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RESUMO

As defensinas sdo um grupo importante de peptideos antimicrobianos e sdo expressas na pele
e em outros tecidos de varias espécies de mamiferos. Esses peptideos participam da
imunidade inata, auxiliando na resposta imunoldgica. O estudo teve como objetivo comparar
os niveis de expressdes de genes B-defensinas (CBD1 e CBD103) em raspados cutaneos de
caes da raca Poodle com e sem dermatite. Foram utilizados oito cdes com dermatites e 13 caes
saudaveis, oriundos do Hospital veterinario e propriedade privada. Amostras foram coletadas
por raspagens cutaneas e a extracdo de RNA obtida pelo reagente Trizol®. Os niveis de
expressoes de mRNA foram estimados através do RT-PCR utilizando o Kit SYBR® Green
One-step no Termociclador CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA). Os dados foram comparados pelo teste t de Student a 5%. As expressdes
relativas dos genes CBDI1 e CBDI103 foram significativamente maiores nos caes que
apresentavam dermatite. Caes com dermatite mostraram maiores niveis de expressdes de

defensinas, sugerindo uma possivel resposta imunoldgica na pele desses animais.

Palavras — chave: B-defensina canina, caes, dermatite.



ABSTRACT

Defensins are an important group of antimicrobial peptides and are expressed on the skin and
other tissues of various mammalian species. These peptides participate in innate immunity,
aiding in the immune response. The aim of the study was to compare the levels of B-defensin
gene expression (CBD1 and CBD103) in skin scrapings of Poodle dogs with and without
dermatitis. Eight dogs with dermatitis and 13 healthy dogs from the Veterinary Hospital and
privately owned were used. Samples were collected by skin scraping and RNA extraction
obtained by Trizol® reagent. mRNA expression levels were estimated by RT-PCR using the
SYBR® Green One-step Kit on the CFX96 Touch ™ Real-Time PCR Detection System (Bio-
Rad, Hercules, CA, USA). Data were compared by 5% Student's t-test. Relative expressions
of the CBD1 and CBD103 genes were significantly higher in dogs with dermatitis. Dogs with
dermatitis showed higher levels of defensin expression, suggesting a possible immune

response in the skin of these animals.

Key - words: canine -defensin, dogs, dermatitis.
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1. INTRODUCAO

Os Peptideos antimicrobianos (PAMs) sdao moléculas com um nimero variavel de
aminoacidos que atuam na prote¢do do hospedeiro contra varios tipos de micro-organismos,
tais como as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, fungos, virus e protozoarios
unicelulares (HANCOCK; SCOTT, 2000; REDDY et al., 2004; MARR et al., 2006). O
principal mecanismo de agdo de grande parte dos PAMs ¢ através da ruptura das membranas
bacterianas ou pela translocacdo do peptideo para dentro da célula, atuando em alvos
intracelulares (HANCOCK; SAHL, 2006).

As defensinas fazem parte do sistema imune inato, sendo um dos principais PAMs
secretados nas células da pele de mamiferos (HAZLETT; WU, 2011). A estrutura protéica
dessas moléculas se apresentam na forma de folha 3, com trés ligagdes dissulfeto e formadas
por seis residuos de cisteina (YANG et al., 2002). As defensinas sdo classificadas em trés
classes de acordo com suas caracteristicas estruturais: a-defensina, B-defensin e 0-defensina
(YANG et al., 2002). As a-defensinas sdo constituidas por 29 a 35 aminodcidos, as f-
defensinas apresentam 38 a 42 aminoacidos e as 0-defensinas s3o as menores defensinas,
com apenas 18 aminoacidos (YANG et al.,, 2002). As a-defensinas sdo secretadas por
neutrdfilos e células do intestino, as B-defensinas secretadas na membrana conjuntiva, pele,
mucosa oral, sistemas urogenital e respiratorio (YANG et al.,, 2002). Enquanto as 0-
defensinas sao encontradas apenas em primatas nao-humanos (SELSTED; OUELLETTE,
2005).

A resisténcia bacteriana tem motivado o desenvolvimento de novos antibidticos, o que
incentivou muitas pesquisas a cerca de novas estratégias para combater micro-organismos
patogénicos através do potencial terapéutico dos PAMs (HANEY et al., 2017). Segundo
Afshar e Gallo (2013), as varias funcdes dos PAMs como atividade antimicrobiana e
estimuladores imunologicos sugerem que eles podem ser agentes terapéuticos promissores
(AFSHAR; GALLO, 2013). Muitas defensinas atualmente foram estudadas na pele de caes
com problemas dermatoldgicos, para determinar se existe um estimulo na produ¢ao dessas
defensinas durante os processos inflamatérios e infecciosos na pele dos caes (VAN DAMME
et al., 2009; SANTORO et al., 2011; LANCTO et al., 2013).

A Dermatite atopica (DA) ¢ uma doenca inflamatdria da pele, na qual o principal
sintoma ¢ o prurido, podendo ocorrer posteriormente eritema, descamacdo e alopecia
(HALLIWELL, 2006). A doenga pode acometer varias espécies (equinos (WHITE, 2005),
felinos (MARSELLA; BENEDETTO, 2017) e caes (BIZIKOVA et al., 2015), inclusive os
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humanos (SILVESTRE-SALVADOR et al., 2017). A prevaléncia da DA pode chegar até
15% na populacao geral dos cdes (HILLIER; GRIFFIN, 2001). A expressdo das defensinas
tem sido muito investigada em caes com dermatite atopica em comparagdo com caes
saudaveis (VAN DAMME et al., 2009; LANCTO et al., 2013; SANTORO et al., 2013). No
entanto, os resultados dos estudos ainda sdo divergente quanto ao perfil de expressdo das
defensinas. O uso de um modelo animal canino permite um controle mais eficiente das
variaveis ambientais, intrinsecas e reduz a variabilidade genética (SANTORO et al., 2013).
Além disso, os caes da raca poodle apresentam consideravel predisposi¢do a processos
inflamatorios da pele como a adenite sebadcea (PEDERSEN et al., 2012). Buscando entender
melhor os efeitos dos peptideos antimicrobianos na imunidade da pele dos caes, este estudo
teve como objetivo avaliar os niveis de expressdoes de genes P-defensinas em raspados

cutaneos de caes da raca Poodle com e sem dermatite.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral
Avaliar os niveis de expressdes de genes -defensinas em raspados cutaneos de caes

da raca Poodle com e sem dermatite.

2.2 Objetivos especificos
e Estimar o perfil de expressao do gene B-defensina em caes com dermatite;
e Estimar o perfil de expressao do gene B-defensina em cades sem dermatite;
e Padronizar um método de anélise de expressdo do gene B-defensina em cades da raca
poodle;

e Divulgar os resultados em revista cientifica.

11



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Peptideos antimicrobianos

Peptideos antimicrobianos (PAMs) sdo oligopeptideos com um niimero variavel (de
cinco a mais de cem) de aminodcidos e que possuem um amplo espectro de acdo contra
organismos direcionados que variam de virus a parasitas. Historicamente, os PAMs também
foram referidos como peptideos de defesa do hospedeiro (RIEDL et al., 2011), peptideos
anionicos antimicrobianos (HARRIS et al.,, 2009), peptideos anfipaticos cationicos

(GROENINK et al., 1999) e peptideos antimicrobianos a-helicoidais (HUANG et al., 2010).

A descoberta dos PAMs ocorreu em 1939, quando Dubos (1939) extraiu um agente
antimicrobiano de uma cepa de Bacillus do solo. Este extrato foi demonstrado para proteger
os ratos da infec¢do por pneumococos. No ano seguinte, Hotchkiss e Dubos (1940)
fracionaram esse extrato e identificaram um PAM chamado gramicidina. Apesar de alguma
toxicidade relatada associada a aplicagdo intraperitoneal, a gramicidina foi considerada eficaz
para o tratamento topico de feridas e ulceras (EPPS; DUBOS, 2006). Em 1941, outro PAM, a
tirocidina, foi descoberta e considerada eficaz contra bactérias Gram-negativas e Gram-
positivas (DUBOS; HOTCHKISS, 1941). No entanto, a tirocidina exibiu toxicidade para as
células sanguineas humanas (RAMMELKAMP; WEINSTEIN, 1942). No mesmo ano, outro
PAM foi isolado a partir de uma planta Triticuma estivum, que posteriormente foi
denominada purotionina e encontrada eficicia contra fungos e algumas bactérias patogénicas
(OHTANI et al., 1977). O primeiro PAM de origem animal relatado ¢ a defensina, que foi
isolada a partir de leucocitos de coelho em 1956 (HIRSCH, 1956). Nos anos seguintes,
bombinina de epitélios e lactoferrina de leite de vaca foram ambos descritos (KISS et al.,
1962; GROVES et. al., 1965). Durante o mesmo tempo, também foi provado que os
leucocitos humanos contém PAMs em seus lisossomos (ZEYA; SPITZNAGEL, 1963). No
total, mais de 5.000 PAMs foram descobertos ou sintetizados até o momento (ZHAO et al.,
2013). Os PAM naturais podem ser encontrados em procariotas (por exemplo, bactérias) e
eucariotas (por exemplo, protozodrios, fungos, plantas, insetos e animais) (CONLON;

SONNEVEND, 2010; LEIPPE, 1999).

Em animais, os PAMs s3o encontrados principalmente nos tecidos e 6rgaos expostos
aos patdgenos no ar, e acredita-se que seja a primeira linha da defesa imunoldgica inata

(ZASLOFF, 2002; SCHAUBER; GALLO, 2008) contra virus, bactérias e fungos (RADEK;
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GALLO, 2007). Assim, os PAM desempenham um papel importante em deter a maioria das
infecgdes antes que causem quaisquer sintomas. Por exemplo, a pele de ra ¢ a fonte de mais
de 300 PAMs diferentes (MA et al., 2010). A maioria dos PAMs ¢ produzida por células
especificas em todos os momentos, enquanto a produgdo de alguns PAMs ¢ indutivel. Por
exemplo, em um estudo, células epiteliais de diferentes tecidos de camundongos apresentaram
aumento da taxa de transcrigdo de mRNA para a producdo de defensina apds a infecgdo por

Pseudomonas aeruginosa (BALS et al., 1999).

Virios tipos de células eucarioticas estdo envolvidas na produgcdo de PAM, como as
células epiteliais nos sistemas gastrintestinal e geniturinario (NIYONSABA et al., 2002;
GANZ, 2003), fagécitos e linfocitos do sistema imunolégico (OPPENHEIM et al., 2003).
Além do envolvimento direto na imunidade inata, os PAMs também podem influenciar as
respostas inflamatérias do hospedeiro durante uma infeccdo (KINDRACHUK et al., 2013).
Sabe-se que as moléculas de lipopolissacarideos (LPS), liberadas das bactérias como
resultado do tratamento com antibidtico ou da imunidade do hospedeiro, podem induzir a
producdo de PAM em mamiferos (HANCOCK et al., 2000). Por exemplo, as células HEK293
produzem defensina em resposta a estimulacdo com LPS (BIRCHLER et al., 2001). Alguns
PAMs, como por exemplo, CAP18 (LARRICK et al., 1995), CAP35 (BRACKETT et al.,
1997) e um derivado de lactoferrina (ZHANG et al., 1999) também podem bloquear a
liberacdo de citocinas induzida por LPS por macréfagos. Assim, esses PAMs podem reduzir a
resposta inflamatéria. Em comparacdo, os antibidticos nao possuem esse tipo de regulagdo na
resposta inflamatoria do sistema imune do hospedeiro e a secrecdo de LPS apds tratamento
com antibidtico pode causar alta reagdo do sistema imune do hospedeiro. Em alguns casos

extremos, isso pode até levar a sepse (LOPPNOW et al., 1990).

3.1.1 Peptideos Antivirais

Os PAMs antivirais neutralizam os virus integrando-se no envelope viral ou na
membrana da célula hospedeira. Estudos anteriores mostraram que tanto os virus de RNA
como os de DNA envelopados podem ser alvo de PAMs antivirais (BASTIAN; SCHAFER,
2001; HORNE et al., 2005). Os PAMs ao se integrarem no envelope viral podem causar
instabilidade da membrana, tornando os virus incapazes de infectar as células do hospedeiro
(SITARAM; NAGARAJ et al., 1999). Os PAMs também podem reduzir a ligagdo dos virus

as células hospedeiras (BELAID et al., 2002). Por exemplo, as defensinas ligam-se as
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glicoproteinas virais, tornando o virus herpes simples (VHS) incapaz de se ligar a superficie
das células do hospedeiro (YASIN et al., 2004). Além de rompimento de envelopes virais e
bloqueio de receptores virais, alguns PAMs antivirais podem impedir que particulas virais
entrem nas células hospedeiras ocupando receptores especificos em células de mamiferos
(SONG et al., 2004). Como o sulfato de heparano que ¢ importante para a ligacdo das
particulas virais do VHS a superficie da célula hospedeira. As moléculas de sulfato de
heparano sdo moléculas de glicosaminoglicano carregadas negativamente. Assim, alguns
péptidos catidonicos de a-hélice, por exemplo, lactoferrina, podem prevenir infecgdes por
VHS, ligando-se a moléculas de heparano e bloqueando interagcdes virus-receptor

(ANDERSEN et al., 2004; JENSSEN et al., 2004).

Alguns PAMs podem atravessar a membrana celular e localizar-se no citoplasma e
organelas, causando mudangas no perfil de expressdo génica das células hospedeiras, o que
pode ajudar o sistema de defesa do hospedeiro a lutar contra virus ou bloquear a expressao
génica viral. Por exemplo, o NP-1, um PAM de neutrofilos de coelho, previne as linhas
celulares Vero e CaSki da infec¢do pelo virus herpes simples tipo 2 (VHS-2). Este PAM
impede a migragdo de uma proteina viral importante, VP16, para o nucleo. Essa proteina ¢
necessaria para formar complexos com os fatores de transcrigdo do hospedeiro para induzir a
expressao de genes virais imediatos, que sdo necessarios para o virus derrotar a resposta
celular do primeiro estdgio (LIU et al., 1999). Assim, este PAM nao compete com particulas
virais para se ligar ao receptor na superficie celular, mas impede a disseminagdo célula-a-

célula de particulas virais (SINHA et al., 2003).

3.1.2 Peptideos Antibacterianos

PAMs antibacterianos sdo os PAMs mais estudados até hoje e a maioria deles sdo
PAM cationicos, que tém como alvo membranas celulares bacterianas e causam a
desintegracao da estrutura da bicamada lipidica (SHAI, 2002; ZHANG et al., 2001). A
maioria desses PAMs também ¢ anfipatica com os dominios hidrofilico e hidrofébico. Tais
estruturas fornecem aos PAMs a capacidade de se ligarem a componentes lipidicos (regido
hidrofobica) e grupos fosfolipidicos (regido hidrofilica) (JENSSEN et al., 2006).
Curiosamente, os pesquisadores demonstraram que alguns PAMs em baixas concentracdes
podem matar bactérias sem alterar a integridade da membrana. Em vez de interagir

diretamente com a membrana, esses PAMs matam as bactérias inibindo algumas vias
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importantes dentro da célula, como a replicagdo do DNA e a sintese de proteinas
(BROGDEN, 2005). Por exemplo, a buforina II pode se difundir nas células e se ligar ao
DNA e ao RNA sem danificar a membrana celular (PARK et al., 1998). Em alguns casos,
alguns PAMs demonstraram matar bactérias resistentes a antibidticos. Por exemplo, tanto a
nisina (um PAM) quanto a vancomicina (um antibiotico) podem bloquear a sintese da parede
celular. Entretanto, uma cepa de Staphylococcus aureus resistente a meticilina foi relatada

como resistente a vancomicina, enquanto ainda ¢ sensivel a nisina (BRUMFITT et al., 2002).

3.1.3 Peptideos Antifiingicos

Como os PAMs antibacterianos, os peptideos antifingicos podem matar os fungos,
tendo como alvo a parede celular (DE LUCCA; WALSH, 1999) ou os componentes
intracelulares (LEE et al., 1999). No entanto, a membrana bacteriana e a parede celular dos
fungos tém diferentes conteudos. Por exemplo, a quitina ¢ um dos principais componentes da
parede celular dos fungos e alguns dos peptideos antifiingicos sdo capazes de se ligar a quitina
(FUJIMURA et al., 2004). Essa capacidade de ligacdo ajuda os PAMs a atingir eficientemente
as células fungicas. Os PAM antifingicos que atacam a parede celular matam as células-alvo
ao romper a integridade das membranas fungicas (TERRAS et al., 1992), aumentando a
permeabilizagdo da membrana plasmatica (VAN DER WEERDEN et al., 2010) ou formando
os poros diretamente (MOERMAN et al., 2002). Embora a maioria dos PAMs antifingicos
tenha aminoacidos polares e neutros em suas estruturas, (JENSSEN et al., 2006) ndo parece
haver uma correlagdo clara entre a estrutura de um PAM e o tipo de células que ele atinge. Por
exemplo, os peptideos antifingicos tém membros de diferentes classes de estrutura tais como
a-helicoidal (D-V13K e P18), estendida (indolicina) e folha  (defensinas) (LEE et al., 2003;
BARBAULT et al., 2003).

3.1.4 Peptideos Antiparasitarios

Os peptideos antiparasitdrios sdo um grupo menor em compara¢do com as outras trés
classes de PAM. O primeiro peptideo antiparasitario relatado ¢ a magainina, que ¢ capaz de
matar o Paramecium caudatum (ZASLOFF, 1987). Mais tarde, um peptideo sintético foi
desenvolvido contra o parasita Leishmania (ALBEROLA et al., 2004). Outro exemplo de

peptideo antiparasitario ¢ a catelicidina, que ¢ capaz de matar Caernohabditis elegans pela
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formag¢ao de poros na membrana celular (PARK et al., 2004). Embora alguns microrganismos
parasitas sejam multicelulares, o modo de a¢do dos peptideos antiparasitarios ¢ o mesmo de
outros PAMs. Eles matam as células interagindo diretamente com a membrana celular

(PARK, et. al., 2004).

3.1.5 Mecanismo de acao dos PAMs

Os PAM matam as cé¢lulas ao romperem a integridade da membrana (via interacao
com a membrana celular carregada negativamente), inibindo a sintese de proteinas, DNA e
RNA, ou interagindo com certos alvos intracelulares. Todos os PAMs conhecidos no final dos
anos 90 sdo catidnicos. No entanto, o conceito de que os PAM precisam ser catidnicos foi
alterado mais tarde com a descoberta de PAMs negativamente carregados em 1997
(BROGDEN et al., 1997). Por exemplo, a maximin-H5 da pele de rda e a dermicidina
(STEFFEN et al., 2006) segregada a partir dos tecidos das glandulas sudoriparas do humano
sdo ambos péptidos anidnicos. Geralmente, um PAM so ¢ eficaz contra uma classe de micro-
organismos (por exemplo, bactérias ou fungos) (HANCOCK; SCOTT, 2000). No entanto,
existem excegdes e alguns PAMs sdo conhecidos por terem diferentes modos de agdao contra
diferentes tipos de micro-organismos. Por exemplo, a indolicidina pode matar bactérias,
fungos e o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (SELSTED et al., 1992). Exibe
atividades antifungicas, causando danos a membrana celular (LEE et al., 2003). No entanto,
mata Escherichia coli penetrando nas células e inibindo a sintese de DNA
(SUBBALAKSHMI; SITARAM, 1998), e mostra atividades anti-HIV inibindo a integrase do
HIV (KRAJEWSKI et al., 2004). Em comparacdo, alguns PAMs tém o mesmo modo de
matar tipos diferentes de células. Por exemplo, o PAM P-23 pode matar tanto os fungos

quanto os parasitas, formando poros em suas membranas celulares (LEE et al., 2002).

Um ter¢o das proteinas totais de uma célula bacteriana estd associado a membrana e
estas proteinas tém muitas fungdes que sdo criticas para a célula, incluindo o transporte ativo
de nutrientes, respiragdo, forga motriz de protons, geracdo de ATP e comunicacdo intercelular
(ZHANG; ROCK, 2009). A funcdo dessas proteinas pode ser alterada pelo tratamento com
PAM, mesmo que a lise celular completa nao ocorra. Portanto, o efeito de morte rapida por
PAMs nao provém apenas da ruptura das membranas, mas também pode vir da inibigdo

dessas proteinas funcionais (BAHAR; REN, 2013).
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Os PAMs podem ser divididos em dois grupos principais com base no seu efeito final
sobre as membranas alvo, 1) PAMs disruptivos de membrana, que causam permeabilizacdo de
membrana, ¢ 2) PAMs nao disruptivos de membrana, que atuam em alvos intracelulares
(Toke, 2005) (Figura 1). Em ambos os grupos, a associagdo de PAMs com a membrana
celular bacteriana ocorre por meio de interacdes eletrostaticas entre os PAM catidnicos e
lipopolissacarideos anidnicos (LPS, no caso de bactérias Gram-negativas) ou lipoteicdicos (no
caso de bactérias Gram-positivas), seguidos por invasao do PAM dentro da célula. A ruptura
das membranas microbianas pelos PAMs pode ocorrer através de diferentes mecanismos,
incluindo o rompimento da bicamada lipidica (modelos de poros toracicos), € o
adelgacamento da membrana lipidica da bicamada seguida pela dissolu¢do da membrana
(modelo carpete) (EPAND; VOGEL, 1999; HANCOCK; CHAPPLE, 1999; JENSSEN et al.,
2006).

Com relagdo aos PAMs nado disruptivos da membrana, eles podem atravessar a
membrana sem ruptura e se ligar as estruturas celulares essenciais, como DNA e RNA;
alternativamente, eles podem inibir outros alvos intracelulares (CUDIC; OTVOS, 2002;
JENSSEN et al., 2006). A inibicao das vias intracelulares devido a captacdo celular de PAMs
pode ocorrer através de mecanismos diferentes, incluindo penetragdo direta e endocistose. A
membrana celular se dobra para dentro e forma vesiculas que se assemelham a pequenas
células envolvidas por uma membrana (CUDIC; OTVOS, 2002; NICOLAS, 2009; MADANI
etal., 2011).
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Figura 1. Esquema de ilustracdo de mecanismos de morte bacteriana por meio de PAMs.
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Fonte: MAHLAPUUI et al., 2016.

3.1.6 PAM e seu potencial para o desenvolvimento de resisténcia bacteriana

O amplo desenvolvimento de resisténcia bacteriana em relacdo aos PAMs tem sido
considerado improvavel, devido ao mecanismo de a¢cdo dos PAMs envolvendo o ataque a
multiplos alvos de baixa afinidade em vez de um alvo definido e de alta afinidade para
antibidticos convencionais, o que torna mais dificil escolher microbios para defender-se por
um unico mecanismo de resisténcia (PESCHEL; SAHL, 2006; LAI; GALLO, 2009; FJELL et
al., 2012). Em particular, dado que a membrana celular bacteriana ¢ o alvo primério dos
PAMs, ¢ desafiador para estes micro-organismos preservar a integridade funcional e estrutural
da membrana celular, evitando ao mesmo tempo a atividade disruptiva das membranas dos
PAMs (LAI;, GALLO, 2009). No entanto, dados experimentais consideraveis surgiram
recentemente descrevendo mecanismos pelos quais as bactérias podem desenvolver
resisténcia a PAMs sob pressdo de selegdo in vitro (PRANTING et al., 2008; LOFTON et al.,
2013), garantindo novas investigagdes sobre os riscos potenciais de resisténcia bacteriana aos

PAMs.
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Existem basicamente dois tipos diferentes de mecanismos de resisténcia contra os
PAMSs: resisténcia constitutiva e resisténcia indutivel (YEAMAN; YOUNT, 2003). Os
mecanismos de resisténcia indutiveis incluem substitui¢ao (LEWIS et al., 2009), modificagdo
(GUNN, 2001) e ocilagao (GUO et al., 1998) das moléculas de membrana, ativacao de
algumas enzimas proteoliticas (GUINA et al., 2000) e bombas de efluxo (SHAFER et al.,
1998) e modificacdes de alvos intracelulares (DEL CASTILLO et al., 2001). Os mecanismos
de resisténcia constitutivos incluem blindagem eletrostatica (FRIEDRICH et al., 1999),
mudangas no potencial de membrana durante diferentes estdgios de crescimento celular
(YEAMAN et al., 1998) e formacdo de biofilme (YEAMAN; YOUNT, 2003). Esses
mecanismos de resisténcia estdo ilustrados na Figura 2. Por exemplo, a atividade de alguns
PAMs contra S. aureus pode ser inibida por moléculas de adesina na superficie celular desta
bactéria. Estas moléculas de adesina sdo substancias poliméricas e permanecem na superficie
da célula apds sua secre¢do. Como a adesina ¢ um polimero carregado positivamente, ela
pode formar uma barreira repulsiva contra PAMs carregados positivamente (VUONG et al.,

2004).
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Figura 2 - Representacdo esquematica dos mecanismos de resisténcia dos PAMs. (A) bactérias Gram-positivas
resistem aos PAMs via modificagdo do acido teicoico de moléculas LPS e modifica¢do L-lisina de fosfolipidios.
(B) As bactérias Gram-negativas resistem aos PAMs modificando as moléculas de LPS com aminoarabinose ou
ocilagdo da unidade Lipidio A das moléculas LPS. (C) As bactérias expressam algumas proteinas carregadas
positivamente e as integram na membrana, de modo que as cargas positivas repelem umas as outras e as
bactérias podem resistir a tais PAMs. (D) As bactérias produzem proteinas carregadas negativamente e segregam
em ambiente extracelular para se ligar e bloquear os PAMs. (E) Os PAMs intracelulares sdo extrudidos por

bombas de efluxo. (F) Os PAMs dentro da célula sdo degradados por proteases.
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A Salmonella typhimurium também possui um sistema de modificacdo do lipidio A
ligado a membrana, que se defende contra os PAMs do hospedeiro (MILLER et al., 1999).
Neste sistema, o PhoQ ¢ um sensor quinase ligado a membrana e o PhoP ¢ um regulador da
resposta intracelular. O PhoQ ¢ ativado na presenca de cargas positivas de alto nivel fora das
células. Em seguida, ele fosforila o PhoP causando regulacdo positiva de alguns genes,
incluindo aqueles relacionados a resisténcia ao PAM. Este sistema ndo esta ativo quando o
nivel extracelular de ions Ca**, Mg?>" ou Mn?" ¢ baixo, uma vez que os cations divalentes
interagem com o PhoQ e alteram sua conformagdo (BADER et al., 2005). Embora as
bactérias possuam diversos mecanismos para resisténcia aos PAMs, ¢ encorajador notar que a
estrutura geral da bicamada lipidica das membranas bacterianas dificulta o desenvolvimento
de uma resisténcia completa contra os PAMs. Além disso, a resisténcia contra os PAMs
relatados até o momento ndo ¢ tao forte quanto a dos antibidticos e cobre apenas um numero

limitado de PAMs (BAHAR; REN, 2013).
3.2 Defensinas

As defensinas representam uma classe de peptideos antimicrobianos catidnicos que
desempenham papéis fundamentais na imunidade inata e adaptativa, bem como nos papéis em
processos nao imunoldgicos. Eles constituem uma antiga e diversa familia de genes, presente
na maioria dos organismos multicelulares, desde plantas, fungos, insetos, moluscos e
aracnideos até mamiferos, incluindo humanos. Durante sua historia evolutiva, as defensinas se
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tornaram altamente diversificadas e adquiriram novas fungdes em diferentes espécies. As
defensinas evoluiram para serem altamente eficientes em suas respostas antimicrobianas a um
grande numero de patogenos (MACHADO; OTTOLINI, 2015).

As defensinas sdo categorizadas em trés subfamilias, o, B € 6, com base em sua matriz
de ligacdo dissulfeto e seqiiéncia primaria de aminoacidos (GANZ, 2003). Evolutivamente
falando, as B-defensinas sdo as mais antigas das defensinas, tragando sua ancestralidade até os
caranguejos-ferraduros. O repertorio gendmico do hospedeiro de defensinas varia
grandemente entre as espécies, tanto no numero de defensinas codificadas quanto na
diversidade de sequéncias (PATIL et al., 2005). As a-defensinas foram encontradas em
primatas, glirios e cavalos, mas ndo em cdes, enquanto que as [-defensinas foram
documentados em todos os mamiferos e também em algumas espécies de ordem inferior
(GANZ, 2003; PATIL et al., 2005). As 0-defensinas sdo unicas, pois sdo codificadas nos
genomas de humanos e primatas ndo humanos, embora um produto génico funcional tenha
sido encontrado apenas em primatas ndo humanos (TANG et al., 1999).

As defensinas classicas de mamiferos sdo estruturalmente pequenos peptideos
catidnicos e ricos em cisteina, com massa molecular entre 3 ¢ 5 kDA (VERMA et al., 2007).
Eles sdo caracterizados por uma estrutura de folha B ligada por trés ligagdes dissulfeto, que

sdo formadas por seis residuos de cisteina (Figura 3) (YANG et al. 2002).

Figura 3 — Estrutura do gene e peptideo de uma B-defensina humana.
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Fonte: Hazlett; Wu, 2011. Modificado por Selsted e Ouellette (2005).

Diferentes B-defensinas estdo presentes em diferentes tecidos epiteliais e mucosas e
podem ser constitutivamente expressas ou induzidas em resposta a varios estimulos
(MATHEWS et al., 1999; KAO et al., 2003). Sua distribui¢do anatomica reflete claramente

sua capacidade de neutralizar diferentes patogenos e eles sao mais abundantes em locais
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propensos as infec¢cdes microbianas para as quais sdo especificos. Por exemplo, a f-defensina
humana 2 (HBD2) ¢ fortemente expressa no pulmao (BALS et al., 1998), a HBD4 ¢ altamente
expressa no estdomago e testiculos (GARCIA et al., 2001) e HBD3 na pele e no tecido tonsilar
(HARDER et al., 2001).

As B-defensinas expressas na pele humana incluem a B-defensina humana 1 (HBD1),
HBD2 e HBD3 (ALI et al., 2001; HARDER et. al., 2001). A pele canina expressa altamente
B-defensinas CBD1 e CBD103 (WINGATE et al., 2008), os homologos de HBD1 ¢ HBD3,
respectivamente (PATIL et al., 2005). Nao existe um homologo claro de HBD2. De fato,
devido as diferencas na estrutura génica e na expressao tecidual, o CBD102 nao ¢ semelhante
ao HBD2 (PATIL et al., 2005). Inicialmente, a HBD1 foi identificada no hemofiltrado de
pacientes em didlise e subsequentemente localizada em células epiteliais de muitos tecidos,
incluindo pancreas, rim e pele (BENSCH et al, 1995; VALORE et al., 1998). A expressao de
HBD-1 ¢ constitutiva. A regido promotora da HBD1 ndo possui sitios de ligagao do fator de
transcricdo frequentemente envolvidos em inflamacdo, como fator nuclear-jB ou AP-1
(proteina ativadora-1), e o transcrito de HBD1 nao ¢ regulado durante a inflamagao (O’NEIL
et al., 1999). A expressao basal de HBD2 ¢ baixa em queratindcitos humanos, mas pode ser
regulada positivamente com inflamag¢do ou estimulagdo patogénica. A andlise da regido
promotora de HBD2 revelou dois sitios funcionais de ligagdo de fator nuclear-jB que sdo
responsaveis, em parte, pela sua regulacdo (KAO et al., 2008). Outra B-defensina que exibe
expressao indutivel na pele humana ¢ a HBD3, homologa do CBD103 em caes. A expressao
da HBD3 pode ser induzida pelo fator de necrose tumoral-a ou pelo contato com bactérias e
nas respostas de cicatrizagdo de feridas (WOLK et al., 2004).

Viérios estudos comecaram a explorar a expressao e a fungdo da -defensina em caes.
A expressao foi identificada nos testiculos (SANG et al., 2005), no rim, tonsila palatina,
traquéia, pulmao, trato gastrointestinal, figado, baco, células mononucleares do sangue
periférico, medula dssea e pele (Figura 4) (CANDILLE et al., 2007; WINGATE et al., 2008;
VAN DAMME et al., 2009; SANTORO et al., 2010; ERLES; BROWNLIE, 2010). Para
avaliar possiveis inducdes da expressao de B-defensina, células epiteliais da traquéia de caes
foram tratadas com lipopolissacarideo e coronavirus respiratorio canino, no entanto, nenhum
estimulo foi suficiente para regular positivamente a expressio de CBD103 (ERLES;
BROWNLIE, 2010). Na dermatite atopica canina, o CBD1 demonstrou ter expressao
aumentada na pele lesionada e ndo lesionada quando comparado com animais controle
saudaveis. Em contraste, a pele lesionada e ndo lesionada exibiu expressao reduzida de

CBD103. Essa reducdo da expressdo de CBD103 pode predispor os cdes com dermatite
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atopica a desenvolver infecgdes secundarias por S. pseudintermedius (VAN DAMME et al.,

2009).

Figura 4. Expressdo diferencial de defensinas. As defensinas sdo expressas em células epiteliais em muitos

orgdos diferentes, incluindo boca, pele, trato reprodutivo, trato gastrointestinal e pulmdes
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Fonte: LEONARD et al., 2012a.

As B-defensinas contém 38 a 50 aminodcidos (JARCZAK et al., 2013) e sdo
sintetizadas em diferentes tipos de células, incluindo linfocitos, mondcitos, neutrdfilos,
células epiteliais e queratindcitos, em forma de pré e pro-peptideos e armazenadas em
granulos na regido citoplasmatica, permitindo rapida liberagdo quando necessario (ZOU et
al., 2007). As B-defensinas identificadas na pele de mamiferos incluem as B-defensina
humana (HBD) 1, 2 e 3, defensina-3 em galinhas, PAM lingual de bovino, B-defensina 2, 3, 4
e 129 em suinos, B-defensina 2 em equinos e B-defensina canina (CBD) 1, 2, 3, 102, 103, 122
e 127 (ZHAO et al., 2001; SANG et al., 2006; WINGATE et al., 2008; VAN DAMME et al.,
2009). Das CBD, apenas a CBD1 e CBD103 tém expressdo cutanea prontamente detectavel,
com a CBD103 com a expressdo mais alta (LEONARD et al., 2012b).

A func¢do mais estudada para as -defensinas € a sua atividade antimicrobiana direta,
através da permeabilizacdo da membrana do patdogeno. Seu exato mecanismo de acdo nao €
completamente compreendido e dois modelos diferentes foram propostos. O primeiro ¢ um
modelo de tapete, onde varios peptideos antimicrobianos opsonizam a superficie do patogeno,
provocando necrose, possivelmente interrompendo a carga eletrostatica através da membrana

(VYLKOVA et al., 2007). O outro ¢ um modelo de poros, com varios peptideos
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oligomerizando e formando defeitos de membrana semelhante a poros que permitem o efluxo
de ions essenciais e nutrientes (HARDER et al., 2001).

A HBDI1 exibe menor atividade antimicrobiana em comparacdo com outras defensinas
(ZAALOUK et al., 2004; YADAVA et al., 2006). Embora HBD1 ¢ HBD2 demonstrem forte
atividade contra bactérias Gram-negativas, como Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa, nenhuma delas ¢ particularmente ativa contra bactérias Gram-positivas, incluindo
Staphylococcus aureus (HARDER et al., 1997). A HBD3, no entanto, tem atividade de amplo
espectro contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, particularmente S. aureus e
fungos (GARCIA et al., 2001; KISICH et al., 2007).

Além da defesa antimicrobiana, as P-defensinas também exibem diversos papéis
imunomoduladores (Figura 5). A HBD2 promove a secre¢do de histamina a partir de
mastdcitos, sugerindo um papel desta defensina na via alérgica (BEFUS et al., 1999). A
HBD2 ¢ quimiotatica para células dendriticas imaturas e células T de memoria. As HBD2,
HBD3 e HBD4 estimulam queratindcitos a aumentar a expressdo génica de muitas citocinas,
quimiocinas e proteinas pro-inflamatorias, incluindo a interleucina-6, interleucina-10,
proteina-1 quimioatrativa de mondcitos e macrofagos. As HBD também induzem a
mobilizagio de Ca*" intracelular e participam do reparo de feridas aumentando a migragio e

proliferacdo de queratindcitos (NIYONSABA et al., 2007).
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Figura 5- Desenho esquematico de atividades imunomoduladoras dos PAMs. Reconhecimento de patégenos por
receptores de reconhecimento de patdgenos (RRPs), como TRLs, células epiteliais, macréfagos e células
dendriticas, levando ao combate aos fagdcitos, bem como a liberagdo de citocinas inflamatorias pro-ativas e
quimiocinas por essas células, subsequentemente, o recrutamento de um agente patogénico leva a maturagao das
células dendriticas. subseqiiente iniciagdo da imunidade adaptativa. Os anticorpos sdo diretamente direcionados a
eliminacdo da patogénese por estimulacdo da quimiotaxia ¢ da diferenciagdo imunolodgica, assim como prevenir
a inflamagdo e as lesdes alérgicas por inibi¢do da citocina inflamatdria pré-inflamatoria e evitar a captura de

endotoxinas bacterianas, como LPS. A regulacdo negativa das respostas pelos PAMs ¢ indicada por setas verdes.
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Os membros da familia defensina possuem uma infinidade de atividades nao imunes e
¢ importante conhecer alguns exemplos da natureza divergente da fun¢do das defensinas
(MACHADO; OTTOLINI, 2015). Alguns membros da familia das f-defensinas tém um papel
importante na reproducao de mamiferos. Por exemplo, héd cinco genes de defensina humana
(HBD125 — HBD129) agrupados no cromossomo 20, que sdo altamente expressos na camada
de células epiteliais do ducto epididimal, que secretam fatores responsaveis pela
espermaturacio (RODRIGUEZ-JIMENEZ et al., 2003). Além disso, o0 HBD118 humano
mostrou ser um potente peptideo antimicrobiano capaz de se ligar ao esperma, provavelmente

fornecendo protecdo contra micro-organismos presentes nos ductos espermaticos (YENUGU
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et al., 2004). E perceptivel como em macacos de cauda longa (Macaca fascicularis) ¢ em
macacos rhesus (Macaca mulatta), existe uma B-defensina similar, denominada B-defensina
126, que ¢ a principal proteina que reveste os espermatozoides (TOLLNER et al., 2008), este
revestimento ¢ perdido no oviduto permitindo que a fertilizagdo ocorra. Em apoio a isso, a
dele¢do de um grupo de nove genes de B-defensina em um modelo de camundongo resultou
em esterilidade masculina (ZHOU et al., 2013). Em estudos em humanos, uma mutagao
comum no HBD126 demonstrou prejudicar a funcao espermatica e a fertilidade (TOLLNER
etal., 2011).

Estudos recentes sugeriram que alguns produtos genéticos da B-defensina, incluindo
HBDI1 e HBD3, podem interagir com uma familia de receptores de melanocortina, modulando
a expressao de pigmentos em caes e possivelmente em humanos (CANDILLE et al., 2007).
Tipicamente, existem dois genes que controlam a troca de tipos de pigmentos: o receptor de
melanocortina 1 (Mclr) e Agouti, que codifica um ligante para o Mclr, que inibe a
sinalizagdo de Mclr. Ativacdo Mclr determina producdo de pigmento escuro eumelanina
exclusivamente, enquanto a inibicdo de Mclr causa a produgdo do pigmento mais leve, a
feomelanina. Alguns estudos conduzidos em melanocitos humanos descobriram um novo
papel da HBD3 como um antagonista do hormonio estimulador de melandcito (a-MSH, um
agonista conhecido do Mclr, que estimula a sinalizacdo de PAM para induzir a produgdo de
eumelanina). Como a HBD3 ¢ produzida pelos queratindcitos, ela pode atuar como um fator
paracrino nos melandcitos modulando os efeitos do a-MSH na pigmentacao humana (SWOPE
et. al., 2012). Além disso, sabe-se que os receptores da melanocortina também estdo
envolvidos na modulagdo da resposta inflamatéria e imunologica (MAASER et al., 20006).

De acordo com Erles e Brownlie (2010), o gene CBD103 ¢ expresso na pele de caes e
nas vias respiratorias, sendo a expressao tecidual padrao semelhante ao da HBD3. A CBD103
apresenta dois tipos de polimorfismos genéticos: um alelo variante com uma delecao de 3
pares de bases na sua sequéncia de codificagdo e uma variacdo no nimero de copias do gene,
onde a delecdo na CBD103, denominado CBD103AG23, foi identificada como uma variante
alélica responsavel pela cor preta da pelagem dominante em caes (CANDILLE et al., 2007),
pois este pode ligar-se com mais afinidade do que CBD103 para o receptor de melanocortina
(Figura 6). Os caes da raga Golden retriever e Labrador retriever codificam o alelo variante
CBD103DG23 e o polimorfismo do niimero de copias do gene CBD103 (LEONARD et al.,
2012a).
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Figura 6 - Determinacdo da cor do pelo no cdo. (a) Sinalizagdo constitutiva do receptor Mc1, localizado na
superficie dos melanocitos, na auséncia de um ligante, resultando na produgido de eumelanina (pigmento preto).
(b) A sinalizagdo defeituosa do Mcllr resulta na sintese da feomelanina (pigmento amarelo ou vermelho). (¢) O
peptideo Agouti antagoniza a sinalizagdo de Mclr, resultando na sintese de feomelanina. (d) A forma variante do
CBD103, CBD103DG23, serve como um antagonista neutro do Mclr e permite que o melandcito sintetize a
eumelanina.
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Fonte: LEONARD et al., 2012a. Figura adaptada de CANDILLE et al., 2007; com colaboragéo
BARSH, 2006.

A atividade das B-defensinas contra infecgdes também tem sido estudada na pele
canina. A CBD103 recombinante e a CBD103DG23 exibiram uma capacidade de gerar morte
antimicrobiana potente e semelhante tanto de Staphyococcus pseudintermedius resistente a
meticilina como sensivel a meticilina. Ambos os conjuntos de CBDs apresentaram potente
atividade antimicrobiana contra bactérias enddgenas encontradas na pele canina (Bacillus
licheniformis, Micrococcus spp. E Bacillus cereus), além de uma cepa laboratorial de

Escherichia coli D31 (LEONARD et al., 2012b).
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3.3 Dermatites

Os problemas dermatologicos em caes sdo bastante comuns, podendo ser causados por
diferentes agentes, entre eles: bactérias, fungos, parasitas, contato com produtos quimicos, €
ainda problemas hormonais e questdes psicologicas, que podem desenvolver dermatites em
fun¢do de um estado depressivo ou de estresse. As dermatites geralmente causam coceira
constante e inchacos na pele, ainda podendo ocorrer o surgimento de manchas, bolhas e
crostas, e a pele tornar-se aspera e descamativa. O prurido € o principal sintoma e maior
indicativo de que alguma dermatite estd se manifestando no animal, associada com o

aparecimento de lesdes e de areas alopécicas (PATEL; FORSYTHE, 2010).

3.3.1 Piodermites

A piodermite canina geralmente ocorre em decorréncia do supercrescimento das
bactérias consideradas residentes da microbiota normal da pele ou da microbiota transitéria.
De acordo Huerta (2011) os microrganismos que sao comumente encontrados na piodermite
canina sdo os Staphylococcus coagulase positiva, sendo que a espécie mais isolada ¢ o
Staphylococcus pseudintermedius e outros como S. aureus e S. scheiferi spp. coagulans
também sao encontrados, porém em menor numero. O Staphylococcus pseudintermedius €
responsavel pela producdo de enterotoxinas, toxinas, toxinas esfoliativas, leucotoxinas,
proteina A e hemolisinas, sendo assim tais toxinas estdo relacionadas com a viruléncia do
agente, adesdo do patogeno ao queratinocito e resposta imune de hipersensibilidade (MILLER
etal., 2013).

As piodermites segundo Ihrke (2006) podem ser classificadas em: externa, superficial
e profunda, ou seja, de acordo com a profundidade da lesdo. Desta forma, nas piodermites
externas as bactérias colonizam a superficie epidérmica, enquanto que nas piodermites
superficiais tem-se o comprometimento da epiderme e epitélio folicular e na piodermite
profunda observa-se envolvimento da derme e em alguns casos do tecido subcutaneo
(CONCEICAO; FABRIS, 2000; LARSSON jr, 2008).

Nas piodermites superficiais, a foliculite ¢ a mais comum das dermatoses, além de ser
a de maior incidéncia entre os caes. As pustulas de impetigo e foliculite s3o muitas vezes
apresentadas como desafios no diagnostico, pois elas rompem facilmente. Na piodermite
superficial ocorre uma invasao bacteriana da epiderme que pode se manifestar de duas

formas. Na primeira, as bactérias podem penetrar no estrato cdrneo com a subsequente
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formagdo de pustulas subcorneanas. Na segunda, as bactérias podem invadir a abertura do
foliculo piloso, causando inflamagdo sendo chamada foliculite (SCOTT et al., 2001).

As piodermites profundas sdo infec¢des bacterianas grave que envolvem os tecidos
mais profundos do que o foliculo piloso. Estas piodermites ndo ocorrem espontaneamente em
cdes normais, pois, sempre hd uma causa da infeccdo, e quando a infeccdo permanece
localizada em uma pequena area, o traumatismo externo ¢ a causa mais frequente. Por outro
lado, quando as lesdes estdo amplamente disseminadas pelo corpo ou generalizadas, o animal
possui uma doenga de base que deve ser pesquisada. Desta forma, os fatores que predispdem
a uma piodermite profunda incluem a imunoincompeténcia do hospedeiro, lesdo dérmica ou
folicular grave causada por uma doenga primaria (demodicose grave) ou por um trauma
(pressao, lambedura ou mordedura intensas e raspados) na regidao infectada (SCOTT et al.,
2001).

A piodermite canina acomete cdes que apresentam qualquer faixa etaria, qualquer sexo
e raga, porém algumas ragas sdo mais predispostas como Bull Terrier e Pastor Alemdo. Em
relacdo as ragas de pelo curto como Doberman, Pinsher, Dogue Alemao, Boxer e Teckel estao
mais predispostos a foliculite superficial (PATEL; FORSYTHE, 2010). As lesdes cutaneas
primarias observadas sdo as papulas eritematosas estas podem ser vistas nas piodermites
superficiais e profundas. O acimulo de pus nos locais intraepidérmicos ou foliculares ¢é
notado a medida que a infeccdo avanga dando origem as pustulas e colaretes epidérmicos
(Figura 7) (LARSSON jr, 2008). Os colaretes epidérmicos que ocorrem em decorréncia das
piodermites, sdo resultados da separagdo do estrato corneo nas margens da lesdo pustular. J&
as areas de alopecias sdo lesoes secundérias observadas, isto ¢ decorrente da perda dos pelos
dos foliculos infectados, denominado por Vieira (2012) como “ruido de traca”. A formagao de
nodulos podem ocorrer nos casos de piodermites profundas, que podem vir a romper em
decorréncia do autotraumatismo e dar origem a papulas crostosas, a presenca de lesdes
hemorragicas pode também acontecer proveniente da ruptura folicular (IHRKE, 2006).

O diagnostico para piodermite canina deve ser baseado no histdrico clinico, exame
fisico e exames complementares (CARLOTTI, 1996), uma vez que algumas doengas
apresentam sintomatologias semelhantes ou podem predispor a piodermite. Desta forma, a
solicitagdo de exames complementares laboratoriais ¢ de fundamental importancia para a
confirmacdo do diagnodstico e possivel tratamento (CODNER; RHODES, 2003;
CONCEICAO et al., 2004).
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Figura 7. LesGes (a: pustulas e b: colaretes epidérmicos) em cées com piodermite superficial.

Fonte: SOUZA, 2009.

3.3.2 Dermatites por acaros

A demodicose canina ¢ uma dermatose parasitdria ndo contagiosa comum causada
pelo acaro folicular Demodex canis que € excessivamente proliferante na pele do hospedeiro
(RAVERA et al. 2013; SINGH; DIMRI, 2014). Na demodicose canina, a inflamagao cutanea
esta associada a proliferacdo excessiva de acaros e a recuperacao clinica dos cdes doentes
geralmente acarreta o tratamento parasitario e a reducdo da populagdao de acaros (FORTON,
2012; MILLER et al., 2013). O Demodex canis ¢ um artropodo aracnideo da Familia
Demodicidae, membro da microbiota cutdnea normal no cdo, que causa dermatopatias em
algumas situagdes especiais, quando ocorre superpopulacio (NUTTING; DESCH, 1978;
HENPF et al., 1988). Segundo Yager e Scott (1992), ndo se trata de uma zoonose, e relatos
brasileiros dao conta que o D. canis ¢ o agente causal de 40,0 a 48,% dos casos de sarna
canina atendidos em hospitais universitarios (BELLATO et al., 2003; SANTAREM, 2007).

A transmissdo ocorre por contato direto da cadela com seus filhotes durante o periodo
de amamentagdo, o que ¢ confirmado pelo fato de filhotes abortados ou nascidos por meio de
cesariana nao albergarem esses acaros (SAKO, 1964; SCOTT et al., 1974). A mae geralmente
ndo apresenta sinais clinicos. Em parte da populacdo canina, o Demodex tem uma ocorréncia
“normal" em animais aparentemente sadios. Mais tarde, somente alguns cdes apresentarao
sinais da doenga, em funcdo de superpopulacdo parasitaria, acreditando-se que isso seja
devido a uma predisposi¢do genética individual, que causa inibicdo generalizada dos
linfocitos T de forma que a pele dos cdes portadores de demodicose ¢ ecologicamente

favoravel a reproducao e crescimento dos parasitos (SCOTT et al., 1974; TIZARD, 2000).
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Sdo reconhecidos dois tipos de demodicose: a demodicose localizada (DL) e a
demodicose generalizada (DG), sendo curso e prognostico bastante diversos (MULLER et.
al., 1985). Quanto a idade dos pacientes, a demodicose pode ser separada em forma juvenil e
forma adulta, de acordo com o surgimento dos primeiros sinais clinicos (Ghubash, 2006). A
forma juvenil ocorre entre trés e seis meses (PARADIS, 1998). Dos seis aos 12 meses ocorre
resolugdo espontanea das lesdes, sendo que a partir dos dois anos, as lesdes podem
recrudescer, iniciando-se a forma adulta da doenca (WOLBERG, 1998).

As lesdes tipicas da DL sao manchas eritematosas e alopécicas na cabeca (figura 8)
e/ou membros toracicos. Pode haver prurido e descamagdo fina, e ocorre recuperagdo
espontdnea na maioria dos pacientes (KWOCHKA, 1993). Nao existe uma defini¢ao
universalmente aceita para a diferenciagdo entre DL e DG (SCOTT et. al., 2001), sendo que
Mueller (2004) considera indicativos de DG o envolvimento de toda uma regiao do corpo, a
existéncia de mais de cinco areas focais e/ou o envolvimento das patas. A DG ¢ uma das
doengas caninas mais severas, iniciando como progressdo da DL, entre trés e dezoito meses
de idade e se evidenciando como DG adulta, apds os dois anos de idade (PARADIS, 1998;
SCOTT et. al., 2001). A técnica de escolha para o diagnostico da demodicose € o exame
parasitolégico de material colhido por raspagem cutdnea profunda, que apresenta facil

execuc¢ao, baixo custo ¢ alta sensibilidade (BOND, 1996).

Figura 8 - Lesoes na face e membros em céo afetado por demodicose.

Fonte: pets e dicas, 2012. (Disponivel em: http://www.petsedicas.com).
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A sarna sarcoptica ¢ uma dermatose papulocrostosa e intensamente pruriginosa dos
caes, causada pelo acaro epidérmico Sarcoptes sacbiei, que pode afetar caes, gatos, raposas e
0o homem por periodos variaveis de tempo. Os acaros preferem a pele com pouco pelo, de
forma que sdo mais comuns nas orelhas, cotovelos, abdome e jarretes. A medida que a doenca
se dissemina e o pelo cai, podem eventualmente colonizar areas maiores do corpo do
hospedeiro. (SCOTT et al., 1996). A doenga dissemina-se rapidamente e pode envolver todo o
corpo, mas o dorso geralmente ¢ poupado. A alopecia esta presente e¢ as lesdes cutaneas
precoces sdao caracteristicas (figura 9). Estas sdo pruriginosas, erupc¢des avermelhadas
papulocrostosas. Frequentemente, apresentam crostas amareladas espessas € a coceira intensa

e constante logo produz escoriacdo extensa (SCOTT et al., 1996).

Figura 9- Sarna sarcoptica. Alopecia e eritema focalmente extensos e acentuados

Fonte: SOUZA, 2009.

3.3.3 Dermatites fiingicas

Dermatofitose ¢ uma micose superficial, causada por fungos denominados
dermato6fitos, microrganismos que possuem um biotropismo especial por tecidos de estruturas
queratinizadas, como pelos, unhas e pele, raramente parasitando c€lulas vivas. Dermatofitos
existem normalmente no solo, ¢ sob determinadas condi¢des, podem parasitar os animais € 0o
homem. Ha trés géneros, causadores das dermatofitoses, Microsporum (M. audouinii, M.
canis, M. gypseum.), Trichophyton (T. tonsurans, T. mentagrophytes, T. rubrum e T
.shoenleinii.) e Epidermophyton (E. floccosum.), sendo uma zoonose de facil disseminagao e

gerando um problema a saude publica (MEDEIROS et. al., 2009).
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A maioria dos casos clinicos de dermatofitose em gatos e cdes € causada por trés
fungos: Microsporum canis, Microsporum gypseum e Trichophyton mentagrophytes. Em
geral, 0 M. canis ¢ a causa mais comum de dermatofitose em gatos e caes. Os dermatofitos
sdo transmitidos por contato com pelo e caspa infectados ou com elementos fingicos nos
animais, no ambiente ou ainda nos fomites (SOUZA et al., 2002). Os caes infectados
frequentemente apresentam 4reas circulares classicas de alopecia indo para a periferia, crosta,
caspa, papulas ou pustulas foliculares, em felinos ocorre com maior frequéncia nas areas
irregulares ou anulares de alopecia com ou sem caspa, os pelos aparecem quebrados e
desgastados, a hiperqueratose folicular pode resultar em comeddes, a alopecia pode ser grave
e disseminada, acompanhada de pouca evidéncia de inflamag¢do (SOUZA et al., 2002).

Malassezia pachydermatis € uma levedura comensal que normalmente estd presente
em baixo nimero nos canais da orelha externa e locais mucocutaneos superficiais em caes.
Essa levedura ¢ caracterizada por sua forma arredondada a oval ou amendoim cléssica com

brotamento monopolar (figura 10) (MILLER et al., 2013).

Figura 10 - Malassezia pachydermatis
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Fonte: vetpractica, 2016. (Disponivel em: https://practica.vet/2017/05/27/malassezia)

A dermatite causada por M. pachydermatis em cdes geralmente ¢ um problema
secundario devido a uma doenga de pele subjacente, como doenga alérgica (incluindo
dermatite atdpica canina e dermatite alérgica a pulga), pioderma bacteriano recorrente e
doencas enddcrinas (especialmente hipotireoidismo) (MAULDIN et. al.,, 1997). Muitos
fatores predisponentes podem resultar que a M. pachydermatis comensal se torne um

patdgeno. Esses fatores incluem aumento da umidade, presenca de dobras cutaneas, alteragao
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dos niveis de pH cutaneo, antibioticoterapia prévia e terapia prolongada com corticosteroides
(MAULDIN et. al., 1997; HNILCA, 2011). Além de ser uma doenga secundaria, um nimero
significativo de caes afetados pela dermatite por Malassezia ¢ afetado por piodermite
estafilococica concomitante. Acredita-se que M. pachydermatis tenha uma relacdo simbiotica
com os estafilococos comensais, que produzem fatores de crescimento mutuamente benéficos
e alteragdes microambientais (MAULDIN et al., 1997).

A dermatite por Malassezia (Figura 11) ¢ comum em caes e os locais acometidos
incluem margens labiais, canais auditivos, axilas, virilha, pescogco ventral, pele interdigital,
pregas faciais ou dobras da cauda, pele perivulvar e pele perianal (PATTERSON; FRANK,
2002). As lesdes podem ser localizadas ou generalizadas. O prurido, um dos principais sinais,
costuma ser grave e ¢ acompanhado de odor desagradavel. As lesdes de pele podem se
apresentar de varias formas, que podem ser afetadas pela cronicidade da doenca, doenca
subjacente primdria, terapia prévia e infeccdo bacteriana concomitante. Algumas
apresentacdes comuns da dermatite por Malassezia incluem: Alopecia regional ou
generalizada com eritema (eritrodermia esfoliativa), seborreia escamosa, crostas ou lesdes
papulocrustosas que se assemelham a infeccdo estafilococica, liquenificagdo e / ou
hiperpigmentagdo (pele semelhante a couro de elefante), hipotricose na margem dos labios
com formagao de crostas e intertrigo (BAJWA, 2017).

Viérias ragas sao predispostas como West Highland White Terrier, Basset hound,
Cocker spaniel americano, Shih-tzu, Poodle, Boxer, Cavalier King Charles spaniel, Pastor
alemao e Dachshund mostrando um aumento do risco de dermatite por Malassezia (BAIJWA,

2017).

Figura 11. Dermatite por Malassezia

Fonte: BAIWA, 2017.
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3.3.4 Dermatite alérgica a picada de pulga

A dermatite alérgica a picada de pulga (DAPP) ¢ uma doenca de pele comum em caes
e gatos sensibilizados as proteinas da saliva da pulga por meio de picadas repetidas ou
intermitentes (HNILICA, 2012). Sendo uma dermatose pruriginosa que resulta da
hipersensibilidade imediata ou mediada por células a varias proteinas presentes na saliva das
pulgas (HARVEY et al., 2004). Um dos antigenos revelados que causa a doenga é denominado
Cte f1, onde cerca de 80% dos caes alérgicos a pulga apresentam uma resposta IgE ao Cte f1. Este
ndo € o unico alérgeno, alguns caes alérgicos a pulga ndo reagem ao Cte fl e nem todos
manifestam a doenca mediada por IgE (BIRCHARD et al., 2008).

Os sinais clinicos geralmente sdo sazonais, meses quentes € no outono, durante o
verdo ¢ a doenca mais comumente constatada pelo clinico, sendo uma razdo comum de
exacerbagdo de prurido em pacientes com DAPP. Em algumas areas e quando a infestagao
ocorre em ambientes fechados, a DAPP pode ndo ser sazonal (BIRCHARD et al., 2008).
Atinge animais de qualquer raca sendo mais comum em ragas atopicas, afetando animais com
idade em média 3-6 anos, mas pode ser observada em qualquer idade (KUHL et al., 2003).
Normalmente, a distribuicdo envolve as areas lombossacral (Figura 12) e caudodorsal, a ponta
dorsal da cauda, as areas caudomediais das coxas, o abdome e os flancos. As lesdes incluem
erupgdes pruriginosas, papulares e crostosas, com eritema secundario, seborreia, alopecia,
escoriagoes, piodermite, hiperpigmentacao e liquenificacdo (HNILICA, 2012).

A DAPP ¢ possivelmente diagnosticada em animais com prurido, envolvimento de
pulga, sendo que o diagnostico mais preciso de DAPP requer a constatacdo de lesdo tipica,
um padrao tipico, um teste intradérmico ou in vitro positivo ao Cte fl (antigeno de pulga) e

uma resposta completa ao controle efetivo de pulgas (BIRCHARD et al., 2008).
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Figura 12 — Cao com DAPP apresentando lesdo alopécica triangular na regido dorsal lombossacral.

Fonte: OLIVEIRA et al., 2010.

3.3.5 Dermatite atopica canina

A dermatite atopica canina (DA) tem sido definida como uma doenga inflamatdria e
pruriginosa da pele alérgica geneticamente predisposta, com caracteristicas clinicas, associada
a anticorpos IgE mais comumente direcionados contra alérgenos ambientais (HALLIWELL,
2006). A DA ¢ uma das doencas de pele mais comuns em caes, com uma prevaléncia de 3-
15% na populagdo geral de caes e representando entre 3% e 58% dos cdes afetados com
doenca de pele apresentados aos veterindrios (HILLIER; GRIFFIN, 2001A; HILL et al.,
2006).

O tema do papel das anomalias da barreira da pele na DA canina € relativamente novo
em compara¢do com o que € conhecido na medicina humana h4 décadas. No entanto, ha
evidéncias crescentes de que existe alguma disfun¢do da barreira da pele, embora ainda ndo se
saiba se existe um defeito primario na barreira cutanea (SANTORO et al., 2015). Todos os
estudos até o momento se concentraram na comparacdo de cdes atopicos com controles
saudaveis e ndo compararam as alteragcdes observadas na pele atopica com o que pode estar
presente em caes com outras doengas de pele. Isto ¢ de grande importancia antes que qualquer
declaracdo definitiva possa ser feita sobre a especificidade das mudangas no que se refere a
DA. E de fato conhecido que a inflamagdo pode piorar a barreira da pele, portanto, ¢
importante lembrar que algumas das alteragdes observadas na pele atopica inflamada podem
ser, pelo menos em parte, devido a presenga de inflamagao, se isso ¢ clinicamente evidente ou

apenas histologicamente presente (MARSELLA; BENEDETTO, 2017).
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Atualmente, vérios estudos relatam redug¢des de ceramidas (YOON et al., 2011),
alteracdes na expressdo da filagrina (SANTORO et. al., 2013a) e maior expressdo das
enzimas envolvidas no metabolismo da filagrina (como calpaina-1, caspase 14 e matriptase) e
aumento da perda de agua transepidérmica em caes com DA (HIGHTOWER et al., 2010). As
alteracdes no teor de ceramida t€m sido associadas ao aumento da perda de dagua
Transepidérmica e a barreira da pele prejudicada. A quantidade de lipidios totais e ceramidas,
incluindo todas as classes de ceramida, ¢ significativamente menor na pele lesionada e nao
lesionada de cdes atopicos em comparagao com a pele normal, com a redugdo sendo mais
severa na pele lesionada (ANGELBECK-SCHULZE et al., 2014). Curiosamente, ndo ha
conexao entre composi¢do lipidica e locais de predilecdo para lesdes de dermatite atdpica
canina (HIGHTOWER et al., 2010). A consciéncia da diminui¢do dos lipidios epidérmicos
desencadeou o foco na aplicacdo topica de emulsdes lipidicas como uma estratégia para a
reparagdo da barreira da pele e melhora dos sinais clinicos (MARSELLA, 2013). Varios
estudos relataram o efeito benéfico da aplicagdo topica de formulagdes a base de ceramida na
restauracdo da composi¢do lipidica no estrato corneo, bem como na melhora dos sinais
clinicos em caes com DA (JUNG et al., 2013; CERRATO et al., 2016).

A relagdo entre disfuncdo da barreira da pele e sensibilizagdo alérgica e inflamagao ¢é
uma via de mao dupla: a funcdo de barreira da pele ¢ agravada pela inflamagdo (STAHL et
al., 2012) e quanto pior a barreira da pele, maior ¢ a propensao para a sensibilizagdo alérgica.
O efeito negativo das citocinas T helper 2 (Th2) na integridade da barreira cutanea ¢ bem
conhecido (SEHRA et al., 2016). O fato de a barreira da pele estar prejudicada determina
como os alérgenos sdo processados e promove uma resposta Th2. Aumento da propensdo para
a sensibilizag¢do alérgica foi demonstrado em um modelo experimental de DA canina apos a
remogao do estrato corneo por fita stripping (OLIVRY et al.,, 2011). Em um estudo
controlado, demonstrou-se que os cdes, em que o estrato corneo foi removido ficaram
sensibilizados mais rapido e com niveis mais elevados de IgE, do que os cdes no qual o
estrato corneo foi deixado no lugar, destacando a importancia da diminuicdo da barreira da
pele, como um dos fatores que facilita sensibilizacao epicutanea a alérgenos (STAHL et. al.,
2012). A exposi¢do ao antigeno apos a remog¢ao do estrato corneo faz com que as células de
Langerhans migrem e a apresentacdo do antigeno dé, predominantemente, uma resposta Th2.
Assim, o defeito da barreira cutinea esta ligado a propensdo para a sensibilizacdo alérgica
apods a exposicado epicutdnea em pacientes atopicos (STRID et al., 2004).

O microbioma refere-se a combinac¢ao de microorganismos e seu material genético. A

grande maioria desses organismos ¢ inofensiva para o hospedeiro e muitos deles sdo
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realmente benéficos. O microbioma &, portanto, de importancia crucial para o hospedeiro. Por
um lado, os organismos “benéficos” ocupam um nicho, evitando a invasdo por bactérias mais
patogénicas. Além disso, esses microrganismos interagem com o sistema imune inato €
adaptativo e educam o sistema imunologico (BELKAID; SEGRE, 2014). O microbioma ¢
dindmico e muda ao longo da vida de um individuo e ¢ afetado por fatores enddgenos e
exdgenos. A biodiversidade (variabilidade entre organismos vivos de todas as fontes) ¢
essencial para educar o sistema imunologico e a perda de biodiversidade tem sido associada
ao aumento do desenvolvimento de doencas inflamatdrias e alérgicas cronicas nos ultimos
anos. Isso ocorre porque o microbioma tem uma fun¢do importante na educag¢do do sistema
imunologico e a diversidade ¢ necessaria para alcancgar a tolerancia (SALZMAN, 2014).

A maior parte da interacdo entre a microbiota comensal ¢ o sistema imune inato visa
prevenir o crescimento excessivo € a infeccdo, obtendo um equilibrio delicado entre a
regulagdo e a homeostase. As alergias sdo dirigidas por uma resposta anormal a
desencadeadores antigénicos inofensivos, levando a inflamacdo cronica. A “hipotese da
higiene” sugeriu que a falta ou diminui¢do da exposi¢cdo microbiana leva a desregulagao Th2
e ao desenvolvimento de alergia. Essa teoria foi agora revisada para algo relacionado,
chamado de “hipotese da microflora”, que sugere que alteragdes na microbiota prejudicam a
tolerancia imunoldgica. Portanto, a perda de biodiversidade devido a mudangas no estilo de
vida, sejam dietéticas ou ambientais, promove o desenvolvimento de um estado atopico, que
entdo promove uma resposta inflamatoria cronica (HAAHTELA et al., 2013).

Em um estudo publicado avaliando as diferengas entre cdes sauddveis e alérgicos
(RODRIGUES et. al., 2014), foi relatado que os caes alérgicos tém menos biodiversidade do
que os cdes normais com um numero maior de Staphylococcus coagulase-positivos em
comparagdo com caes saudaveis. Atualmente nao esta claro se essa menor diversidade ¢ uma
causa ou um efeito. O estudo feito por Rodrigues et al. em caes atopicos, ndo observaram a
gravidade da doenga ou a evolugdo das lesdes de dermatite atopica. Em vez disso, foi apenas
para avaliar as diferencas basicas entre a pele saudavel e alérgica. Este ¢ um importante ponto
de partida para ver se existem diferencas fundamentais entre a pele canina saudavel e atopica.

A DA canina ¢ caracterizada por eritema e prurido que afetam preferencialmente
algumas areas do corpo (Figura 13) (HENSEL et al., 2015). Essas areas incluem o focinho,
pescoco, torax, areas perioculares, pingas, area antebraquial e 4reas axilares e inguinais.
Curiosamente, essas areas foram encontradas para ter maior permeabilidade em comparagao
com outras areas do corpo (HIGHTOWER et al., 2010) por isso pode-se especular que isso

pode ser uma razao para que elas tendam a ser preferencialmente afetados. O prurido ¢ uma
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caracteristica consistente desta condi¢do e tende a piorar quando as infec¢des secundarias se
desenvolvem. A DA canina ¢ agravada por outras alergias, como a alergia a pulgas, e muitos
pacientes podem apresentar sinais de sobreposicao de DA e alergia a pulgas. A presenca de
multiplos gatilhos desempenha um papel muito importante no manejo do prurido, ja que todos
os gatilhos sdo aditivos. A DA desenvolve-se em individuos jovens e ¢ inicialmente, na
maioria dos casos, sazonal. Com o passar do tempo, a DA tem a propensdo de se tornar o ano
todo e de aumentar progressivamente a gravidade. Assim, o curso ¢ cronicamente progressivo
na maioria dos pacientes. Infecgdes secundarias, tanto bacterianas quanto de leveduras,
frequentemente se desenvolvem com autotraumas e a inflamagao torna a pele mais vulneravel

(MARSELLA; BENEDETTO, 2017).

Figura 13 - Extremidades, face, pescogo ¢ torax sdo frequentemente afetados por eritema e prurido em cies com
dermatite atopica.

Fonte: MARSELLA; BENEDETTO, 2017.

Apesar de muitos esforcos para identificar um “teste diagndstico” para DA canina, o
diagnostico permanece clinico. Uma variedade de critérios clinicos (FAVROT et al., 2010;
OLIVRY, 2010) foram considerados ao longo dos anos com sensibilidade e especificidade

variaveis. Independentemente dos critérios, o diagndstico ¢ baseado na histéria, nos sinais
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clinicos e na exclusdo de outras doencas pruriginosas. A deteccdo de IgE especifica para
alérgenos ¢ considerada um critério menor. Assim, o teste de alergia para detectar IgE
especifica para alérgenos, tanto testes soroldgicos como intradérmicos, ndo pode ser usado
para fins de diagndstico, pois eles ndo tém uma grande capacidade de discriminar entre
pacientes normais e atopicos (PUCHEU-HASTON et al., 2015). O teste de alergia ¢ melhor
usado para identificar alérgenos a serem incluidos na imunoterapia especifica a alérgenos,
uma vez que o diagnostico clinico da DA tenha sido feito (MARSELLA; BENEDETTO,
2017).

3.4 B-defensinas e as Dermatites

No surgimento de uma dermatite, a resposta imune inata ¢ produzida, coordenada
pelas células de defesa que produzem peptideos de defesa do hospedeiro, com objetivo de
eliminar os microrganismos. Esta ¢ inicialmente mediada pelos queratindcitos, que sdo células
formadas na camada mais profunda da epiderme (camada basal), cujos receptores de
patogenos podem detectar os antigenos, iniciando uma coordenada reacdo inflamatoéria que
inclui o recrutamento de células brancas e a produgdo de peptideos, como as -defensinas
(LEONARD et al., 2012).

Em resposta a infecg¢do, os epitélios montam uma resposta imune inata que inclui a
producao de peptideos antimicrobianos. No entanto, as vias que ligam infec¢ao e inflamagao
com a indugdo de peptideos antimicrobianos em epitélios ndo sdo compreendidas. Serensen
et. al (2005) analisaram as ligacdes moleculares entre a infeccdo e a expressao de trés
peptideos antimicrobianos da familia B-defensina, HBD1, HBD2 ¢ HBD3 na epiderme
humana. Apo6s exposicdo a moléculas derivadas de microbios, tanto os monocitos como 0s
linfécitos estimularam a expressao epidérmica de HBD-1, HBD-2 ¢ HBD-3 (SORENSEN et.
al., 2005).

A importancia das defensinas na pele esta implicita em estudos de doencgas da pele, a
pele lesionada de humanos com dermatite atopica apresenta expressdao significativamente
menor quando comparada a pele de pacientes com psoriase, sendo a dermatite atdpica
propensa a desenvolver infecgdes de pele. Isso contrasta com os pacientes com psoriase,
embora ambos os distirbios da pele estejam associados a uma barreira cutdnea defeituosa
(HOWELL, 2007). Similarmente ao seu homologo humano, os cdes com dermatite atopica

sao muito suscetiveis a infec¢des secundarias da pele que podem agravar o prurido do
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paciente, complicar o tratamento e comprometer ainda mais a integridade da barreira cutdnea
(KYRA et al., 2008).

No estudo desenvolvido por Santoro et al. (2013b), os cdes com dermatite atopica
obtiveram significativamente maior expressao de mRNA de CBD103 do que os caes controle.
Além disso, a pele atopica com infeccdo ativa apresentou maior expressao de mRNA de
CBD103 e menor expressao de mRNA de CBD1 do que a pele atdpica sem infec¢do. No
entanto, outro estudo ndo observou diferencas significativas no nivel de transcri¢ao de CBD]1,
cBD103 ou TLR2 entre pele atdpica infectada, atopica ndo infectada e pele saudavel
(MULLIN et. al., 2012). A expressdo aumentada ou diminuida de defensinas na pele de caes
atopicos sugere uma possivel alteracdo no sistema imune inato desses animais, o que explica
parcialmente as infec¢des bacterianas secundarias recorrentes em caes com dermatite atdpica

(VAN DAMME et al., 2009).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Termo de consentimento e ético

Todos os proprietarios assinaram um termo de consentimento, autorizando as
raspagens cutaneas dos caes. Este estudo foi desenvolvido seguindo as normas de bem estar
da Comissdao Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA) e foi aprovado

pela Comissdo de Etica no uso de Animais.
4.2 Critério de Inclusao

Caes apresentando lesdes de pele e sinais clinicos (prurido e alopecia) caracteristicos
de dermatite. Esses animais foram avaliados através de anamnese, exame fisico e exames

laboratoriais, como os de raspados cutaneos, cultura fungica e hemogramas.
Caes clinicamente saudaveis e sem histdrico ou presenga de doenca dermatologica.
4.3 Critério exclusiao

Os caes utilizados nesse estudo ndo estavam fazendo uso de glicocorticdides e
antibiodticos sistémicos a no minimo um més. Segundo os proprietarios foram utilizados

apenas antiparasitarios topicos e sistémicos em alguns caes com lesdes de pele.
4.4 Populagoes de cies

Os caes com lesoes de pele tinham idade entre 4 e 14 anos, 4 machos e 4 fémeas, nao
castrados e com dicta a base de ragdes e comida caseira. Os caes saudaveis tinham idade entre
5 meses a 8 anos, 11 machos e 2 fémeas, ndo castrados ¢ com dieta a base de ragdes e comida

caselira.
4.5 Coleta de amostras

As amostras foram coletadas no hospital veterinario e em area domiciliar de alguns
animais. As raspagens cutaneas (Figura 14) foram realizadas utilizando ldminas de bisturi em
21 caes da raga Poodle: onde 13 amostras foram coletadas de animais clinicamente saudaveis
e oito amostras de animais com lesdes de pele suspeitas de dermatite. As amostras dos
animais foram imersas em solucgdo de trizol e armazenadas em -80 °C. As amostras coletadas

em domicilio foram conservadas em RNA later e posteriormente armazenadas a -80°C.
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Figura 14— Coleta de raspado cutineo profundo em céo.

Fonte: QUEVEDO, 2011.

4.6 Extracao e quantificacio de RNA

O método de extragdo de RNA total foi realizado pelo reagente Trizol® (Life
Technologies, Brasil), com adapta¢do do método original descrito por Chomczynski e Sacchi
(1987), utilizando-se uma solucao de fenol e isotiocianato de guanidina, empregando 1 ml de
Trizol para cada 1g de amostra. Em seguida, as amostras foram quantificadas utilizando
espectrofotometro de densidade oOptica — BioDrop uLITE. O aparelho BioDrop pLITE
permite estimar a concentragdo de RNA, em ng/uL, de forma rapida. Também foi possivel

identificar a pureza do RNA através da razdo de absorbancias A260/280 nm.
4.7 Iniciadores utilizados na RT-PCR

Os iniciadores (tabela 1) utilizados foram os da ¢cBD103, cBD1 ¢ o GAPDH como
gene constitutivo, todos a 60 °C. Os iniciadores (tabela 1) foram desenvolvidos com as

respectivas sequéncias génicas pelo programa PRIMER3 (https://primer3plus.com/cgi-

bin/dev/primer3plus.cgi).
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Tabela 1. Iniciadores utilizados na RT-PCR para quantificar as expressdes dos genes CBD1 e CBD103 na pele

de cdes com e sem de dermatite.

Genes Oligonucleotideos Tamanho da
(Iniciadores) Sequéncia (pb)
CBD103 Forward: GCCCTTGCTGTTCTTGATGC 157
Reverse: GCATTTTCGGCCAGTGGAAG
CBD1 Forward: TGCTGGCTTCCTTACGGG 118
Reverse: TAACAGGTGCCATCGATCCT
GAPDH Forward: GGGCCAAGAGGGTCATCATC 167

Reverse: GATGCCGAAGTGGTCATGGA

4.8 RT-PCR
Os niveis de expressoes dos mRNA foram quantificados utilizando o Kit SYBR®
Green One-step (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) seguindo as recomendacdes do

fabricante a um volume final de 10 pl e analisados no CFX96 TouchTM Real-Time Detection

System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

4.9 Analises estatisticas

Os valores de Ct foram obtidos através da RT-PCR e as expressdes de cada um foram
determinadas pelo método 2-ACt, onde o ACt corresponde a diferenca entre o gene
determinante ¢ o gene endogeno (CtcBD — CtGAPDH)). Os perfis de expressdao foram
testados quanto a normalidade e o Teste “t” de Student foi aplicado para diferenciar os niveis
de expressdes entre animais com e sem dermatite através do programa SAS (Versdo

Universitaria). O nivel de significancia foi de p < 0,05.
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5. RESULTADOS

Expressoes génicas das defensinas (cBD1 e cBD103)

Do grupo de caes com lesoes de pele, sete foram diagnosticados com dermatite atopica

canina e um com dermatite alérgica a picada de pulga (DAPP). As duas defensinas avaliadas

estavam expressas na pele dos 21 cdes (caes com dermatite e cdes saudaveis). No entanto, os

genes B-defensina 1 (cBD1) e B-defensina 103 (cBD103) obtiveram uma expressao mais

significativa nos cades com lesdes de pele diagnosticados com dermatites.

A expressdo do gene cBD1 foi mais significativa do que a expressao do gene cBD103,

tanto em cdes com dermatite como nos caes clinicamente saudaveis. Os niveis de expressao

mais significativos foram os do gene CBD1 nos caes com lesdes de pele diagnosticados com

dermatites. (Figura 15).
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Figura 15. Expressdes génicas relativas da f-defensina canina 1 (CBD1) e B-defensina canina 103 (CBD 103)
na pele de caes da raga poodle com lesao (CL) e sem lesdo (SL) de pele.
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6. DISCUSSAO

As PB-defensinas sdo consideravelmente expressas na pele de humanos e de varias
espécies animais como os caes (HARDER et al., 2001; SANG et al., 2006; WINGATE et al.,
2008). Neste estudo podemos observar a expressao de mRNA da cBD1 e cBD103 na pele de
cdes com dermatite atdpica e cdes saudaveis. Os cdes com dermatite atopica apresentaram
maiores niveis de expressao das defensinas cBD1 e cBD103 na pele, em comparagdo com os
caes saudaveis. Esses resultados estdo de acordo com outros trabalhos (VAN DAMME et al.,
2009; SANTORO et al., 2011; SANTORO et al., 2013), que também avaliaram a expressao
de mRNA de algumas defensinas (cBD1, cBD2, cBD3 e cBD103) na pele atdpica e saudavel
de caes. Entretanto, Mullin et al. (2012) que descreveram a expressdao de mRNA para cBDI,
cBD103 e TLR2 em amostras de pele atdpica infectada, ndo infectada e saudavel de caes, nao
encontrou diferengas significativas no nivel de transcrigdo dessas defensinas entre caes
atopicos e saudaveis.

A ¢cBD103 ¢ a B-defensina mais amplamente expressa na pele dos caes (WINGATE et
al., 2008; LEONARD et al., 2012). No entanto, em nosso estudo observamos uma maior
expressdao da cBDI1 na pele dos animais em relacdo a ¢cBD103. O que corrobora com os
resultados de van Damme et al. (2009) que descreveram um aumento significativo de doze
vezes na expressao de cBD1 detectada na pele lesionada de caes atopicos em comparagao
com a pele saudavel, enquanto a pele ndo lesionada apresentou um aumento de cinco vezes
em relagdo a pele saudéavel. O interessante € que esses mesmos cdes do estudo de van Damme
et al. (2009) apresentaram uma expressao reduzida de cBD103, contrariando nossos achados,
no qual encontramos maior expressao das duas defensinas (cBD1 e ¢cBD103) avaliadas nos
caes com dermatite em relagdo aos caes saudaveis. No estudo desenvolvido por Santoro et al.
(2013) foi descrito uma expressao significativa apenas do gene ¢cBDI103 na pele de caes
atopicos em relacdo aos cdes saudaveis. Essas diferencas podem sugerir que algumas
defensinas estejam envolvidas em determinados desafios imunoldgicos e também sua
expressao pode variar dependendo do local e tipo de coleta, como foi relado por Lancto et al.
(2013) e Santoro (2018).

Os trabalhos que abordam a expressio de PAMs na pele de cdes e humanos
apresentam resultados divergentes em relacdo a expressdo de defensinas. Alguns autores
(GAMBICHLER et al., 2008; VAN DAMME et al., 2009; MULLIN et al., 2012; LEONARD
et al., 2012) relatam que pode existir uma tendéncia para reducao desses PAMs na pele

atopica, devido uma alteragcdo na barreira cutdnea desses animais, o que poderia aumentar a
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susceptibilidade a infec¢des bacterianas secundarias. Entretanto, Lancto et al. (2013) ndo
observaram diferengas significativas para a expressdao de cBDI1 e cBD103 entre cdes com
dermatite atopica e caes com outras condi¢des inflamatorias como a adenite sebacea e
sugerem que a reducdo da expressao do gene da defensina ndo ¢ uma caracteristica especifica
da DA.

Santoro et al. (2013) levantaram algumas hipoteses baseadas em estudos anteriores
(LAI; GALLO, 2009; AHRENS et al., 2011; SCHITTEK, 2011) para tentar explicar as
alteragdes na produgdo de defensinas entre a pele atopica e saudavel, na qual sugerem que
pode ocorrer influencia do ambiente imunolégico local, de alteragdes da barreira cutanea,
degradacdo de proteinas e pela presenca de células inflamatérias. As citocinas podem estar
envolvidas com a regulacao da expressao de defensinas na pele de humanos e caes com DA
(HOWELL et al.,, 2006; VAN DAMME et al., 2009). De acordo com alguns trabalhos
(MAEDA et al., 2002; NUTTALL et al., 2002) o nivel de TNF-a pode esta elevado na pele
lesionada de cdes com dermatite atopica, regulando positivamente a expressdo de cBDI1
(VAN DAMME et al., 2009). A CBDI1 foi a defensina que obteve maior expressao
significativa em todos os animais, mas em nosso estudo ndo foram avaliados os niveis de
expressdes de citocinas inflamatorias para verificar tal relagao.

Neste estudo os cdes avaliados eram da raca poodle, mas algumas racas como golden
retriever e labrador apresentam um polimorfismo no gene da ¢cBD103, que ¢ caracterizado
pela coloragdao escura na pelagem desses caes (CANDILLE et al., 2007; LEONARD et al.,
2012). A cBD103 também foi estudada na pele de cdes com Leshimaniose visceral cutidnea
(LVC) através de métodos de imunohistoquimica (HERNANDEZ et al., 2012) e ndo houve
aumento na concentracdo de ¢cBD103 nos animais com LVC em relacao ao grupo controle,
segundo Hernandez (2012) ¢ provavel considerar que a cBD103 nao tenha uma agao efetiva
na imunidade da LVC. O papel das defensinas na dermatite atopica e outras infecgdes da pele
de caes ainda ndo esta totalmente esclarecido, e requer uma andlise mais aprofundada desses
peptideos, considerando variaveis como espécie, raga, sexo, idade, dieta, condigdes

ambientais, estado imunolégico e infecgdes recorrentes.
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7. CONCLUSAO

As diferencas das expressoes dos genes defensinas entre as peles atdpica e saudavel de
cdes da raca poodle pode nos sugerir que a pele lesionada desses animais poderia estar
produzindo uma possivel resposta imunologica através dessas defensinas. Entretanto sdo
muitas as questdes a serem esclarecidas sobre a imunidade da pele e a expressao de defensinas
em cies com dermatite atopica e outros processos inflamatérios e infecciosos da pele. E
importante a realizacdo de outros trabalhos que avaliem a expressao de defensinas na pele de

caes para uma melhor compreensdo desses peptideos na imunidade da pele.
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Anexo

FICHA DE DERMATOLOGIA

IDADE:

QUEIXA PRINCIPAL.:

INICIO DA LESAO:

PRURIDO:

MEDICACAO USADA:

BANHOS:

ACESSO A RUA:

CONTROLE PARASITARIO:

CONTACTANTES:

HABITAT:

PRODUTOS DE LIMPEZA:

LOCAL ONDE DORME:

PISO:

USA ROUPINHAS:

CARPETE / TAPETES:

TEMPERAMENTO:

CASTRADO (A):

ALIMENTACAO:

ACESSO A AGUA:

CUIDADOS DE ORDEM GERAL/VACINA/VERMIFUGO:

OUTROS SISTEMAS:

EXAME CLINICO:

TO

ECTOSCOPIA:

LESAO:

Daorsal

Lesoes primarias
_ Macula

_ Papula

_ Placa

_ Vesicula

_ Pastula

_ Nédulo

_ Tumor

_ Eritema
[0 Cisto

Pulgas
Carrapatos

Lesoes secundarias

_ Comedos

_ Colaretes

_ Descamacao

_ Crosta

_ Escoriacao

_ Erosao

~ Ulcera

_ Liqueinificacao

_ Hiperceratose

"~ Hiperpigmentacéao
_ Hipopigmentacao
_ Alopecia
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ALTERACOES NAO DERMATOLOGICAS:

OBSERVACOES DURANTE A CONSULTA:

EXAMES COMPLEMENTARES:

DIAGNOSTICO PROVISORIO:

DIAGNOSTICO DEFINITIVO:

TRATAMENTO:

DATA DO RETORNO:
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