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RESUMO

A dermatite atdpica canina (DAC) é uma doenca inflamatoria cronica influenciada pela
interacdo de fatores genéticos e ambientais. O objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia da
associacdo de oclacitinib e Lactobacillus rhamnosus GG oral na reducdo da gravidade das
lesdes cutaneas e do prurido em cdes com diagndstico de DAC. Foram selecionados 40 cées de
propriedade privada, ndo sazonalmente atopicos, submetidos a tratamento com oclacitinib
durante pelo menos quatro meses. Os animais foram divididos em dois grupos aleatérios,
duplamente cegos, de vinte individuos: um recebeu L. rhamnosus GG e o outro placebo. Os
sinais clinicos foram avaliados através da escala CADESI-04 e do escore de prurido relatado
pelo proprietario (pVAS) nos dias 0, 45 e 90. A anélise estatistica revelou redugdes
significativas nas pontuacdes CADESI-04 no grupo de teste no dia 45 (p = 0,049) e no dia 90
(p = 0,049) em comparagdo com 0 grupo placebo. As pontuacGes pVAS tambeém tiveram
reducdes significativas no grupo de teste no dia 45 (p < 0,01). N&o foram observados efeitos
adversos durante o estudo. Os resultados demonstraram o potencial beneficio clinico do L.
rhamnosus GG quando combinado com o oclacitinib no tratamento da DAC. No entanto,
estudos futuros com periodos de acompanhamento mais longos e grupos de participantes mais
extensos e diversificados poderiam validar a eficacia e seguranca desta abordagem de
tratamento.

Palavras-chave: alergia; microbioma; probidtico; oclacitinib; céo.



ABSTRACT

Canine atopic dermatitis (CAD) is a chronic inflammatory disease influenced by the interaction of
genetic and environmental factors. The aim of this study was to evaluate the efficacy of the
combination of oclacitinib and oral Lactobacillus rhamnosus GG in reducing the severity of
skin lesions and pruritus in dogs diagnosed with ACD. Forty privately owned, non-seasonally
atopic dogs undergoing treatment with oclacitinib for at least four months were selected. The
animals were divided into two randomized, double-blind groups of twenty individuals: one
received L. rhamnosus GG and the other placebo. Clinical signs were assessed using the
CADESI-04 scale and the owner-reported pruritus score (pVAS) on days 0, 45 and 90.
Statistical analysis revealed significant reductions in CADESI-04 scores in the test group on
day 45 (p = 0.049) and day 90 (p = 0.049) compared to the placebo group. The pVAS scores
also had significant reductions in the test group on day 45 (p < 0.01). No adverse effects were
observed during the study. The results demonstrated the potential clinical benefit of L.
rhamnosus GG when combined with oclacitinib in the treatment of CAD. However, future
studies with longer follow-up periods and more extensive and diverse participant groups could
validate the efficacy and safety of this treatment approach.

Keywords: allergy; microbiome; probiotic; oclacitinib; dog.
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1. INTRODUCAO

O Brasil é responsavel pela segunda maior populagdo de animais de estimacédo em todo
0 mundo, em que cées e gatos representam uma populacédo de 58 e 27 milhdes, respectivamente.
Esse aumento da populacdo de animais de estimacao gera o fortalecimento do setor pet e hoje,
representa 0,36% do Produto Interno Bruto (PIB) brasileiro, sendo o segundo maior mercado
de produtos pet, ficando apenas atras dos Estados Unidos (ABINPET, 2023).

O crescimento deste mercado é consequéncia do maior cuidado dos tutores com seus
pets, uma vez que estes passaram a ser considerados como membros da familia. Sendo assim,
0 bem-estar de animais de estimacéo influencia diretamente na qualidade de vida dos tutores, o
que ostorna cada vez mais exigentes em relacdo a condutas terapéuticas e medicacdes a serem
utilizadas por seus pets (Rocha, 2015).

A dermatite atopica canina (DAC) é uma doenga inflamatéria multifatorial a qual
envolve fatores como imunodeficiéncia, sensibilizacdo alérgica, defeitos de barreira cutanea,
colonizago microbiana e fatores ambientais. E uma dermatose comum na rotina clinica, a qual
muitas vezes é desafiadora para médicos veterinarios e proprietarios e, em muitos casos, afeta
consideravelmente o bem-estar de tutores e seus animais (Noli, 2019; Nutall; Uri; Halliwell,
2013). Durante muitos anos, anti-histaminicos, acidos graxos essenciais, glicocorticoides e as
ciclosporinas foram utilizadas como principais terapias para a doenca, algumas destas com
importantes efeitos colaterais (Miller; Griffin; Campbell, 2013). Mais recentemente, foram
lancadas opgOes mais seguras e eficazes para o tratamento do prurido alérgico, como o
oclacitinib (Apoquel®), um inibidor da janus quinase e o lokivetmab (Cytopoint®), um
anticorpo monoclonal caninizado, que se liga seletivamente e neutraliza a interleucina 31 (IL-
31) (Cosgrove et al., 2015; Michels et al., 2016; Souza et al., 2018).

Por ser a principal dermatopatia atendida na dermatologia veterinaria, a DAC ¢ alvo de
varios estudos em que diversas moléculas sdo testadas como tratamento principal ou adjuvante
no controle do prurido, algumas com efeitos bastante satisfatérios (Bensignor; Olivry, 2004;
Loewinger et al., 2022; Mcfadden et al., 2017; Nagle et al., 2001; Yasukawa et al., 2010). Na
medicina veterindria, estudos demonstraram que a exposi¢cdo precoce aos probioticos tém
efeitos clinicos e imunolégicos benéficos a longo prazo. Entretanto, devido ao baixo nimero
de trabalhos avaliando os efeitos de probidticos na DAC e avaliagdes muitas vezes limitadas
por fatores de confusdo, como diferentes dietas, ambientes e sensibilizacGes, estudos maiores

sdo necessarios para comprovar o efeito benéfico desta terapia (Marsella; De Benedetto, 2017,



Ohshima- Terada et al., 2015; Osumi et al., 2019; Yamazaki; Rosenkrantz; Griffin, 2019). Na
medicina humana, os probidticos tém sido foco de estudos, uma vez que a modulacdo da
microbiota intestinal do hospedeiro pode ser eficaz para prevenir e/ou tratar de doencas
alérgicas, sendo uma suplementagdo com potencial de diminuir a gravidade da doenca (Andrade et
al., 2022; Cukrowska et al., 2021; D’ellios et al., 2020; Lise; Mayer; Silveira, 2018;
Umborowati et al., 2022; Weston et al., 2005).

Com base no possivel efeito benéfico das terapias com probioticos, este trabalho tem
como objetivo avaliar o efeito adjuvante de Lactobacillus rhammnosus GG associado ao

oclacitinib em cdes com dermatite atopica.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a eficacia clinica da associacdo do uso de oclacitinib associado ao Lactobacillus

rhamnosus GG por via oral em cédes diagnosticados com dermatite atopica canina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Distribuir de forma duplo-cega Lactobacillus rhamnosus GG e placebo associado ao
oclacitinib e avaliar os sinais clinicos e niveis de prurido dos cdes usando o sistema de
pontuacdo CADESI -04 e a escala pVAS.

2. Realizar anélises estatisticas para determinar a eficidcia do tratamento combinado de
oclacitinib e Lactobacillus rhamnosus GG em cdes com DAC, comparando os resultados

entre o grupo intervencao e o grupo controle.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 DERMATITE ATOPICA CANINA

A DAC ¢ uma doenca inflamatéria hereditaria da pele, geralmente pruriginosa e
predominantemente causada por células T, envolvendo uma interacdo entre anormalidades da

barreira cutanea, sensibilizacao a alérgenos e disbiose microbiana (Bizikova et al., 2015).

3.2 ETIOPATOGENIA

A fisiopatologia da DAC € multifatorial e envolve fatores como genes de suscetibilidade,
ambiente, microrganismos, defeitos primarios ou secundarios da funcdo da barreira cuténea,

bem como a resposta imunoldgica do animal acometido (Salzo; Castro, 2020).

3.2.1 Prevaléncia relacionada a raga

Na dermatologia veterinaria, a DAC atinge cerca de 20 a 30% da populacdo de cées
(Marsella; Santoro; Ahrens, 2012) sendo os cdes das racas buldogues francés e inglés, cocker
spaniels, yorkshire terrier, Ihasa apso, shih tzu, pug, bull terrier os mais comumente afetados,
sugerindo a hipdtese de que algumas ragas possam ser mais predispostas (Jaeger et al., 2010;
Meury et al., 2011; Miller; Griffin; Campbell, 2013). Atualmente as cinco ragas: boxer, bulldog,
labrador retriever, pug e west highland white terrier (WHWTSs) sdo consideradas predispostas
em todo o mundo, apesar desta predisposi¢do possa ser alterada conforme a regido (Mazrier et
al., 2016; Favrot et al., 2020).

3.2.2 Fatores genéticos

Sabe-se que a DAC é uma doenca hereditaria e que em combinacdo com fatores
ambientais ira determinar o risco de desenvolvimento da doenga e o fendtipo clinico (Bizikova
et al. 2015).

Andlises gendmicas sugeriram que varios genes que afetam a funcdo imunoldgica e o
desenvolvimento da pele estdo envolvidos, e que existem diferengas nos genes relacionados a

doenca entre racas (Nutall et al., 2019). Diferentes descobertas publicadas e relacionados ao



genoma, apresentam respostas conflitantes, e demonstram a dificuldade e a complexidade de
identificar associacGes genéticas, em cortes de diferentes areas geograficas dentro da mesma
raca (Hensel et al., 2024).

Uma pesquisa relacionada a ligagdo e associacdo gendmica ampla (GWAS) por
exemplo, identificou uma nova regido gendémica de 2,7 Mb no cromossomo canino 3, que inclui 17
genes. O gene F2R (receptor de trombina), foi identificado em wests atdpicos e ndo atdpicos
(Agler et al., 2019). Outra pesquisa realizada na Austrélia identificou uma regido gendmica
diferente de 1,3 Mb no cromossomo canino 17, com um gene candidato ndo receptor da proteina
tirosina fosfatase do tipo 22 (Roque et al., 2012).

Um estudo no Reino Unido relacionado a filagrina demonstrou mutacdes em cées da
raga labrador (Wood et al., 2010), porem outros estudos ndo observaram estas mesmas
mutacGes em cées da raga WHWTSs (Salzmann et al., 2011, Roque et al., 2012).

Elevados niveis de IgE também demonstraram estar associados a GWAS nos
cromossomos 5 e 35 (Roque et al., 2011, Owczarek-Lipska et al., 2012). O gene da placofilina
2 (PKP2) no cromossomo 27, também apresenta resultados conflitantes visto que sua expressao se
demonstrou significante no seu papel de barreira cutanea (Tengall et al., 2013) e outro estudo
posterior ndo observou diferencas na expressao de PKP2 entre cdes com DA e animais
saudaveis (Tengall et al., 2020).

Os MicroRNAs (miRNA) foram identificados nos Gltimos anos e podem desempenhar um
papel na regulagdo génica em celulas imunes e queratinécitos no nivel pds- transcricional. Os
altimos estudos publicados a respeito dos potenciais biomarcadores genéticos da DAC sdo:
miR-141, miR-187, miR-200a, miR-203, miR-215 e miR-429, e os genes PDE4D, PIAS1,
RORA e SH2B1 (Kouri et al., 2019, Morlang et al., 2021).

3.2.3 Barreira cutanea

Em medicina veterinéria, evidéncias apoiam a importancia da disfungdo da barreira
cutanea na patogénese da DAC. A barreira cutdnea, é composta por cornedcitos do estrato
corneo, circundados por lamelas organizadas de lipideos contendo colesterol e seus ésteres,
acidos graxos livres e ceramidas. Quantidades diminuidas de ceramidas, expressdo e
distribuicdo alteradas de filagrina, em comparacdo com achados de pele de cdes saudaveis,
juntamente com defeitos ultra estruturais no estrato corneo, sdo indicativos de um defeito na

barreira cutanea de cdes com DA (Santoro et al., 2015). Porém, se a disfuncéo da barreira



cutdnea € um defeito primario e/ou aparece secundariamente a inflamacéao cutanea, ainda esta
aberto a debates (Santoro et al., 2023).

Os queratindcitos, representam o principal tipo de célula formadora da epiderme.
Incorporados ao cimento da camada lipidica que cobre cada cornedcito, funcionando como um
selo entre as células. As ceramidas fazem parte dos lipideos que compde a barreira cutanea, e
tem sido investigada ao longo dos anos. Reducdes na composicdo das ceramidas, tem sido
atribuida em parte a uma resposta inflamatoria, desencadeada pela exposicdo a alérgenos em
individuos sensibilizados (Santoro et al., 2015. Reiter; Torres; Wetz; 2009, Shimada et al.,
2009). Um estudo mais recente, investigou a abundancia relativa de cada ceramida, contetdo
total e a organizacdo no estrato cérneo em cdes saudaveis e atopicos, demonstrando uma
diminuicdo na abundancia relativa de acidos graxos livres, e ndo de ceramidas ou colesterol e
propde que ndo exista uma diferenca entre caes saudaveis e atopicos quanto ao conteddo nem
a abundancia de ceramidas, e sim de que a organizacgdo espacial e a composicdo de atomos de
carbono da ceramida, podem ser tdo importantes quanto a quantidade de ceramidas presentes
no estrato corneo da pele atdpica (Chermprapai et al., 2018).

A filagrina, é a proteina estrutural mais extensivamente estuda associada na DA em
humanos e cdes. No entanto, estudos demonstraram o envolvimento de componentes estruturais
adicionais na alteragdo da barreira cutanea na DA. Em particular interesse, sdo as alteragdes das
juncdes estreitais e dos corneodesmossomos. Em medicina humana, o envolvimento de outras
estruturas juncionais, tais como as juncées comunicantes e aderentes, foi proposto como outra
causa de ruptura de barreira cutdnea na DA. Portanto, estudos recentes apontam para alteracdes
estruturais mais complexas da barreira cutdnea na DA, que vao além da filagrina e das
ceramidas (Santoro et al., 2023).

Os peptideos antimicrobianos representam uma das mais importantes linhas de defesa
contra a invasdo microbiana. Além de sua poderosa a¢do antimicrobiana associada as suas
moléculas imunomoduladoras, atuam como uma ponte entre a imunidade inata e adaptativa
(Santoro et al., 2015). Uma atualizagcdo publicada no ano de 2023, demonstrou que a pele
atopica apresenta uma desregulacdo na secrecdo, dispersdo e provavelmente eficacia
antimicrobiana (menor efeito inibitorio antibacteriano) quando comparado a cdes saudaveis.
Sendo assim, o envolvimento dos peptideos antimicrobianos, na patogénese das infecgdes
cutaneas em cdes com DA, pode ndo estar relacionados aos seus niveis, mas sim a suas

funcionalidades e secre¢des (Santoro et al., 2023).



3.2.4 Sistema Imune

A sensibilizacdo na DAC, € iniciada quando a célula de Langerhans captura e internaliza
alérgenos que sdo processados e empacotados em moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade, na superficie destas células e apresentadas as células T auxiliares (Th0)
no linfonodo. As células dendriticas ativam as células T auxiliares, e as polarizam em direcao
ao fendtipo Th2, produzindo citocinas como IL-4 e IL-13. Essas citocinas, podem estimular as
células B a se tornarem células plasmaticas, que comecam a produzir IgE especifica para
alérgenos. Estas IgE especificas para alérgenos migram para a pele e também entram na
circulagcdo e em outros tecidos, e se ligam as células que expressam receptores de alta e baixa
afinidade em sua superficie celular. Outras citocinas também associadas a esta fase séo IL-5,
IL-6 e IL-31 (Marsella et al., 2012, Olivry et al., 2016).

A progressdo da DAC ocorre ap0s a reexposicdo ao mesmo alérgeno, a célula
epidérmica de Langerhans com IgE ligada a superficie celular migra para a derme. Estas células
apresentam o alérgeno aos linfécitos t auxiliares, e continuam a polariza-los em dire¢cdo ao
fendtipo Th2. Citocinas Th2 adicionais como IL-31, podem ser liberadas e ativam o neurénio
sensorial para induzir o prurido. Os alérgenos podem reticular a IgE especifica do alérgenos,
ligada a superficie dos mastdcitos dérmicos, liberando mediadores inflamatérios como a
histamina, serotonina e substancia P, além como fator quimiotatico dos eosinéfilos (Marsella
etal., 2012).

Toxinas microbianas liberadas por Staphylococcus sp. e Malassézia sp. ou alérgenos
ambientais, sdo capazes de ativar queratinocitos e outras células imunes, a liberar citocinas pré
inflamatorias e quimiocinas, podendo polarizar células T auxiliares em dire¢do ao fenotipo Thi,
onde sdo produzidas citocinas como interferon (IFNy ). Este interferon promove a ativagdo de
células mondcitos- macrofagos. Queratindcitos, mondcitos e mastdcitos ativados produzem
citocinas pro-inflamatérias adicionais, como fator de necrose tumoral alfa (TNF - o) -alfa,
regulando positivamente a expressao de P- selectina e E- selectina, nas células endoteliais,
recrutando assim mais leucocitos do sangue. A epiderme fica mais espessa, assim como 0
estrato corneo; A funcdo da barreira piora, permitindo maior penetracdo do alérgeno; e o ciclo
TLSP = linfopoetina estromal timica. A inflamacdo crbnica envolve além dos mediadores
celulares Thl e Th2 os mediadores Th17 e Th22 (Marsella et al., 2012).

A presenca de IgE alérgeno especifico em animais afetados com a doencga, €

demonstrado em muitos estudos, porém alguns cées apresentam sinais clinicos de DAC sem



evidenciacdo destas imunoglobulinas em teste soroldgico e intradérmico. Além disso, a
participacdo de anticorpos do is6topo 1gG alérgeno especifico podem ser demonstrados tanto
em animais sensibilizados experimentalmente quanto espontaneamente, demonstrando uma
resposta imune bifasica de Thl e Th2 (Pucheu- Haston et al., 2015).

Sabe -se que citocinas e quimiocinas desempenham papéis centrais na patogénese da
DAC. Uma atualizacdo publicada no ano de 2024, revisou bancos de dados de citacdes on-line
e procedimentos de reunides internacionais sobre citocinas e quimiocinas relevantes para a
DAC publicados entre 2015 e 2022. Os resultados destes estudos revelaram uma regulagéo
positiva do eixo imunoldgico multipolar (Thl, Th17 e Th22), demonstrando que a DA ndo esta
envolvida exclusivamente por uma regulacdo positiva apenas por citocina Th2 (Mochizuki et
al., 2024)

3.2.5 Alérgenos

H& evidéncias convincentes de que o ambiente e seus componentes tém um papel
importante na patogénese da DAC (Masuda et al., 2000; Youn et al., 2002). Muitos alérgenos
ambientais estdo envolvidos na doenca, estando entre eles os pélens de arvores, arbustos e
gramineas, a poeira doméstica, as fibras de tecidos, os restos celulares de animais e humanos,
os fragmentos de insetos e os acaros da poeira domeéstica. Além disso, os esporos de fungos, 0s
acaros de armazenamento e outros alérgenos de menor frequéncia também sdo relatados (Hill;
Deboer, 2001).

Alimentos também podem ser fatores desencadeantes para cdes com DAC, e esses
pacientes podem parecer indistinguiveis daqueles em que os sintomas sdo desencadeados por
polens ou outros fatores ambientais (Miller; Griffin; Campbell, 2013). As principais fontes de
proteinas relacionadas a reacdes adversas a alimentos sdo carne bovina, carne de frango, carne
ovina, derivados lacteos, trigo e ovos (Mueller; Olivry; Prelaud, 2016).

Cées com DAC podem apresentar uma hipersensibilidade a presenca de antigenos
bacterianos ou toxinas, apresentando contagens superficiais de organismos estafilococicos
maiores quando comparados a contagens em caes saudaveis (Mason; Lloyd, 1989; Morales;
Schultz; Deboer, 1994). Além disso, antigenos de leveduras lipofilicas do género Malassezia
também podem causar hipersensibilidade em cdes com DAC (Bond et al., 2002; Miller; Griffin;
Campbell, 2013).



3.3 SINAIS CLINICOS

Os primeiros sinais clinicos desta doenga podem surgir em cdes de seis meses a seis anos,
sendo mais comum em animais entre um e trés anos. O prurido é a caracteristica principal da
DAC que pode incluir cogar, esfregar, mastigar ou lamber excessivamente, correr e/ou balancar
a cabeca. Dependendo dos alérgenos envolvidos, o prurido pode ser sazonal (por exemplo,
poélen) ou ndo sazonal (por exemplo, acaros, alimentos) (Zur et al., 2002).

Como sinais clinicos, eritema e prurido podem ser observados acometendo
principalmente a regido interdigital, flancos, abdémen, axilas, face e orelhas. No entanto hoje
sabe-se, que existem variacOes associadas a raca e locais afetados pela DAC (Figura 1)
(Wilhem, Hovalik, Favrot 2012). O prurido geralmente resulta em autotrauma, levando a lesdes
secundarias como escoriagdes, crostas, hiperpigmentacdo e alopecia (Figura 2 e 3). Nestes
casos, € comum encontrar infec¢des secundarias como as causadas por bactérias ou Malassezia
(Keith; Patterson, 2016; Miller; Griffin; Campbell, 2013).

Figura 1 - Silhuetas de boxers atépicos, pastor alemao, golden retrievers, shar peis, dalmatas,
labradores retriever, buldogues franceses, west highland white terriers e jack russell terriers
(nesta ordem).
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Fonte: adaptado de Hensel et al., 2015.



Figura 2 - Eritema e descamacao em face interna de pavilhdo auricular (A), eritema em
regido interdigital (B), abdémen (C) e regido toracica lateral (D).

Fonte: M.V Mbnica Cabral e Cristiane Deon (2023).

Figura 3 - Alopecia e melanodermia em regido toracica lateral (A), melanodermia em face
interna de pavilhdo auricular (B), crostas melicéricas em dobra facial (C), eritema e
escoriacdo por autotrauma em regido interdigital (D).

Fonte: M.V. Ménica Cabral e Cristiane Deon (2023).



3.4 DIAGNOSTICO

O diagndstico da DAC é clinico, sendo avaliados critérios que incluem o prurido com ou
sem les0es, infeccdes cronicas ou recorrentes, estilo de vida intradomiciliar, patas frontais e
regides concavas de pavilhdes auriculares afetadas e prurido responsivo a administracdo de
glicocorticoides (Favrot et al., 2010).

Uma abordagem de 4 etapas, foi proposta para facilitar a identificacdo de doencas
subjacentes em caes com prurido, e os fatores de exacerbagdo comuns na DA. As 4 principais
causas de prurido sdo as infeccBes parasitéarias, piodermite ou infec¢des fungicas, alergia
alimentar e dermatite atopica. Em um primeiro momento, considera-se a possibilidade de
dermatite alérgica a pulgas. O segundo passo, € considerar a possibilidade de outros
ectoparasitas que podem estar associados ao prurido como por exemplo a sarna sarcoptica,
queiletielose, pediculose, trombiculiase e otococariase, ou podem ser encontrados como uma
doenca concomitante por exemplo a demodicose. Em seguida, deve-se considerar a
possibilidade de infeccdo estafilocécica e crescimento excessivo de malassézia. Finalmente,
considerar o papel dareacdo alimentar adversa cutanea. Para que estes diagnosticos possam ser
realizados, os métodos basicos para o descarte destas condic¢des incluem pente fino nos pelos,
encontrando pulgas ou fezes de pulgas, raspagem de pele, impressdes com fita adesiva, reflexo
oto pedal, analise de pelos, exame citologico da pele e ouvidos e teste de dieta de eliminacéo,
cujo ingrediente o cdo nunca tenha sido exposto antes. O tratamento e o controle de infeccoes
cutaneas e infestacbes por ectoparasitas, permitirdo avaliar qualquer coceira que ainda
permaneca no paciente pruriginoso (Nutall et al., 2019).

Escalas visuais validadas, podem ser utilizadas para avaliar o indice de extensdo e
gravidade da DAC, em que os principais sinais clinicos sdo avaliados e pontuados conforme a
severidade. Entre elas estdo a escala que avalia o Indice de Extensdo e Gravidade da Dermatite
Atopica Canina (CADESI-04) e a Escala Visual Analdgica de Prurido (pVAS) (Hill; Lau;
Rybnicek, 2007; Rybnicek et al., 2009; Olivry et al., 2014).

A escala CADESI-04, foi projetada para pontuar lesdes de pele em locais especificos do
corpo. Nessa escala é selecionado eritema (como marcador de inflamacdo aguda),
liquenificacdo (como marcador de doenga cronica) e a combinagdo de escoriacao e alopecia
como marcadores de prurido. Os locais corporais avaliados nesta escala encontram-se na figura

4 e incluem éreas de flexura, parte concava de pavilhdo auricular, regido interdigital, entre



outros. O escore de gravidade possui 4 pontos consistindo em nenhum (pontuacdo 0), leve
(escore 1), moderado (escore 2) e grave (escore 3) (Olivry et al., 2014).

Jaa pVAS, consiste em uma escala que avalia a gravidade do prurido de um céo atraves
do ponto de vista do tutor. E utilizada como uma ferramenta valiosa para avaliacio da resposta
a tratamentos com medicamentos antipruriginosos. Nesta escala, os tutores analisam e marcam
na escala visual analégica um ponto que descreve melhor o nivel de prurido do seu cdo. Para
isso, uma folha contendo uma escala graduada de 0 a 10 (Figura 5) é fornecida para o tutor,
permitindo a marcacdo no namero relacionado ao grau de prurido do animal (Rybnicek et al.,
2009).

Os testes alérgicos devem ser utilizados somente ap6s um diagnostico clinico da DAC,
com o objetivo principal de identificar potenciais alérgenos causadores, que podem ser evitados ou

tratados com imunoterapia especifica para alérgenos (Nutall et al., 2019).

Figura 4 - Locais corporais avaliados na dermatite atopica canina

Fonte: Olivry et al. (2014).

Figura 5 - pVAS com graduacéo de 0 a 10 fornecida aos tutores.
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Fonte: adaptado de Rybnicek et al. (2009).




3.5 TRATAMENTO

Por ser uma doenca progressiva, 0s objetivos do tratamento da DAC sdo controlar
precocemente, retardar o processo da doenca, melhorar a qualidade de vida do paciente e de
seus tutores, diminuir as crises alérgicas, minimizar o custo e os efeitos adversos da medicacéao
e a complexidade dos regimes de tratamento (Nutall et al., 2019).

Um maior cuidado com o manejo ambiental pode ser realizado, com finalidade de
diminuir fatores desencadeantes da DAC. Glicorticoides orais, ciclosporina e maleato de
oclacitinib sdo recomendados para o tratamento da DAC crbnica, concomitantemente ou ap4s
o controle de fatores desencadeantes conhecidos. Banhos semanais com xampus emolientes e
suplementacdes ou dietas enriquecidas com acidos graxos essenciais, especialmente ricos em
O0mega-6, terapia com interferons recombinantes e corticoides ou tacrolimus topicos para lesdes
localizados e em curto periodo, também podem ser utilizados (Olivry et al., 2015). O
lokivetmab, um anticorpo monoclonal caninizado anti 1L-31, foi aprovado para uso em cées
com DAC. Esse anticorpo atua extracelularmente ao direcionar e neutralizar a IL-31 antes de
ligar ao seu receptor e desencadear a cascata pruriginosa (Santoro, 2019).

A imunoterapia especifica para alérgenos € o Unico tratamento para a DAC que parece
ter o potencial de normalizar a resposta imunitaria desregulada, retardando a progressdo da
doenca. Sendo ineficaz em alguns cées e apenas parcialmente eficaz em muitos casos (Olivry
et al., 2015). Porém, quando eficaz, pode reduzir substancialmente a necessidade de medicacéo
anti-inflamatdria ao longo da vida do cédo afetado (Aberg, Varjonen, Ahman, 2017).

E importante ressaltar que nenhum tratamento, incluindo qualquer umas das
intervengdes farmacologicas mais recentes, tem total 100% de eficacia em casos de DAC. A
abordagem para cada paciente deve ser personalizada e flexivel, ajustando as diferentes

necessidades a medida que o paciente envelhece (Nutall et al., 2019).

3.6 MICROBIOTA, MICROBIOMA E DISBIOSE

O trato gastrointestinal (TGI) abriga um ecossistema complexo que consiste em varios
microrganismos, como bactérias, virus, fungos e protozoarios. Este sistema é chamado de
microbiota quando se refere ao conjunto de microrganismos existentes em um ambiente

especifico. Ja microbioma refere-se como o habitat como um todo, onde incorporam-se fatores



bidticos e abidticos como o hospedeiro, 0 genoma e condi¢des ambientais (Suchodolski, 2016;
Swanson et al., 2011; Whiteside et al., 2015).

Existem diferencas nas populacdes bacterianas entre o estbmago e os intestinos delgado
e grosso, principalmente devido as diferencas na fisiologia intestinal (diferenca nos niveis de
oxigénio, pH, compostos antimicrobiano e motilidade intestinal). O estdmago canino abriga
apenas alguns tipos de bactérias que podem sobreviver ao ambiente acido, predominantemente
helicobacter spp. €, em menor grau, bactérias do tipo acido lacticas (Garcia-Mazcorro et al.,
2012 a) (Garcia-Mazcorro et al., 2012 b). Ja o intestino delgado abriga uma mistura de bactérias
aerdbicas e anaerobicas (Johnston; Lamport; Batt, 1993; Mentula et al., 2005) e o intestino
grosso é altamente povoado principalmente por bactérias anaerdbicas (Honnerffer et al., 2017;
Ritchie; Steiner; Suchodolski, 2008).

O microbioma intestinal € um importante 6rgdo imunoldgico e metabdlico. As bactérias
intestinais produzem varios metabolitos que influenciam na satde do intestino e de outros
orgédos e sistemas, incluindo rins, cérebro e cora¢do. Quando existe uma mudanca no perfil dos
microrganismos que compdem a microbiota intestinal definimos com disbiose, podendo estar
relacionada as desordens do trato gastrointestinal e de outros 6rgédos (Suchodolski, 2022).

O conceito de dishiose estd em constante evolucdo, e inclui alteragdes na diversidade do
microbioma e/ou estrutura e alteragdes funcionais como, por exemplo, producéo alterada de
metabolitos bacterianos. E importante ressaltar que as bactérias intestinais constituem apenas
uma parte de uma intrincada relacdo que existe entre as células epiteliais intestinais, a camada
de muco intestinal, o sistema imunologico do hospedeiro e o ambiente luminal. A composi¢éo
da microbiota é influenciada até certo ponto pela dieta, medicamentos como antibiéticos e
quimioterapicos, inflamacdo no intestino, alteracbes estruturais no intestino e outros (Garraway

et al., 2018; Jergens et al., 2019; Wenk, 2006; Wernimont et al., 2020).

3.6.1 Bactérias intestinais e saude intestinal

Bactérias intestinais produzem ou convertem moléculas dietéticas e drogas em
metabolitos, sendo o microbioma intestinal considerado um importante 6rgdo metabdlico. Um
microbioma intestinal equilibrado, exerce um efeito benéfico pois influencia na satde do
hospedeiro através da modulacdo do sistema imunoldgico, defesa contra patdgenos intestinais
e fornecimento de vitaminas e nutrientes (Arpaia et al., 2013). A presenca de bactérias, também

é importante para o desenvolvimento adequado da estrutura intestinal, uma vez que a nutri¢cdo



da mucosa intestinal é resultado da absor¢do dos compostos no Iimen, os quais sdo provenientes
dos ingredientes da dieta, ou produzidos pelos microrganismos intestinais (Suchodolski, 2016).
Os efeitos microbianos vdo além do trato gastrointestinal. Estudos em cées e gatos
mostram que alteracdes no microbioma intestinal ndo estdo presentes apenas na doenca
gastrointestinal, mas também estéo associados a disturbios em outros sistemas de 6rgaos, como
insuficiéncia renal crbnica, doenca cardiaca, disturbios neurologicos, diabetes mellitus, e
obesidade (Jeffery et al., 2017; Li et al., 2021; Sanchez et al., 2020; Summers et al., 2019).

3.6.2 Microbioma intestinal de caes

O microbioma normal em cées e gatos adultos € composto principalmente por organismos
dos filos Actinobactéria, Bacteroides, Bifidobactéria, Firmicutes, Fusobactérias e
Proteobactérias e suas propor¢6es diferem ao longo do comprimento do TGl (GARCIA-
Mazcorro et al., 2012b; Inness et al., 2007; Suchodolski; Camacho; Steiner, 2008). Um estudo
preliminar avaliando o microbioma fecal de cdes saudaveis e cdes com DAC, observou a
abundancia de Conchiformibius, Catenibacterium spp., grupo Ruminococcus gnavus, e
Megamonas, em cdes alérgicos. Este estudo sugere que alteracdes na diversidade e composi¢ao
da microbiota intestinal podem estar associadas & DAC (Rostaher et al.,2022).

Os Lactobacillus geralmente habitam todo o intestino de cées variando de 10* a 108
UFC/ml e, entre eles, o Lactobacillus acidophilus é dominante. Lactobacillus fermentum,
Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus salivarius também fazem parte e séo relatados como
parte da saude do intestino canino. Outros Lactobacillus caninos sdo representados por
Lactobacillus murinus e Lactobacillus reuteri, Lactobacillus animalis, Lactobacillus

sanfranciscensise, Lactobacillus paraplantarum (Grzeskowiak et al., 2015).

3.7 PROBIOTICOS

Os probidticos sdo microrganismos vivos que quando administrados em quantidades
adequadas, produzem efeitos benéficos a salde. Entre eles podem ser citadas cepas do tipo
Lactobacillus, Bifidobacterium e algumas cepas de Enterococcus. Estas bactérias podem ajudar
a controlar organismos enteropatogénicos pela producéo de acidos organicos no limen do TGl,

ou podem competir pela fixacdo em locais na mucosa intestinal (Wynn, 2009).



Os probidticos afetam o ecossistema intestinal estimulando os mecanismos imunes da
mucosa, interagindo com microrganismos comensais ou potencialmente patogénicos, gerando
produtos metabdlicos finais, como acidos graxos de cadeia curta, e se comunicando com as
células por sinais quimicos. Estes mecanismos podem conduzir ao antagonismo de patdégenos
potenciais, a melhorar o ambiente intestinal, fortalecer a barreira intestinal, a regulacdo negativa da
inflamacdo e a regulagdo positiva da resposta imune a desafios antigénicos. As cepas de
probidticos sdo identificadas segundo seu género, espécie, subespécie (se corresponder) e uma

denominacdo alfanumérica que identifica uma cepa especifica (Tabela 1) (Guarner et al., 2023).

Tabela 1 - Identificacdo de microrganismos probidticos.

Género Espécie Subespécie  Denomina¢do Denominagdoda Nome da cepa
de cepa depositaria
internacional de
cepas
Lacticaseibacills L. rhamnosus Nenhuma GG ATCC 53103 LGG
Bifidobacterium B. animalis Lactis DN-173 010 CNCM [-2494 Bifidus regularis
Bifidobacterium  B. longum ~ Longum - 35624 ~ NCIMB 41003 ~ Bifantis

Fonte: Guarner et al., 2023

Os mecanismos de interacdo entre probidticos e hospedeiro, promovem uma simbiose
entre microbiota e hospedeiro e pode ser otimizada com intervencdes farmacoldgicas ou
nutricionais no ecossistema microbiano intestinal, usando probidticos ou prebioticos. Entre os
beneficios imunolégicos dos probidticos, estdo a ativacdo de macrofagos locais para aumentar
a apresentacao dos antigenos para os linfocitos B e 0 aumento da producgdo de imunoglobulina
A secretoria (IgA), tanto local quanto sistemicamente. Além disso, hd modulagdo do perfil de
citocinas e indugéo da toleréncia aos antigenos alimentares. Tambem séo citados beneficios ndo
imunologicos como a digestdo de alimentos, competicdo com os patdgenos pelos nutrientes,
alteracdo do pH local para criar um ambiente local desfavoravel para os patdégenos, producgéo
de bacteriocinas para inibir os patégenos, fagocitose de radicais superoxidos, a estimulacao da
producdo epitelial de mucina, o aumento da fun¢do da barreira intestinal e a competicdo pela
adesdo com os patdgenos (Guarner et al., 2023).

O probidtico dito como ideal é o que contém uma cepa bacteriana que ocorre
naturalmente na mesma espécie que o hospedeiro pretendido, ndo é patogénica, mantém a
viabilidade durante a produc¢do, armazenamento e passagem pelo trato gastrointestinal, adere e

coloniza a mucosa epitelial e promove um efeito benéfico ao hospedeiro (Wynn, 2009).



3.7.1 Probidticos na dermatite atopica humana

Os efeitos dos probidticos na prevencdo e tratamento da DA permanecem indefinidos.
No entanto, evidéncias de diferentes grupos de pesquisa mostram que 0s probio6ticos podem ter
um efeito positivo no tratamento da DA, o qual depende de véarios fatores, como cepas
probioticas especificas, tempo de administracdo (tempo de inicio), duragdo da exposicao e
dosagem (Rather et al., 2016).

Em humanos, os probidticos sdo amplamente utilizados como terapia adjuvante para
casos alérgicos com resultados inconsistentes devido ao mecanismo multifatorial das alergias
(Rahman et al., 2011; Rather et al., 2016). Intervencfes com probi6ticos mostraram ser capazes de
reduzir e aliviar os sintomas da DA em criancas, particularmente no tratamento de bebés e
criangcas com menos de um ano. Além disso, administraces de probioticos de cepa mista
tendem a ter melhores efeitos preventivos e curativos. Diferentes duracdes de intervencéo
também podem afetar os resultados clinicos (Jiang et al., 2020).

Muitos microrganismos sdao amplamente estudados em medicina humana e seus
beneficios sdo comprovados através de testes clinicos. Para doengas alérgicas, 0s probioticos
de maior importancia clinica citados sdo os a base de Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
rhamnosus, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus reuteri e Lactobacillus casei. Também sdo
utilizadas as espécies de Bifidobacterium, entre elas, a Bifidobacterium lactis, a Bifidobacterium
longum e a Bifidobacterium animalis, com seus beneficios variando de acordo com cada cepa (Pan
et al.,, 2010). Alguns estudos demonstraram que bactérias do género Lactobacillus sdo
importantes como terapia adjuvante no tratamento da DA e na prevencdo da recorréncia ou
desenvolvimento da DA, desempenhando um papel importante na modulacdo de Thl e Th2
(Prakoeswa et al., 2022). Outro estudo com Lactobacillus para criangas diagnosticadas com
DA mostrou resultados semelhantes na reducdo dos sintomas clinicos de DA. Esse efeito foi
demonstrado pela diminuicdo do SCORAD e dos niveis séricos de IgE, IL- 4 e IL-17
(Prakoeswa et al., 2017).

Em uma revisdo de 13 ensaios randomizados controlados por placebo, foi evidenciada
uma diminui¢do na gravidade dos sintomas clinicos, apds a administracdo de probidticos de um
a dois meses em lactantes ou criangas com dermatite atopica. Outros estudos demonstraram
uma reducdo de sintomas apenas em criancas com dermatite atdpica associada a IgE, ou
alteracGes em alguns marcadores inflamatorios. Porem, trés destes estudos ndo demonstraram

diferencas clinicas entre criancas com dermatite atopica tratadas com probidticos. Na maioria



destes estudos, os marcadores inflamatérios permanecem inalterados apds a administracdo de
probioticos, quando comparado ao placebo. Achados semelhantes estdo presentes em estudos
probiodticos para alergia alimentar em humanos. As diferencas podem estar relacionadas a
diferentes populacdes de estudo, cepas probidticas e doses probidticas (Betsi; Papadavid,;
Falgas, 2008).

3.7.2 Probidticos na dermatite atopica canina

Na medicina veterinaria os probidticos sdo utilizados em diferentes espécies e
recomendados em casos como na doenga inflamatoria intestinal, diarreias, doenca renal cronica
ou em pancreatites (Lalles et al., 2007; Mangiante et al., 2001; Muftuoglu et al., 2006; Nava et
al., 2005; Olah et al., 2002; Sahin et al., 2007; Sargeant et al., 2007; Wynn, 2009).

Cepas de bactérias isoladas de fezes de cdes e estudadas para probioticos incluem
Lactobacillus reuteri, Lactobacillus animalis, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus
acidophilus, Enterococcus faecalis EE4, E. faecium EF01 e Bifidobacterium animalis. Todos
sobreviveram a passagem pelo trato gastrointestinal e foram recuperados em fezes, embora
fossem geralmente indetectaveis de uma a duas semanas ap0s o término da suplementacgdo
(Manninen et al., 2006).

Um estudo realizado com dois beagles atépicos adultos foram cruzados duas vezes com
um ano de diferenca; A primeira ninhada foi o grupo controle nédo tratado com probidticos
(n=7). Lactobacillus rhamnosus GG foi administrado a cadela durante a segunda gravidez (200
X 10° UFC) por via oral, diariamente, comecando na terceira semana da segunda gravidez, e
continuando ao longo da lactagdo e aos filhotes da segunda ninhada (n=9) das 3 semanas aos 6
meses de idade (100 x 10° UFC) por via oral diariamente. Todos os filhotes foram sensibilizados
aos acaros da poeira doméstica com 3 semanas de idade, amostras de soro foram obtidas a cada
6 semanas para medicdo de IgE de &caros da poeira doméstica e, aos 6 meses de idade, 0s
filhotes foram testados para alergia intradérmica e ambientalmente desafiados com &caros
domesticos. Os filhotes expostos ao probidtico, tiveram titulos significativamente mais baixos
de IgE especifica para alérgenos, e reacfes mais brandas ao teste intradérmico, em comparagao
com a ninhada controle ndo tratada, porém as pontuacdes clinicas ap6s a exposi¢do aos acaros
ndo diferiram entre as ninhadas (Marsella, 2009).

Um segundo estudo com os mesmos filhotes de beagles do estudo anterior foram

acompanhados apds 3 anos da suspensdo dos probioticos, para avaliar gravidade dos sinais



clinicos e medir a producdo de IgE e IL-10 especifica para alérgenos e TGF-B apos a
estimulacdo com alérgenos. Os resultados mostraram que as pontuagdes clinicas apds o desafio com
acaros da poeira doméstica foram maiores na ninhada controle e tinham niveis mais altos de
IL-10 do que o0s cédes expostos ao probidtico (0s cdes expostos ao probidtico cdes estavam
proximos dos niveis presentes em beagles normais). A IgE especifica para alérgenos e TGF-B
ndo diferiram entre as ninhadas (Marsella; Santoro; Ahrens, 2012).

Outro estudo realizado em cées com DA utilizou de Lactobacillus paracasei K71 e
verificou um efeito poupador de medicagdes, aumentando o intervalo de administracdo ou
suspensao de terapia foi verificado ao associar terapias de glicocorticoides ou ciclosporina ao
probiotico testado (Ohshima- Terada et al., 2015).

Em 2019, um estudo realizado em cdes com DAC e administracdo oral de Enterococcus
faecalis FK-23p em uma dose de >100 mg / kg por dia durante 12 semanas observou escores
clinicos reduzidos quando utilizado como um tratamento adjuvante. De acordo com a taxa de
melhoria dos escores clinicos, 50% dos atopicos apresentaram sinais clinicos reduzidos com
administracdo oral de FK-23p (Osumi et al., 2019).

Séo diversos 0s usos desta terapia, todavia, os produtos probidticos estdo sujeitos a
variaces no controle de qualidade. E cada vez mais claro que a manipulacdo da ecologia do
trato gastrointestinal tem poderosos efeitos sistémicos. O uso de probidticos melhora
claramente a funcdo imunoldgica em varias espécies, incluindo cdes e gatos e parece ter um

papel no tratamento de animais com diversas condi¢cGes (Wynn, 2009).

3.7.3 Lactobacillus rhamnosus GG

Lactobacillus rhamnosus GG foi originalmente isolado de uma amostra fecal humana
por Sherwood Gorbach e Barry Goldin em 1985 e o propds como uma potencial cepa probiotica
baseada em sua alta tolerancia a acidos e bile, capacidade de adesdo e caracteristicas de
crescimento (Goldin et al., 1992).

No ano de 1989 foi a primeira cepa de Lactobacillus a ser patenteada gracas a suas
importantes caracteristicas (Capurso, 2019). Com sua introdu¢do no mercado em 1990, a cepa
de L. rhammnosus GG tornou-se uma das mais estudadas e comercializadas cepas probioticas,
sendo testada em varios ensaios clinicos e demonstrando efeitos benéficos numa variedade de
areas. Das areas estudadas em humanos, o L. rhammnosus GG auxiliou na reduc¢éo da duracéo

da diarreia infecciosa aguda, na prevencdo do desenvolvimento de dermatite atdpica, no



aumento da tolerancia ao leite de vaca em bebés alérgicos e na eliminacdo da colonizacao de
enterococos resistentes a vancomicina (Berni Canani et al., 2013; Isolauri et al., 1991;
Kalliomaki et al., 2001; Manley et al., 2007).

Além disso, o L. rhammnosus GG possui propriedades adesivas poderosas, suprime a
atividade enzimatica bacteriana, pode deslocar ou eliminar certos componentes da flora
intestinal normal e produz uma substancia antimicrobiana ativa contra uma variedade de
bactérias, incluindo Escherichia coli, Salmonella spp., Clostridium spp. e Streptococcus spp.
(Gorbach, 2000).

A atividade imunolégica da cepa LGG, ja foi verificada em diversos estudos em
diferentes espécies, onde verificou-se o estimulo da resposta imune especifica, com aumento
de IgA, 1gG, IgM, melhorando a funcdo intestinal e producdo de IgA em camundongos
neonatos. Além disso, é capaz de aumentar a secrecdo de IL-6, inibir a producdo de
lipopolissacarideos e o fator de necrose tumoral (Capurso, 2019).

Com relagdo a doencas alérgicas em humanos o LGG a nivel intestinal, sabe-se da
capacidade de modulacdo da microbiota intestinal, e a hidrolise de peptideos antigénicos. Jaem
mucosa intestinal, observa-se a modulacdo da permeabilidade, a estimulacédo e o crescimento
celular. Além do intestino, é reconhecido a modulacgéo inata/adaptativa do sistema imune, e um

impacto no sistema nervoso entérico (Capurso, 2019).



4 METODOLOGIA

Este estudo multicéntrico, duplo-cego e controlado por placebo foi realizado em um
servico clinico privado de dermatologia veterinaria, o qual presta servigo em diferentes cidades
do estado do Rio Grande do Sul.

Todos os pacientes foram avaliados, trés vezes com intervalos de 45 dias: dia 0 (DO0),
dia 45 (D45) e dia 90 (D90) pelo mesmo médico veterinario entre os meses de julho de 2022 a
janeiro de 2023. Um total de 40 cdes, diagnosticados com dermatite atopica canina e
responsivos parcialmente ao maleato de oclacitinib (Apoquel®) para o controle de prurido, a
pelo menos 4 meses, na dose de 0,4 — 0,6 mg/kg a cada 24 horas, e que apresentassem CADESI-
04 méaximo de 59 caracterizando uma DA em remisséo, leve a moderada, foram avaliados neste
estudo.

Aleatoriamente, o0s pacientes receberam frascos idénticos, de coloracdo &mbar,
identificados por nimeros de 1 a 40, contendo 90 unidades de uma cepa probidtica contendo
Lactobacillus rhammnosus GG (n=20) na dose de 1x 10° unidades formadoras de col6nia
(UFCs) por dose, ou capsulas com veiculo inerte placebo (n=20), composto por silicato de
magnésio, celulose, diéxido de silicio e estearato de magnésio (Dilucap hygro®). As duas
opcdes, em seus devidos grupos foram administradas uma vez ao dia, no periodo da noite, duas

horas depois apés a ultima refeicdo continuamente durante 12 semanas.

4.1 ANIMAIS

Foram avaliados 40 cdes com diagnostico de DAC, prurido ndo sazonal, de diferentes
ragas, idades, sexo, peso, que recebiam alimentacéo a base de ragdo comercial, castrados ou
ndo (Tabela 2).

O diagndstico dermatologico de DAC foi seguido conforme diretrizes publicadas para
diagndstico e identificagdo de alérgenos (Hensel et al., 2015). Brevemente, a triagem alérgica
iniciou excluindo dermatite alérgica a picada de pulgas. No exame direto buscou-se verificar a
presencga de pulgas ou fezes de pulgas e a localizagdo das lesdes cutaneas e do prurido associado
a DAPP que sdo mais comumente encontradas na area lombossacra, base da cauda e coxas
caudomediais. Outras investigacdes associadas a doencas de pele ectoparasitarias, também
foram realizadas através de raspagem de pele e verificagdo em microscopia com objetivo de
baixo aumento (4x ou 10x) e uso de pente fino, buscando excluir Sarcoptes scabiei canis,

Demodex spp. Cheyletiella spp, piolhos, carrapatos e Otodectes cynotis.



Amostras citolégicas da pele e cerdmen, foram coletadas e coradas com panoptico
rapido e examinados em microscopia Otica em imersdo (100x), antes de fechar o diagndstico de
DAC para que infeccdes estafilocdcicas e o0 crescimento excessivo de Malassezia nédo
interferisse no diagndstico. Tratamentos foram instituidos para pacientes que apresentaram
quadros infecciosos, sendo prescritos agentes bacterianos ou antifungicos tépicos ou orais
conforme a necessidade de cada caso.

A dieta de eliminacdo foi realizada com racdo comercial hipoalergénica a base de soja
da marca Royal Canin® sendo recomendado excluir quaisquer alimentos, guloseimas, ou
medicamentos com sabores. O teste foi realizado por no minimo 8 semanas e o diagndéstico de
DA foi confirmado nos pacientes que ndo apresentaram remissao clinica dos sintomas. (Hensel
et al., 2015).

Dois cées da raca shih tzu foram retirados do estudo apds quinze dias do inicio do
tratamento, devido aos tutores optarem por outro tratamento que ndo incluia oclacitinib. Estes

pacientes foram substituidos por outros dois pacientes que se qualificavam para o estudo.

4.2 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Os critérios de inclusdo foram pacientes com diagndstico de DAC a pelo menos 4 meses.
Estes pacientes deveriam receber maleato de oclacitinib (Apoquel®) a cada 24 horas, nas doses
que variavam entre 0,4 mg/kg a 0,6 mg/kg, conforme a recomendacdo do laboratério Zoetis®
a pelo menos 4 meses, e que ainda apresentassem prurido leve a moderado. Além disso foram
incluidos pacientes com CADESI -04 maximo de 59 o que classifica como dermatite atépica
em remisséo, leve a moderada.

Todos os pacientes deveriam estar com controle preventivo de ectoparasitas em dia, a
pelo menos 3 meses antes do inicio do estudo. As terapias topicas relacionadas a xampus e
condicionadores, com acéao hidratante e emoliente e solu¢des otoldgicas para limpeza auricular
de diferentes marcas comerciais, foram mantidas conforme o que j& era utilizado pelo paciente,
bem como diferentes racBes comercias. Todas estas variaveis ndo foram padronizadas
previamente, mas deveriam ser mantidas de forma continua sem alteragGes.

Os critérios de exclusao foram animais com endocrinopatia concomitante ou neoplasia,
outros tratamentos como ciclosporina, terapia monoclonal, imunoterapia, corticosteroides orais ou
topicos com periodo prévio de 4 meses e antibidticos sistémicos para tratamento de pele com

periodo prévio de 4 semanas.



Em casos em que pacientes necessitassem de outro tratamento para o controle dos
sintomas da DAC, durante as 12 semanas de participacdo do estudo, estes seriam

automaticamente excluidos.

4.3 CEPA PROBIOTICA TESTADA

O probiético escolhido para o projeto foi manipulado e a cepa escolhida foi

Lactobacillus rhammnosus GG na dose de 1x10° UFC.

4.4 IDENTIFICAGCAO E DISTRIBUICAO DAS AMOSTRAS — LACTOBACILLUS E
PLACEBO

As amostras foram produzidas e acondicionadas pela Férmula Bichos Manipulacéo
Ltda localizada na cidade de Novo Hamburgo — RS. Os frascos idénticos, de coloracdo ambar
com numeracdo de 1 a 40 (Figura 6A-B), ndo apresentavam distincdo entre cédpsulas ou
contetido que pudesse identificar qual frasco continha o Lactobacillus rhammnosus GG ou
placebo.

Os tutores foram convidados a participar do estudo, juntamente com seus pets durante
as consultas dermatoldgicas de rotina. Todos os tutores foram informados sobre potenciais
riscos e beneficios da participagdo durante o estudo, e o consentimento informado por escrito
foi obtido de cada um antes da inscri¢cdo no estudo (Apéndice A). A triagem e a inscri¢ao dos
pacientes, ocorreram em cidades no estado do Rio Grande do Sul — Caxias do Sul, Garibaldi e
Novo Hamburgo entre os meses de julho de 2022 a janeiro de 2023.

As amostras foram distribuidas conforme o agendamento dos atendimentos, caso algum
paciente ndo comparecesse ao seu dia, automaticamente, o proximo paciente receberia o frasco

em sequéncia.



Tabela 2 - Raga, sexo, idade, peso e estado reprodutivo e recebimento de L. rhammnosus GG
ou ndo de cées atendidos durante o estudo.

Céo Raca Sexo Idade Peso Estado Lactobacillus
em anos reprodutivo rhammnosus

GG
01 Yorkshire F 15 6,1 Castrada Nao
02 Shih-tzu F 8 5,4 Castrada Sim
03 SRD F 4 9,8 Castrada Nao
04 Shih-tzu F 3 55 Castrada Sim
05 Shih-tzu M 8 79 Castrado Nao
06 Shih-tzu M 9 7,6 Castrado Sim
07 Spitz M 6 8,8 Castrado Né&o
08 Shih-tzu F 11 54 Castrada Sim
09 Maltés M 9 57 Castrado Nao
10 Shih-tzu M 8 71 Castrado Sim
11 Shih-tzu F 2 53 Castrada Nao
12 Yorkshire M 2 5 Castrado Sim
13 Shih-tzu F 9 58 Castrada Nao
14 Shih-tzu F 7 78 Castrada Sim
15 Shih-tzu F 2 77 Castrada Nao
16 Shih-tzu F 6 78 Castrada Sim
17 Shih-tzu M 8 8 Castrado Nao
18 Shih-tzu F 2 49 Castrada Sim
19 Buldogue M 4 128 Castrado Né&o
20 Shih-tzu F 8 6,4 Castrada Sim
21 Shih-tzu F 6 6,6 Castrada Nao
22 Shih-tzu M 10 6,6 Castrado Sim
23 Yorkshire M 6 54 Castrado Nao
24 Shih-tzu F 1 6,9 Castrada Sim
25 Shih-tzu F 6 6 Castrada Nao
26 Poodle F 7 52 Castrada Sim
27 Pequinés F 8 6,6 Castrada Né&o
28 Shih-tzu M 5 6,2 Castrado Sim
29 Sharpei F 4 18 Castrada Né&o
30 SRD M 13 85 Castrado Sim
31 Shih-tzu F 5 8.3 Castrada Nao
32 Shih-tzu F 2 8.2 Castrada Sim
33 Shih-tzu F 13 54 Castrada Nao
34 Pequinés F 9 4,8 Castrada Sim
35 Shih-tzu F 3 49 Castrada Nao
36 SRD F 6 9,5 Castrada Sim
37 Buldogue M 6 15 Castrado Néo
38 Shih-tzu M 2 8.2 Castrado Sim
39 SRD F 12 12 Castrada Nao
40 Poodle F 8 6,6 Castrada Sim

Fonte: a propria autora (2023).



Figura 6 - Frascos idénticos, de coloracdo ambar identificados por nameros.

Fonte: a propria autora (2023).

4.5 GRUPOS

Os pacientes somente foram classificados em grupo intervengéo e grupo placebo apés a
avaliacdo do ultimo paciente. Neste momento, a farmécia de manipulacdo responsavel pela
producdo das amostras enviou uma tabela onde continha a numeracgédo de cada frasco e o que

continha em cada um.

4.6 AVALIACAO CLINICA

O objetivo principal deste estudo foi avaliar a associacdo do uso de oclacitinib e
Lactobacillus rhamnosus GG por via oral em cdes diagnosticados com DAC. Os pacientes
foram avaliados em trés momentos: DO, D45 e D90. Nestes dias, a severidade e extensdo das
lesdes foram avaliadas usando o sistema de pontuacdo CADESI-04, registrando 3 tipos de
lesdes (eritema, liquenificacdo e prurido — através de escoriacao e alopecia) em 20 zonas do
corpo comumente afetados na DAC. Locais como area perilabial, orelhas, axilas, membros
toracicos e pélvicos, flexura de membros toracicos, area palmar metacarpica, flancos, face
medial de membros pélvicos, area abdominal ventral, &rea perineal e cauda proximal ventral
foram avaliadas. Essas areas foram pontuadas em uma escala entre 0 e 3 (0, nenhuma; 1, leve;
2, moderada; 3, grave) com pontuacdo maxima de 180 (Olivry et al., 2014).

Para armazenar o indice de extensao e gravidade da DAC (CADESI-4) foi utilizado o

aplicativo Hill's Atopy Index® (Figura 7 A-C). O aplicativo avalia o indice dermatoldgico total



com base em uma escala de gravidade validada em apenas alguns minutos, sendo possivel
visualizar o indice de gravidade usando a visdo lateral e ventral usual, acompanhando a
evolucdo da pontuacdo total e da gravidade por cada area em cada visita e compartilhando ao
final o relatério resumido para o e-mail cadastrado.

Em cada visita, o prurido foi pontuado pelos tutores usando uma escala visual analdgica
de prurido (Hill; Lau; Rybnicek, 2007; Rybnicek et al., 2009). Para melhor visualizacédo do
tutor, foi entregue em cada visita a versao impressa desta escala da empresa Zoetis® (Figura 8)
para o tutor marcar a caneta a regiao na qual o nivel de prurido do seu pet se encontrava.
Posteriormente esta marca era verificada com uma régua e entdo pontuada de 0 — 10 e este
numero era entdo adicionado no aplicativo Atopic Index - Hills®. O tutor ndo tinha acesso as
pontuacdes anteriores.

O trabalho foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade de
Caxias do Sul (nimero 0008/2022) (Anexo 1).

Figura 7 — Imagens do aplicativo Atopic Index - Hills®, tela de entrada do aplicativo (A),
tela de cadastro do paciente (B), tela final apos a avaliacéo do paciente (C).
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Figura 8 - Escala analdgica visual para controle de prurido.
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Fonte: Zoetis® (2023).

4. ANALISE ESTATISTICA

Quanto ao desenho experimental deste estudo, o tamanho da amostra foi determinado
atraves da aplicacdo de métodos estatisticos. O tamanho da amostra foi estimado usando o
programa de calculadora G Power 3.1.9.2 da Universidade de Kiel, Alemanha
(http://www.gpower.hhu.de/). O nivel de significancia estipulado foi de 5% e o poder de teste
de 80%. O tamanho amostral estimado foi de 40 pacientes, para detectar diferencas de grupo
de tamanho médio e/ou efeitos de intervencdo (d = 0,9) e para anélise de comparacdo de méedias
entre dois grupos com razao de 1 para os grupos analisados. Nesse caso, sdo 20 pacientes para
cada grupo.

As andlises estatisticas foram calculadas utilizando o software IBM SPSS Statistics verséo
26. Para todas as analises estatisticas, foi adotado um nivel de significancia de 5% (p < 0,05).
A normalidade dos dados foi atestada através do teste de Shapiro-Wilk. O escore da escala
pVAS e do CADESI-04 antes e depois do tratamento dos grupos intervenc¢éo e controle, foram
analisados através do teste t de Student pareado, e as diferencas entre 0s grupos distintos foram

analisadas com o teste t de Student de amostras independentes.


http://www.gpower.hhu.de/)
http://www.gpower.hhu.de/)

5 RESULTADOS

Este estudo avaliou quarenta cées, entre eles dezesseis machos e vinte e quatro fémeas,
durante 90 dias. A idade média foi de 6,58 + 3,4 anos. Durante o periodo do estudo, nenhum

paciente apresentou reacdes adversas relacionadas ao uso desta associagao.

5.1 CADESI-04

No grupo de pacientes no qual houve associacédo de L. rhamnosus GG e oclacitinib foram
observadas mudancas estatisticamente significativas nos escores do CADESI-04 ao longo do
tempo. A média inicial no DO foi de 16,10 + 6,664 e diminuiu para 10,80 + 5,818 no D45, uma
diferenca estatisticamente significativa de 5,3 pontos (p < 0,01). No entanto, entre 0 D45 e o
D90, ndo foi observada uma diferenca estatisticamente significativa, diminuindo 1,2 £ 3,9
pontos (p = 0,19). A diferenca final entre o inicio (DO) e o fim do estudo (D90) no grupo
intervencdo foi de 6,5 pontos no CADESI-04 (p < 0,01) (Tabela 3).

No grupo de pacientes que receberam placebo e oclacitinib a média inicial no DO foi de
18,95 + 8,029 e diminuiu para 14,55 = 5,862 no D45, uma diferenca estatisticamente
significativa de 4,4 pontos (p = 0,013). Entre 0 D45 e 0 D90, ndo observamos uma diferenca
significativa (-0,6 + 9,6, p = 0,783). A diferenca final no grupo placebo foi uma reducéo de 3,8
pontos no escore do CADESI-04 (p = 0,157) (Tabela 4).

Na comparagdo entre grupos, observamos diferencas significativas em todas as
avaliacGes. Na primeira avaliagdo (DO0), ndo houve diferenca significativa (p = 0,229), ja na
segunda avaliacdo (D45), houve diferenca significativa (p = 0,049), com uma média de -3,75 £
1,84 pontos no grupo de intervencdo em comparacdo com o grupo placebo. Na terceira
avaliacdo (D90), também foi observado uma diminuicéo significativa no escore (p = 0,049),
com uma media de -5,55 £ 2,72 pontos no grupo de intervencdo em comparagdo com 0 grupo

placebo (Grafico 1).



Tabela 3- Avaliacdo - CADESI-04 em DO, D45 e D90 - grupo intervencgéo

Céo DO D45 D90
02 7 4 2
04 16 8 5
06 19 11 12
08 10 12 9
10 29 15 14
12 10 10 10
14 9 12 11
16 24 20 13
18 16 2 2
20 25 22 21
22 18 19 15
24 12 13 11
26 27 14 9
28 16 10 14
30 10 2 4
32 18 9 12
34 9 3 4
36 8 4 5
38 20 13 15
40 19 13 15

Média 16,1+6,7 108+58 96+56

Fonte: a propria autora (2023).

Tabela 4 - Avaliagdo - CADESI-04 em DO, D45 e D90 - grupo placebo

Céo DO D45 D90
01 17 24 11
03 11 7 8
05 26 23 21
07 10 9 11
09 34 15 20
11 23 19 15
13 29 16 26
15 17 14 9
17 16 12 12
19 16 7 6
21 35 14 20
23 23 27 16
25 25 18 24
27 13 8 7
29 18 11 22
31 12 12 7
33 11 13 16
35 11 13 13
37 22 21 51
39 9 8 8

Média 1895+803 1455+59 1515+108

Fonte: a propria autora (2023).



Gréfico 1 — Comparacdo de médias de CADESI -04 entre grupos de placebo e intervencao
para os dias DO, D45 e D90
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Fonte: a propria autora (2023).

5.2 PVAS

No grupo que recebeu L. rhamnosus GG associado ao oclacitinib, observamos
mudancas significativas nos escores de pVAS ao longo do tempo. A média inicial no DO foi de
5,390 + 1,6010 e diminuiu para 4,075 = 1,8444 no dia 45 (p < 0,01). Entre 0 D45 e D90, nédo
foi observado diferenca (0,25 + 1,8, p = 0,54). A diferenca final encontrada entre DO e D90 foi
uma reducéo significativa de 1,56 pontos na escala pVAS (p < 0,01) (Tabela 5).

No grupo placebo, ndo foram observadas mudangas significativas nos escores da pVAS
ao longo do estudo. A média inicial no DO foi de 4,870 + 0,6387 pontos e permaneceu
praticamente inalterada no D45 (5,0 + 1,4510) e no D90 (4,525 + 1,8812). Néo houve diferencas
estatisticamente significativas nas comparacdes no grupo placebo em nenhum dos momentos
(Tabela 6).

Nao foram encontradas diferencas significativas entre os grupos de intervencédo e
placebo em nenhum dos encontros. No primeiro encontro (DO0), ndo houve diferenca
significativa (p = 0,31), com uma diferenca de 0,52 = 0,51. No segundo encontro (D45), a

diferenca ndo foi significativa (p = 0,08), com uma média de -0,92 + 0,52. No terceiro



encontro(D90), também ndo observamos diferenca (p = 0,23), com uma média de -0,7 + 0,58

pontos.

Tabela 5 - Prurido conforme pVAS em DO, D45 e D90 — grupo intervengéo

Cao DO D45 D90
02 2
04 55
06
08
10
12
14
16
18
20
22
24
26
28
30
32
34
36 55
38 55
40 85 55

Média 54+16 407+18 382+18
Fonte: A prépria autora (2023).
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Grafico 2 — Comparacdo de médias de pVAS entre grupos placebo e intervencdo para os dias
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Fonte: a propria autora (2023).



Tabela 6 — Prurido conforme pVAS em DO, D45 e D90 — grupo placebo

Céo DO D45 D90
01 4 6 7
03 2 4 6
05 8 8 5
07 4 3 3
09 8 6 6
11 5 45 55
13 5 55 7
15 6 4 5
17 3 6 2
19 5 55 4
21 6,5 6 6
23 44 3 2
25 5 35 5
27 45 2 45
29 55 6 6,5
31 35 5 3
33 2 6 4
35 4 4 4
37 6 6 7
39 6 6 4

Média 4,87+06 50+14 452+19
Fonte: a propria autora (2023).




6 DISCUSSAO

Até o momento, em nosso conhecimento, este foi o primeiro estudo brasileiro avaliando
o uso oral de L. rhamnosus GG em associagdo com maleato de oclacitinib (Apoquel®) em
pacientes com DAC. Este estudo randomizado, duplo cego e controlado por placebo
demonstrou reducgdes significativas nas pontuagbes CADESI-04 em comparagdo ao grupo
placebo. As pontuagdes pVAS também tiveram reducdes significativas no grupo de teste.
Portanto, demonstrou-se assim o potencial beneficio clinico do L. rhamnosus GG quando
combinado com oclacitinib no tratamento da DAC. E importante salientar que, atualmente no
existem parametros estabelecidos de referéncia para definir um limiar para o sucesso do
tratamento (Olivry et al., 2018).

A escolha da cepa L. rhamnosus GG foi definida com base em pesquisas veterinarias
prévias (Marsella, 2009, Marsella et al., 2012), seguranca da cepa estudada (Weese et al., 2002),
pesquisas em seres humanos (Foolad et al., 2013), facilidade de manipulacdo e experiéncia
prévia da pesquisadora.

Embora os mecanismos imunomoduladores de L. rhamnosus GG nédo sejam totalmente
compreendidos, esta estabelecido que os probioéticos podem interagir com células dendriticas,
ajudando a equilibrar a imunidade Th1/Th2 e aumentar a atividade T reg (De Pessemier et
al.,2021). Especificamente, L. rhamnosus GG pode influenciar a cascata inflamatdria atopica
induzindo a producdo de interleucinas e interferons e reduzindo os niveis de IgE (Marsella,
2009). Estes estudos publicados previamente podem justificar a melhora nos escores de
CADESI-04 observados nessa pesquisa.

Em medicina veterinaria, um estudo em cédes gravemente atopicos avaliou a eficacia do
probiotico L. rhamnosus GG para o alivio ou prevencao de sinais clinicos da dermatite atopica
(DA). A administracdo de L. rhamnosus GG em diferentes doses foi associada a uma reducéo
dotitulo sérico de IgE contra Dermatophagoides farinae quando comparado ao grupo controle.
No entanto, este mesmo estudo observou que a administracdo de LGG ndo pareceu reduzir 0s
sinais clinicos da DA (Marsella, 2009). Diferentemente do que foi observado no presente
estudo, observou-se reducdes significativas nas pontuacdes CADESI-04 em comparacao com
0 grupo placebo. Outra pesquisa posterior realizada em um modelo experimental em cdes com
DA mostrou que a exposi¢do precoce aos probioticos L rhamnosus GG tem efeitos clinicos e

imunolégicos positivos (Marsella et al., 2012).



Pesquisas cientificas em seres humanos possuem respostas conflitantes quanto ao
potencial beneficio de L. rhamnosus GG na DA. Uma meta-anélise publicada no ano de 2023
por Hausein et al., 2023 avaliou 75 estudos e os efeitos preventivos e terapéuticos da
suplementacdo probidtica na dermatite atopica infantil. Este estudo confirmou que a L.
rhamnosus GG foi a cepa mais estudada no mundo, porém revelou-se ineficaz na reducdo do
SCORAD da doenga. Outra revisdo sistematica publicada no ano de 2013, o qual analisou 21
estudos, demonstrou que a suplementacéo de L. rhamnosus GG foi eficaz na prevencéo a longo
prazo do desenvolvimento da DA (Foolad et al., 2013).

Além dos potenciais beneficios em cdes com DA, o L. rhamnosus GG demonstrou ter a
capacidade de sobreviver ao transito gastrointestinal desta espécie sem causas quaisquer efeitos
adversos clinicamente evidentes, (Weese et al., 2002). A auséncia de efeitos colaterais também
foi verificada no presente estudo.

Optou-se por utilizar a dose 1 x 10 °® UFC de L. rhamnosus GG a cada 24 horas, por
existirem pesquisas prévias em diferentes espécies e por experiéncia prévia da pesquisadora ha
pelo menos 7 anos. Em medicina humana, um estudo realizado no ano de 2021 e que envolveu
151 criangas com dermatite atopica, utilizou um mix de Lactobacillus na dose de 1 x 10° UFC
(Cukrowska et al., 2021). Em medicina veterinaria Weese et al., 2002 verificou a viabilidade
de diferentes doses de L. rhamnosus GG em amostras fecais, sendo elas 1 x 10° UFC (grupo 1),
1 x 10° UFC (grupo 2), 5 x 10%*° UFC (grupo 3) e 5x 10** UFC (grupo 4) uma vez ao dia por 5
dias. Os grupos 1, 2 e 3 ndo apresentaram diferencas estatisticas em diferentes doses e o grupo
4, sendo a dose mais alta, a colonizacdo fecal foi significativamente maior do que em qualquer
outro grupo (P <0,001).

O tempo de duracgédo de 12 semanas deste estudo, baseou-se em trabalhos publicados em
medicina humana em que o tempo médio varia de 8 a 16 semanas, como observado em revisao
sistematica publicada no ano de 2022 (Sodré et al., 2022). Embora o tempo estabelecido de 12
semanas possa ter sido adequado para colher os resultados obtidos, pode nédo capturar efeitos a
longo prazo ou varia¢des potenciais na resposta ao tratamento durante um periodo maior. E
importante salientar que um tempo maior de terapia, poderia causar prejuizos na coleta dos
dados, pois seria necessaria a cooperacgado do tutor em disponibilizar mais tempo e recursos para
deslocar-se até o consultdrio do veterinario. Um tempo de 12 semanas foi considerado ideal
antes de iniciar o projeto, visto que todos os tutores obtiveram boa aceitacdo ao convite de trés

visitas para avaliagdes do estudo.



O horéario de administracdo do tratamento placebo/probidtico foi padronizado para o
periodo da noite, duas horas apds a ingestdo da Ultima refeicdo. N&o existem estudos que
recomendem um horario ideal (manhd, tarde ou noite) para o uso do probidtico Lactobacillus
em humanos. A escolha de um horério definido é importante para que se possa manter a
regularidade do tratamento na rotina familiar (Fleishman, 2021).

Entretanto, sabe-se que a viabilidade dos Lactobacillus pode ser prejudicada quando
associado a jejum prolongado, a exposi¢do ao ambiente acido do estdbmago ou associado a
alimentos de dificil digestdo, razdo pela qual recomenda-se em humanos a ingestdo de
probidticos de 30 minutos até 2 horas ap6s a ingestdo de alimentos. Esse intervalo favorece a
reducdo da acidez do pH encontrado no estdbmago, tornando o ambiente mais propicio aos
beneficios do probidtico (Fleishman, 2021).

A padronizacdo de raca nao foi realizada como critério de inclusdo ou exclusdo neste
estudo, muito embora tenha se observado que mais da metade dos pacientes sdo da raca shih
tzu (24). Isso pode sugerir, uma preferéncia geografica dos tutores quando escolhem uma
determinada raca como pet. Estudos publicados apontam a racga shih tzu como uma das racas
comumente afetada pela DA, sugerindo uma predisposicao racial (Jaeger et al., 2010; Meury et
al., 2011; Miller; Griffin; Campbell, 2013).

A dose do Apoquel ® utilizada em todos os pacientes deste estudo, variou entre 0,4
mg/kg a 0,6 mg/kg a cada 24 horas, ajustando de acordo com o peso de cada paciente, por
conveniéncia de posologia das apresentacGes comerciais. Respostas individuais da agdo do
Apoguel ® relacionada a uma dose que variou entre 0,4 mg/kg a 0,6 mg/kg néo foi mensurada
e aceita-se que isso ndo é aplicavel como critério de avaliagdo. A dose e a posologia indicadas
na bula de Apoquel®, foram especificamente selecionadas para maximizar o efeito nas
citocinas dependentes de JAK1 associadas a alergia e a condi¢des atopicas em cdes (Zoetis®,
2013).

Os pacientes recebiam dieta comercial seca, controle preventivo de ectoparasitas,
xampus hidratantes e limpadores auriculares de marcas variadas. Estes critérios ndo foram
padronizados quanto a suas composi¢cdes ou marcas. Produtos com acédo antibacteriana e
antifangica ndo foram permitidos. No entanto, todas estas variaveis deveriam ser mantidas de
forma continua e sem alterag@es durantes os 90 dias do estudo. E plausivel discutir o fato de
que possam existir respostas clinicas individuais diferentes, quanto a estas varidveis. Porém a
DAC ¢é uma doenga multifatorial, existindo fatores individuais que necessitam de composicées

diferenciadas para cada paciente (Nutall et al., 2019). Os critérios de inclusdo selecionaram



diferentes pacientes com diagndstico de DAC, que recebiam Apoquel® a pelo menos 4 meses
e apresentavam CADESI — 04 > 59. Embora exista uma ampla gama de CADESI- 04 nos 40
pacientes avaliados, a média entre grupos de CADESI no DO foi de p = 0,229 ndo havendo
diferencas significativas entre eles.

Apesar de ndo ter sido avaliado escores dermatolégicos ap0s o término da
suplementacao do placebo/probioticos, alguns tutores relataram um aumento da intensidade do
prurido apos o término do tratamento. Mesmo sem saber se o paciente recebia L. rhamnosus
GG, alguns tutores solicitaram o retorno de uma suplementacdo que eles julgavam ser o
probiotico, pois para eles era evidente a piora clinica relacionada ao prurido apos o término dos
90 dias do estudo. Tutores mais observadores, relataram uma piora, apos 20 dias sem a
suplementacdo. Isso pode ser um indicativo de que L. rhamnosus GG ndo permanece viavel no
intestino por longos periodos, sugerindo que uma suplementacdo mais longa ou continua possa
ser recomendada para que seus efeitos benéficos se mantenham. Um estudo realizado em cées
0s quais receberam cinco diferentes cepas de lactobacillus por via oral estavam indetectaveis
em amostras de fezes apds sete dias da suspensdo da suplementacdo oral (Manninen et
al.,2006).

Atualmente, dos 20 pacientes que receberam L. rhamnosus GG, seis deles, todos da raca
shih tzu, com idades entre 2 e 8 anos e que realizaram avaliagcdes dermatoldgicas com a autora
no ano de 2023, continuam recebendo a suplementacdo com probidticos diariamente por via
oral. Este tratamento foi solicitado pelos tutores e sugerido pela autora, visto que para estes
pacientes, ap0s 14 a 20 dias do término de recebimento das capsulas do projeto, 0S mesmos
apresentaram um aumento da intensidade do prurido.

A maioria dos tutores considerou o produto de facil administracdo e gerenciamento. A
autora acredita que pacientes que ja fazem o uso cronico de tratamentos por via oral, como neste
caso, 0 oclacitinib, tendem a ser mais receptivos ou o tutor com mais habilidade para

administrar tratamentos orais.



7 CONCLUSOES

Em conclusdo, este estudo destaca os potenciais beneficios clinicos da combinacao de
L. rhamnosus GG oral com oclacitinib, no controle da dermatite atépica canina. Os resultados
deste estudo sugerem que a dose de 1x10 ® UFC de L. rhamnosus GG por via oral a cada 24
horas é eficiente quando associado ao oclacitinib (Apoquel®), promovendo um efeito benéfico
no controle clinico da DAC. Apesar dos resultados, investigacdes adicionais serdo necessarias
para o melhor entendimento desta cepa e de outras cepas que poderiam validar a eficacia e
seguranca desta abordagem de tratamento. O perfil de toleréncia se mostrou satisfatério em
todas as faixas etérias estudadas, ndo havendo reacdes adversas relacionadas ao uso desta

associacao.
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A Clinical Study: Assessing Lactobacillus rhamnosus as Complementary Therapy for Canine

Atopic Dermatitis through a Double-Blind, Placebo-Controlled Trial.

Abstract

Background: Canine atopic dermatitis is a chronic inflammatory condition with an increasing
prevalence, resulting from an interaction between individual genetic and environmental factors.
Objective: To evaluate the clinical efficacy of the combination of oclacitinib and oral
Lactobacillus rhamnosus in dogs with atopic dermatitis.

Animals: Forty privately owned, nonseasonally atopic dogs, undergoing treatment with
oclacitinib for at least four months were used.

Materials and methods: These animals were divided into two randomized double-blind groups
of twenty individuals: one received L. rhamnosus and the other placebo. Clinical signs were
assessed using the CADESI-04 and owner-reported pruritus (pVAS) scores.

Results: Statistical analysis revealed significant reductions in CADESI-04 scores in the test
group at day 45 and day 90 compared to the placebo group. pVAS scores also had significant
reductions in the test group from day 0 to day 45. No adverse effects were observed throughout
the study.

Conclusions and clinical relevance: These results demonstrated the potential clinical benefit of
L. rhamnosus when combined with oclacitinib in the treatment of CAD. However, more
research with larger and longer treatment durations is needed to confirm and understand long-
term effects. This study contributes valuable information on the management of CAD, offering
promising evidence for a new treatment approach.

KEYWORDS: allergy, dog, oclacitinib, probiotics, microbiome

INTRODUCTION

Canine atopic dermatitis (CAD) represents a persistent inflammatory condition, with its
prevalence has been steadily increasing in recent decades, potentially linked to an intricate
interplay between genetic and environmental factors The initial clinical indicators typically
manifest in dogs aged six months to six years, with a higher incidence among animals between

one and three years old. Classical clinical signs include erythema and pruritus, primarily



affecting regions such as the interdigital areas, flanks, abdomen, armpits, face, and ears
(Marsella et al., 2012a).

Therapeutic objectives for CAD encompass early intervention to manage its onset,
slowing down its pathological progression, and enhancing the patient's quality of life.
Furthermore, it is important to minimize the costs and adverse effects of medication and
complexity of treatment regimens (Nuttall et al., 2019).

Systemic agents such as oral glucocorticoids, cyclosporine, and oclacitinib maleate have
demonstrated efficacy in managing chronic CAD presentations. These treatments can be
administered either concurrently or subsequent to the management of identifiable exogenous
triggers. Furthermore, adjunct therapies such as weekly emollient-based shampoo applications,
dietary adjustments or supplementation rich in essential fatty acids (with a notable emphasis on
omega-6), recombinant interferon therapy, and the localized application of corticosteroids or
tacrolimus have shown promising results in specific cases (Olivry et al., 2014). Notably, the
Janus kinase inhibitor called oclacitinib (Apoquel®) was developed, considered safe and
effective in the treatment of allergic itching. However, despite treatment efforts, many animals
continue to exhibit clinical signs (Marsella and De Benedetto, 2017).

Recent findings have highlighted a potential association between CAD and dysbiosis in
the intestinal microbiota (Kawano et al., 2023). The microbiome is a key regulator of the
immune system as it maintains homeostasis through bidirectional communication with various
tissues and organs (De Pessemier et al., 2021). The “gut-skin” axis hypothesis has been
proposed, leading to the exploration of the prophylactic potential of probiotics to improve the
intestinal environment, rebalance immune responses, and regulate metabolic activity (Fang et
al., 2021). Therefore, the aim of this study is to evaluate the clinical efficacy of the combination of

oclacitinib and oral Lactobacillus rhamnosus in dogs diagnosed with CAD.

MATERIAL AND METHODS

Forty dogs (sixteen males and twenty-four females) were enrolled in this study. The
average age was 6.58 + 3.4 years. The included breeds were Shih Tzu (24), mixed breed (4),
Yorkshire Terrier (3), German Spitz (1), Maltese (1), French Bulldog (2), Miniature Poodle (2),
Pekingese (2), and Shar Pei (1).

The dermatological diagnosis of the patients was based on their clinical history of

chronic pruritus nonseasonally. Other significant causes of pruritus, such as scabies, secondary



infections, allergic reactions to ectoparasite bites, and food allergies were excluded (Hensel et
al., 2015). The exclusion criteria were stringent, eliminating any subjects with concurrent
endocrinopathies or neoplasms, and those who have been subjected to alternative treatments
such as cyclosporine, monoclonal therapy, immunotherapy, oral or topical corticosteroids
within the preceding 4 months, and those on systemic antibiotics for dermatological conditions
within the preceding 4 weeks.

To ensure the homogeneity of the study group, it was mandatory that all subjects
received Zoetis® oclacitinib at a dosage of 0.4 mg/kg every 24 hours for a minimum duration
of 4 months. Eligible subjects exhibited mild to moderate pruritus without secondary
dermatological infections. Concurrent therapies, including topical applications (baths, ear
cleaning otological solutions), preventive ectoparasite management, and nutritional intake
remained consistent with established frequencies, for at least 4 months prior, alongside the
administration of oclacitinib throughout the 12-week study duration.

Participants were randomly divided into two double-blind groups of 20 individuals
each. The test group received L. rhamnosus, while the placebo group received an equivalent
dose of placebo. L. rhamnosus and placebo were administered at a dose of 10° colony forming
units (CFU) every 24 hours for 90 days. The groups were evaluated periodically on days zero
(DO0), forty-five (D45) and ninety (D90).

The severity of clinical signs was assessed using the CADESI-04 (Olivry et al., 2014)
and pruritus was scored by owners using a visual analogue pruritus scale (pVAS) (Rybniéek et
al., 2009). For better visualization, owners were provided with a printed pVAS scale (provided
by Zoetis®) at each visit to mark their pet's itching level, which was later scored from 0 to 10.

Statistical analyzes were calculated using IBM SPSS Statistics version 26.0 software.

For all statistical analyses, a significance level of 5% (p < 0.05) was adopted. The normality of
the data was confirmed using the Shapiro-Wilk test. The pVAS scale and CADESI-04 scores
before and after treatment in the intervention and control groups were analyzed using the paired
Student's t test and the differences between different groups were analyzed with the independent
samples Student's t test. The study was approved by the Ethics Committee on the Use of
Animals at the University of Caxias do Sul (number 0008/2022) and written consent from the

owners was obtained.

RESULTS



Significant changes in CADESI-04 scores over time were observed in Lactobacillus
rhamnosus (test group). The initial score on Day 0 (D0) was 16.10 £ 6.66, decreasing to 10.80
+5.81 by Day 45 (D45) (p < 0.01) and then slightly decreased to 9.60 + 5.60 by D90 (p < 0.01,
compared to DO) in the test group. The total score reduction from DO to D90 was a statistically
significant 6.5 (p < 0.01). For the placebo group, the initial score on DO was 18.95 + 8.03,
decreasing to 14.55 + 5.8 by D45 (p = 0.013) and increased to 15,15 + 10,82 by D90 (p = 0.157,
compared to D0). When comparing both groups by CADESI-04, a significant reduction in the
test group was identified at the second evaluation (D45) (difference of 3.75 £ 1.84, p = 0.049)
and at the third evaluation (D90) (difference of 5.55 £+ 2.72, p = 0.049).

Regarding pVAS scores, significant changes over time were observed in the test group,
with a score reduction of 5.39 + 1.6 t0 4.07 £ 1.84 by D45 (p < 0.01). No significant changes
were observed between D45 and D90 (0.25 + 1.8, p = 0.54). The total score reduction from DO
to D90 was 1.56 (p < 0.01). In the placebo group, the initial score on DO was 4.87 = 1.64,
increasing to 5 + 1.45 by D45 (p = 0,738) and decreased to 4.52 + 1.88 by D90 (p = 0.514,
compared to D0). When comparing pVVAS scores between the test group and the placebo group, no
significant differences were observed at any of the evaluation points. Throughout the study, no

adverse effects were observed in any of the participating dogs.

DISCUSSION

The results of this study demonstrate a statistically significant reduction in CADESI-04
scores and pruritus in the Lactobacillus rhamnosus group (test group), suggesting a potential
therapeutic benefit. The absence of adverse effects throughout the study enhances the
treatment's safety profile, a crucial aspect for clinical applications. These findings align with
prior research that has shown reduced immunological indicators and an improvement in clinical
symptoms in CAD following oral and topical administration of L. rhamnosus and its
combination with L. reuteri (Marsella, 2009; Marsella et al., 2012a, Santoro et al., 2021).

Although the immunomodulatory mechanisms of L. rhamnosus are not fully
understood, it’s established that probiotics can interact with dendritic cells, helping to balance
to Th1/Th2 immunity and enhance Treg activity (De Pessemier et al., 2021). Specifically, L.
rhamnosus can influence the atopic inflammatory cascade by inducing interleukins and

interferons production and reducing IgE levels (Ohshima-Terada et al., 2015). Additionally,



probiotic microorganisms can occupy a niche, preventing the invasion of more pathogenic
bacteria (De Pessemier et al., 2021).

In conclusion, this study provides promising evidence for the potential clinical efficacy
of the oral Lactobacillus rhamnosus in managing canine atopic dermatitis. Despite the
important results, potential limitations can be inferred. While the study's sample size of 40 dogs
offers valuable insights, a larger and less diverse population would enhance the external validity of
the findings. Furthermore, the 12-week duration, although suitable for certain outcomes, may not
capture the long-term effects or potential variations in treatment response over an extended

period.
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Figure 1. CADESI score and pVAS assessed on days zero (D0), forty-five (D45) and ninety
(D90) of the placebo group (blue) and test group (purple). The box plot graphic represents the

lowest and higher data in the data set (upper and lower line), the lower quartile and upper

quartile (boxes), median (main line) and mean (x).
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CEUA-UCS

Caxias do Sul, 13 de maio de 2022.
Of.CEUA: 010/2022
Namero: 008/2022

Titulo: “USO DE LACTOBACILLUS RHAMANOSUS ASSOCIADO A OCLACITINIB EM CAES
COM DERMATITE ATOPICA CANINA”.

Investigadores Principais: Prof. André Felipe Streck

A Comiss&o de Etica no Uso de Animais da Universidade de Caxias do Sul, em reuniso
extraordinaria do dia 13 de maio de 2022, analisou o projeto supracitado e o considerou
aprovado, de acordo com os preceitos da Lei n. 11.794, de 08 de outubro de 2008, do Decreto
n. 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentagcdo Animal (CONCEA).

FINALIDADE () ENSINO  (X) PESQUISA CIENTIFICA

Vigéncia da autorizacdo 04 /2024
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No. de animais 40
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Sexo Variavel
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