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Resumo: A dermatite atopica canina (DAC) ¢ uma doenga caracterizada por inflamacéo, infecgdes secundarias e prurido que frequentemente afeta
os pavilhdes auriculares e condutos auditivos dos cdes. A atividade excessiva de algumas proteases, como a calicreina 7 (KLK?7), tem sido reportada
como anormalidade caracteristica que contribui para o defeito da barreira epidérmica em pacientes com DAC. O presente estudo avaliou a
apresentacdo, formulag@o e efeitos adversos de um sistema de hidrogel polimérico. Utilizou-se o sistema de hidrogel polimérico puro ¢ em
associagdo ao LUP37CI11 (anticorpo anti-KLK7 humano), no tratamento topico do pavilhdo auricular e poro actstico de caes nao atopicos e de
caes diagnosticados com DAC. Os tratamentos foram instituidos com o LUP37C11 na concentragdo de 1 pg/mL em veiculo de hidrogel polimérico
no pavilhdo auricular e poro acustico em uma orelha e somente o hidrogel polimérico na mesma regido da orelha contralateral. Os tratamentos
foram randomizados e realizados em “duplo-cego”, com aplicagdes diarias dos produtos em cada orelha durante 8 dias consecutivos. A regido
tratada foi avaliada através de citologia para a presenga de células inflamatorias, bactérias e leveduras (Malassezia spp.), € quanto a presenca de
eritema, edema, erosdo/ulceragio e exsudato, de acordo com o Indice de Pontuagdo de Otite (OTIS3). Os animais saud4veis ndo apresentaram
alteragdo dos parametros avaliados, mostrando que os tratamentos empregados ndo apresentaram efeitos adversos. Para os animais atopicos foi
observado diferenga significativa (p=0,002) no fator tempo, com melhora nos resultados pés-tratamento. Entretanto, ndo houve diferenca
significativa (p>0,05) entre os tratamentos (pré ¢ pds) para o grupo dos animais atopicos. Os tratamentos utilizados neste estudo se mostraram
promissores empregando as orelhas, e se correlacionado com o OTIS3, de modo que os produtos precisam ser aprimorados e padronizados para o
tratamento da otite alérgica.

Palavras-chaves: alergia, atopia, calicreina, imunobiologico, barreira cutanea, otite.

1. Introducao

A Dermatite Atdpica em humanos (DA) e em cdes (DAC) ¢ uma doenga dermatologica inflamatoria cronica, € uma condicao
prevalente na rotina clinica de ambas as espécies. Assim como em humanos, os cdes desenvolvem espontanecamente a doenca,
demonstrando uma estreita semelhanga entre a fisiopatologia, sinais clinicos e resposta terapéutica a doenca nas duas espécies
(Olivry, 2012). A DAC apresenta interagdes complexas das respostas imunologicas inata e adaptativa, de fatores ambientais e de
fatores genéticos em pacientes predispostos. A fisiopatologia da DAC esta relacionada a alteragdes que conduzem a disturbios da
funcdo de barreira da pele, defeitos na resposta imune antimicrobiana, hipersensibilidade cutanea a alérgenos ambientais e a
antigenos microbianos e trofoalérgenos (Choi et al., 2016; Marsella & de Benedetto, 2017; Szajewska & Nowak-Wegrzyn, 2017;
Langan et al., 2020). A prevaléncia da DAC alcanga 15% e representa 30% dos atendimentos de dermatopatias em pequenos animais,
sendo uma das causas mais frequentes de prurido observado nos consultorios veterinarios (Miller W., 2012). Calesso et.al (2021)
revelaram que de todos os diagnosticos dermatologicos, entre 2015 e 2020, realizados no servico de dermatologia do Hospital
Veterinario da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMGQG), 28,12% foram de caes com DAC.

Na DAC, as regides preferencialmente acometidas s@o a periocular, perilabial, face interna das orelhas e conduto auditivo, axilas,
patas, flexura anticubital, area inguinal ¢ abdome (Hensel et al., 2015; Favrot et al., 2020). Individuos acometidos pela DAC
apresentam em geral, antecedente proprio ou familiar da doenga, no estagio agudo eczema caracterizado por eritema mal definido
e edema, e no estagio cronico, placa eritematosa bem definida, descamativa e com grau variavel de liquenificagdo (Antunes et al.,
2017). A DA compartilha semelhancgas clinicas ¢ imunoldgicas com a DAC sendo caracterizada principalmente por eritema,
liquenificacdo, xerose e descamagdo, podendo acometer orelhas, maos, antebrago, pescogo e peito nos humanos, e, orelhas, patas,
regido antebraquial, pescogo e torax em cdes (Marsella e De Benedetto, 2017). O pavilhdo auricular e condutos auditivos sdo
apontados como regides preferencialmente acometidas na DAC, e, como o epitélio que recobre a orclha ¢ anatomica e
funcionalmente uma extensdo da pele que recobre o corpo, as alteragdes encontradas na otite externa causada por DAC sdo reflexos
da doenga, caracterizando-se também por inflamagdo e infec¢do secundaria (otite alérgica).
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O diagnostico da DAC ¢ feito pela exclusdo de outras causas de dermatites, historico clinico e a interpretagdo de critérios clinicos
conhecidos como critérios de Favrot (Favrot et al., 2010). No estagio agudo da doenga, os cées apresentam eczema caracterizado
por eritema mal definido e edema. J4 no estagio cronico, apresentam placa eritematosa bem definida, descamativa e com grau
variavel de liquenificag@o (Antunes et al., 2017). A alteragdo na barreira cutanea ¢ um dos distirbios relacionados a DAC e contribui
para o desequilibrio microbiano, desestabilizando o mecanismo de homeostase nas relagdes entre o sistema imunoldgico e
microbiota normal. Dessa forma, as células imunes residentes na pele associadas as células epiteliais, deixam de manter o sofisticado
sistema de barreira que garante uma simbiose estavel. A sinalizagdo prejudicada entre as células da pele e os microrganismos leva
também a condi¢des dermatologicas inflamatorias como visto na DAC (Pierezan et al., 2016; Kobayashi & Imanishi, 2021). Os
defeitos na barreira cutdnea em pacientes com DAC contribuem com altera¢des que levam a maior penetracao de alérgenos, toxinas
microbianas e substancias irritantes, que por sua vez, estimulam a resposta imune inflamatdria exacerbada (Bouwstra & Ponec,
2000).

As calicreinas teciduais (KLKs) constituem um grupo de serino proteases relacionadas a uma variedade de processos fisiologicos
e encontradas em diversos tecidos e fluidos bioldgicos, como nas glandulas salivares, na pele, pancreas e no sistema nervoso central
(Moreau et al., 2005). A participacdo ativa das KLKs na homeostase epidermal, particularmente no processo de descamacgao da pele,
¢ importante para a continua renovagdo do tecido epitelial (Nishifuji, 2013; Fanton et al., 2017). Essas enzimas sdo responsaveis
pela clivagem dos corneodesmossomos, que sdo estruturas proteicas responsaveis pela coesdo celular na camada cornea da pele
(Ekholm et al., 2000; Ishida-Yamamoto et al., 2005; Ovaere et al., 2009). As KLKs sdo secretadas a partir dos corpos lamelares
como foi demonstrado por Sondell et al (1995) e Ishida-Yamamoto et al (2004), e sdo inibidas pela acdo endogena de inibidores
proteicos como o inibidor do tipo Kazal (LEKTI), mas podem ainda ser moduladas pela agdo de outras proteases ou por autélise
(Fischer & Meyer-Hoffert, 2013; Nishifuji & Yoon, 2013). Conforme as células epiteliais migram para as camadas mais superficiais
da pele, as KLKs se dissociam do LEKTI e passam a ser ativas, causando a degradacdo dos corneodesmossomos e,
consequentemente, a descamagdo da pele (Lundwall & Brattsand, 2008; Matsui & Amagai, 2015; Proksch, 2018) (Figura 1).
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Figura 1 — Modelo de descamacdo: o pH controla a atividade das calicreinas regulando sua interagdo com o inibidor LEKTI (Adaptado de
Deraison et al., 2007).

A atividade excessiva das calicreinas epidérmicas ¢ reconhecida como uma anormalidade caracteristica que afeta a barreira
cutdnea, aumentando significativamente a descamacdo, observando-se principalmente xerose, hiperqueratose e liquenificagdo
(Ghadially et al., 1992; Bernard et al., 2001). A KLK7, também chamada de enzima quimiotriptica da camada cérnea, ¢ uma serino
protease expressa especificamente na camada cérnea (Ekholm & Egelrud, 1999). Johnson et al. (2003), indicaram que a KLK7 ¢
expressa anormalmente na pele onde a cinética das células epidérmicas ¢ interrompida devido a defeitos herdados ou adquiridos. O
aumento na expressao de KLKs na epiderme de pacientes com DA € expressivamente representado pelo aumento na expressao de
KLK7 (Komatsu et al., 2007; Voegeli et al., 2009; Nauroy & Nystrom, 2020). Modelos murinos de eczema apresentaram atividade
da KLK7 aumentada em lesdes de eczema cronico (Béckman et al., 2002).

A natureza especifica e altamente direcionada da reacdo imune normal do organismo a uma doenca ¢ aplicada no
desenvolvimento da abordagem terapéutica com anticorpos, também conhecido como imunobioldgicos (Lee et al., 2020). O
Lokivetmab ¢ um imunobioldgico caninizado anti-IL-31, aprovado para uso em cdes com DAC. Diminui significativamente o
prurido por pelo menos 4 semanas (Michels et al., 2016). Sua eficicia é comparavel a ciclosporina oral (Moyaert et al., 2017).
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Lokivetmab ¢é considerado seguro sem quaisquer rea¢des de hipersensibilidade. Até 0 momento ndo existe nenhum outro anticorpo
terapéutico aprovado para tratamento em DAC. Pensando no desenvolvimento de um farmaco topico para o tratamento das doengas
de pele relacionadas a KLK7, foi gerado o anticorpo LUP37C11, sob numero de processo BR 102020 009679 6 no Instituto Nacional
da Propriedade Industrial (INPI) encapsulado em um sistema de hidrogel polimérico para liberagdo controlada do farmaco na pele
humana (Laureano, 2020).

O anticorpo LUP37C11 foi desenvolvido pela Universidade Federal do ABC (UFABC) em parceria com a Technische
Universitit Braunschweig (TUB) e se mostrou capaz de inibir a atividade da KLK7 humana in vitro com bastante eficiéncia, sendo
uma molécula promissora para o tratamento da DA ¢ DAC (Laureano, 2020). Visto o importante papel da barreira cutdnea e o
envolvimento da KLK7, o presente estudo objetivou avaliar a seguranca, tolerabilidade e os efeitos clinicos do sistema de hidrogel
polimérico puro, comparando com o sistema de hidrogel polimérico em associa¢ao ao anticorpo LUP37C11, na pele do pavilhdo
auricular de c@es com otite externa, diagnosticados com DAC.

2. Materiais e Métodos

O presente estudo foi um ensaio clinico pragmatico, intra-animal, duplo cego, randomizado (Souza, 2009). Utilizou-se o veiculo
como controle, divido em duas etapas: a primeira utilizando como modelo 10 cdes ndo atdpicos e sem otite, e a segunda utilizando
7 cdes diagnosticados com DAC e otite externa bilateral associado. Os experimentos foram realizados em uma clinica veterinaria
privada, na cidade de Itumbiara, Goias. O estudo foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal
de Jatai (CEUA — UFJ), sob o protocolo numero 009/2022, com termo de livre consentimento dos tutores dos animais.

2.1. Critérios de inclusio e exclusao

Na primeira etapa (c@es nao atopicos/sem otite), foram incluidos cdes pertencentes a tutores, de qualquer raca, sexo, idade ou
porte, em bom estado de satide geral e sem diagnostico de otite externa, para avaliar a apresentacao, tolerabilidade e efeitos adversos
e laboratoriais do sistema de hidrogel polimérico puro e em associagdo ao anticorpo LUP37C11. Na segunda etapa (cies
atopicos/com otite) foram incluidos cles pertencentes a tutores, de qualquer raga, sexo, idade ou porte que tiveram diagndstico
confirmado de otite externa causada por DAC, com indica¢do de tratamento clinico topico, para avaliar a formulagdo, efeitos clinicos
e laboratoriais do sistema de hidrogel polimérico puro e em associago ao anticorpo LUP37C11.

Para os caes atopicos, foi estabelecido que seriam excluidos do estudo os caes que apresentassem dor excruciante, excesso de
secrecdo nos condutos auditivos, otorreia supurativa, otocariase, otite externa estenosante e tumores em conduto auditivo. Essas
alteracdes impedem a adequada visualizac@o das estruturas e/ou manejo e coleta de material durante o exame clinico. Além disso,
foram excluidos animais que tivessem recebido farmaco antimicrobiano topico auricular ou sist€mico até 14 dias antes da inclusdo
no estudo, fArmacos anti-inflamatérios topicos auriculares ou sistémicos, incluindo glicocorticoides até 21 dias antes da inclusdo no
estudo; ciclosporina por via oral por 14 dias antes da inclusdo no estudo; e limpadores auriculares topicos por 7 dias antes da inclusdo
no estudo.

2.2. Avaliacgao clinica e coleta de amostras dos animais

Durante a realizacdo da anamnese, dados referentes ao histdrico clinico, raga, idade, sexo, foram registrados ¢ os cées foram
submetidos ao exame fisico, visando avaliar o estado geral de satide. Os cées foram submetidos a inspe¢éo dos pavilhdes auriculares
e ao exame citologico. A inspegdo dos condutos auditivos foi realizada em ambulatorio com otoscopio veterinario (Gowllands 3123,
Croydon, Reino Unido), a fim de verificar seu epitélio e membrana timpanica. A coleta da secrecéo otologica de todas as orelhas
foi realizada na regido do poro acustico por meio de swab. O material coletado foi transferido para uma lamina de microscopio, e
analisado por microscopia direta (Microscopio Coleman N-180, Santo André, Brasil), sem coloragdo a fim de investigar a presenga
de acaros (aumento de 10X). Em seguida, foi realizada a coloragdo da lamina empregando o corante Panético Rapido NEW Prov,
para que fosse novamente analisada quanto a presenca de leveduras (Malassezia spp.), bactérias e células inflamatodrias (Rigaut,
2011; Budach & Mueller, 2012). Para a quantificagdo dos microrganismos, foram avaliados pelo menos 10 campos em lente objetiva
de imersdo (aumento de 1000x), e a contagem média de microrganismos por campo foi registrada e quantificada seguindo os critérios
de Angus (2004) e Rigaut (2011).

Os dados do exame citologico foram empregados para auxiliar na exclusdo do diagndstico de otite e comparagdo pré e pos-
tratamentos para os cdes ndo atopicos, € para confirmar a presen¢a ou nao de infecgdes secundarias e comparagio pré e pos-
tratamentos para os cdes atdpicos. As alteragdes observadas no exame clinico (eritema, edema/inchago, erosao/ulceracao e exsudato
dos pavilhdes auriculares e poro acustico) foram pontuadas de 0 a 3, empregando o Indice de Pontuagdo de Otite (OTIS3) (Nuttall
& Bensignor, 2014). O OTIS3 foi utilizado no primeiro dia, durante e no final do tratamento, de forma independente para cada
orelha dos cdes incluidos. A pontuagfo total de cada avaliag@o foi calculada por meio da soma das pontuagdes individuais de cada
alteracdo, podendo variar de 0 a 12. Para o grupo de cées ndo atopicos, animais com pontuacdo <3 foram incluidos do estudo, e,
para o grupo de cdes atopicos, animais com pontuacdo >4 foram incluidos no estudo (Nuttall & Bensignor, 2014)

A coleta de sangue através de punc¢ao da veia jugular foi realizada em todos os animais no primeiro dia e no final dos tratamentos
para comparagdo pré e pos-tratamentos. O material foi acondicionado em frascos de 2 mL com EDTA K3 Vacuplast (Bramberg am
Wildkogel, Austria), frascos de 5 mL com ativador de coagulo Vacuplast e frascos de 2 mL com fluoreto de sédio Vacuplast para
realizagdo de eritrograma, leucograma, contagem de plaquetas (Método automatizado BC 2800Vet Mindray, Shenzhen, China) e
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exames bioquimicos (Alanina Transaminase, Fosfatase Alcalina, Creatinina, Uréia e Glicose — Analisador Bioquimico BTS 350
Biosystems, Barcelona, Espanha ¢ Reagentes Vida Biotecnologia, Belo Horizonte, Brasil), respectivamente.

2.3. Delineamento experimental

Para os lotes de hidrogel utilizados nos testes, uma solugdo foi preparada contendo 30% de polimero 407 (Pluronic F-127, Sigma-
Aldrich, Saint Louis, EUA) e 1 pg/mL do anticorpo LUP37C11 na forma scFv-Fc, produzido em células HEK293-6E. O polimero
foi dissolvido em agua até a total dissolugdo e o anticorpo foi adicionado para encapsulamento e formagao do biofarmaco (Laureano,
2020; Laureano et al., 2020). A metodologia de preparagdo e a concentragdo do anticorpo utilizado sdo as mesmas apresentadas no
pedido de patente da tecnologia ao INPI, sob numero de processo: BR 10 2020 009679 6. Para controle dos testes, um lote ndo
contendo anticorpo também foi preparado. Ambos os lotes foram rotulados adequadamente para evitar a identificagdo, garantindo
um teste duplo cego.

Os cées ndo atopicos/sem otite foram divididos em 2 grupos, um de 4 e outro de 6 animais. Os cdes atopicos/com otite foram
divididos em 2 grupos, um de 3 ¢ outro de 4 animais. Os locais escolhidos para a aplicagdo do hidrogel puro (veiculo) e em associagdo
ao anticorpo LUP37C11 foram os pavilhdes auriculares e poro acustico, locais frequentemente afetados pela DAC e de ndo acesso
a lambedura. As aplicagdes foram administradas da mesma forma para ambos os grupos, cdes ndo atopicos/sem otite e cdes
atopicos/com otite. As aplicagdes foram realizadas uma vez ao dia com seringa Vacuplast 1 ml sem agulha, sendo 0,5 ml em cada
orelha para os caes de até 15 kg, e 1,0 ml em cada orelha para cdes acima de 15 kg, durante 8§ dias consecutivos. Foi realizada a
remogao dos residuos do produto na regido de aplicag@o dos tratamentos a partir do segundo dia, com agua de injecdo (Equiplex,
Aparecida de Goiania, Brasil) imediatamente antes de cada aplicacdo. Cada animal recebeu uma dose do hidrogel com anticorpo
em uma orelha, e uma dose de hidrogel sem anticorpo na outra orelha, como controle do uso do farmaco, e ao longo do tratamento
as duas orelhas foram comparadas.

Caes ndo atopicos/sem otite Caes atdpicos/com otite
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2
OD -AC OD — Controle OD — Controle OD-AC
OE — Controle OE -AC OE - AC OE - Controle
Cao 1 Cao3 Ciao 11 Céo 13
Cao 2 Cao 7 Cao 14 Cao 12
Cao 4 Cao 8 Cao 15 Cao 17
Cao 5 Cao 9 Cao 16
Cao 6
Cio 10

Tabela 1 — Organizacdo dos grupos experimentais. OD (orelha direita); OE (orelha esquerda); AC (hidrogel+LUP37C11); controle (hidrogel
puro). A diferenciagdo da identificagdo entre os lotes hidrogel+LUP37C11 e hidrogel puro foi feita somente apds o término do experimento
para a realizacdo das analises estatisticas, garantindo um teste duplo cego.

Os animais foram tratados e acompanhados através de exame clinico da pele no local de aplicacdo e registro fotografico
utilizando camera digital Apple iPhone 13 Wide Angle, 26mm f1.6 (Cupertino, EUA). Foram realizadas as coletas de material para
os exames (citologia das orelhas, eritrograma, leucograma, contagem de plaquetas e bioquimicos), nos dias 1 (imediatamente antes
do inicio dos tratamentos) e no dia 9 (24 horas ap6s o término dos tratamentos) em todos os animais; e no dia 30 (21 dias apos o
término dos tratamentos) nos animais que apresentaram alteragdes, para acompanhamento e comparacgdo entre os resultados dos
exames, ¢ avaliagdo de efeitos adversos.

Foi realizada a aplicag@o de escore utilizando a escala OTIS3 (Nuttall & Bensignor, 2014) para ambos os quatro grupos (cies
ndo atopicos/sem otite e caes atdopicos com otite) e avaliagdo de pardmetros que caracterizam alteragcdes dermatoldgicas de carater
inflamatdrio somente para o grupo cées ndo atdopicos/sem otite (descamacao, hipotricose/alopecia e hiperqueratose) (Olivry, 2012;
Gedon & Mueller, 2018; Marsella & de Benedetto, 2017), dos dias 1 a0 9 em todos os animais, e no dia 30 (21 dias ap6s o término
dos tratamentos) nos animais que apresentaram alteragdes ao final dos tratamentos, para acompanhamento, comparagao e avaliagdo
de possiveis efeitos adversos.

2.4. Anailises estatisticas

Para avaliar a diferenga entre os momentos pré e pos-intervengdo, tanto em animais saudaveis, como em atopicos com otite,
seguindo a escala de OTIS3, foram usadas duas abordagens distintas. A primeira abordagem consistiu em um modelo de efeitos
mistos de dois fatores e medidas repetidas considerando-se o tempo (pré e pos-tratamento) e o tipo de tratamento (veiculo e veiculo
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com Ac) como variaveis independentes com testes a posteriori de Sidak. A segunda abordagem consistiu no teste de McNemar
considerando-se o diagnostico do animal (normal ou com otite) (Zar, 2009). As avaliagdes citologicas (escala de 0 a 3 para bactérias,
células inflamatorias e Malassezia spp.) também foram avaliadas a partir de modelos de efeitos mistos de dois fatores com medidas
repetidas, sendo o tempo e o tipo de tratamento as variaveis independentes (Zar, 2009). Antes de avaliar a diferenga entre os escores,
entre os tratamentos e os tempos, foi desenvolvido um teste de Wilcoxon entre os escores no tempo pré-tratamento a fim de
identificar se os diferentes tratamentos partiram do mesmo ponto de partida. As analises estatisticas foram desenvolvidas nos
programas R, versdo 4.2.2, e Graphpad Prism, versdo 9.5.0 (Boston, EUA), sendo considerado um nivel de significancia de 5% (p
=0,05).

3. Resultados

3.1. Caies nio atépicos/sem otite

Na avaliagdo do OTIS3 dos cdes ndo atopicos/sem otite, foi observado igualdade de valores no tempo pré-tratamento, com 2
animais apresentando 1 ponto a mais no grupo AC no tempo pos-tratamento (Tabela 2). Entretanto, ao avaliar os resultados, foi
observado que todos os animais, em ambos os tempos e tratamentos, foram classificados como “sem otite” (OTIS3 <3). O modelo
ndo identificou diferencas significativas em nenhuma das categorias. As analises de Wilcoxon ndo mostraram diferengas
significativas (p>0,05) entre nenhuma das varidveis estudadas no tempo pré-tratamento. Portanto, as varidveis apresentavam
classificagdes semelhantes (ou iguais) entre os 2 tratamentos de estudo (Controle e AC).

Cées ndo atopicos/sem otite

Eritema Edema Ulcera/Erosio Exsudato Total
Pré Pos Pré Pos Pré Pos Pré Pos Pré Pos

Caes Orelhas

| OD 0 1 0 0 0 0 1 1 1 2
OE 1 1 0 0 0 0 1 1 1 2

OD 1 2 0 0 0 0 1 1 2 3

2 OE 1 1 0 0 0 0 1 1 2 2
3 OD 2 2 0 0 0 0 1 1 3 3
OE 2 2 0 0 0 0 1 1 3 3

4 OD 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1
OE 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1

5 OD 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1
OE 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1

OD 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1

6 OE 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1
; OD 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1
OE 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1

OD 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1

8 OE 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1
9 OD 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1
OE 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1

OD 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1

10 OE 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1

Tabela 2 — Resultado das avaliagdes pré/pos-tratamentos dos cies ndo atopicos/sem otite utilizando o escore de pontuagdo OTIS3, que se baseia
na pontuagdo de 0-3 para eritema, edema, erosdo/ulceragdo e exsudato (0-ausente, 1-leve, 2-moderado e 3-intenso). OD (orelha direita); OE
(orelha esquerda); Pré (pré-tratamento); pds (pds-tratamento).

Relacionado a presenca de descamac@o, hipotricose/alopecia e hiperqueratose (0-ausente, 1-leve, 2-moderado e 3-intenso), foi
observado reagdo local em 2 cédes durante o periodo das aplicagdes (caes 1 e 2). O cdo 1 apresentou hipotricose leve na orelha
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esquerda no dia 9 (Figura 2A), com repilagdo completa da regido no dia 30 pos-tratamento (21 dias apds o término dos tratamentos)
(Figura 2B). O c@o 2 apresentou descamagao intensa na orelha direita (Figura 3A) e descamag@o leve na orelha esquerda (Figura
3B) no dia 4, retornando ao estado inicial no dia 30 pos-tratamento (21 dias apos o término dos tratamentos) (Figura 3C/D).

Figura 2 — Registro fotografico da orelha esquerda do cdo 1 que recebeu tratamento com o Controle. A — Orelha esquerda apresentando
hipotricose leve no dia 9. B — Orelha esquerda apresentando repilagdo completa no dia 30 (21 dias apos o término do tratamento).

Figura 3 — Registro fotografico das orelhas do c@o 2 que recebeu tratamento com Controle na orelha esquerda e tratamento com AC na orelha
direita. A- Orelha direita apresentando descamac@o intensa no dia 4. B - Orelha esquerda apresentando descamacéo leve no dia 4. C — Orelha
direita ¢ D — Orelha esquerda apresentando o estado inicial no dia 30 (21 dias ap6s o término do tratamento).
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Nas avaliagoes citologicas para bactérias e células infamatorias, foram observadas auséncias de valores tanto no tempo pré como
pos-tratamento em ambos os grupos (Tabela 3). Em rela¢do a Malassezia spp., ndo foram observadas diferengas significativas em
nenhum dos fatores avaliados, sendo os resultados pré/pds-tratamento entre os grupos muito semelhantes.

Caes nao atopicos/sem otite

Bactérias Células Inflamatorias Malassezia spp.

Cao Orelha
Pré Pos Pré Pos Pré Pos

OD 0 0 0 0 2 2

: OE 0 0 0 0 1 1
OD 0 0 0 0 1 0

2 OE 0 0 0 0 1 1
OD 0 0 0 0 1 1

. OE 0 0 0 0 1 1
OD 0 0 0 0 0 0

! OE 0 0 0 0 0 1
OD 0 0 0 0 2 1

: OE 0 0 0 0 1 1
OD 0 0 0 0 0 0

6 OE 0 0 0 0 0 0
OD 0 0 0 0 2 0

7 OE 0 0 0 0 1 0
OD 0 0 0 0 1 0

i OE 0 0 0 0 0 0
OD 0 0 0 0 1 1

? OE 0 0 0 0 1 1
OD 0 0 0 0 0 0

10 OE 0 0 0 0 0 1

Tabela 3 — Resultado das avaliagdes pré/pds-tratamentos dos cdes ndo atdopicos/sem otite utilizando a pontuacdo de escore citoldgico, que se
baseia na pontuagdo de 0-3 para bactérias, Malassezia spp. ¢ células inflamatérias. OD (orelha direita); OE (orelha esquerda); Pré (pré-
tratamento); pos (pos-tratamento).

Na Tabela 4 ¢ Figura 4 ¢ possivel observar o comportamento das 4 variaveis estudadas, segundo tempo e tratamento nos cies
ndo atdpicos/sem otite.
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Tempo Variavel Tratamento Med Min Max Q1 Q3
) AC 0 0 0 0 0
o Bactérias
E Controle 0 0 0 0 0
= i . AC 0 0 0 0 0
£  Células Inflamatérias
< Controle 0 0 0 0 0
N
g AC 1 0 2 0 125
- Malassezia spp.
@ Controle 1 0 2 0 1
-
AC 1 1 3 1 1,25
A Otis3
Controle 1 1 3 1 1,25
) AC 0 0 0 0 0
Bactérias
] Controle 0 0 0 0 0
5 ) AC 0 0 0 0 0
g Células Inflamatorias
= Controle 0 0 0 0 0
N
& AC o o0 2 0 1
- Malassezia spp.
* Controle 1 0 1 0 1
=
=W . AC 1 1 3 1225
Otis3
Controle 1 1 3 1 2

Tabela 4 — Estatisticas descritivas associadas aos resultados de 10 cdes ndo atopicos/sem otite avaliados através dos tratamentos AC
(hidrogel+LUP37C11) e Controle (hidrogel puro) em 2 tempos distintos (pré e pos-tratamentos), segundo 4 avaliagdes distintas (OTIS3,
bactérias, células inflamatoérias e Malassezia spp). Med (mediana); Min (valor minimo); Max (valor maximo); Q1 (primeiro quartil) e Q3
(terceiro quartil).
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Figura 4 — Dispersao dos dados associados a 10 cées ndo atopicos/sem otite avaliados através dos tratamentos AC (hidrogel+LUP37C11) e
Controle (hidrogel puro), em 2 tempos distintos (pré e pos-tratamentos), segundo 4 avaliagdes distintas (OTIS3, bactérias, células inflamatdrias
e Malassezia spp) (AC marcado em vermelho, Controle em azul).

Os cdes | e 3 apresentaram aumento dos niveis da enzima fosfatase alcalina nos exames bioquimicos, mas que voltaram aos
valores iniciais no dia 30 pos-tratamento. Os dados dos exames eritrograma, leucograma, contagem de plaquetas e bioquimicos
(Alanina Transaminase, Fosfatase Alcalina, Creatinina, Uréia e Glicose) foram empregados para auxiliar no controle de eventuais
alteragoes sistémicas, e somente 2 cies apresentaram alteragdes, ¢ em uma Unica enzima (Fosfatase Alcalina).
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3.2. Caes atopicos/com otite

A andlise de Wilcoxon ndao mostrou diferenga significativa (p>0,05) entre nenhuma das variaveis estudadas no tempo pré-
tratamento. Portanto, as variaveis apresentavam classifica¢cdes semelhantes (ou iguais) entre os 2 tratamentos de estudo (Controle e
AC). Na avaliagdo do OTIS3, foi observado diferenca somente associado ao fator “tempo”, isto €, houve mudancas na escala entre
o tempo pré-tratamento para o tempo pos-tratamento, com melhora dos resultados pos-tratamento tanto para o grupo AC quanto
para o grupo Controle (Figura 5 e Tabela 5). Por outro lado, ndo houve diferenga entre os tratamentos e nem entre a interagdo dos
tratamentos e do tempo. Apesar desta melhora nos escores de OTIS3, e de alguns animais melhorarem seus diagndsticos, as analises
de McNemar ndo mostraram diferengas significativas (p>0,05).

10- *

OTIS3
[T 1]
H1]
[T ]
H_H

Figura 5 — Box-plot da escala de Otis3 em 7 cées atdpicos/com otite, pré e pés-tratamento tratados com AC (hidrogel+LUP37C11) e Controle
(hidrogel puro) - asteriscos representam diferencas significativas no teste a posteriori de Sidak ao nivel de alfa = 0,05.

Eritema Edema Ulcera/Erosdo  Exsudato Total

Cdes Orelhas Pré Pos Pré Pos Pré Pos Pré P6s Pré Poés

OD 2 2 0 0 0 0 3 3 5 5
H OE 1 1 0 0 0 0 3 3 4 4
OD 3 2 2 1 1 1 2 1 8 5
12 OE 2 1 2 1 1 0 2 1 7 3
OD 3 2 3 2 0 0 2 1 8 5
B OE 3 2 2 1 0 0 2 1 7 4
OD 1 0 1 0 0 0 2 1 4 1
1 OE 1 1 1 1 0 0 2 1 4 3
OD 2 1 1 0 0 0 2 1 5 2
13 OE 2 1 1 0 0 0 2 1 5 2
OD 1 1 2 0 0 0 3 1 6 3
1o OE 1 1 1 0 0 0 2 2 4 2
OD 1 1 1 0 2 2 2 1 6 4
17 OE 1 0 1 0 2 1 2 1 6 2

Tabela 5 — Resultado das avaliagdes pré/pos-tratamentos dos caes atdpicos/com otite utilizando o escore de pontuagao OTIS3, que se baseia
na pontuacdo de 0-3 para eritema, edema, erosdo/ulceragio e exsudato (0-ausente, 1-leve, 2-moderado e 3-intenso). OD (orelha direita); OE
(orelha esquerda); Pré (pré-tratamento); pds (pds-tratamento).

A Figura 6 mostra o registro fotografico do cdo 12, que recebeu tratamento com AC na orelha direita e tratamento com Controle
na orelha esquerda. O escore de pontuagdo OTIS3 foi 8 para a orelha direita no pré-tratamento (Tabela 5 e Figura 6A), e pontuagéo
7 para a orelha esquerda (Tabela 5 e Figura 6B). No pds-tratamento a pontuacdo foi 5 para a orelha direita (Tabela 5 ¢ Figura 6C),
e pontuagdo 3 para a orelha esquerda (Tabela 5 ¢ Figura 6D).
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Figura 6 - Registro fotografico das orelhas do cdo 12 que recebeu tratamento com AC na orelha direita e tratamento com Controle na orelha
esquerda. Orelha direita (A) escore 8 (OTIS3) apresentando eritema intenso, edema moderado, erosdo leve e exsudato ceruminoso leve; ¢ orelha
esquerda (B) escore 7 (OTIS3) apresentando eritema moderado, edema moderado, erosdo leve e exsudato ceruminoso leve imediatamente antes
do inicio do tratamento no dia 1. Orelha direita (C) escore 5 (OTIS3) apresentando eritema moderado, edema leve, erosdo leve e exsudato
ceruminoso leve; e orelha esquerda (D) escore 3 (OTIS3) apresentando eritema leve, edema leve e exsudato ceruminoso leve 24 horas apds o
ultimo tratamento (dia 9).

Na avaliagdo de bactérias, foi observado diferenca somente associado ao fator “tempo”. Entretanto, as analises a posteriori
identificaram que somente quando agrupamos os dados de ambos os grupos foi possivel observar diferenca significativa. Este fato
¢é corroborado pela observagdo das estatisticas descritivas que se apresentam muito similares entre os tratamentos avaliados (Figura
7 e Tabela 6). Na avaliagdo de células inflamatorias, ndo foram observadas diferengas significativas em nenhum fator. Este fato ¢
corroborado pela observagdo das estatisticas descritivas que se apresentam iguais entre os tratamentos avaliados (Figura 7 e tabela
6). Na avaliagdo da Malassezia spp. foi observado diferenca somente associado ao fator “tempo”. Entretanto, as analises a posteriori
identificaram que somente quando agrupamos os dados de ambos os grupos foi possivel observar diferenga significativa. Este fato
¢é corroborado pela observagdo das estatisticas descritivas que se apresentam muito similares entre os tratamentos avaliados (Figura
7 e tabela 6). Na Tabela 7 ¢ Figura 8 é possivel observar o comportamento das 4 variaveis estudadas segundo tempo e tratamento.
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Figura 7 — Box-plot das escalas de bactérias, Malassezia spp. ¢ células inflamatorias em 7 cdes atopicos/com otite, pré e pds-tratamento com
AC (hidrogel+LUP37C11) e Controle (hidrogel puro).

Caes atopicos/com otite

Bactérias Células Inflamatérias Malassezia spp.

Caes Orelhas

Pré Pos Pré Pos Pré Pos
OD 2 2 0 0 3 3
H OE 2 1 0 0 3 2
oD 3 2 0 0 0 0
12 OE 2 2 1 0 1 1
oD 1 0 0 0 1 0
B OE 1 0 0 0 1 0
OD 0 0 0 0 2 1
14 OE 0 0 0 0 1 1
OD 0 0 0 0 1 1
1 OE 1 0 0 0 2 1
16 oD 3 3 1 1 0 0
OE 3 3 1 1 1 0
17 oD 3 3 1 1 1 3
OE 3 3 1 1 3 3

Tabela 6 — Resultado das avaliagdes pré/pos-tratamentos dos cées atopicos/com otite utilizando a pontuagdo de escore citoldgico, que se baseia
na pontuagao de 0-3 para bactérias, Malassezia spp. e células inflamatorias. OD (orelha direita); OE (orelha esquerda); Pré (pré-tratamento);
pos (pos-tratamento).
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Tempo Variavel Tratamento Med Min Max Q1 Q3
) AC 2 0 3 1 3
= Bactérias
E Controle 2 0 3 0 3
v . AC 0 0 1 0 1
g Células Inflamatorias
< Controle 0 0 1 0 1
N
s AC 1 0 30 3
- Malassezia
@ Controle 1 1 3 1 3
—
AC 6 4 8 4 8
A Otis3
Controle 5 4 7 4 7
) AC 1 0 3 0 3
Bactérias
8 Controle 2 0 3 0 3
5 ) AC 0 0 1 0 1
g Células Inflamatorias
< Controle 0 0 1 0 1
N
g AC 1 0 30 2
- Malassezia spp.
N Controle 1 0 3 0 3
=
=N . AC 4 2 5 3 5
Otis3
Controle 2 1 5 2 4

Tabela 7 — Estatisticas descritivas associadas aos resultados de 7 cées atopicos/com otite avaliados através dos tratamentos AC
(hidrogel+LUP37C11) e Controle (hidrogel puro) em 2 tempos distintos (pré e pos-tratamentos), segundo 4 avaliagdes distintas (OTIS3,
bactérias, células inflamatorias e Malassezia). Med (mediana); Min (valor minimo); Max (valor maximo); Q1 (primeiro quartil) e Q3 (terceiro
quartil).
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Figura 8 — Dispersdo dos dados associados a 7 cdes atopicos/com otite avaliados através dos tratamentos AC (hidrogel+LUP37C11) e Controle
(hidrogel puro) em 2 tempos distintos (pré ¢ pos-tratamentos), segundo 4 avaliagdes distintas (OTIS3, bactérias, células inflamatdrias e
Malassezia) (AC marcado em vermelho, Controle em azul).
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4. Discussao

O presente estudo utilizou cdes como modelo por serem homologos da DA humana. A DAC surge espontaneamente, em uma
espécie que compartilha 0 mesmo ambiente que os tutores humanos, maximizando o efeito comparativo em relacdo aos varios
modelos experimentais desenvolvidos para avaliar o mecanismo de formacdo de lesdes cutineas e testar novas intervengdes
antialérgicas (Olivry, 2012). Também ¢ de conhecimento que a KLK7 humana possui identidade proxima a KLK7 canina
(Stenshamn et al., 2006), de forma que o anticorpo anti-KLK7 (LUP37C11) pode também ter aplicacdo no mercado veterinario.
Nesse contexto, a DAC ¢ uma doenga cujo estudo pode também ajudar a avangar o conhecimento importante para sua contraparte
humana. Laureano (2020) testou a mesma formulagdo utilizada neste estudo, in vitro em modelos de pele e os resultados
demonstraram a capacidade de entrega do anticorpo na camada cérnea com a capacidade de continuar inibindo a KLK7 pds
liberagdo. Nas analises de citotoxicidade em cultura de células Vero tanto a formulacdo de hidrogel contendo o anticorpo como a
formulag@o livre do anticorpo mostraram baixa mortalidade celular (Laureano, 2020).

O pavilhdo auricular e condutos auditivos sdo apontados como regides preferencialmente acometidas na DAC (Hensel et al.,
2015; Favrot et al., 2020), constituindo a causa primaria de otite externa em caes (Santoro et al., 2015). Sempre que possivel, o
tratamento de primeira escolha ¢ realizado via topico (Nuttall, 2016). Até o presente momento, ndo ¢ de conhecimento dos autores
a existéncia de formulagdes contendo imunobiologicos para tratamento topico da otite externa canina. Um ponto extremamente
favoravel na utilizagdo de imunobiologicos como principio ativo, € que o complexo antigeno-anticorpo ¢ decomposto através das
vias normais de catabolismo de proteinas e eliminado do organismo sem causar prejuizos (Murphy et al., 2017). As alteragdes
epidérmicas relacionadas a filagrina, metabolismo lipidico, alteracdes genéticas e imunologicas ligadas as KLKs, convergem para
a relevancia da via percutanea na exposi¢do ao alérgeno. Nesse contexto, varios autores admitem a importancia das alteracdes da
barreira cutdnea na DA humana e canina, fornecendo incentivo para continuar investigando a relagdo da barreira e a fisiopatologia
da doenga (Marsella et al., 2011; Tintle et al., 2011; Santoro & Rodrigues Hoffmann, 2016; Chermprapai et al., 2018).

A importancia dos corneodesmossomos ¢ a coesividade dos cornedcitos para a resisténcia mecanica da camada coérnea da pele e
para o processo de descamagao nas doencas relacionadas a pele tem sido estudada desde o final da década de 1980. Mais de trés
décadas se passaram e ainda ndo é possivel determinar se a disfungo na barreira cutdnea é um fator primario ou secundario na DA
e na DAC (Holleran et al., 2006; McLean, 2016; Olivry et al., 2022). Combarros et al. (2021), levantaram a hipdtese de que as
anormalidades da camada cornea da pele em caes podem ser defeitos primarios, pois, foram encontrados em pele ndo lesionada sem
quaisquer sinais histologicos de inflamagdo. Tanto em cdes como em humanos, o prurido ¢ uma caracteristica consistente da
dermatite atdpica que tende a piorar quando infecgdes secundarias se desenvolvem (Olivry, 2012; Gedon & Mueller, 2018; Marsella
& de Benedetto, 2017). Os dados do exame citologico foram empregados para confirmar a presenga ou ndo de infec¢des secundarias
e para a comparagao pré e pds-tratamentos. Nas avaliagdes citologicas dos cdes ndo atdopicos/sem otite foram observados auséncia
de valores para bactérias e células inflamatorias. Em rela¢do a Malassezia spp., a quantidade encontrada ndo ¢ considerada infecgdo
em cdes sem nenhum sinal clinico ou lesdo relacionado a otite (Angus, 2004; Rigaut, 2011; Budach & Mueller, 2012; Hensel et
al.,2015). Desta forma, ndo foram observadas diferengas significativas (p>0,05) em nenhum dos fatores avaliados, sendo os
resultados pré/pos-tratamentos entre os grupos muito semelhantes.

O Indice de Pontuagio de Otite Externa 3 (OTIS3) (Nuttal & Bensignor, 2014) foi utilizado como critério padrio neste estudo
para distinguir orelhas sem otite, de orelhas com otite nos caes incluidos e para o acompanhamento das alteragdes causadas pelos
tratamentos nos grupos testados. O OTIS3 mostrou ser uma boa ferramenta de escore para distinguir orelhas com e sem otite e
avaliar a melhora clinica da otite externa (regido poro acustico e pavilhdo auricular). Apesar do OTIS3 nao ter sido validado, vem
sendo aplicado nos estudos da atualidade para a quantificagdo das alteragdes observadas nos condutos auditivos, visando
principalmente a comparagao de protocolos terapéuticos (King et al., 2018; Seppénen et al., 2019; Léonard et al., 2021). As analises
realizadas ndo mostraram diferencas significativas (p>0,05) entre nenhuma das variaveis (OTIS3, bactérias, células inflamatorias e
Malassezia spp.) estudadas no tempo pré-tratamento. Isso demonstra que as orelhas que receberam os tratamentos (AC e Controle),
apresentavam classificagdes iniciais semelhantes, ou seja, os diferentes tratamentos usados partiram do mesmo ponto. Dessa forma,
€ possivel inferir que as orelhas que receberam o tratamento Controle ndo estavam menos alteradas que as que receberam o
tratamento com AC. Isso indica que os tratamentos foram realizados em grupos homogéneos.

A formulagdo do hidrogel foi considerada satisfatoria para a administracdo nas regides aplicadas, se mostrando promissora
inclusive para aplicagdo em outras regides, visto que na DAC, as regides das axilas, patas, flexura anticubital, drea inguinal e abdome
também sdo frequentemente acometidas (Hensel et al., 2015; Favrot et al., 2020). Os cdes ndo atdpicos/sem otite ndo mostraram
alteragdo de seus pardmetros com a aplicagdo dos tratamentos, ou seja, ambas as formulagdes (com e sem o AC) ndo causaram
prejuizo. Na DAC, as mutagdes no gene da filagrina estdo associadas, entre outras coisas, a formacdo de uma camada cornea
desorganizada e perda transepitelial de agua (Irvine et al., 2011). Portanto, uma possivel justificativa para a melhora nos escores do
OTIS3 nos cédes atopicos/com otite (grupos Controle e AC), e de alguns desses cées terem apresentado melhora em seus diagnosticos,
seria devido as propriedades intrinsecas dos hidrogéis. Segundo Ahmed (2015), os hidrogéis constituem um grupo de materiais
poliméricos cuja estrutura torna-os capazes de reter grandes quantidades de agua, atuando como umectante ¢ melhorando a
hidratag@o da pele no local das aplicagdes dos tratamentos.

Nao foi possivel determinar o que levou a uma diminui¢ao da quantidade de bactérias e Malassezia spp. nos grupos Controle e
AC dos cées atopicos/com otite. Uma possivel explicagdo seria que a reducdo nos escores do OTIS3 se relacionando com a
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diminui¢do da inflamagdo, corroboraria com os estudos de Nuttall (2016) e Léonard et. al. (2021), que relacionam a terapia anti-
inflamatdria ativa e proativa com a remissdo e prevencdo de recidivas dos processos infecciosos. A estrutura do anticorpo
LUP37Cl11, tempo de tratamento empregado e a concentragdo do anticorpo em sua formulagao, pode ter influenciado na auséncia
de diferengas significativas entre os 2 tratamentos (Controle e AC). Nesse contexto, ¢ possivel que o tempo de tratamento e a
concentragdo atual do anticorpo nido foram suficientes para a observagdo de melhora clinica dos animais, uma vez que o fator
concentra¢do do principio ativo pode ter influéncia na resposta em diferentes animais (Rose & Golan, 2015). A permeagdo do
anticorpo e a interagdo antigeno/anticorpo poderia ser demonstrada através de imuno-histoquimica, analisando por exemplo,
amostras de bidpsias da pele tratada (Ehrenfeld et al., 2023).

O tratamento da DAC continua sendo um desafio devido a resposta limitada e individualizada as terapias disponiveis. Avangos
recentes na compreensdo dos mecanismos da doenga levaram a descoberta de novos alvos terapéuticos (Bieber, 2022). O reparo da
barreira cutdnea ¢ uma abordagem promissora, mas ainda pouco explorada na DA canina. Assim como na DA humana, essa
abordagem pode ser muito benéfica quando iniciada precocemente, e pode minimizar o desenvolvimento da sensibilizagdo alérgica
(Marsella, 2013).

UFPR
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5. Conclusio

O presente estudo mostrou que os cdes ndo atdpicos/sem otite ndo tiveram alteracdo nos pardmetros avaliados com os
tratamentos. Os caes com Otite Alérgica se mostraram sensiveis aos tratamentos através da redugdo do OTIS3. Entretanto, ndo foi
possivel observar diferencas entre os tratamentos empregados, indicando que o Hidrogel Polimérico sozinho, apresenta os mesmos
resultados que o Hidrogel Polimérico em associacdo ao anticorpo LUP37C11. Este € o primeiro estudo in vivo que avaliou o uso do
anticorpo anti-KLK?7 na terapéutica da otite em cées com DAC, gerando expectativa futura para aplicagdo em outras regides afetadas

pela DAC.
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