesma. Esta
€ uma boa opgao terapéutica para animais com doencas sistémicas ou cutaneas
concomitantes, uma vez que se provou bem tolerado e seguro (Souza et al., 2018).

A interagdo entre o lokivetmab e outros medicamentos €& pouco provavel, uma vez que as
enzimas que metabolizam os xenobidticos, como o citocromo P450, ndo estdo envolvidas na
eliminacdo de anticorpos monoclonais. Assim, ndo é expectavel que ocorram interagdes pela
inducdo ou inibicdo destas enzimas. No entanto, com a utilizagdo de anticorpos monoclonais
pode haver uma alteragdo nos niveis de outros medicamentos administrados
concomitantemente. Os niveis elevados de citocinas nas doencgas inflamatérias crénicas
levam a supresséo das enzimas do citocromo P450. O tratamento com anticorpos
monoclonais pode levar a normalizagdo das enzimas pela neutralizagao das citocinas pro-
inflamatérias (Michels, Walsh, et al., 2016).

Os mAbs sao eliminados por catabolismo intracelular nos lisossomas onde a protedlise da
origem a péptidos ou aminoacidos que podem ser excretados pelos rins ou reutilizados na
sintese de novas proteinas (Sousa, 2017a).

Para além disso, o lokivetmab nao aparenta ter qualquer efeito nos resultados dos testes
intradérmicos ou seroldgicos para detegao de IgE (Souza et al., 2018).

Para uma terapia eficaz com o lokivetmab esta recomendada, tal como vem indicado no
resumo das caracteristicas do medicamento, uma administracdo mensal com uma dose
minima de 1 mg/kg (EMA, 2018b). A administragéo deve ser subcutédnea, uma vez que por se
tratar de proteinas, os mAbs sao digeridos se administrados oralmente (Sousa, 2017b).

A terapia com lokivetmab representa uma opg¢éo bastante vantajosa, uma vez que é muito
eficaz e tem uma agao muito especifica, o que o torna mais seguro quando comparado com
outras opg¢des como os glucocorticoides que podem ter um impacto negativo em varios

sistemas do corpo (Michels, Ramsey, et al., 2016).
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CAPITULO Il - AVALIAGAO DA RESPOSTA AO TRATAMENTO DA DAC COM
LOKIVETMAB

1. Objetivos

A presente dissertagdo de mestrado tem como principal objetivo a avaliagéo da eficacia do
lokivetmab (Cytopoint®, Zoetis) no tratamento da DAc, através de avaliages clinicas com
recurso a escala CADESI-4 e de avaliagdes quantitativas do prurido por parte dos cuidadores
com recurso a uma escala visual (Visual Analogue Scale, VAS). Neste estudo pretende-se,
também, avaliar a seguranca relativa a utilizagdo do lokivetmab, através de analises

sanguineas realizadas antes e apos o tratamento e registo de eventos adversos.

2. Materiais e métodos

2.1.Selegcao da amostra

Os caes incluidos neste estudo foram selecionados a partir das consultas do servigo de
Dermatologia do HEV-FMV-ULisboa pelo seu diagnéstico de DAc e aquando da decisdo de
iniciar tratamento com lokivetmab (Cytopoint®). O presente trabalho foi aprovado pela
Comissao de Etica e Bem-Estar Animal da FMV e a participacdo de todos os animais incluidos
foi autorizada por meio de um consentimento informado (Anexo 1) pelos respetivos
cuidadores.

A inclusdo dos animais neste estudo teve por base os seguintes critérios:

i. Diagnéstico clinico de DAc, realizado pelo médico veterinario com base na historia e
nos sinais clinicos, seguindo os critérios recomendados por Favrot (2010) e apés a
exclusao de outros diagnoésticos diferenciais.

ii. Exclusdo de parasitas externos e cumprimento de um protocolo antiparasitario, decidido
pelo médico veterinario.

iii. Permissdao de utilizagcdo de outras medicacdes/ferramentas terapéuticas apenas em
casos de manutencgao e n&o a iniciar em simultaneo com o lokivetmab.
iv. Preenchimento por parte dos cuidadores de um termo de responsabilidade consentindo
a inclusao do animal.
Relativamente a exclusdo dos animais do presente trabalho, foram utilizados os critérios que
se seguem:
i. Interrupcado do tratamento antes das duas administragdes.
ii. Incumprimento no preenchimento da escala para a classificacdo do prurido.
iii. Falta de comparéncia as consultas de avaliagao propostas.

iv. Cadelas gestantes
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2.2.Protocolo e procedimentos

Na consulta da primeira administracdo do lokivetmab procedeu-se a recolha da histéria clinica,
em conversa com os cuidadores e através das bases de dados dos programas informaticos
Qvet® e Guruvet®, bem como ao exame fisico para avaliagao de lesdes cutaneas e respetiva
gravidade. Esta avaliacdo foi realizada pelo médico veterinario com recurso a escala CADESI-
4 (Anexo 2) e registada como dia 0 (DO), correspondente a primeira avaliagéo, antes da
administragao do lokivetmab. Nesta mesma consulta foi entregue aos cuidadores um caderno
com uma escala para classificagdo do prurido (Anexo 3), com as respetivas datas de
preenchimento, sendo estas nos dias 0 (antes da administragéo do lokivetmab), 1, 2, 3, 4, 5,
6, 13, 20, 27, 34, 41, 48 e 55. Procedeu-se, ainda, a colheita de uma amostra de sangue para
avaliagao do hemograma e parametros hepaticos (alanina aminotransferase, ALT e fosfatase
alcalina sérica, FAS). No final da consulta foi entdo administrado o lokivetmab (Cytopoint®,
disponivel em quatro apresentagdes, representadas na figura 6), respeitando as indicagdes
de utilizagdo, bem como a dose recomendada (tabela 3), e pedido aos cuidadores que
aguardassem 30 minutos antes de abandonarem as instalacées do HEV-FMV-ULisboa para

que fosse possivel agir rapidamente caso houvesse uma reagao adversa.

Figura 6 — Embalagens de Cytopoint® contendo dois frascos de 1 ml cada, nas concentragdes

crescentes de 10 mg, 20 mg, 30 mg e 40 mg. (Fotografia original).
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Tabela 3 — Tabela informativa da dose de Cytopoint® a administrar em fungéo do peso corporal

do cdo. Dose minima recomendada: 1 mg/kg. (Imagem adaptada do RCM (EMA, 2018b)).

CYTOPOINT dosagem (mg) a ser
administrada
f;zo corporal (kg) do 10 20 30 40
3,0-10,0 1 frasco
10,1-20,0 1 frasco
20,1-30,0 1 frasco
30,1-40,0 1 frasco
40,1-50,0 1 frasco 1 frasco
50,1-60,0 2 frascos
60,1-70,0 1 frasco 1 frasco
70,1-80,0 2 frascos

Foi solicitado aos cuidadores que regressassem ao hospital 15 dias apos a primeira
administracdo para uma consulta de acompanhamento e para uma segunda avaliagdo das
lesbes com a escala CADESI-4.

A segunda administracao de lokivetmab foi realizada com um intervalo de cerca de 28 dias
em relagdo a primeira, sendo que nesta visita, para além da injegédo de Cytopoint®, foi levado
a cabo um terceiro exame dermatoldgico com avaliagao e classificagao das lesbes recorrendo
a escala CADESI-4.

A Ultima consulta de reavaliagdo foi realizada cerca de 28 dias depois da segunda
administragado. Nesta consulta fez-se a ultima avaliagdo com a escala CADESI-4, recolheu-se
0 caderno com a avaliagédo do prurido e colheu-se outra amostra de sangue para avaliar os
mesmos parametros determinados na primeira colheita.

A abordagem terapéutica utilizada em todos os casos foi multimodal, tendo em conta as
necessidades individuais dos cides bem como as possibilidades dos cuidadores e, acima de
tudo, com vista ao bem-estar dos animais. Os antibidticos e os antifungicos, em caso de
infecdes secundarias, os champfs terapéuticos, os ectoparasiticidas, os acidos gordos,
vitamina E e a imunoterapia alergénio-especifica foram alguns dos instrumentos terapéuticos
usados em conjunto com o Cytopoint®. Contudo, a sua utilizagéo foi adaptada de modo a néo

ser iniciada ao mesmo tempo que o lokivetmab para nao interferir nos resultados.
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2.2.1.Avaliagcao da resposta ao tratamento

A avaliagao da eficacia do lokivetmab foi realizada através da analise das classificagdes do
prurido, atribuidas pelos cuidadores nas datas ja referidas, e das classificagdes atribuidas
pelo médico veterinario na escala CADESI-4. A seguranga do lokivetmab foi apreciada pela
comparacgao das analises sanguineas realizadas antes e depois do tratamento e, ainda, pelos

eventuais efeitos adversos reportados pelos cuidadores.

2.3.Analise estatistica

Os dados recolhidos foram organizados com o auxilio do programa Microsoft Office 365,
Excel® (versédo 16.19). Posteriormente, a andlise estatistica destes dados foi realizada com
recurso ao programa R® (versdo 3.5.1). As classificagdes seriadas do prurido foram avaliadas
pelo método de Kaplan-Meier. Para comparar algumas das curvas obtidas por este método,
recorreu-se ao teste ndo paramétrico de Log-Rank. Para avaliar a diferenga entre valores do
prurido e do CADESI em tempos distintos, utilizou-se o teste nao paramétrico Wilcoxon, para
amostras emparelhadas que ndo seguem uma distribuigdo normal. Para todas as analises foi
considerado estatisticamente significativo um valor de p < 0,05. Para o calculo de intervalos
de confianga (IC) utilizou-se o método de Wilson através do website EpiTools Epidemiologycal

Calculators desenvolvido pela Ausvet®.

3. Resultados

3.1.Caracterizagcao da amostra

A amostra em estudo é constituida por 18 cées, dos quais 8 sdo fémeas (1 inteira e 7
ovariohisterectomizadas) e 10 sdo machos (5 inteiros e 5 orquiectomizados). Para o
tratamento dos resultados relativos ao grau de prurido, um destes animais teve de ser excluido
da amostra por falta de dados. As idades destes animais estdo compreendidas entre 1 e 14
anos, com uma mediana de 4,5 e intervalo interquartil de 4,25. As racas observadas estéo

representadas no grafico 2.
Grafico 2 - Distribuicao das racas na amostra em estudo.
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3.2.Evolugao do grau de prurido

O grau de prurido foi avaliado ao longo de oito semanas, em 14 tempos distintos, e apresenta
uma redugéo do valor da mediana representada no grafico 3. Estas avaliagdes repetidas
encontram-se detalhadas no anexo 4.

Os valores do grau de prurido registados no dia 0 encontram-se entre 1 e 10 com uma
mediana de 7 e intervalo interquartil de 2. Apds quatro semanas (T27), o grau de prurido
apresentava valores entre 1 e 7, e uma mediana de 4 com um intervalo interquartil de 2. Na
ultima avaliagéo, oito semanas ap6s o inicio do tratamento (T55), os valores do grau de prurido

variaram entre 0 e 7 com uma mediana de 3 e intervalo interquartil de 4.

Grafico 3 - Valores do grau de prurido na amostra ao longo do tempo.
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Considerando uma melhoria clinicamente significativa a redugao de pelo menos 50% no valor
do grau de prurido, observamos na amostra uma melhoria em 76,47%, IC 95% [52,74%-
90,44%)] dos animais no tempo total (entre TO e T55). Destes animais que apresentaram
melhoria, verificou-se que 38,46%, IC 95% [17,71%-64,48%] melhoraram mais do que uma
vez, considerando sempre o valor mais baixo obtido na melhoria anterior. Atentando apenas
as primeiras 4 semanas (de TO a T27), verificou-se uma melhoria em 64,71%, IC 95%
[41,30%-82,69%] dos animais. Dos que ndo apresentaram melhoria nas primeiras 4 semanas,
ou seja, apos a primeira administragéo, 33,33%, IC 95% [9,68%-70%] melhoraram nas 4
semanas seguintes (apos a segunda administracdo). Ainda que n&o tenha sido alcangada
uma redugéao de 50% no valor do grau de prurido em todos os animais da amostra, foi possivel
verificar uma redugéao neste valor, ao longo do tempo total, em 75%, IC 95% [30,06%-95,44%]
dos animais que n&o atingiram uma melhoria clinicamente significativa.

A diferenga entre os valores do grau de prurido iniciais (T0) e ao fim de oito semanas (T55) é
estatisticamente significativa (W = 125, p = 0,023), bem como a diferenga entre os valores

iniciais (TO) e ao fim de quatro semanas (T27) (W = 90, p = 0,02). Contudo, a diferenga nao é
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estatisticamente significativa quando comparados os valores do grau de prurido entre a
segunda injegéo (T27) e o final das oito semanas (T55) (W = 68, p = 0,34).
Observou-se ainda, que mais de 50% dos animais apresentou uma melhoria clinicamente

significativa antes do décimo dia apds a primeira injecao (grafico 4).

Grafico 4 — Curva da proporgao de animais sem melhoria, pelo método de Kaplan-Meier,

durante as oito semanas.
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Legenda: Linha a tracejado representa o intervalo de confianga de 95%.

Considerando apenas as ultimas 4 semanas observou-se uma melhoria clinica numa
propor¢do de animais inferior a das primeiras 4 semanas (grafico 5). Ainda assim, esta
proporgao € superior a representada (para as ultimas 4 semanas) no grafico 4, ilustrando os

animais que melhoraram uma segunda vez.

Grafico 5 — Curva da proporcéo de animais sem melhoria, pelo método de Kaplan-Meier,

considerando apenas as ultimas 4 semanas.
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Tal como ja foi referido, houve animais que apresentaram melhoria clinica apés a segunda
administragcado apesar de esta nao se ter verificado nas primeiras 4 semanas. No grafico 6 é
possivel observar que a reducdo de 50% do prurido nestes animais ocorreu em dois tempos

distintos, sendo um perto da segunda administragéo e outro perto do 50° dia.

Grafico 6 - Curva da proporgao de animais sem melhoria nas ultimas 4 semanas, pelo método
de Kaplan-Meier, considerando uma sub-amostra que inclui apenas os animais que nao

melhoraram nas primeiras 4 semanas.
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Considerando um aumento de dois valores no grau de prurido como um agravamento
clinicamente significativo, esta foi observada em 53,85%, IC 95% [29,14%-76,79%)] dos

animais que anteriormente tinham apresentado melhoria clinica (grafico 7).

Grafico 7 - Curva da proporgao de animais sem agravamento numa sub-amostra que inclui
apenas 0s animais que apresentaram melhoria clinica, pelo método de Kaplan-Meier, durante as
oito semanas. Considerou-se como agravamento um aumento de dois valores no grau de prurido.
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Tendo em consideragdo apenas os animais que apresentaram melhoria clinicamente
significativa nas primeiras 4 semanas, procedeu-se a comparagdo entre as doses
administradas na primeira injegao (grafico 8). Assim sendo, e tendo em conta a dose minima
recomendada de 1 mg/kg, as doses administradas foram divididas em trés categorias, baixa
(1-1,2 mg/kg), média (1,2-1,3 mg/kg) e alta (>1,3 mg/kg). Os animais aos quais foi
administrada a dose baixa aparentam ter atingido a melhoria em primeiro lugar, seguidos dos
animais da dose média e por fim da dose alta. Contudo, a diferenga entre as curvas das doses

n&o é estatisticamente significativa (%= 2,5, p = 0,3).

Grafico 8 — Curvas da proporgado de animais sem melhoria durante as primeiras 4 semanas,
pelo método de Kaplan-Meier, tendo em conta as doses administradas na primeira injecao.
Para este grafico consideraram-se apenas os animais que atingiram melhoria clinicamente

significativa nas primeiras 4 semanas.
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Considerando ainda as doses utilizadas na primeira administracdo observou-se uma melhoria
clinicamente significativa em 62,5%, IC 95% [30,57%-86,32%] dos animais aos quais foi
administrada uma dose baixa, em 80%, IC 95% [37,55%-96,38%] dos animais que receberam
uma dose média e em 50%, IC 95% [15%-85%] dos animais com dose alta.

Do mesmo modo, foi comparada a evolugao do prurido ao longo das ultimas 4 semanas, tendo
em conta a dose da segunda administragdo (grafico 9). Considerando as categorias (baixa,
meédia e alta) ja referidas, e contrariamente ao més anterior, observou-se em primeiro lugar a
melhoria por parte dos animais aos quais foi administrada uma dose alta. Tal como para o
primeiro més, a diferenga entre as curvas das doses, nas ultimas 4 semanas, nédo é

estatisticamente significativa (x*= 2,6, p = 0,3).
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Grafico 9 — Curvas da proporcao de animais sem melhoria durante as ultimas 4 semanas, pelo
método de Kaplan-Meier, tendo em conta as doses administradas na segunda injecdo. Para
este grafico consideraram-se apenas animais que atingiram melhoria clinicamente

significativa nas ultimas 4 semanas.
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A evolugéo do prurido ao longo das oito semanas foi ainda avaliada e comparada tendo em
conta outras variaveis como a presencga, ou nao, de infegdo secundaria e a idade (graficos no
anexo 5).

No primeiro caso, foi possivel observar nos animais com infegao secundaria, uma melhoria
mais rapida (cerca de 70% destes caes atingiram melhoria clinicamente significativa antes
dos 10 dias) e numa proporgdo superior comparativamente aos animais sem infegéao
secundaria. Ainda assim, a diferenca observada entre as duas curvas nao é estatisticamente
significativa (x>= 0,6, p = 0,4).

No que toca a idade, foram considerados dois grupos, um com cées dos 0 aos 4 anos e outro
com animais com mais de 4 anos. Da comparacao entre estes grupos observou-se uma
melhoria mais rapida no grupo dos 0 aos 4 anos, cerca de 60% destes animais atingiu uma
melhoria clinicamente significativa antes dos 10 dias. Ao fim das oito semanas, a proporg¢ao
de animais que atingiram uma melhoria clinicamente significativa € muito semelhante entre
os dois grupos, sendo, no entanto, ligeiramente superior no grupo dos caes mais velhos. A
diferenga entre as curvas destes dois grupos, ndo é, uma vez mais, estatisticamente

significativa (x>= 0,2, p = 0,7).

3.3.Evolucao do CADESI-4

A classificagao do CADESI-4, tal como o prurido, foi avaliada ao longo de oito semanas, no
entanto, apenas em 4 tempos, e apresenta uma reducéo do valor da mediana representada

no grafico 10. Estas avaliagbes encontram-se detalhadas no anexo 6.
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Os valores de CADESI-4 na primeira avaliagéo (T0) encontram-se compreendidos entre 3 e
110, com uma mediana de 23,5 e intervalo interquartil de 13. Apds quatro semanas, no dia da
segunda administragao, os valores de CADESI-4 encontravam-se entre 3 e 50 com um valor
de mediana de 12 e intervalo interquartil 13,5. Na ultima avaliagado, oito semanas apds o inicio
do tratamento, os valores de CADESI-4 variaram entre 0 e 43, e apresentam uma mediana

de 12,5 e intervalo interquartil de 17,25.

Gréfico 10 — Valores de CADESI-4 na amostra ao longo do tempo.
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Tal como para o prurido, considerou-se uma melhoria clinicamente significativa uma redugao
de pelo menos 50% no valor do CADESI-4. Durante as oito semanas observou-se uma
melhoria em 77,78%, IC 95% [54,79%-91%] dos animais, sendo que nestes Ultimos se
verificou mais do que uma melhoria em 28,57%, IC 95% [11,72%-54,65%]. Considerando
apenas as primeiras 4 semanas (TO a T28) observou-se melhoria em 61,11%, IC 95%
[38,62%-79,69%] dos animais. Dos que nao apresentaram melhoria nas primeiras 4 semanas,
ou seja, apos a primeira administragao, 42,86%, IC 95% [15,82%-74,95%] melhoraram nas 4
semanas seguintes (apos a segunda administragdo). Uma vez mais, dos animais que nao
atingiram uma redugao de pelo menos 50% no valor de CADESI-4 ao longo do tempo, 75%,
IC 95% [30,06%-95,44%] registou uma diminuigdo destes valores ainda que insuficiente para
ser considerada uma melhoria clinicamente significativa segundo os critérios utilizados.

A diferenga dos valores de CADESI-4 entre TO e apds oito semanas (T56) é estatisticamente
significativa (W = 150, p = 0,005). Verificou-se também uma diferenga estatisticamente
significativa entre TO e duas semanas depois (T14) (W = 108, p = 0,007) e entre TO e T28 (W

= 148,5, p = 0,006). Contudo, entre as quatro semanas apos o inicio do tratamento (T28) e a
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ultima avaliacéo (T56) néo se verificou uma diferenga estatisticamente significativa entre os
valores de CADESI-4 (W =78, p = 0,96).

3.4.Efeitos adversos e anadlises laboratoriais

Durante as oito semanas em estudo, registaram-se dois episoédios de vomito, em animais
diferentes e um de vomito e diarreia no mesmo animal.

Relativamente as analises sanguineas nao foram observadas alteragdes com significado
clinico nos resultados da segunda colheita (ap6s duas administragdes de lokivetmab).
Embora ndo se tenha pesquisado o desenvolvimento de anticorpos contra o lokivetmab,
houve dois animais (11,76%, IC 95% [3,29%-34,34%]) cuja progressao do prurido ao longo

dos dois meses poderia ser compativel com esta situacéo.

3.5.Seguimento apo6s conclusao do projeto

Ap06s a concluséao do projeto, 14 caes (77,78%, I1C 95% [54,79%-91%]) continuaram a receber
administracdes de Cytopoint® nos trés meses seguintes. Até a presente data, ha registos de
que 11 (61,11%, IC 95% [38,62%-79,69%]) dos animais incluidos no estudo continuam a

receber o Cytopoint® como parte do plano terapéutico para o controlo da DA.

4. Discussao

Com o presente trabalho pretendeu-se avaliar o efeito do lokivetmab no grau de prurido, nas
lesdes associadas a DAc e a seguranca inerente a sua utilizaco.

Tendo em conta que o prurido € uma das principais manifestagcbes da DAc e com uma
influéncia tdo grande e negativa na qualidade de vida dos animais e respetivos cuidadores,
foi definido como principal objetivo deste estudo a avaliagao da eficacia do lokivetmab na
redugao do prurido (Bizikova et al., 2015; Linek & Favrot, 2010). Assim, foi levado a cabo um

estudo extenso e detalhado relativo a evolugao do prurido nos caes da amostra.

4.1.Evolugao do grau de prurido

A evolugao do prurido ao longo do tempo foi positiva, tendo sido verificada uma redugéo que
se provou estatisticamente significativa tanto ao fim do primeiro més como do segundo em
relacdo ao inicio do tratamento com lokivetmab. Esta reducdo no grau de prurido € evidente
nas medianas ao longo do tempo, sendo que passa de um valor de 7 para um valor de 4 ao
fim de um més e para 3 ao fim de dois meses.

Tal como foi referido nos resultados, foi considerada uma melhoria clinicamente significativa
quando se verificou uma redugao de pelo menos 50% no grau de prurido. A decisdao da
utilizagao deste critério, em si exigente, para avaliar a eficacia e o sucesso do tratamento com

lokivetmab na reducgao do prurido, baseou-se na sua utilizagao por varios autores em diversos
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estudos clinicos semelhantes, como é o exemplo dos trabalhos de Michels e colaboradores
(2016) e Cosgrove e colaboradores (2015) relativos ao lokivetmab e ao oclacitinib,
respetivamente. Considerando este critério, os resultados obtidos sugerem que o lokivetmab
é eficaz na reducdo do prurido na maioria dos animais, sendo que durante o tempo total em
estudo foi observada melhoria clinicamente significativa em 76,47% da amostra. Este valor &
semelhante ao obtido (77%) por Souza e colaboradores no seu estudo retrospetivo referente
ao uso do lokivetmab no maneio do prurido alérgico em cées (Souza et al., 2018). Apesar de
nao ter sido atingida uma redugéo de 50% no prurido inicial em todos os animais da amostra,
houve diminuicdo deste valor em todos os caes, exceto num. Este animal, em que nado se
verificou uma redugdo no valor inicial do grau de prurido, j& se apresentava com uma
classificagéo baixa (2 em 10), uma vez que antes de iniciar o lokivetmab estava sujeito a uma
terapéutica com oclacitinib. Contudo, este animal manteve um nivel de prurido baixo
semelhante ao que tinha com a terapéutica anterior, tendo sido por isso também um caso de
sucesso terapéutico.

A comparacéo do potencial de resposta ao lokivetmab entre os animais com valores de prurido
inicial alto e baixo seria interessante de analisar; contudo, apos observar os registos das
classificagbes iniciais do prurido verificou-se que estas eram maioritariamente altas e que os
poucos casos de prurido inicial baixo nao iriam permitir tirar conclusdes. Esta comparacao foi
realizada por Souza e colaboradores e os resultados apontam para uma probabilidade de
resposta ao lokivetmab maior nos animais com prurido mais grave, ainda que a diferenga nao
seja estatisticamente significativa (Souza et al., 2018).

A acao do lokivetmab na redugao do prurido foi evidente logo no primeiro registo apés
administracao (T1), o que vai ao encontro dos resultados de outros estudos onde se
verificaram efeitos nas primeiras 24 horas (Michels, Ramsey, et al., 2016; Souza et al., 2018).
Apesar dos cuidadores s6 terem registado o grau de prurido oficialmente ao fim de 24 horas
apos a administragao, foi possivel em consulta perceber que, em alguns casos, o lokivetmab
produziu efeitos em poucas horas. Ainda que os efeitos da sua agao possam ser visiveis
prontamente, em alguns casos esta foi mais gradual. Contudo, antes do sétimo dia apos a
primeira administracao ja tinha sido atingida uma melhoria clinicamente significativa (redugao
de pelo menos 50% no grau de prurido) em mais de metade da amostra.

Para estimar a duragcdo da acido do lokivetmab foram, mais uma vez, avaliadas as
classificagbes do grau de prurido atribuidas pelos cuidadores e, para fins estatisticos, foi
considerado um agravamento quando se registou um aumento de dois valores relativamente
ao valor minimo atingido. A utilizag&o deste critério, em vez de um semelhante ao utilizado
para a melhoria, foi uma tentativa de obter resultados mais exigentes relativos a eficacia do
lokivetmab, uma vez que, para que uma melhoria seja considerada clinicamente significativa,
o prurido tem de reduzir para metade, enquanto para se considerar um agravamento basta

que haja um aumento de dois valores na escala em relacdo ao valor minimo atingido.
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Considerando estes critérios, foi observado um agravamento em 53,85% (n=7) dos animais
que antes ja tinham atingido uma melhoria clinicamente significativa. No entanto, em 3 destes
animais o aumento no grau de prurido foi registado no dia anterior ao da administragéo
seguinte (2 animais no 27° dia e um no 55° dia), o que se poderia esperar em alguns casos
uma vez que os estudos realizados pela Zoetis relativos a duragido da eficacia do Cytopoint®
(lokivetmab) indicam um periodo de 4 a 8 semanas, sendo que no RCM é sugerida uma
administragdo mensal (EMA, 2018b; Zoetis, 2018a). Assim sendo, os resultados obtidos neste
estudo sugerem que o lokivetmab mantém a sua eficacia durante pelo menos 4 semanas
(tempo decorrido entre cada administragao) na maioria dos animais da amostra e estdo de
acordo com os resultados obtidos por Michels e colaboradores (Michels, Ramsey, et al., 2016).
A formulagcdo do lokivetmab em quatro concentragbes diferentes e a indicagdo para a
administragdo em intervalos de peso (tal como observado na tabela 3) permitiu que se
avaliasse a eficacia consoante a dose efetiva administrada (mg/kg). Ainda que todos os
animais tenham feito o tratamento de modo a receber a dose minima recomendada em
Portugal (1 mg/kg, sendo que nos Estados Unidos € o dobro), as variagdes individuais de peso
dentro dos intervalos de administracdo levaram a doses administradas diferentes entre
individuos. Considerando os resultados obtidos por Michels e colaboradores no estudo para
a determinacdo da dose adequada de lokivetmab, seria de esperar que os resultados do
presente estudo indicassem, também, uma magnitude de eficacia diretamente proporcional a
dose (Michels, Ramsey, et al., 2016). No entanto, talvez por se tratar de variagdes muito
pequenas na dose e/ou por todos os animais receberem uma dose terapéutica, ndo parece
existir uma tendéncia para uma maior eficacia com dose superior ou menor eficacia com dose
inferior, tal como foi apresentado nos resultados. Relativamente a velocidade de agao, tendo
em conta a dose, verificou-se uma melhoria mais rapida no grupo da dose mais baixa no
primeiro més e no grupo da dose mais alta no segundo més. Ainda assim, a diferenga na
velocidade de agao entre doses néo foi estatisticamente significativa em nenhum dos meses.
Os casos em que nao se obteve resultados satisfatorios (n=5) podem ser justificados por
diversas razoes. A formacdo de anticorpos contra o lokivetmab é uma possibilidade que,
embora ndo tenha sido testada no presente estudo, poderia explicar dois dos casos onde o
grau de prurido aumenta apos a segunda administracdo. Apesar de se tratarem de anticorpos
caninizados, existe a possibilidade de formagao de anticorpos direcionados contra os
anteriores visto que 10% dos mesmos ainda pertence a outra espécie (EMA, 2018b; Sousa,
2017a). Estes anticorpos contra o lokivetmab foram pesquisados e quantificados por Michels
e seus colaboradores, num estudo de avaliagdo da seguranga da sua utilizacdo em 2016, e
foram encontrados em 2,5% dos animais que receberam este tratamento (Michels, Walsh, et
al., 2016). Noutro estudo, em 2018, observou-se a perda do controlo do prurido depois da
segunda injecdo em 2,6% dos animais a receber tratamento com lokivetmab. Neste ultimo

também néo foram pesquisados os anticorpos direcionados contra o lokivetmab; contudo os
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autores consideram que seria uma hipétese plausivel para justificar esses resultados (Souza
et al., 2018). De facto, a perda de eficacia do lokivetmab apds a segunda administragao nos
dois casos, que no presente estudo representam 11,76% da amostra, poderia ser justificada
pela neutralizagdo do mesmo por anticorpos, no entanto, seria necessario a medicdo destes
para que se pudesse tirar conclusdes.

Um dos animais dos dois casos acima referidos transitou do tratamento com oclacitinib para
o lokivetmab. Esta transicdo abrupta pode ter tido influéncia nos resultados obtidos relativos
ao prurido. O oclacitinib para além do seu poder na reducdo da inflamacao pode, em doses
superiores as utilizadas no tratamento da DAc, ter propriedades imunossupressoras (Banovic,
Tarigo, Gordon, Barber & Gogal Jr, 2018). Pelo seu grande potencial, para além do controlo
do prurido na DAc ja conhecido, os inibidores das JAK estdo a ser estudados e em alguns
casos utilizados para o tratamento de doencgas inflamatérias e autoimunes em humanos
(Danese, Grisham, Hodge & Telliez, 2015; Tanaka, 2015). No caso deste animal, a acao do
oclacitinib pode ter sido mantida durante o primeiro més do estudo e, a medida que os seus
efeitos foram desaparecendo, o lokivetmab pode nao ter sido suficiente para manter o prurido
tao baixo.

Como foi sendo referido ao longo do presente trabalho, a DAc é uma doenga complexa,
multifatorial, cuja fisiopatologia ainda n&o é totalmente compreendida (Gedon & Mueller, 2018)
e em que aresposta aos diferentes tratamentos disponiveis pode variar de animal para animal
(Olivry et al., 2015). De facto, essa complexidade e a combinagéo dos multiplos mediadores
principalmente na origem do prurido (De Lucia, 2018) podem justificar, também, a diferenga
na eficacia do lokivetmab entre individuos. A auséncia de resposta ao lokivetmab ou a
resposta menos acentuada podem eventualmente estar associadas a uma predominancia de
outros mediadores do prurido em relagéo a IL-31.

A componente genética e geografica podem ter grande influéncia na fisiopatologia da DAc e,
consequente, manifestagdo da mesma. Os avangos no estudo do genoma permitiram
investigar com maior detalhe a base genética da DAc e, apesar de ndo ser claro se estdo
associados a causa ou ao efeito, sabe-se que existe um elevado niumero de genes ligados a
patogénese da DAc (Nuttall, 2013). A DAc é um sindrome com uma base genética
heterogénea que varia de raga para raga e entre pools genéticos geograficos, o que pode
explicar as diferengas na manifestacao da doenga e nas respostas ao tratamento (Agler,
Friedenberg, Olivry, Meurs & Olby, 2019; Nuttall, 2013). Considerando esta variabilidade a
DAc pode vir a ser separada em “endofenotipos” distintos com possibilidade de necessitar de
abordagens terapéuticas diferentes (Olivry, 2018a). Dada esta informagao, seria interessante
avaliar a resposta ao lokivetmab em racgas distintas, contudo nao foi possivel realizar essa
analise no presente estudo pelo reduzido tamanho da amostra e dos representantes de cada
raga. No entanto, em estudos posteriores com amostras mais numerosas e com

representagdes de ragas diferentes significativas poderia ser feita essa analise.

38



As classificagdes do grau de prurido utilizadas neste estudo para todas as avaliagdes
realizadas foram registadas pelos cuidadores. Apesar de ter sido fornecida uma escala
detalhada e descritiva, a interpretacdo da mesma pode variar entre pessoas e pela mesma
pessoa ao longo do tempo. Assim, é importante ter este facto em consideragdo e manter um

pensamento critico aquando da analise dos resultados.

4.2.Evolucao do CADESI-4

O progresso das classificagbes do CADESI-4 foi bastante satisfatorio, tendo sido observada
uma redugao estatisticamente significativa dos valores entre o dia da primeira administragao
e o final do estudo. A diminuigao dos valores pdde ser observada logo ao fim de duas semanas
e apos um més de tratamento, com diferengas que se provaram estatisticamente significativas
tanto entre a primeira avaliagao e duas semanas depois, como entre a primeira administracéao
e a segunda. Os valores de CADESI-4 da primeira avaliagao apresentaram uma mediana de
23,5 que reduziu para 12,5 na ultima avaliagao.

Considerando o mesmo critério utilizado para o grau de prurido, observou-se uma melhoria
clinicamente significativa, respeitante ao CADESI-4, em 77,78% dos animais da amostra
durante o periodo total do estudo. No primeiro més de tratamento a melhoria clinicamente
significativa foi observada em 61,11% dos cées, um valor superior aos registados por Michels
e colaboradores num intervalo de tempo semelhante, mas com base no CADESI-03 (46% nos
cées a receber 2 mg/kg de lokivetmab e 22% no grupo de 0,5 mg/kg) (Michels, Ramsey, et
al., 2016). A semelhanga do que se observou para o grau de prurido, também no que toca ao
CADESI-4, apesar de nao se ter observado uma melhoria de pelo menos 50% em todos os
animais, houve redugao do valor inicial em todos os céaes exceto num. Contudo, os valores de
CADESI-4 deste animal mantiveram-se sempre baixos no intervalo classificado como ligeiro.
Atendendo aos intervalos para classificagéo da gravidade da DAc pelo CADESI-4 (<10, caes
normais ou remissao; 10-34, DAc ligeira; 35-59, DAc moderada; > 60 DAc grave) (Olivry et
al., 2014) é possivel verificar que, ao contrario do que se observou para o prurido, a maioria
dos animais apresentavam na primeira avaliagao classificagdes no intervalo da DAc ligeira,
havendo apenas um caso grave e trés moderados. Nas avaliacbes seguintes ndo se
registaram casos graves, sendo que na ultima avaliagdo a maioria dos animais apresentava-
se no intervalo da DAc ligeira, havendo um caso moderado e seis no grupo dos animais
considerados normais ou em remissao.

Perante os resultados obtidos, o lokivetmab pode ser considerado eficaz na redugdo dos
valores do CADESI-4 na maioria dos animais e na manutengado dos valores baixos entre
administragdes (durante 4 semanas pelo menos). A propria eficacia do lokivetmab no prurido
pode favorecer a diminuicao dos valores do CADESI uma vez que interrompe o ciclo prurido

— ato de cocar — inflamacgao — prurido. Com a redugao do prurido o animal ndo tem tanta
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tendéncia a cocar e assim nao intensifica a inflamagao, dando espaco e facilitando a resolugao
das lesdes.

A agéao do lokivetmab foi evidente nos valores de CADESI-4 logo no primeiro registo (apos a
primeira administragédo), ainda que este s6 tenha sido obtido ao fim de duas semanas. A
eficacia na redugao dos valores do CADESI-03 é notada ainda mais cedo, ao fim de 7 dias
apos a injegao, por Michels e colaboradores em 2016 (Michels, Ramsey, et al., 2016).
Enquanto o prurido pode diminuir rapidamente, as lesdes cutaneas avaliadas pelo CADESI-4
podem levar mais tempo na sua resolugao. Assim, em estudos de curta duragdo, como é o
caso do presente trabalho, a avaliagéo do efeito de uma abordagem terapéutica, neste caso
do lokivetmab, nas lesbes da DAc, através desta escala pode n&o representar totalmente a
realidade. Na tentativa de melhorar esta questao, Olivry em 2018 desenvolveu e sugeriu a
utilizacdo do CADESI4-E, uma escala que avalia apenas o eritema nas mesmas areas
corporais e com os mesmos valores de classificacdo que o CADESI-4 (Olivry, 2018b). O
eritema, ao contrario das outras lesdes avaliadas no CADESI-4 que surgem e desaparecem
mais lentamente, é a lesdo que se manifesta e resolve em primeiro lugar. Deste modo, a
avaliacdo com base apenas no eritema permite que em estudos de curta duracéo se detete a
eficacia, ou ndo, de uma abordagem terapéutica, uma vez que o eritema pode desaparecer
rapidamente (Olivry, 2018b). Embora a duragao do presente estudo tenha sido relativamente
curta (8 semanas), a utilizagéo desta escala é sugerida para trabalhos com duragdes inferiores
a 6 semanas (Olivry, 2018b), ndo tendo sido, por esta razdo, escolhida em detrimento do
CADESI-4.

4.3.Satisfagado dos cuidadores e continuagao do tratamento

O peso emocional e fisico que a DAc tem nos cuidadores, bem como as implicagdes que o
maneio desta doenca tem, tanto a nivel financeiro como no tempo que ocupa, podem
influenciar muito a qualidade de vida dos cuidadores (Noli, 2019; Noli et al., 2011). A
satisfacdo dos cuidadores relativamente ao plano terapéutico &, portanto, extremamente
importante para que estes se mantenham fiéis as indicagbes dos médicos veterinarios e, que
desta forma, seja possivel alcangar o sucesso terapéutico (Linek & Favrot, 2010).

Embora a satisfagao dos cuidadores relativamente a terapéutica com o lokivetmab n&o tenha
sido investigada por meio de questionarios, durante as consultas de seguimento procurou-se
obter informagéo sobre a opinido dos cuidadores nesse sentido. Para além disso, foi realizada
uma investigagéo através da base de dados informatizada, de modo a aferir quantos dos
animais incluidos na amostra continuaram a receber tratamento com o lokivetmab.

O numero bastante elevado de animais que, tanto ao fim de trés meses (77,78%) como até a
presente data (61,11%), continuavam sujeitos a um plano terapéutico que incluia o lokivetmab
sugere que a maioria dos cuidadores ficou satisfeita com esta opgao terapéutica. De facto,

foram obtidos testemunhos por parte de cuidadores que sentiram que o lokivetmab
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proporcionou uma grande melhoria tanto na qualidade de vida do animal como da propria
familia. Por outro lado, houve quatro casos onde os cuidadores ndo notaram diferencga
significativa com utilizagao do lokivetmab. No entanto, dois destes animais estiverem sujeitos
a outras opgdes terapéuticas antes do inicio do projeto e, na opinido dos cuidadores, o
controlo alcangado com o lokivetmab foi semelhante, ainda assim preferiram voltar para as
opgdes anteriores por questdes econdmicas. Excluindo os dois casos em que de facto, para
os cuidadores, ndo houve melhorias com a utilizacdo do lokivetmab, a interrupc¢ao desta opcéo
terapéutica deveu-se principalmente ao custo associado a cada administragao, considerado

bastante elevado por muitos cuidadores, e nao a falta de eficacia.

4.4.Efeitos adversos e analises laboratoriais

Durante os dois meses (duas administragdes) em que o lokivetmab foi utilizado como parte
do plano terapéutico para a DAc foram apenas registados trés casos com eventos adversos.
Os trés animais apresentaram episédios de vomito sendo que um deles teve, também,
diarreia. Em todos os casos a situagao ficou resolvida sem que houvesse necessidade de
intervengao. Situagdes de vomito e diarreia em animais aos quais estava a ser administrado
lokivetmab também foram descritas no estudo para determinagéo da seguranga do mesmo.
No estudo referido também se observaram outros efeitos adversos que no presente trabalho
nao se verificaram, como por exemplo anorexia e letargia (Michels, Walsh, et al., 2016). A
letargia e o vomito foram as reagbes adversas mais observadas por Souza e colaboradores,
no seu estudo retrospetivo em 2018, e também neste houve resolucédo das situacbes sem
necessidade de intervengdo médica (Souza et al., 2018). Tanto aos exames fisicos como
através das analises sanguineas realizadas antes e apds o tratamento ndo se verificaram
alteracdes com significado clinico. Estas observacgées vao ao encontro dos resultados obtidos
no estudo anteriormente referido em que também nado foram registadas alteragcdes nas
andlises realizadas aos animais em tratamento com lokivetmab (Michels, Walsh, et al., 2016).
As reagbes de hipersensibilidade, embora possiveis e advertidas no RCM (EMA, 2018b;
Michels, Walsh, et al., 2016), n&o se verificaram neste estudo.

Apesar de nao se ter investigado ativamente as interagdes com outras medicagdes utilizadas,
estas nao foram observadas, a semelhanca do que se verificou no estudo de Michels e
colaboradores (Michels, Walsh, et al., 2016).

A auséncia de interagbes com outras medicagdes, bem como a acdo tao especifica e
totalmente direcionada para uma unica interleucina, sugerem que o lokivetmab pode ser uma
excelente opcdo para animais com outras doencas concomitantes que ndo possam ser
sujeitos a outros farmacos, como por exemplo um animal com neoplasia ao qual ndao pode ser

administrado oclacitinib.
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Os resultados obtidos no presente estudo indicam que o lokivetmab é muito seguro, nao tendo
sido registada nenhuma situacdo grave ou com necessidade de intervencéo por parte do

médico veterinario.

4.5.Limitacoes do estudo

Para além das limitagbes que foram sendo referidas ao longo da discusséo houve outras que
merecem ser mencionadas.

As avaliagcdes das lesdes e respetivo preenchimento das escalas do CADESI-4 foram
realizadas por dois investigadores clinicos (A. M. Loureco e H. Pereira) que trabalham em
conjunto ha muito tempo e que no inicio do estudo se reuniram com o intuito de uniformizar a
atribuicao de classificagoes.

Idealmente, para avaliar os efeitos do lokivetmab nao deveria ter sido utilizada nenhuma outra
medicagao em simultaneo. Contudo, a principal preocupagéao durante todo o projeto foi o bem-
estar dos animais e dada a apresentagao tdo grave de alguns casos, houve necessidade de
implementar um plano terapéutico multimodal e individualizado. Todas as medicagdes
utilizadas em conjunto com o lokivetmab foram registadas e administradas de modo a interferir
0 minimo possivel com os resultados.

A reduzida dimensdo da amostra, quando comparada com outros estudos clinicos
semelhantes, foi, sem duvida um fator limitante, tendo impossibilitado certas investigagdes
como por exemplo a comparagéo, ja referida, da eficacia do lokivetmab em ragas diferentes.
A motivagao e coeréncia dos cuidadores no preenchimento das escalas para avaliagdo do
prurido também limitou a dimens&o da amostra, resultando até na exclusdo de alguns animais
cujos cuidadores nao respeitaram o numero de avaliagdes solicitadas. O custo do lokivetmab,
considerado por muitos elevado e fora das possibilidades financeiras, mostrou ser também

um fator limitante para inclusao de animais na amostra.
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5. Conclusao

A utilizacdo do lokivetmab no tratamento de cdes com DA mostrou ser uma opcao
extremamente eficaz e segura.

As reducgdes estatisticamente significativas que se observaram tanto no grau de prurido como
no valor do CADESI-4 ao longo de dois meses, vieram comprovar a eficacia, ja demonstrada
em estudos clinicos anteriores, do lokivetmab nesta doenca. Do mesmo modo, a auséncia de
efeitos secundarios com significado clinico e de interagdes medicamentosas déo énfase a
seguranga desta opgéao terapéutica e promovem confianga na sua utilizagdo em casos mais
complexos que possam ter restricbes farmacologicas.

A velocidade de acdo e o potencial de reducédo do prurido demonstrados pelo lokivetmab
representam uma ferramenta extremamente importante, sendo o prurido o sinal clinico da DAc
mais prevalente e com maior impacto na qualidade de vida do animal e do cuidador (Bizikova
et al., 2015; Linek & Favrot, 2010).

Tendo em conta a complexidade da DAc e a variagcéo na resposta individual ao tratamento da
mesma, a comprovagao da eficacia e da seguranga do lokivetmab é muito util, uma vez que

disponibiliza mais uma opgéao para integrar no plano terapéutico desta doenca.
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Anexo 1 — Termo de responsabilidade apresentado aos cuidadores para o

consentimento da participagao do seu animal no estudo

Termo de Responsabilidade e Certificado de Autorizagao

Eu, ,

cuidador(a) do canideo , autorizo a sua presenca no Projecto

“Cytopoint em Caes Atdpicos”, atestando ter sido informado(a) das condicdes do mesmo e

estando consciente de que posso desistir a qualguer momento.

de de

(Assinatura do cuidador)
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Anexo 2 - Escala CADESI-4

Tabela 4 - Tabela de Classificacdo CADESI — 4.

Escoriagoes
CADESI - 04 (ICADA) Eritema | Liquenificagao e/ou TOTAL
Alopécia

Regido perilabial

1
(esquerda e direita combinadas)
Pavilhdo Esquerda 2
Auricular Direita 3
Esquerda 4
Axilas
Direita 5
Extremidades Esquerda | 6
podais
anteriores (face o
dorsal e palmar Direita 7
combinadas)
Extremidades Esquerda | 8
podais
posteriores (face
Direita 9

dorsal e palmar
combinadas)

Regido flexora Esquerda | 10

do cotovelo Direita 11
Face palmar Esquerda | 12
metacarpica
(da almofada

cdrpica a Direita 13

metacdrpica)

Esquerda 14

Flancos
Direita 15

Regiao Inguinal Esquerda 16

(virilhas) Direita 17
Abdémen 18
Perineo 19
(desde a vulva/escroto até ao Gnus)
Face ventral da cauda
. 20
(proximal)
Classificar cada regido e cada
lesdo: ausente — 0; ligeiro — 1; Pontuacdo TOTAL (20 x 3 x 3 = 180)

moderado —2; grave — 3

Adaptado de “Validation of the Canine Atopic Dermatitis Extent and Severity Index (CADESI)-4, a simplified
severity scale for assessing skin lesions of atopic dermatitis in dogs”, 2014.
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Anexo 3 — Escala de gravidade do prurido

Figura 7 - Escala para classificagdao do grau de prurido tal como foi entregue aos

cuidadores.

/]

Grau de Prurido
O prurido (comichdo) pode manifestar-se por cocar, lamber, morder e esfregar o corpo.

Por favor, assinale com um “X”, na escala de 0 a 10 que se segue, aquele que considera ser o
grau de prurido que o seu cdo apresenta neste momento.

Prurido muito grave / quase continuo
10 — 717 — A manifestacdo de prurido ndo cessa, independentemente do que esteja a
acontecer ao seu redor. O cdo tem de ser fisicamente impedido de se cogar.

Prurido grave / episddios prolongados
8 ——T1—— A manifestacdo de prurido pode ocorrer durante a noite e também enquanto
come, brinca, faz exercicio ou esta distraido.

Prurido moderado / episddios regulares
6 — | Amanifestagdo de prurido pode ocorrer durante a noite, mas ndo enquanto
come, brinca, faz exercicio ou esta distraido.

Prurido ligeiro / episédios um pouco mais frequentes
4 Sem manifestag¢do de prurido enquanto dorme, come, brinca, faz exercicio ou
estd distraido.

3 —_—
Prurido muito ligeiro / episédios ocasionais
2 O cdo manifesta mais prurido do que antes de surgirem os problemas de pele.
1 1
O — 1 C3onormal-sem prurido

Escala de Gravidade do Prurido adaptada de “Further validation of a pruritus severity scale for use in dogs”,
2009.
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Anexo 4 — Valores do grau de prurido

Tabela 5 - Classificagdo do grau de prurido dos animais ao longo do tempo (dias).

Animal (DO | D1 | D2 | D3| D4 |D5|D6| D13 | D20 | D27 | D34 | D41 | D48 | D55
A 6|1 4/4|5|5|4]3 3 4 5 4 5 4 5
B 8 1 31333 ]|2]2 3 2 2 3 2 2 1
C 8|7 |7 |75 |5 |4 5 3 3 1 1 0 0
D 6|1 4|6 |6 |4 4] 4 4 6 6 4 4 2 2
E 7,6 | 6|6 |6 | 6|6 9 1 1 1 1 1 3
F 2 12|22 ]|2)|2]2 4 8 2 2 2 4 7
G 9|17 | 5|55 4] 4 4 4 3 2 2 2 2
H 7|7 |6 |6 |6 |65 5 5 5 5 5 5 6
J 8|1 88|88 | 8|38 8 7 7 8 8 6 6
L 1 110 |1 1 112 2 4 4 4 5 6 6
M 10112122 2|1 1 1 1 1 1 1 1
N 7,16 |6 |44 2|6 6 6 4 0 6 0 0
(o) 6|6 | 6|6 |6 |6 |6 6 6 6 6 5 5 5
P 7155|5554 3 4 4 4 4 5 5
Q 1101 1 1 112 2 3 4 5 4 4 4
R 6 | 6| 5|3 |2)|2]2 2 2 4 3 0 0 1
S 5141433 |3]|3 3 3 3 1 1 1 1
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Anexo 5 — Graficos de comparagao da melhoria no grau de prurido entre idades
e presenca de infegdo secundaria, pelo método de Kaplan-Meier

Grafico 11 - Curvas da proporgéo de animais sem melhoria ao longo das 8 semanas, pelo

método de Kaplan-Meier, tendo em conta a presenca, ou nao, de infecdo secundaria.
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Legenda: N — sem infegao secundaria; S — com infegdo secundaria.

Grafico 12 - Curvas da proporgéo de animais sem melhoria ao longo das 8 semanas, pelo

método de Kaplan-Meier, tendo em conta a idade dos animais.
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Legenda: Maior4 — animais com mais de 4 anos; menor4 — animais dos 0 aos 4 anos.
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Anexo 6 — Valores do CADESI-4

Tabela 6 - Classificagdo do CADESI-4 dos animais ao longo do tempo (dias).

Animal T0 T14 T28 T56
A 47 18 50 26
B 16 15 13 13
Cc 23 7 5 1
D 24 7 20 30
E 14 11 5 10
F 15 20 20 34
G 3 10 2
H 16 2 12
| 26 - 5
J 38 22 9 14
L 25 - 23 20
M 110 20 34 43
N 26 15 20 12
o 14 - 12 0
P 29 18 3 19
Q 8 14 11 10
R 37 13 15 20
S 19 4 8 1

Nota: Intervalos para classificagdo da gravidade da DAc pelo CADESI-4 - <10, cdes normais
ou remissao; 10-34, DAc ligeira; 35-59, DAc moderada; > 60 DAc grave (Olivry et al., 2014).
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