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Resumo

A dermatite atopica canina (DAC) é uma doenca multifatorial de elevada incidéncia, com patogenia
complexa. E definida como um processo inflamatério, pruriginoso que causa leso, inflamacdo e
alteragdo da barreira cutanea, promovendo a penetragdo dos alergénios ambientais.

O presente estudo teve como objetivos, quantificar e analisar as concentracdes séricas da interleucina
17 (IL-17) e 31 (IL-31) em animais diagnosticados com DAC sob terapéutica com lokivetmab ou
oclacitinib, as suas flutuacdes ao longo do tratamento, a andlise das diferencas entre as duas
terapéuticas utilizadas e a comparacdo com o grupo de controlo. Pretendeu-se também, avaliar o
prurido e a gravidade de lesdes durante a terapéutica, através dos dados recolhidos.

As colheitas sanguineas, a determinacdo do grau de prurido (pVAS) e das lesdes cutaneas (CADLI)
foram realizadas aos doze animais em trés momentos distintos (antes de iniciar a terapéutica (T0), 30
dias apés o inicio da terapéutica (T1) e ap6s 60 dias do inicio da mesma (T2). O grupo de controlo foi
constituido por cinco animais saudaveis.

A determinagéo das concentragfes séricas de IL-17 e IL-31 foi realizada através de imunoensaio
enzimético (MyBiosource®, Estados Unidos da América), seguindo as indica¢bes do fabricante.

ApOs analise dos resultados, os valores da concentragdo IL-17 apresentaram diferencas estatisticas
entre TO e T1 (p=0,221), entre TO e T2 (p=0,011). Os valores de IL-31 demonstraram-se
estatisticamente diferentes entre 0 TO e T1 (p=0,010), entre TO e T2 (p=0,184) e entre T1 e T2 (p=0,855)
ndo existiram diferencas significativas, determinando uma diminuigdo inicial da concentracéo e
posteriormente a manutencao ou ligeiro aumento. Comparando a variagdo das concentragdes de IL-
17, IL-31 nos dois grupos de tratamento nos diferentes tempos, ndo houve alteragcbes entre o grupo
que utilizou o oclacitinib e o grupo que utilizou o lokivetmab (p>0,05) como tratamento. Observou-se
uma correlacé@o positiva entre o prurido (T2) e as lesdes (T2) e entre a concentragao sérica de IL-31
(TO) e o prurido (T0). Verificou-se também uma concentracéo sérica de IL-17 mais elevada nos animais
com DAC, comparando com 0s animais saudaveis. A variacao das lesdes e do prurido diminuiram ao
longo do tempo, o que demonstra o sucesso da terapéutica utilizada.

Os resultados obtidos mostraram um aumento das concentracdes séricas de IL-17 em cdes com DAC
e a sua diminuicao ao longo do periodo de tratamento em estudo. Considerando estes resultados e o
envolvimento da IL-17 na inflamacgao cutanea na DAC, sugere-se o0 possivel desenvolvimento de novas

opcOes terapéuticas baseadas neste potencial alvo terapéutico.

Palavras-chave: Dermatite atdpica canina, interleucinas, lokivetmab, oclacitinib, ELISA



Abstract

Canine atopic dermatitis (CAD) is a multifactorial disease with a high incidence and complex
pathogenesis. It is defined as an inflammatory, pruritic process that causes injury, inflammation and
alteration of the skin barrier, promoting the penetration of environmental allergens.

The present study aimed to quantify and analyze serum concentrations of interleukin 17 (IL-17) and 31
(IL-31) in animals diagnosed with CAD under therapy with lokivetmab or oclacitinib, their fluctuations
throughout treatment, the analysis of differences between the two therapies used and the comparison
with the control group. We also aimed to assess pruritus and severity of lesions during therapy using
the data collected.

Blood samples, pruritus (pVAS) and skin lesions (CADLI) were collected from twelve animals at three
different times (before starting therapy (T0), 30 days after starting therapy (T1) and 60 days after starting
therapy (T2). The control group consisted of five healthy animals.

Serum concentrations of IL-17 and IL-31 were determined by enzyme immunoassay (MyBiosource®,
United States of America), following the manufacturer's instructions.

After analyzing the results, IL-17 concentration values showed statistical differences between TO and
T1 (p=0.221), between TO and T2 (p=0.011). IL-31 values were statistically different between TO and
T1 (p=0.010), between TO and T2 (p=0.184) and between T1 and T2 (p=0.855) there were no significant
differences, determining an initial decrease in concentration and later maintenance or slight increase.
Comparing the variation of IL-17, IL-31 concentrations in the two treatment groups at the different times,
there were no changes between the group using oclacitinib and the group using lokivetmab (p>0.05) as
treatment. A positive correlation was observed between pruritus (T2) and lesions (T2) and between
serum IL-31 concentration (T0O) and pruritus (TO). There was also a higher serum concentration of IL-17
in animals with CAD compared to healthy animals. The variation of lesions and pruritus decreased over
time, which demonstrates the success of the therapy used.

The results obtained showed an increase in serum IL-17 concentrations in dogs with CAD and its
decrease over the study treatment period. Considering these results and the involvement of IL-17 in
cutaneous inflammation in CAD, the possible development of new therapeutic options based on this

potential therapeutic target is suggested.

Keywords: canine atopic dermatitis, interleukins, lokivetmab, oclacitinib, ELISA



1. Introducéo

A dermatite atdpica canina (DAC) é uma patologia alérgica multifatorial de elevada incidéncia,
sendo estimada em aproximadamente 10-15%, com patogenia complexa, que resulta de uma interacéo
de caracter imunoldégico, da predisposicéo genética e dos fatores ambientais (Gedon & Mueller, 2018;
Outerbridge & Jordan, 2021).

A DAC é definida como um processo inflamatério pruriginoso, causando lesao, inflamacao e
disbiose do microbioma da barreira cutdnea (Bradley et al., 2016; Marsella et al., 2011; Olivry, 2011),
promovendo a penetracdo dos alergénios ambientais, associados a producdo de imunoglobulina E
(IgE), originando disfuncdes no sistema imunitério e na barreira cutanea (Gedon & Mueller, 2018).

Apbs contacto com o alergénio, os queratinécitos moldam o tipo de resposta imunitaria através
de citocinas, que desempenham um papel fundamental no desenvolvimento da doenca (van Brussel et
al., 2021). Segundo Asahina et al., (2015) existem estudos que indicam que as citocinas e quimiocinas
pré-inflamatérias induzidas por queratinécitos desempenham um papel importante na patogénese da
DAC. As citocinas atuam nas células dendriticas alterando a forma de processar os antigénios e a
resposta linfocitica que é gerada.

A interleucina 31 (IL-31) foi identificada e descrita na implicagdo de condi¢bes cutaneas
pruriginosas, nomeadamente nos sinais caracteristicos de DAC (Gonzales et al., 2013; Marsella et al.,
2012). E uma citocina ativada pelos linfocitos T (Figura 1-A) que desencadeia a ativacdo da janus
quinase (JAKSs) induzindo o prurido. (Gonzales et al., 2013; Marsella et al., 2012; McCandless et al.,
2014, van Brussel et al., 2021).

A interleucina 17 (IL-17) foi caracterizada como uma citocina com propriedades inflamatorias,
produzida pelas células Th17 que induzem a ativacdo dos macréfagos e a proliferagcéo e diferenciacdo
dos queratindcitos (Nakajima et al., 2014; Shiomitsu et al., 2021), produzindo mais citocinas pré
inflamatérias (Figura 1-B). A IL-17 como mediador inflamatério (Zenobia & Hajishengallis, 2015),
emergiu como um potencial interveniente na patogénese da DAC (Marsella, 2021), na funcado e
inflamacgé&o da barreira cutdnea e no desenvolvimento da resposta Th2. No entanto, o efeito da IL-17

na patogénese da DAC ainda néo foi totalmente compreendido (Asahina et al., 2015).
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Figura 1 — A: Resposta imunitaria ap0s contacto com alergénios, pela via Th2 originando libertacdo
Imunoglobulina E (IgE), mastdcitos, macrofagos, basofilos, eosindfilos e IL-31, que se liga diretamente
a recetores especificos neuronais e mediadores de prurido, induzindo-o; B: Resposta imunitaria apés
contacto com alergénios, pela via Th17 originando a libertagdo de IL-17, que promove o recrutamento
de macrofagos, proliferagdo dos queratindcitos e estimulacdo da producdo de citocinas pro-
inflamatérias, desencadeando um aumento da inflamac&o mediado por neutréfilos.

Adaptado de (Gonzales et al., 2013; Krautmann et al., 2023; Zenobia & Hajishengallis, 2015).

Nesta patologia, o prurido é o sinal clinico mais comum, precedendo outros sinais como
liquenificagdo, eritema, escoriagdes, hiperpigmentacdo, alopécia auto-induzida, representando uma
caracteristica chave para o diagnéstico da mesma (Outerbridge & Jordan, 2021). Alongo prazo, podera
afetar significativamente a qualidade de vida do cdo e do tutor por ser tdo fatigante e incémodo
(Gonzales et al., 2016), o que justifica a investigacdo de outras terapéuticas capazes de controlar os
sinais clinicos. (Cosgrove, Wren, Cleaver, Walsh, et al., 2013). Consequentemente, surgiram dois
farmacos, o oclacitinib em 2013 e o lokivetmab em 2017, que demonstraram eficacia e seguranc¢a na
abordagem desta patologia, destacando-se por ndo apresentarem os efeitos adversos descritos com a
administracdo de glucocorticoides ou outros imunossupressores (Bruet et al., 2022).

O oclacitinib (Apoquel®) é um inibidor seletivo da JAK1 (Figura 2-A) uma tirosina quinase
envolvida na transducao de sinal de citocinas mediadoras do prurido e pré-inflamatérias, bem como na
sinalizacdo de IL-31 (Banovic et al., 2019; Cosgrove, Wren, Cleaver, Martin, et al., 2013; Gonzales et
al., 2014, Visser et al., 2022). Este farmaco atua através do bloqueio da via Th2, inibindo estas vias de
sinalizacdo. (Gadeyne et al., 2014; Visser et al., 2022).

O lokivetmab (Cytopoint®) foi o primeiro anticorpo monoclonal (mAb) usado em medicina

veterindria, ligando-se especificamente a IL-31 circulante, neutralizando-a e assim, impedindo a sua



ligacdo ao recetor (Figura 2-B), pelo que a via de sinalizacdo do prurido ndo é desencadeada.
(Cosgrove et al., 2015; Fleck et al., 2021; Gober et al., 2022).

Loxivelmab liga-se
a IL-37 circulante,
neutralizando-a

IL-31 liga-se
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Figura 2 — A: Via de indugéo do prurido ocorre através da ligagcdo da IL-31 ao seu recetor, a enzima
tirosina quinase (JAK). O oclacitinib atua ap6s esta ligacao, inibindo a transducéo de sinal e bloqueando
as diversas vias de sinalizag&o. B: O lokivetmab atua antes da ligacdo da IL-31 ao seu recetor (JAK),
ligando-se seletivamente a um epitopo desta interleucina, neutralizando-a e impedindo a sua ligagéo e
consequentemente as vias de sinalizagdo seguintes.

Adaptado de (Gadeyne et al., 2014; Gonzales et al., 2014; Visser et al., 2022; Zoetis, 2020).

Estes dois farmacos apresentam diferencas relevantes, designadamente na posologia e

propriedades farmacolégicas, que se destacam na Tabela 1.



Tabela 1 — Comparacéao entre as vias de administracao, a posologia, as propriedades

farmacodinamicas, farmacocinéticas e imunologicas, o inicio da eficacia e os efeitos adversos, do

Viade

administragao

Posologia

Propriedades

farmacodinamicas

Propriedades

farmacocinéticas

Propriedades

imunolégicas

Inicio da eficacia

Reacgdes adversas

oclacitinib e do lokivetmab.

Oclacitinib
Apoquel®, 2013

Via oral

0,4 a 0,6 mg/kg duas vezes por dia durante 15 dias e

uma vez por dia para tratamento de manutengao

Inibe seletivamente a funcgao de citoquinas alvo
dependentes da atividade enziméatica da JAK, as pré

inflamatérias e as mediadoras do prurido

Rapidamente absorvido, tempo de concentra¢éo no
plasma < 1h e semivida de 3,5h, baixa ligagéo as
proteinas e os principais metabolitos foram

identificados no plasma e na urina

Farmaco convencional sem propriedades imunolégicas

4 horas

Diarreia; vomito; anorexia; letargia; polidipsia e

diminuicdo da contagem leucocitaria média

Lokivetmab
Cytopoint®, 2017

Via subcutanea

2 mg/Kg (tabelado) a cada 4-8 semanas

mAb

Sem metabolizacédo

Anticorpo monoclonal caninizado com alvo
especifico para a IL-31, impedindo a ligagédo
ao seu co-recetor

Até 24 horas

Em casos muito raros: vomito e/ou diarreia,
(reagGes de hipersensibilidade) e letargia

IL-31: Interleucina 31; JAK: tirosina quinase; mAb: Anticorpo monoclonal; tabelado: Anexo 6.

Adaptado de (Agéncia Europeia do Medicamento, 2013, 2017; Cosgrove et al., 2015; Zoetis, 2020).

Assim, pretendeu-se realizar este estudo com o objetivo quantificar e analisar as concentracdes

séricas da concentracdo da IL-7 e IL-31 em animais diagnosticados com DAC sob terapéutica com

lokivetmab ou oclacitinib e as suas flutuacfes ao longo do tratamento, analisar as diferencas entre as

duas terapéuticas utilizadas e a comparar com o grupo de controlo. Pretendeu-se também, avaliar o

prurido e a gravidade de lesdes durante a terapéutica.



2. Material e métodos

2.1. Animais

Este estudo decorreu entre o periodo de 1 de dezembro de 2022 a 30 de maio de 2023 em trés
centros de atendimento médico-veterinario (CAMV), séo eles: o Hospital Veterinario e Universitario de
Coimbra (HVUC), o Hospital Veterinario de Coimbra (HVC) e o Hospital Veterinario do Porto (HVP) que
aceitaram participar.

Esta avaliacdo incluiu animais diagnosticados com DAC, com idades compreendidas entre um
a oito anos, com tutor proprio independentemente do género e raca, apresentados em consulta de
dermatologia nos trés CAMVs. Os animais apresentavam-se com exame fisico normal e apés
diagndstico foi identificada a necessidade de controlo do prurido, classificado como crénico e nao
sazonal. O diagndstico baseou-se na historia clinica do animal, na sua apresentacao clinica sugestiva,
no cumprindo de pelo menos cinco critérios de Favrot (Favrot, 2013; Favrot, Steffan, et al., 2010) (Anexo
2) e na exclusdo de diagnésticos diferenciais como dermatite alérgica a picada da pulga, a sarna
sarcética, outros possiveis ectoparasitas e a alergia alimentar, através da dieta de
eliminacao/provocacao (Hensel et al., 2015).

A presenca de outra condi¢do patoldgica com necessidade de controlo farmacoldgico; o uso
de terapéutica imunomodeladora/anti-inflamatéria, sistémica e/ou tépica; a administracdo de
antibioterapia nos 30 dias anteriores a inclusdo no estudo; a aplicagdo de algum tratamento tdpico
como champds ou antiparasitarios ndo podera ter sofrido alteragdes nos ultimos 30 dias e 0 néo
cumprimento do protocolo terapéutico de forma correta, ou ndo comparecimento nas consultas de
controlo, sdo critérios de exclusao, invalidando a participacao do animal no estudo.

Apos aplicacao dos critérios, foram incluidos 17 animais, 12 diagnosticados com DAC dos quais
quatro utilizaram o protocolo terapéutico com oclacitinib e oito com lokivetmab e cinco saudaveis. Estes
cinco animais apresentaram-se para consulta de rotina, entre um a oito anos, com vacinagédo e
desparasitacao em dia e sem patologias imunoldgicas.

O presente estudo aprovado pela Comisséo de Etica da Escola Universitaria Vasco da Gama
(CE-EUVG) (Parecer n° 18/2022) e a participacao de todos os animais incluidos foi autorizada por meio

de um consentimento informado (Anexo 1), assinado pelos respetivos tutores.

2.2. Desenho do estudo

O estudo foi desenhado de forma a avaliar o animal em trés momentos diferentes: antes de
iniciar a terapéutica (T0), 30 dias ap6s o inicio da terapéutica (T1) e apds 60 dias do inicio da mesma
(T2). Foi elaborada uma ficha de identificacdo (Anexo 3) para registo e avaliacdo da evolucao clinica
nos trés momentos distintos.

Ap0s diagnostico definitivo de DAC (Figura 3) o animal foi avaliado pelo médico veterinario (TO0),

através do exame fisico, do quadro clinico, da gravidade e descri¢édo lesional com recurso a escala



Canine Atopic Dermatitis Lesion Index (CADLI) (Plant et al., 2012) e o grau de prurido utilizando a
Escala Analégica Visual (pVAS), baseada na resposta do tutor (Hill et al., 2007; Rybnicek et al., 2009).
e registo fotografico. Para diminuir o grau de subjetividade da resposta do tutor associada a escala
pVAS, foram seguidas as indicacdes do estudo de Young et al., (2019).

ApOs esta avaliagdo, foi realizada a colheita de trés ml de sangue total, pela veia jugular,
metade para um tubo seco e a outra metade para um tubo em EDTA, para a realizacdo de um
hemograma. As amostras foram centrifugadas a 2500 rpm durante 10 minutos, a amostra de soro foi
colocada em microtubo e armazenado a -20°C até ao momento da andlise.

Apbs recolha sanguinea, foi administrado por via subcutanea na regido interescapular uma
dose Unica de um ml de lokivetmab (10 mg, 20 mg, 30 mg ou 40 mg) com duracdo mensal (Anexo 6)
ou iniciado o tratamento com oclacitinib (3,6 mg, 5,4 mg e 16 mg) 0,4 a 0,6 mg/kg por via oral duas
vezes por dia (BID) durante 15 dias e posterior diminuig&o para uma vez ao dia (SID).

Na segunda e terceira visita do animal ao CAMV (T1 e T2 respetivamente) foi realizado novo
exame fisico pelo médico veterinario, avaliadas as les6es presentes, aferido o grau de prurido, realizada
nova colheita sanguinea e administracéo de lokivetmab ou continuacéo da terapéutica oral diaria de
oclacitinib.

Durante o periodo em estudo, ndo foi administrada qualquer terapéutica sistémica ou topica,
para além do oclacitinib ou do lokivetmab.

Adicionalmente, foi também monitorizado possiveis efeitos adversos, para avaliacdo da

seguranca dos dois farmacos e questionado a presenga de outras alteracdes percecionadas pelo tutor.

+2* avaliacao do animal:
exame fisico; pVAS e CADLI
*Colheita sanguinea

T1
DIAGNOSTICO INiClO DA
DE DAC TERAPEUTICA DlA:3o
...........?................0................@ é ? .
APRESENTAGAO EM L i
CONSULTA 0 T

+1% avaliagao do animal: *3? avaliagéo do animal:

exame fisico; pVAS e CADLI exame fisico; pVAS e CADLI
-Colheita sanguinea *Colheita sanguinea

Figura 3 — Desenho do estudo: 12 consulta- apresentacéo do animal em consulta de dermatologia; 22
consulta: obtencdo do diagndstico de DAC; 32 consulta (T0): inicio da terapéutica, avaliacdo do animal
em relacdo ao prurido, lesdes e 12 colheita sanguinea; 42 consulta (T1): 22 avaliacdo e 22 colheita
sanguinea; 52 consulta (T2): 32 avaliacdo e 32 colheita sanguinea.

TO - tempo antes de iniciar a terapéutica com lokivetmab ou oclacitinib; T1- 30 dias apos a primeira
administracdo de lokivetmab ou oclacitinib; T2 - 60 dias apds a primeira administracdo de lokivetmab
ou oclacitinib; pVAS- Escala visual analdgica do prurido; CADLI- indice de lesbes da Dermatite Atopica

Canina.



2.3. Determinacéo analitica

A determinacdo das concentraces séricas de IL-17 e IL-31 foi realizada no laboratério da
Escola Universitaria Vasco da Gama, com a utilizagdo de dois kits comerciais de ensaio
imunoenziméatico (ELISA) especificos para cdes: Canine Interleukin 17: MyBiosource®, Estados Unidos
da América e Canine Interleukin 31: MyBiosource®, Estados Unidos da América, seguindo as
instrucBes do fabricante.

A andlise das concentracdes séricas de IL-17 nas amostras de soro, foi realizada através do
formato sandwich de duplo anticorpo, com um intervalo de curvas padrdo entre 10 a 4000 pg/ml,
sensibilidade 5,15 pg/ml. Foram realizadas diluicdes seriadas de 150 pg/ml, 300 pg/ml, 600 pg/ml,
1200pg/ml e 2400 pg/ml. As amostras foram analisadas em duplicado e a absorvancia medida em 450
nm. A curva padrdo (y=0,0027x + 0,0749, r?=0,997) foi utilizada para obter as concentragdes séricas
de IL-17, que foram expressas em pg/ml.

A analise das concentracdes séricas de IL-31 nas amostras de soro, recorreu ao ELISA direto,
com um intervalo de curvas padréo entre 15 a 1000 pg/ml e sensibilidade de 5 pg/ml. Foram realizadas
diluigBes seriadas de 15,6 pg/ml, 31,2 pg/ml, 62,5 pg/ml, 125 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml e 100 pg/ml.
As amostras foram analisadas em duplicado e a absorvancia medida em 450 nm. Com os valores das
amostras padrdo, obteve-se a curva padrdo (y = 0,0006x + 0,3564, r?=0,978) para obtengdo das

concentracdes séricas de IL-31, expressas em pg/ml.

2.4, Andlise estatistica

A andlise foi desenvolvida com recurso ao Statistical Package for the Social Sciences (v26.0,
SPSS An IBM Company, Chicago, IL), com excecdo do tracado dos gréficos onde foi utilizado o
software R Studio (versdo 2023.03.0). A significancia estatistica assumida foi de p < 0,05.

Foram inicialmente avaliados o0s pressupostos a realizacdo de testes paramétricos,
nomeadamente, a normalidade dos dados e a homogeneidade de variancias, com recurso ao teste de
Shapiro-Wilk e teste de Levéne respetivamente, e ainda pela inspecao grafica da homogeneidade da
variancia e normalidade dos residuos (Nornadiah Mohd, 2011; W. Nordstokke, 2010). Desta forma,
foram escolhidos os testes ndo paramétricos para a analise dos dados, uma vez que os dados nao
cumpriam os requisitos para a utilizacao de testes paramétricos.

O teste de Friedman (teste ndo paramétrico para igualdade de medianas de 3 ou mais amostras
emparelhadas), foi utilizado para detetar diferengas ao longo de diferentes momentos. Este teste ndo
utiliza os dados numéricos diretamente, mas sim os postos (ranking) ocupados por eles apos a
ordenacdo feita para cada grupo separadamente (Friedman, 1937). Apos a ordenacao € testada a
hipotese de igualdade da soma do ranking de cada grupo. Nos casos em que o teste de Friedman se
demonstrou significativo, foi realizado um teste posthoc para esclarecer quais 0s momentos que eram

diferentes entre si (testes de comparacfes midltiplas utilizando a correcdo de Bonferroni). As

10



comparacdes multiplas foram realizadas com o objetivo de investigar as diferencas entre os pares de
grupos (momentos) em relacdo a variavel em estudo. Esta abordagem permitiu identificar quais os
pares de momentos que apresentaram diferencas estatisticamente significativas, controlando o risco
de erro tipo I.

Para a comparacédo entre os dois medicamentos foi utilizado o teste de Mann-Whitney U Test
para amostras independentes, que é um teste ndo paramétrico aplicado para duas amostras
independentes, que compara a mediana entre dois grupos e que esta indicado para comparacédo de
dois grupos quando os requisitos para aplicacéo do teste paramétrico t de Student ndo sao cumpridos
(McKnight, 2010).

Por dltimo, foi usada a correlacdo de Spearman que é uma medida de correlacdo néo
paramétrica usada quando os dados ndo assumem uma distribuicdo normal. Este coeficiente de
correlacdo mede a forga e direcdo da associacdo entre duas varidveis classificadas (Myers, 2004). Este
coeficiente varia entre -1 e 1, onde 1 representa uma correlagéo perfeitamente positiva, -1 representa
uma correlacado perfeitamente negativa e 0 representa a auséncia de correlagdo. Quanto mais proximo

o valor estiver de 1, mais forte é a relagéo positiva entre as variaveis (Schober et al., 2018).

3. Resultados

3.1. Caracterizacdo da amostra

Neste estudo foram incluidos 12 caes, dos quais 66% (8/12) séo de raca pura e 33% (4/12) de
raca indeterminada; 8% (1/12) sdo machos e 92% (11/12) fémeas e 50% (6/12) dos cades castrados. A
média de idades é de 4 anos (DP= 2,46) e o peso médio é de 23 kg (DP= 10,1) (Tabela 2).
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Tabela 2 — Caracterizacédo dos animais incluidos no estudo.

Estado reprodutivo:

Animal Raca Idade (anos) Peso submetido a T-erap-)éutica
(kg) Sexo instituida
OVH/orquiectomia
1 indeterminada 6 16,0 Fémea Nao oclacitinib
2 yorkshire 7 2,7 Fémea Sim lokivetmab
3 weimaraner 3 31,0 Fémea Sim oclacitinib
4 pug 1 11,6 Fémea Sim oclacitinib
5 indeterminada 6 30,4 Fémea Sim oclacitinib
6 yorkshire 8 29 Fémea Sim lokivetmab
7 akita inu 1 24,2 Fémea N&o lokivetmab
8 bulldog francés 2 12,8 Macho Nao lokivetmab
9 bulldog francés 4 12,9 Fémea Nao lokivetmab
10 cavalier 2 7,6 Fémea N&o lokivetmab
11 indeterminada 2 31,8 Fémea N&o lokivetmab
12 indeterminada 2 12,2 Fémea Sim lokivetmab
Médiat DP 412,46 23+10,1

DP: Desvio padrao; OVH: Ovariohisterectomia.

No grupo de controlo foram incluidos 5 cédes, a sua caracterizacdo esta descrita na Tabela 3.

Tabela 3 — Caracteriza¢do dos animais saudaveis.

Animal Raca Idade Peso (kg) Sexo Estado reprodutiYo: sub.metido a
(anos) OVH/orquiectomia
C1l indeterminada 4 17,2 Macho Sim
Cc2 boxer 5 31,2 Fémea Sim
C3 indeterminada 3 23,0 Macho Sim
C4 teckel 6 18,0 Fémea Nao
C5 teckel 7 17,0 Macho Nao
Médiat DP 5+1,58 21,28+ 6,06
3.2. Caracterizacdo clinica

10) nos diferentes tempos, encontra-se descrita na Tabela 4.

A avaliacao das les@es pela escala CADLI (de 0 a 50) e do prurido pela escala pVAS (de 0 a
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Tabela 4 — Resultados obtidos através da aplicacdo da escala de les@es e de prurido de cada animal,

a média e medidas de dispersao.

Escala de lesdes CADLI Escala de prurido pVAS
Animal
TO T1 T2 TO T1 T2

1 35 15 8 4 2

2 20 10 4 6 4 2

3 36 21 14 8 6 4

4 25 15 14 6 4 2

5 28 15 8 6 4 2

6 32 16 8 8 4 2

7 22 8 3 6 4 2

8 23 14 11 8 4 2

9 38 24 17 8 4 4

10 24 17 12 6 4 2

11 19 17 10 8 4 2

12 17 10 4 6 4 2

Média + DP 26,58 £7,11 | 15,17 +4,52 | 9,40+4,42 | 7,00 £1,04 | 4,17 +0,58 | 2,30 +0,78

CV (%) 27 30 47 15 14 34
Min-Max 17-38 8-21 4-17 6-8 4-6 2-4

DP: Desvio padrdo; CV (%): coeficiente de variacdo; Min-Max: minimo e méximo; TO- tempo antes de iniciar a
terapéutica com lokivetmab ou oclacitinib; T1- 30 dias ap6s a primeira administracao de lokivetmab ou oclacitinib;

T2- 60 dias ap6s a primeira administragcdo de lokivetmab ou oclacitinib.

A variacdo de prurido apresentou diferencas estatisticamente significativas entre TO e T1
(p=0,032) e também entre TO e T2 (p<0,001). Entre T1 e T2 ndo foram encontradas diferengas

significativas (p=0,074). A Figura 4 demonstra a diminuicdo de prurido ao longo do tempo.
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Figura 4 — Variacdo da escala de prurido em funcdo do tempo e da terapéutica utilizada (n=12 para
cada tempo).

A caixa de bigodes representa graficamente os quartis, fornecendo informacgédo visual sobre a mediana, 1° e 3°
quartil, a distancia interquartil e os extremos. As linhas servem para uma melhor compreensédo da variagdo dos
valores ao longo do tempo de estudo. Cor vermelha- terapéutica com oclacitinib; cor azul- terapéutica com
lokivetmab; TO- tempo antes de iniciar a terapéutica com lokivetmab ou oclacitinib; T1- 30 dias apds a primeira
administracéo de lokivetmab ou oclacitinib; T2- 60 dias ap6s a primeira administracéo de lokivetmab ou oclacitinib.

No ambito da escala de avaliacdo das lesdes os resultados obtidos apresentam diferencas
significativas entre todos os tempos (TO vs. T1: p=0,043; TO vs. T2: p<0,001 e T1 vs. T2: p=0,043). A
Figura 5 demonstra a diminuicéo progressiva das lesdes ao longo do tempo.

A titulo representativo o Anexo 5 demonstra a diminui¢do das lesfGes cutaneas presentes no
Animal 9, ao longo dos trés tempos. S&o observadas lesGes caracterizadas por eritema, escoriacao,
liquenificagdo e hiperpigmentacdo ao nivel abdominal ventral e da zona inguinal. Nos membros

anteriores verifica-se zonas com eritema, escoriacdo, erosao e alopécia.
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Figura 5 — Variagdo da escala de lesdes em funcdo do tempo e da terapéutica utilizada (n=12 para
cada tempo).

A caixa de bigodes representa graficamente os quartis, fornecendo informacgédo visual sobre a mediana, 1° e 3°
quartil, a distancia interquartil e os extremos. As linhas servem para uma melhor compreensao da variagdo dos
valores ao longo do tempo de estudo. Cor vermelha- terapéutica com oclacitinib; cor azul- terapéutica com
lokivetmab; TO- tempo antes de iniciar a terapéutica com lokivetmab ou oclacitinib; T1- 30 dias apds a primeira
administracéo de lokivetmab ou oclacitinib; T2- 60 dias ap6s a primeira administragdo de lokivetmab ou oclacitinib.

Adicionalmente, foi avaliada a variagcao do peso que demonstrou diferencas significativas entre
TO e T2 (p<0,001). Entre TO e T1 (p=0,096) e T1 e T2 (p=0,377) ndo existiram diferencas significativas
(p=0,074). Na Figura 6 verificamos os diferentes pesos e a sua ligeira tendéncia de aumento ao longo
do tempo.
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Figura 6 — Variacao do peso em fung&o do tempo e da terapéutica utilizada (n=12 para cada tempo).

A caixa de bigodes representa graficamente os quartis, fornecendo informacgédo visual sobre a mediana, 1° e 3°
quartil, a disténcia interquartil e os extremos. As linhas servem para uma melhor compreensédo da variagdo dos
valores ao longo do tempo de estudo. Cor vermelha- terapéutica com oclacitinib; cor azul- terapéutica com
lokivetmab; TO- tempo antes de iniciar a terapéutica com lokivetmab ou oclacitinib; T1- 30 dias apds a primeira
administracéo de lokivetmab ou oclacitinib; T2- 60 dias apds a primeira administracéo de lokivetmab ou oclacitinib.

Foram avaliadas as diferencas das variaveis em estudo entre os dois grupos de tratamento. No
que diz respeito a escala de lesbes, de prurido e ao peso no momento TO, T1 e T2 ndo foram
significativamente diferentes entre o grupo que fez tratamento com o oclacitinib e o grupo que fez
tratamento com o lokivetmab (p>0,05) (Anexo 4).

Relativamente aos resultados dos varios parametros sanguineos avaliados pelo hemograma,
foram observados desvios decrescentes na contagem leucocitaria média (neutréfilos e monécitos) e
eosinofilica. A diminuicdo ndo foi clinicamente significativa, uma vez que todos os valores
permaneceram dentro dos valores laboratoriais de referéncia.

Quanto aos efeitos adversos, avaliados adicionalmente, ndo houveram registos dos mesmos,

durante a realizacéo deste estudo.

3.3. Determinacédo das concentragdes séricas de IL-17 e IL-31

Os resultados obtidos através da quantificacédo das concentracdes séricas de IL-17 e IL-31 pelo

método ELISA encontram-se descritos na Tabela 5.
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Tabela 5 — Resultados obtidos através da determinacdo das concentra¢cdes séricas (pg/ml) de IL-17 e

IL-31 obtidas nos trés tempos de avaliacdo, a média e medidas de disperséo.

] Concentracéo IL-17 (pg/ml) Concentragéo IL-31 (pg/ml)
Animal TO T1 T2 TO T1 T2
1 54,48 40,40 34,85 639,00 197,66 608,50
2 92,44 63,55 73,38 1037,00 744,33 700,10
3 50,59 42,44 47,62 825,16 702,67 *
4 23,19 27,44 43,50 642,60 470,16 400,30
5 107,40 53,19 36,50 620,16 280,00 814,00
6 58,37 45,04 35,40 649,00 271,00 *
7 51,80 46,70 18,93 509,30 % 236,80
8 42,40 45,50 35,70 754,30 641,00 650,00
9 61,14 53,70 26,50 775,16 346,00 349,00
10 69,85 55,70 46,10 521,83 181,00 324,00
11 57,62 * 41,00 671,00 * 281,00
12 38,50 42,80 * 383,50 745,16 *
Média + Desvio
— 59 +22,8 4749,5 40 £13,9 700 £176,3 426 +231,3 485+209,7
CV (%) 39 20 35 25 54 43
Min-Max 23,19- 27,44- 26,50- 383,50- 236,80-
107,40 63,55 73,38 1037,00 161,00-745.16 814,00

* auséncia de colheita; ** erro analitico; DP: Desvio padrdo; CV (%): coeficiente de variagdo; Min-Max: minimo e
méaximo; TO- tempo antes de iniciar a terapéutica com lokivetmab ou oclacitinib; T1- 30 dias apos a primeira

administracéo de lokivetmab ou oclacitinib; T2- 60 dias apds a primeira administracéo de lokivetmab ou oclacitinib

A comparacao dos valores obtidos de interleucina 17 entre os tempos TO e T2 revelaram
diferencas significativas (p=0,011). Entre o momento TO e T1 ndo foram observadas diferencas
significativas (p=0,221) e entre o0 momento T1 e T2 também n&o foram identificadas diferengas

(p=0,791). A Figura 7 demonstra a diminuicdo da concentracdo de IL-17 ao longo do tempo.
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Figura 7 — Variagdo das concentracdes séricas de IL-17 em fun¢&o do tempo e da terapéutica utilizada
(n=12em TO; n=11em Tl e T2).

A caixa de bigodes representa graficamente os quartis, fornecendo informacgéo visual sobre a mediana, 1° e 3°
quartil, a distancia interquartil e os extremos. As linhas servem para uma melhor compreenséo da variagao dos
valores ao longo do tempo de estudo. Cor vermelha- terapéutica com oclacitinib; cor azul- terapéutica com
lokivetmab; TO- tempo antes de iniciar a terapéutica com lokivetmab ou oclacitinib; T1- 30 dias apds a primeira
administracéo de lokivetmab ou oclacitinib; T2- 60 dias apds a primeira administragéo de lokivetmab ou oclacitinib.

Relativamente aos resultados das concentragBes séricas da IL-31, podemos destacar as
diferencas significativas observadas entre o TO e T1 (p=0,010). N&o se verificaram diferencas
significativas quando comparados os momentos TO e T2 (p=0,184), nem entre T1 e T2 (p=0,855). Na
Figura 8 é possivel observar a distribuicdo das concentragbes em fungéo do tempo, demonstrando uma

diminuicdo da concentracdo de IL-31 entre TO e T1 e sem alterac¢des significativas entre T1 e T2.
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Figura 8 — Variacao das concentragdes séricas de IL-31 em fun¢éo do tempo e da terapéutica utilizada
(n=12em TO; n=10em Tl e n=9 em T2).

A caixa de bigodes representa graficamente os quartis, fornecendo informacgédo visual sobre a mediana, 1° e 3°
quartil, a distancia interquartil e os extremos. As linhas servem para uma melhor compreensado da variagdo dos
valores ao longo do tempo de estudo. Cor vermelha- terapéutica com oclacitinib; cor azul- terapéutica com
lokivetmab; TO- tempo antes de iniciar a terapéutica com lokivetmab ou oclacitinib; T1- 30 dias apds a primeira
administracéo de lokivetmab ou oclacitinib; T2- 60 dias ap6s a primeira administragdo de lokivetmab ou oclacitinib.

Comparando os valores das concentracdes de IL-17 e IL-31 nos momentos TO, T1 e T2, estes
nao foram significativamente diferentes entre o grupo que fez tratamento com o oclacitinib e com o
lokivetmab (p>0,05) (Anexo 4), contudo é de salientar a reduzida dimenséo da amostra dos dois grupos

incluidos no estudo.

34. Determinacé&o das concentragdes séricas de IL-17 e IL-31 nos animais saudaveis

Os resultados da quantificacéo de IL-17 e IL-31 pelo método de ELISA, na amostragem de

controlo estao patentes na Tabela 6.
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Tabela 6 — Resultados obtidos através da determinacéo das concentracfes séricas (pg/ml) de IL-17 e

IL-31 obtidas nos animais saudaveis, a média e medidas de disperséo.

Animal
Controlo IL-17 (pg/ml) IL-31 (pg/ml)
C1 46,52 211,83
Cc2 42,26 466,83
C3 45,41 931,00
C4 23,37 257,67
C5 29,48 823,50
Média + Desvio padréo 37,41 £10,37 538,17 +£326,34
CV (%) 28 60
Min-Max 23,37-46,52 211,83-931,00

C: animal saudavel; DP: Desvio padréo; CV (%): coeficiente de variagdo; Min-Max: minimo e maximo.

Apenas foi possivel calcular as diferencas para as variaveis IL-17 TO, IL-31 TO, por serem as

Unicas que estavam disponiveis para o grupo de controlo. A variavel IL-17 no TO apresentou diferencgas

significativas entre os animais com patologia e os animais saudaveis (p=0,037) (Figura 9). A variavel

IL-31 TO nédo apresentou alteracdes estatisticamente significativas (p=0,442) (Figura 10).
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Figura 9 — Variacdo da concentracdo sérica de IL-17 nos animais saudéaveis comparando com 0s

animais com patologia antes de iniciar a terapéutica com lokivetmab ou oclacitinib (TO).
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Figura 10 — Variag8o da concentragéo sérica de IL-31 nos animais saudaveis comparando com o0s
animais com patologia antes de iniciar a terapéutica com lokivetmab ou oclacitinib (TO).

A caixa de bigodes representa graficamente os quartis, fornecendo informacéo visual sobre a mediana, 1° e 3°
quartil, a disténcia interquartil e os extremos. As linhas servem para uma melhor compreensédo da variagdo dos
valores ao longo do tempo de estudo. Cor vermelha- terapéutica com oclacitinib; cor azul- terapéutica com
lokivetmab; TO- tempo antes de iniciar a terapéutica com lokivetmab ou oclacitinib; T1- 30 dias apds a primeira
administracéo de lokivetmab ou oclacitinib; T2- 60 dias ap06s a primeira administracéo de lokivetmab ou oclacitinib.

3.5 Correlagéo entre variaveis clinicas e os valores das concentra¢fes séricas das

interleucinas

Os valores de prurido em T2 apresentaram correlac8es fortes com os valores das lesGes em
T2 (rho de Spearman=0,622, p=0,031). Os valores de prurido em T0, tém uma correlacdo forte (rho de
Spearman=0,591, p=0,043) com os valores de IL-31 em TO (p=0,043).

As restantes variaveis nédo apresentaram correlacdes significativas. Também foram analisadas

as variaveis, idade e estado reprodutivo, ndo apresentando diferencas significativas neste estudo.
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4, Discussao

As concentracdes séricas de IL-17 e IL-31 no soro de 12 céaes, diagnosticados com dermatite
atOpica canina, foram avaliadas ao longo da terapéutica utilizada.

Os animais foram diagnosticados com DAC através das guidelines (Hensel et al., 2015),
utilizando os critérios de Favrot, os quais apresentam sensibilidade de 80% a 85% e especificidade
79% a 85% na descrigdo das lesdes dos animais (Favrot et al., 2010).

Para a descricdo de les@es foi escolhida a escala CADLI, por ser adequada quer no contexto
de investigacgao clinica como na pratica clinica em virtude da sua simplicidade, comparando com outras
escalas (Plant et al., 2012).

No presente estudo as lesdes avaliadas em TO apresentaram um valor médio de 26,58
comparativamente a T1 que apresentou 15,17 e em T2 9,4 sendo esta variavel a Gnica que apresentou
diferencas significativas entre os trés momentos. Os valores obtidos indicam uma diminui¢do das lesdes
ao longo do tempo apds instituicdo da terapéutica, corroborando os estudos de Cosgrove, Wren,
Cleaver, Walsh, et al., (2013) e Michels et al., (2016).

Para a descri¢éo do prurido foi escolhida a escala pVAS, validada para a avaliacdo através da
percecao do tutor (Hill et al., 2007 Rybnicek et al., 2009). Para colmatar a subjetividade associada a
este tipo de avaliagdo o tutor foi informado da pontuacdo atribuida na consulta anterior, tal como
preconiza o estudo de Young et al., (2019). Neste estudo, verificou-se uma diminui¢éo do prurido ao
longo do tempo, com valores médio de 7; 4,17 e 2,3 respetivamente em TO, T1 e T2. Verificou-se
também, uma correlacdo forte em T2 entre o valor do prurido e o valor das lesbes em T2 (rho de
Spearman=0.622, p=0.031). Assim, estes resultados apontam para uma diminui¢cdo do prurido apés
introducdo da terapéutica, independentemente do farmaco, corroborando o estudo de Souza et al.
(2018); Van Brussel et al. (2021).

Sabe-se que a administracdo de IL-31 em modelo experimental induz prurido em cées
(Gonzales et al., 2016) e que esta presente em caes diagnosticados com DAC (Gonzales et al., 2013),
sendo detetada entre os valores de 13 e 1000 pg/ml e apenas 4% dos animais a cima de 1000 pg/ml,
com sensibilidade de 13 pg/ml (Gonzales et al., 2013). A sensibilidade no presente estudo foi de 5
pg/ml. Os valores médios de IL-31 foram de 700 pg/ml em TO, de 426 pg/ml em T1 e de 485 pg/ml em
T2, os quais foram superiores aos reportados por Michels et al., (2016). De salientar que neste estudo
apenas foi avaliada a concentracdo sérica antes do inicio da terapéutica.

A diminuicdo da concentracdo sérica de IL-31, de TO para T1, demonstra a eficacia da
terapéutica, como seria espectavel. A comparacdo dos valores entre T1 e T2 revelou um ligeiro
aumento da concentragdo. Contudo, esse aumento podera ser explicado, potencialmente pelo facto do
T2 se encontrar nos meses de abril a maio, em que a quantidade de alérgenos é significativamente
maior, comparando com os outros meses do ano. E de notar que existe uma maior variabilidade em T1
(CV=54%) e em T2 (CV=43%).

A IL-31 também estd aumentada em reac¢des agudas por sensibilizacdo a acaros do pé
(Marsella et al., 2018; Olivry et al., 2016; Tamamoto-Mochizuki et al., 2019; Tamamoto-Mochizuki &
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Olivry, 2021) havendo uma correlacéo positiva (r= 0,6738; p=0,004) entre esta interleucina e o quadro
lesional (Marsella et al., 2018). Neste estudo a correlac@o foi verificada entre o prurido (TO) e a
concentragao sérica de IL-31 (TO) (rho de Spearman=0,591; p=0,043), corroborando o estudo de
Chaudhary et al., (2019) (r=0,396; p<0,007), o que demonstra o papel desta interleucina na
manifestacéo do prurido.

No que concerne a IL-17 nos animais com DAC observou-se uma diminuicdo das
concentracdes séricas de IL-17 ao longo do tempo (T0=59 pg/ml; T1=47 pg/ml; T2=40 pg/ml). Estes
resultados corroboram os estudos que indicam um aumento das células Th2 no sangue periférico e a
associagdo desta interleucina (Frih et al., 2020 Tamamoto-Mochizuki & Olivry, 2021).

As concentra¢des médias de IL-17 no momento TO foram de 59 pg/ml, comparativamente ao valor
médio observado nos animais saudaveis (37,41 pg/ml), este perfil de resultados é corroborado por
Chaudhary et al., (2019).

Os resultados poderdo apontar para a possivel associacdo desta interleucina e o
desenvolvimento da DAC e o seu efeito na inflamacéo da pele.

Recentemente desenvolveram-se investigacdes sobre o aumento desta interleucina associado
a inflamagé&o noutras patologias como a anemia hemolitica imunomediada (Cugq et al., 2021) e a asma
(Margelidon-Cozzolino et al., 2022), no entanto a sua patogénese ainda requer mais investigacao
(Figura 11).

Tabela 7— Estudos publicados em que foram determinadas as concentracdes de IL-17 e IL-31.

Patologia Métodos de Avaliacéo [IL-31] [IL-17] Efeito
determinacao clinica IL-31 no
de score
interleucina
CP SP CP SP
DAC | ELISA (13 video 13 21000 pg / ml NA NA NA (Gonzales et
pg/ml) >1000 pg/Mml (4%) al., 2013)
HDM | ELISA CADESI-03 8 pg/ml a 128 NA NA NA (Marsella et
(1pg/ml) pg/ml al., 2018)
DAC | ND VAS score e 20 a 3100 pg/ml, NA NA NA (Michels et
CADESI-03 média 270 pg/ml al., 2016)
DAC | ELISA CADLI e pVAS | 6,79 a 177,14 10,49 a 10,22 a 9,62 a (Chaudhary
pg/ml 80,78 pg/ml 149,93 56,27 et al., 2019)
pg/ml pg/ml
IMHA | ELISA NA NA NA 19,52 10,52 NA (Cug et al.,
pg/mL pg/mL 2021)

CP: Com patologia; NA: Nao aplicavel SP: Sem patologia
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Em animais com DAC a integridade da barreira cutdnea esta diminuida, aumentando o risco
de contacto com o alergénio (Frih et al., 2020). Segundo Marsella, (2021) a terapéutica antipruritica
restaura essa barreira cutanea, diminuindo o contacto com o alergénio, inibindo a resposta imunitaria
e diminuindo a predisposicdo para infe¢cdes secundéarias (Rynhoud et al., 2022). Neste estudo foi
avaliada a terapéutica antipruritica com lokivetmab e oclacitinib, verificando-se uma diminui¢céo do
prurido entre TO e T1 e entre TO e T2, das lesdes em todos os tempos e das IL-17 e IL-31 entre TO e
T2 e entre TO e T1, respetivamente. Atualmente ndo existem estudos que comparem diretamente as
duas terapéuticas, no entanto o estudo de Souza et al., (2018) descreve uma resposta parcial ou nula
a terapéutica com oclacitinib e posteriormente quando administrado lokivetmab uma resposta favoravel
na atenuacao do prurido. Apés a comparacao dos resultados dos dois grupos de tratamento, conclui-
se que nado existem alteragBes significativas nas lesdes, nem em nenhuma das outras variaveis em
estudo, entre o grupo que utilizou o oclacitinib como terapéutica e o grupo que utilizou o lokivetmab.

Quanto a seguranga, comparando os dois farmacos, o lokivetmab segundo estudos ja
realizados (Fleck et al., 2021; Krautmann et al., 2023; Michels et al., 2016; Souza et al., 2018; Van
Brussel et al., 2021) demonstraram que apenas em casos muito raros foram descritos sinais
gastrointestinais e quadro de de letargia. Tratando-se de um mAb anti-IL-31 altamente seletivo, ndo
sofre metabolizagdo e ligando-se apenas ao seu alvo, um epitopo da IL-31, justifica a menor ocorréncia
de efeitos adversos, néo intencionais. No caso do oclacitinib estdo descritas alteractes
gastrointestinais, letargia, polidipsia e diminui¢cdo da contagem leucocitaria média (Bruet et al., 2022;
Cosgrove et al., 2015; Cosgrove, Wren, Cleaver, Martin, et al., 2013; Little et al., 2015).

Neste estudo verificou-se um aumento de peso ao longo do tempo, demonstrado também por
Cosgrove et al.,, (2013). Comparando esta variavel nos dois grupos de tratamento ndo existem
diferencas, podendo ser descrito como o Unico efeito adverso reportado neste estudo. Uma possivel
explicacé@o para este efeito podera ser o impacto do tratamento no bem-estar animal e na relagdo do
tutor e do animal, influenciando a sua apeténcia alimentar (Favrot, Linek, et al., 2010; Linek & Favrot,
2010). Para além do presente estudo, o0s estudos sobre a IL-17 e a DAC séo escassos (Chaudhary et
al., 2019; Olivry et al., 2016; Shiomitsu et al., 2021).

Uma das limitagdes deste estudo é o facto de ndo existir um grupo com placebo, ndo tendo
sido realizado devido as questdes éticas e de bem-estar animal, tendo-se utilizado um grupo de animais
saudaveis para comparacao. A reduzida dimensédo da amostra foi outro fator limitante. A adeséo do
tutor € fulcral neste tipo de estudos, designadamente na avaliagéo do prurido, mas também em todo o
processo, essencial para a conclusédo do estudo longitudinal.

A vantagem deste estudo € a avaliagdo em trés tempos diferentes, durante um periodo de 60
dias, da variacédo das lesdes, do prurido e das concentracdes séricas de IL-17 e IL-31 e a comparagao
destas variaveis entre as duas terapéuticas utilizadas, o oclacitinib e o lokivetmab. A comparacgéo entre
as duas terapéuticas, o oclactinib e o lokivetmab é uma mais valia, na medida em que compara
diretamente a evolugéo clinica e imunoldgica dos animais. A quantificagdo das concentracdes de IL-17
em animais com DAC enriquece este estudo, podendo determinar o seu envolvimento na inflamacéo

cutanea.
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5. Conclusdes e Consideracdes finais

O presente estudo pretende ser um contributo para esclarecer as alteracdes clinicas e
imunoldgicas associadas a DAC, sobretudo da IL-17 ao longo do tempo. Os dois farmacos utilizados
sdo uma opcao de terapéutica em animais com esta patologia, atenuando a sua sintomatologia,
melhorando o prurido e as lesGes cutaneas. As interleucinas estudadas possuem um papel
determinante na patogénese da doenca, a IL-31 correlacionada com a existéncia de prurido e a IL-17
associada a inflamagéo da pele.

Os resultados deste estudo permitiram observar a diminuicdo do prurido e das lesdes em
funcdo da terapéutica utilizada, identificando-se uma diminuicdo da concentragdo de IL-17 durante o
periodo de tempo estudado e a diminuigdo da concentracédo de IL-31 apds os primeiros 30 dias de
terapéutica. Aferiu-se também que 0s animais saudaveis demonstraram concentragdes de IL-17 mais
baixas, em comparagdo com os animais com DAC. Salienta-se também, que nédo foram observadas
alterag6es significativas nas variaveis em estudo, entre os animais do grupo tratado com oclacitinib e
com lokivetmab. Por fim, observou-se que o aumento do peso foi o Unico efeito adverso descrito ao
longo do tratamento.

A DAC é uma patologia complexa, de elevada incidéncia, com resposta individual variada e
que afeta negativamente a vida do animal e do seu tutor. Exige uma terapéutica adequada e adaptada
a cada animal e durante um longo periodo de tempo.

Os resultados obtidos mostraram um aumento das concentracdes séricas de IL-17 em caes
com DAC e a sua diminuicdo ao longo do periodo de tratamento em estudo. Considerando estes
resultados e o envolvimento da IL-17 na inflamagdo cutdnea na DAC, sugere-se o0 possivel

desenvolvimento de novas opcdes terapéuticas baseadas neste potencial alvo terapéutico.
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ANEXOS

Anexo 1 — Consentimento informado assinado pelos tutores

ANEXO 1; CONSENTIMENTO INFORMADO
Caro Prc;pi'ietério(a),

O presente documento serve para solicitar a sua participagdo num estudo realizado no dmbito da
dissertacdo do Estdgio Curricular do Ciclo de Estudos Integrado Conducente ao Grau de Mestre em
Medicina Veterinaria, na Escola Universitdria Vasco da Gama, em parceria com o Hospital Veterinario
Universitirio de Colmbra, Hospital Veterinirio de Coimbra e o Hospital Veterinario do Porto,

O objetivo principal é avallar 05 efeltos das interleucinas 17 e 31 em cdes com dermatite atopica sob
tratamento com oclacitinib e lokivetmab, para avaliar a eficicia destes dols farmacos nesta patologia. A
realizacdo deste estudo constituira um importante contributo, quer para um melhor conhecimento da
doenca, quer para o desenvolvimento de novas terapéuticas,

Neste sarntido solicitamos a sua colaboragdo atraves da autorizagdo para que sejam realizadas andlises
sanguineas, sem qualquer custo, A andlise de sangue é um procedimento que consiste na recolha de 3
ml sangue que se destinam a realizagdo de um hemograma de controlo € para analise das concentragdes
de interleucina 17 e 31 para correiagdio com a resposta ao tratamento.

Esta analiso sora realizada em 3 momentos distintos, antes do inicko do tratamento, 1 més 3pas o inicio
do tratamento e dois meses apds o inicio do tratamento.

fste procedimento ndo representa qualquer risco para o seu animal.

Mais solicitamos a sua colaboragdo no preenchimento deste consentimento, bem como alguns dados
que se destinam exclusivamente aos fins académicos explicitados, sendo que a confidencialidade e
anenimato dos mesmos é assegurada.

E de referir que poderd, em qualquer memento, retirar o seu animal do estudo, Agradecemos pela sua
colaboragdo.

Este estudo sera realizado sob orientagio cientifica da Prof. Dra. Anabela Almeida, da Dra. Andreia
Freire » da Dra. Diana Ferreira.

0 Orientador:

Prof. Dra, Anabela Almeida
Assinado por : Anabela Maduro de Almeida
Francisco

Num. de Identificacao: BIO9638781
Data: 2022.12.12 17:4359+0000

O Investigador/Estudante:
AP CHAVE MOVEL
Patricia Looes eoee

UTE

(Estudante de Medicina Veterinaria, EUVG)
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Procedimento: Analises Sanguineas

Responsaveis do Estudo:

Patricia Lopes (Estudante de Medicina Veterinaria, EUVG)

CAMV: MV responsavel:

Animal: Tutor:

Declaro e asseguro ser o tutor (ou representante autorizado) do animal e ter lido e compreendido
este documento, bem como os objetivos do estudo. Foi-me garantida a possibilidade de, em

gualquer altura, recusar participar neste estudo.

Desta forma, autorizo a participacéo neste estudo e permito a utilizacdo dos dados que de forma
voluntaria fornego, confiando em que apenas serdo utilizados para propésitos de estudos
relevantes, sem que, em momento algum, tais dados sejam tratados de forma individual. Serdo

sempre representativos de um grupo, enquanto amostra.

Por favor, leia com atengéo todo o contetdo deste documento. N&o hesite em solicitar mais

informacdes ao Médico Veterinario.

Indique o primeiro e dltimo nome:

Indique o seu e-mail (opcional): @

Indique o seu namero de telemovel (opcional):

Data: / /

Assinatura conforme C.C/ B.I:
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Anexo 2 — Critérios de Favrot (minimo 5 critérios de inclusao)

© N o g s~ N BE

Inicio dos sinais clinicos antes dos 3 anos de idade
Cées indoor maioritariamente

Prurido responsivo a glucocorticoides

Prurido como sinal inicial

Membros anteriores afetados

Pavilhdes auriculares afetados

Margens dos pavilhdes auriculares ndo afetados

Area dorso-lombar n&o afetada
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Anexo 3 — Ficha de identificacdo de pacientes

Identificagdo do paciente n°

Nome: Idade (1 a 8A): Macho Fémea

1. Anamnese:

Exame fisico dentro dos parametros normais
Estado mental- Alerta

Temperatura- <39,2

Mucosas rosadas

Frequéncia respiratdria e cardiaca normal

2. Critérios de inclusao:

Desparasitagdo externa Principio ativo
Dieta hipoalergénica/caseira
Apresentacdo clinica sugestiva (Critérios de Favrot)

(minimo 5 critérios de incluséo, selecionar com x)

1. Inicio dos sinais clinicos antes dos 3 anos de idade

2. Caes indoor maioritariamente

3. Prurido responsivo a glucocorticoides

4. Prurido como sinal inicial

5. Membros anteriores afetados

6. Pavilhdes auriculares afetados

7. Margens dos pavilhdes auriculares ndo afetados

8. Area dorso-lombar ndo afetada

N&o foi submetido a terapéutica anti-inflamatéria/imunomodeladora, sistémica e/ou tépica no més

anterior



N&o tem outra condi¢céo patolégica que requer controlo farmacolégico

Nao alterou no ultimo més o tratamento tépico como a aplicagdo de champds, antiparasitarios e ASIT

Consentimento assinado

Observag0es:

TO - Primeira consulta
Exame fisico dentro dos parametros normais

CADLI: indice de lesdes da dermatite atépica canina
Adquirir pontuacéo a cada indicador, integrando a severidade e extensdo da lesdo. O=nada; 1=

suave; 2,3=moderado; 4,5= severo a extensas lesbes

Eritema Alopecia
Escoriacdo Liguenificacéo
Regido do corpo ~ . . ~
Eroséo Hiperpigmentacao
0-5 0-5

Cabeca e pavilhGes

auriculares

Membros anteriores

Membros posteriores

Térax ventral e zonas

axilares

Abdémen ventral e

zona inguinal

Subtotal
0-25

Total
0-50

- Escala analégica visual do prurido:
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10/9- Prurido extremo (Severo e continuo prurido) - O cdo nao para de se cocar

independentemente do sitio e precisa de ser impedido de cocar-se

8/7- Prurido severo (Episodios prolongados) - O prurido interrompe o céo de dormir,

comer, brincar, passear, ou seja, continua mesmo quando o cdo esta distraido.

6/5- Prurido moderado (Episddios frequentes) - O cao coca-se periodicamente, mas
ndo quando esta a comer, brincar, passear ou esta distraido. Quando observado ocorre

a noite.

3/4 — Prurido suave (Episddios semi-frequentes) - O cdo ndo se co¢a quando esta a

comer, brincar, passear ou esta distraido.

1/2 — Prurido muito suave (Episddios ocasionais) - O céo coga-se pouco, que tutor

considera normal.

0- Cé&o normal, prurido ndo é um problema.

Registo fotogréfico

Recolha de sangue: Hemograma e armazenamento 1,5 ml soro a -20°C

Inicio do tratamento com oclacitinib durante 1 més dose:
Inicio do tratamento com lokivetmab mensal mg
Observagoes:

T1 - Segunda consulta: reavaliagdo 1 més apo6s TO
Exame fisico dentro dos parametros normais

CADLI: indice de lesdes da dermatite atépica canina

Adquirir pontuacéo a cada indicador, integrando a severidade e extenséo da lesdo. O=nada; 1=

suave; 2,3=moderado; 4,5= severo a extensas lesdes

Eritema Alopecia

Escoriacao Liquenificacao
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Regido do corpo

Erosao
0-5

Hiperpigmentacao
0-5

Cabeca e pavilhdes

auriculares

Membros anteriores

Membros posteriores

Térax ventral e zonas

axilares

Abdomen ventral e zona

inguinal

Subtotal
0-25

Total
0-50

- Escala analdgica visual do prurido:

10/9- Prurido extremo (Severo e continuo prurido) - O cdo ndo para de se

cogar independentemente do sitio e precisa de ser impedido de cocar-se

8/7- Prurido severo (Episédios prolongados) - O prurido interrompe o cédo de

dormir, comer, brincar, passear, ou seja, continua mesmo quando o céo esta

distraido.

6/5- Prurido moderado (Episodios frequentes) - O cdo coga-se periodicamente,

mas nao quando esta a comer, brincar, passear ou esta distraido. Quando

observado ocorre a noite.

3/4 — Prurido suave (Episédios semi-frequentes) - O cao ndo se coga quando

esta a comer, brincar, passear ou esta distraido.

1/2 — Prurido muito suave (Episddios ocasionais) - O cdo coga-se pouco, que

tutor considera normal.

0- Cé&o normal, prurido ndo é um problema.
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Registo fotografico

Recolha de sangue: Hemograma e armazenamento 1,5 ml soro a -20°C
Continuacéo do tratamento com oclacitinib durante 1 més dose:
Continuagéo do tratamento com lokivetmab mensal mg

Observacoes:

T2 — Terceira consulta: reavaliagdo 2 meses ap6s T0
Exame fisico dentro dos parametros normais

CADLI: indice de lesdes da dermatite atdépica canina
Adquirir pontuacéo a cada indicador, integrando a severidade e extenséo da lesdo. O=nada; 1=

suave; 2,3=moderado; 4,5= severo a extensas lesbes

Eritema Alopecia
Escoriacéo Liguenificacéo
Regido do corpo 5 . . 5
Eroséao Hiperpigmentacao
0-5 0-5

Cabeca e pavilhGes

auriculares

Membros anteriores

Membros posteriores

Térax ventral e zonas

axilares

Abdémen ventral e

zonainguinal

Subtotal
0-25

Total
0-50




- Escala anal6gica visual do prurido:

10/9- Prurido extremo (Severo e continuo prurido) - O cdo nédo para de se cocar

independentemente do sitio e precisa de ser impedido de cocar-se

8/7- Prurido severo (Episédios prolongados) - O prurido interrompe o cdo de dormir,

comer, brincar, passear, ou seja, continua mesmo quando o cao esta distraido.

6/5- Prurido moderado (Episodios frequentes) - O cdo coca-se periodicamente, mas
ndo quando esta a comer, brincar, passear ou esta distraido. Quando observado

ocorre a noite.

3/4 — Prurido suave (Episddios semi-frequentes) - O céo ndo se co¢a quando esta a

comer, brincar, passear ou esta distraido.

1/2 — Prurido muito suave (Episédios ocasionais) - O cdo coga-se pouco, que tutor

considera normal.

0- Cao normal, prurido nédo é um problema.

Registo fotografico
Recolha de sangue: Hemograma e armazenamento 1,5 ml soro a -20°C

Observacgoes:
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Null Hypothesis

Hypothesis Test Summary

Test

Sig.

Anexo 4 — Comparacéo estatistica entre as variaveis e os dois grupos de tratamento.

Decision

The distribution of Peso TO is
the same across categories of
Medicacédo usada 0-oclacitinib
1-lokivetmab.

The distribution of Peso T1 is
the same across categories of
Medicacdo usada 0-oclacitinib
1-lokivetmab.

The distribution of Peso T2 is
the same across categories of
Medicacdo usada 0-oclacitinib
1-lokivetmab.

The distribution of Prurido TO is
the same across categories of
Medicacdo usada 0-oclacitinib
1-lokivetmab.

The distribution of Prurido T1 is
the same across categories of
Medicacdo usada 0-oclacitinib
1-lokivetmab.

The distribution of Prurido T2 is
the same across categories of
Medicacdo usada 0-oclacitinib
1-lokivetmab.

The distribution of Lesdes TO is
the same across categories of
Medicacdo usada 0-oclacitinib
1-lokivetmab.

The distribution of Lesdes T1 is
the same across categories of
Medicacdo usada 0-oclacitinib

1-lokivetmab.

Independent-Samples
Mann-Whitney U Test

Independent-Samples
Mann-Whitney U Test

Independent-Samples
Mann-Whitney U Test

Independent-Samples
Mann-Whitney U Test

Independent-Samples
Mann-Whitney U Test

Independent-Samples
Mann-Whitney U Test

Independent-Samples
Mann-Whitney U Test

Independent-Samples
Mann-Whitney U Test

,283

,570

,683

,808

,570

,808

,109

,683

Retain the null hypothesis.

Retain the null hypothesis.

Retain the null hypothesis.

Retain the null hypothesis.

Retain the null hypothesis.

Retain the null hypothesis.

Retain the null hypothesis.

Retain the null hypothesis.

41



10

11

12

13

14

15

The distribution of Lesbes T2 is
the same across categories of
Medicacédo usada 0-oclacitinib
1-lokivetmab.

The distribution of IL 17 TO is
the same across categories of
Medicacdo usada 0-oclacitinib
1-lokivetmab.

The distribution of IL 17 T1 is
the same across categories of
Medicacgdo usada 0-oclacitinib
1-lokivetmab.

The distribution of IL 17 T2 is
the same across categories of
Medicacdo usada 0-oclacitinib
1-lokivetmab.

The distribution of IL 31 TO is
the same across categories of
Medicacdo usada 0-oclacitinib
1-lokivetmab.

The distribution of IL 31 T1 is
the same across categories of
Medicacdo usada 0-oclacitinib
1-lokivetmab.

The distribution of IL 31 T2 is
the same across categories of
Medicacdo usada 0-oclacitinib

1-lokivetmab.

Independent-Samples
Mann-Whitney U Test

Independent-Samples
Mann-Whitney U Test

Independent-Samples
Mann-Whitney U Test

Independent-Samples
Mann-Whitney U Test

Independent-Samples
Mann-Whitney U Test

Independent-Samples
Mann-Whitney U Test

Independent-Samples
Mann-Whitney U Test

461

,683

,073

,648

1,00

Oa

, 762

,262

Retain the null hypothesis.

Retain the null hypothesis.

Retain the null hypothesis.

Retain the null hypothesis.

Retain the null hypothesis.

Retain the null hypothesis.

Retain the null hypothesis.

Asymptotic significances are displayed. The significance level is ,050.

a. Exact significance is displayed for this test.
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Anexo 5 — Registo fotografico representativo das lesdes em TO, T1 e T2 respetivamente.

As figuras A, B e C: representam o0 TO, T1 e T2, respetivamente do Animal 9. Observa-se a diminuigdo
das lesBes, caracterizadas por eritema, escoria¢do, liquenificacdo e hiperpigmentacdo ao nivel
abdominal ventral e da zona inguinal.

As figuras D, E e F: representam o TO, T1 e T2, respetivamente do Animal 9. Observa-se a diminuigao

das lesdes nas zonas com eritema, escoriacdo, erosao e alopécia dos membros anteriores.
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Anexo 6 — Posologia utilizada na terapéutica com lokivetmab (Cytopoint®).

Peso do c3o Apresentacio de CYTOPOINT

| 10mg | 20mg | 30mg | 40me |

1 trasco
1 frasco
1 frasco
1 frasco
1 trasco + 1 frasco
1 frasco + 1 frasco
1frasco + 1 frasco
2 frascos
1 frasco + 2 frascos
4093454 1 frasco + 2 frascos

Retirado de (Zoetis, 2020).



