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RESUMO

A presente dissertacdo esta dividida em trés capitulos. O primeiro capitulo introduz
brevemente o leitor a respeito das consequéncias da obesidade em cées, sobretudo
em relacdo ao sistema cardiovascular. A identificacdo do adip6cito como uma fonte
de producéo de peptideos biologicamente ativos denominados de adipocinas € um
elo fundamental na identificacdo de alteragbes no sistema cardiovascular. O
segundo capitulo aborda os efeitos da hiperleptinemia, caracterizada por um estado
de elevagcdo cronica de leptina presente em individuos obesos, em relagdo a
morfologia e funcdo do coracdo, correlacionando os niveis desta adipocina com
parametros clinicos e ecocardiogréaficos. Aléem de culminar em alteracdes referentes
a estrutura e funcionalidade cardiaca, a obesidade pode levar a distarbios na
conducéo elétrica do coracdo, sendo um fator de risco para o desenvolvimento de
arritmias atriais e ventriculares. Sendo assim, o terceiro capitulo determina os
valores da dispersdo da onda P em cdes com obesidade, discorrendo sobre os
efeitos do prolongamento deste indice eletrocardiografico.

Palavras-chave: obesidade, hiperleptinemia, adipocinas, indice de onda P.



ABSTRACT

This study is divided into three chapters. The first one briefly introduces the reader
about the consequences of obesity in dogs, especially concerning the cardiovascular
system. The identification of adipocytes as a source of production of biologically
active peptides known as adipokines is a key link in the identification of changes in
the cardiovascular system. The second chapter discusses the effects of
hyperleptinemia, a chronic state of elevated levels of leptin, regarding cardiac
morphology and function. Furthermore, we correlated leptin levels with clinical and
echocardiographic parameters. Besides causing changes in cardiac structure which
culminates in impaired functions, obesity can lead to disturbances in the electrical
conduction of the heart and is considered a risk factor for the development of atrial
and ventricular arrhythmias. Thus, the third section determines the values of P wave
dispersion in dogs with obesity and discusses the effects of this electrocardiographic
index.

Key-words: obesity, hyperleptinemia, adipokines, P wave index.
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1 INTRODUCAO

O tecido adiposo é classificado como conjuntivo frouxo, sendo composto por
diversos tipos celulares, destacando-se os pré-adipdcitos, adipdcitos, células-tronco
mesenquimais, células endoteliais, nervosas e de defesa. O adipdcito, também
conhecido como lipocito ou célula de gordura, € a principal estrutura deste tecido,
constituindo cerca de 50% de todo conteudo celular (ZORAN, 2010). Apresenta
diametros que variam entre 10 a 100 um, sendo especializado no armazenamento
de energia na forma de gordura. O adipécito é considerado a unidade
anatomofuncional endocrinologicamente ativa deste 6rgao, secretando substancias
que desempenham importantes fungdes sistémicas no organismo (LEAL & MAFRA,
2013).

A obesidade ¢ definida como o acumulo excessivo de tecido adiposo, sendo
resultante de um desequilibrio entre a energia ingerida e a energia consumida
(MACHADO, 2012). Esta condigdo também esta relacionada a uma desproporgéo na
distribuicdo de gordura pelo corpo. A prevaléncia de sobrepeso e obesidade nos
seres humanos e nos animais domésticos vem aumentando exponencialmente nos
ultimos anos, apresentando propor¢des epidemioldgicas preocupantes (GERMAN,
2006). Na medicina veterinaria, especificamente na espécie canina, a incidéncia da
obesidade varia entre 22% e 44% (ZORAN, 2010).

Esta alteracdo da condicdo corporal esta relacionada a um estado pro-
inflamatoério crénico, levando ao aparecimento de comorbidades decorrentes da
supernutricdo, o que diminui a qualidade e a expectativa de vida do animal
acometido e torna a obesidade um importante tema de estudo (ZORAN, 2010).
Pesquisas recentes tém focado na investigacédo sobre a fisiopatologia da obesidade
e suas consequéncias sobre o sistema cardiovascular de seres humanos (ABEL et
al., 2008; LAVIE et al., 2009; MARINOU et al., 2010; HUANG & LEE, 2012). Além de
ser um 6rgdo de armazenamento de gordura e que participa da termorregulagéo, o
tecido adiposo tem a funcéo de secretar diversos polipeptideos bioativos conhecidos
como adipocinas (LEAL & MAFRA, 2013). As adipocinas atuam principalmente no
controle do apetite e ingestdo alimentar devido as comunicacdes entre o tecido
periférico e o centro hipotalamico. Ainda, estdo relacionadas a a¢fes em diversos
sistemas do organismo, como o0 sistema imunolégico e cardiovascular, além de

regular os niveis eletroliticos e a homeostase da glicose (ZORAN, 2010). Entretanto,
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em individuos obesos, o perfil das adipocinas se altera frente a quantidade e
condicao do tecido adiposo, tendo como consequéncia o aparecimento de distlrbios
metabdlicos que aumentam o risco de doencas sistémicas. Estudos em pacientes
humanos obesos revelaram mudancas estruturais no coracdo, como deposicdo de
gordura nas células do sistema de conducdo, hipertrofia ventricular, além de
obstrucdes coronarianas (ABEL et al., 2008).
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Figura 1 — llustracdo dos adip6citos do tecido adiposo branco, listando algumas das adipocinas
(hormonios e citocinas) secretas por este tecido. ASP: proteina estimulante de acilagdo; IGF-1: fator
de crescimento semelhante & insulina-1; IL-1-6-10-18: interleucinas 1-6-10-18; MCP-1: proteina
quimiotatica de mondcitos-1; MIF: fator de inibicdo de migracdo de macrofagos; NEFA: 4cidos graxos
nao esterificados; NFG: fator de crescimento do nervo; PAI-1: inibidor do ativador do plasminogénio-
1; TGF-B: fator de crescimento tumoral-B; TNF-a: fator de necrose tumoral-a; VEGF: fator de
crescimento endotelial vascular.

A obesidade culmina em um aumento na expressao de adipocinas pro-
inflamatoérias — destacam-se a leptina, TNF-a, fator inibidor do plasminogénio,
resistina, omentina, IL-6 e 0 angiotensinogénio — e uma diminuigdo de adipocinas
anti-inflamatérias — sobretudo a adiponectina (NAKAMURA et al.,, 2014). O
desequilibrio dos niveis de adipocinas tem sido relacionado como um dos fatores
responsaveis por processos de disfungcdo metabolica e dishomeostase, contribuindo

para o desenvolvimento de doencgas cardiovasculares (Figura 2).
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Figura 2 — Comparacgdo estrutural e funcional do tecido adiposo entre organismos com e sem
obesidade, demostrando a producdo de adipocinas de carater pré-inflamatério e anti-inflamatdrio,
bem como sua relagdo com o sistema cardiovascular.

S30 reconhecidos varios tipos de adipocinas pro-inflamatérias que
desempenham diferentes agdes no organismo, destacando-se principalmente a
leptina. A ligacédo da leptina ao seu receptor no centro hipotalamico resulta em uma
série de acontecimentos no organismo que conduzem a saciedade alimentar (LEAL
& MAFRA, 2013). Entretanto, organismos obesos desenvolvem mecanismos de
resisténcia a acao da leptina, seja por problemas em seus receptores ou defeitos na
passagem do hormdnio pela barreira hematoencefalica. Como resultado da
incapacidade da acdo da leptina, o centro de saciedade ndo é ativado e ocorre
manutengdo do balango energético positivo, com maior acumulo de gordura. Por
consequéncia, o organismo desenvolve hiperleptinemia associada a resisténcia a
leptina, resultando na ligagdo deste horménio em seus receptores periféricos,
principalmente alocados no coragao e células endoteliais (YANG & BAROUCH,
2007).



Diante da elevada prevaléncia de caes com obesidade e da escassez de
informagdes sobre o nivel de leptina em cées e os efeitos da obesidade sobre o
sistema cardiovascular, o Capitulo 2 dessa dissertagao discute a agcdo e modulagao
de carater inflamatério e sistémico da leptina que contribuem para o
desenvolvimento de alteracbdes cardiovasculares em caes obesos.

Além de alteragbes de carater inflamatorio sobre o sistema cardiovascular, a
conducao elétrica cardiaca também pode sofrer consequéncias decorrentes da
obesidade, refletindo em alteragbes no exame de eletrocardiografia e,
eventualmente, levar ao surgimento de arritmias cardiacas. No que tange a
eletrocardiografia, a duragéo da onda P reflete as propriedades eletrofisiologicas do
sistema de conducao atrial. A dispersdao de onda P é um indice definido como a
diferenga entre a duracdo minima e a duragdo maxima da onda P em diferentes
derivacdes do exame eletrocardiografico (SEYFELI et al., 2006). E um indice que
reflete a propagacdo descontinua e ndo homogénea dos impulsos sinusais,
indicando o prolongamento do tempo de conducao atrial (KOSAR et al., 2008). Em
humanos, a dispersédo de onda P € um parametro que tem sido utilizado como
predicdo para o desenvolvimento de arritmias supraventriculares, sobretudo a
fibrilacao atrial (SILVA et al., 2013). Além disso, ja é constatado que pessoas obesas
apresentam maior valor de dispersdao de onda P, sugerindo que esta seja uma
condicao associada a um risco aumentado no desenvolvimento da fibrilagao atrial
(KOSAR et al., 2008). Na medicina veterinaria ha poucos trabalhos que avaliam a
dispersdo de onda P em caes. No trabalho de Noszczyk-Nowak et al.(2011), caes
com doenga valvar cronica apresentaram maior valor de dispersdao de onda P
quando comparados a caes saudaveis, embora nenhuma correlagado significativa
entre este parametro e o tamanho do atrio esquerdo tenha sido verificada. Em caes
com disturbios de conducgao inter e intra-atrial, a dispersao de onda P também é
expressivamente elevada (NOSZCZYK-NOWAK, 2012).

Ainda nao existem estudos que verificam a relacao entre a dispersdo de onda
P e a obesidade em caes, bem como sua relagdo com arritmias cardiacas ou
aumento de camaras cardiacas. Tendo em vista a caréncia destas informacgdes, o
Capitulo 3 desta dissertacdo apresenta os valores da duragao de onda P, bem como
a sua dispersdo, comparando e correlacionando as medidas de onda P com

parametros clinicos e ecocardiograficos.
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1.1 OBJETIVO GERAL
Identificar as alteracdes estruturais e funcionais do sistema cardiovascular de

cdes com obesidade.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar as alteracdes ecocardiograficas de cdes obesos;

Verificar se a leptina pode ser um indice de adiposidade em caes;
Correlacionar os niveis séricos de leptina com parametros ecocardiograficos;
Determinar os valores da duracéo e da dispersédo da onda P em caes obesos;
Correlacionar os valores da dispersdao da onda P com o tamanho do atrio
esquerdo.
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2 AVALIACAO DOS NIVEIS SERICOS DE LEPTINA CANINA E SEUS EFEITOS
SOBRE O SISTEMA CARDIOVASCULAR

Assessment of canine serum leptin levels and the effects on the cardiovascular

system

2.1 RESUMO

A leptina é um hormoénio derivado do tecido adiposo que atua majoritariamente na
regulacdo da saciedade. Entretanto, o estado de hiperleptinemia verificado em
individuos obesos proporciona uma série de distarbios no sistema cardiovascular. O
objetivo deste trabalho foi determinar as alteracdes cardiovasculares em caes com
obesidade, correlacionando-as com 0s niveis séricos de leptina canina. Foram
selecionados 76 cées, sendo triados e classificados quanto a condigdo corporal e
presenca de cardiopatia valvar, formando quatro grupos distintos: obeso (Ob),
obeso-cardiopata (ObCar), cardiopata (Car) e controle (Con). Foram realizados
exames laboratoriais, incluindo a dosagem de leptina sérica, além de ecocardiografia
e mensuracdo da pressado arterial sistémica (PAS). Foi verificado maior média de
leptina em cédes com obesidade (grupos Ob e ObCar), que também apresentaram
valores elevados de PAS sistélica e de indices ecocardiograficos relacionados a
hipertrofia excéntrica e concéntrica. A leptina, por sua vez, apresentou correlacao
com os parametros ecocardiograficos diastélicos VEa, (didmetro interno do
ventriculo esquerdo) e PLVEx, (parede livre do ventriculo esquerdo) nos grupos Ob
e ObCar. Sendo assim, verificou-se que a leptina pode estar associada a varias
alteracdes no sistema cardiovascular em cdes com obesidade. Estudos sobre as
acoOes sistémicas das adipocinas sao fundamentais para a determinacéo do elo entre
a obesidade e diversas enfermidades.

Palavras chave: obesidade, adipocinas, hipertenséo, hipertrofia miocardica.

2.2 ABSTRACT

Leptin is a hormone derived from the adipose tissue that acts mainly in the regulation
of satiety. However, a state of chronic hyperleptinemia found in obese subjects
provides numerous disturbances in the cardiovascular system. This study aims at
determining cardiovascular changes in obese dogs, as well as correlating them with
serum levels of canine leptin. We have selected 76 client-owned dogs and classified
them regarding their body condition and the presence of valvular heart disease,
which established four distinct groups: obese (Ob), obese-cardiac (ObCar), cardiac
(Car) and control (Con). Laboratory tests, which included serum leptin dosage,
echocardiography and systemic blood pressure (SBP) measurement were
performed. We have found higher leptin mean values in obese dogs (Ob and ObCar),
which also showed elevated systolic SBP and echocardiographic indices related to
eccentric and concentric myocardial hypertrophy. Leptin correlated with diastolic
echocardiographic parameters, such as LVIDa, (left ventricular internal diameter) and
LVFWa, (left ventricle free wall) in the Ob and ObCar groups. Thus, we have
concluded that leptin may play a role in the development of cardiovascular
abnormalities in obese dogs. Further studies regarding systemic effects of adipokines
are critical for determining the link between obesity and other diseases.

Keywords: obesity, adipokines, hypertension, myocardial hypertrophy.
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2.3 INTRODUCAO

A leptina € um horménio proveniente da decodificagcdo do gene ob, sendo a
adipocina mais bem caracterizada em cées e gatos (ZORAN, 2010). Sua estrutura
molecular compdem ligagcdes polipeptidicas de 167 aminoacidos formando uma
proteina com peso molecular de aproximadamente 16 kDa (ABEL & SWEENEY,
2012). Sua estrutura cristalina indica que a leptina € um membro da familia das
citocinas e possui quatro segmentos helicoidais (MADEJ et al., 1995). Embora os
adipocitos, sobretudo pertencentes ao tecido adiposo branco, sejam o principal local
de sintese, o mRNA da leptina pode ser encontrado na placenta, mucosa gastrica,
midcitos, medula 6ssea, gbnadas, foliculos pilosos e células epiteliais da glandula
mamaria de seres humanos e roedores (HOGGARD et al., 1997; SENARIS et al.,
1997; BADO et al., 1998; SMITH-KIRWIN et al., 1998; WANG et al., 1998; HARRIS,
2000). Entretanto, nos animais da espécie canina, o RNAm da leptina foi encontrado
somente no tecido adiposo, ndo havendo produc¢do nos demais 6rgaos (RADIN et
al., 2009).

A liberagao de leptina pelos adipdcitos € de forma pulsatil, seguindo o ciclo
circadiano (MANTZOROS et al., 2011). Apos ser secretada, a leptina se liga aos
seus receptores (Ob-R), caracterizados por pertencerem a superfamilia de
receptores de citocinas. Foram identificadas seis isoformas dos Ob-R (Ob-R, a Ob-
Rf), com constituicdo, solubilidade e comprimento diferentes (HOUSEKNECHT &
PORTOCARRERO, 1998). Estes receptores, especialmente da isoforma Ob-Ry,
estdo altamente relacionados aos centros da saciedade no hipotalamo, o que
justifica o efeito anorético da leptina quando ligada a este receptor (SINGH et al.,
2010). A ligacao da leptina aos seus receptores no centro hipotalamico resulta em
uma série de acontecimentos no organismo que conduzem a saciedade alimentar:
ocorre estimulacdo de neurbnios anorexigenos (através da agdo de
neurotransmissores, como a cocaina e as anfetaminas) e supressao de neurdnios
orexigenos (também por liberagdo de neurotransmissores, principalmente de
neuropeptidios Y) (ENRIORI et al., 2006). A leptina também suprime a liberagéo de
endocanabinoides, que atuam na regulacdo de neurénios orexigenos (SINGH et al.,
2010; LEAL & MAFRA, 2013).

Entretanto, as isoformas longas e curtas dos Ob-R estdo distribuidas
amplamente em outros tecidos, refletindo o envolvimento da leptina na homeostase
de processos fisiolégicos (CORREIA & HAYNES, 2004; FONFARA et al., 2011).
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Existem evidéncias que a leptina ativa, regula ou modula diversos sistemas
fisioloégicos, como a sensibilizagdo da insulina, a regulagdo do sistema imunologico,
a funcao reprodutiva, o controle da pressao arterial sistémica e agbes no sistema
cardiovascular (HARRIS, 2000; MANTZOROS et al., 2011). A expresséo do gene ob
e consequente producdo exacerbada de leptina em organismos obesos estdo
associadas a uma agao pleiotropica, relacionando a leptina com multiplas a¢des no
organismo, o que a torna um elo fundamental no desenvolvimento de doencgas
relacionadas a obesidade (MARTIN et al., 2008).

A concentragao de leptina esta correlacionada a quantidade de tecido adiposo
do organismo, ou seja, individuos obesos apresentam niveis circulantes elevados,
caracterizando a leptina como um indice de adiposidade do organismo (MARTIN et
al., 2008). Entretanto, foram identificados fatores que predispdem a resisténcia a
agao da leptina. A resposta nao eficiente desta adipocina nos organismos obesos
pode ocorrer devido a saturagdo dos sistemas de transporte, caracterizada pela
incapacidade de atravessar a barreira hematoencefalica. Ainda, sugere-se que
defeitos na sinalizagdo do horménio no hipotalamo bem como a falha na ativagao de
neurdnios-alvo também possam levar a resisténcia (ZORAN, 2010; ABEL &
SWEENEY, 2012; LEAL & MAFRA, 2013). Como resultado da incapacidade da agao
da leptina, o centro de saciedade ndo é ativado e ocorre manutengao do balanco
energético positivo, com maior acumulo de gordura. Por consequéncia, o nivel
circulante de leptina aumenta e o organismo desenvolve hiperleptinemia crénica
associada a resisténcia a leptina (YANG & BAROUCH, 2007; MARTIN et al., 2008;
REN et al., 2008).

A hiperleptinemia esta associada a um estado pré-inflamatério crénico
relacionado a obesidade, sugerindo ligacdo com seus efeitos bioldgicos periféricos
(JANECKOVA, 2001). A leptina esta relacionada com a ativagdo de macréfagos,
producdo de fator de necrose tumoral alfa e de 6xido nitrico-sintase, além da
proliferacdo e migracao de células endoteliais, sugerindo que a hiperleptinemia
proporciona efeitos potencialmente nocivos sobre o sistema cardiovascular
(NEGRAO & LICINIO, 2000; SWEENEY, 2010; ABEL & SWEENEY, 2012). Em
humanos ja foi estabelecido que o aumento desta adipocina estimula a sintese de
diversas substancias e citocinas proé-inflamatérias, como o 6xido nitrico,
angiotensinogénio Il, catecolaminas, fator de necrose tumoral alfa, interleucinas,

entre outros, que consequentemente culminam em hipertensao arterial sistémica,
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desenvolvimento de aterosclerose, aumento de cardiomiocitos, contratilidade
prejudicada, apoptose de células musculares cardiacas, além de hipertrofia, fibrose
e remodelamento cardiaco (CORREIA & HAYNES, 2004; YANG & BAROUCH, 2007;
REN et al., 2008; BOBBERT et al., 2012). Estas alteragdes cardiovasculares sao
causas importantes de faléncia cardiaca, o que pode evoluir para quadro de
insuficiéncia cardiaca congestiva.

No que tange a medicina veterinaria, apesar de ainda serem escassas as
informacgdes sobre a resisténcia a leptina e consequente estado de hiperleptinemia
cronica, este topico tem se tornado um importante objeto de estudo. Foi estabelecida
forte correlacdo entre valores elevados de leptina e a condicdo e o peso corporal de
caes obesos, sugerindo que a leptina pode ser um indice de adiposidade também
nos animais desta espécie (SAGAWA et al., 2002). Além disso, foi verificado que
animais obesos submetidos a perda de peso apresentaram reducao nos niveis
circulantes de leptina quando atingiram o peso ideal (JEUSETTE et al., 2005). Os
efeitos da hiperleptinemia sobre o sistema cardiovascular de caes foram abordados
por Fonfara et al. (2011), que determinaram um aumento da expressao de leptina em
cdes com insuficiéncia cardiaca congestiva. Entretanto, sdo inexistentes as
informagdes que correlacionam as alteracbes de remodelamento cardiaco com
valores da leptina circulante de animais obesos e com condig&o corporal normal.

Tendo em vista os efeitos deletérios sistémicos do estado de hiperleptinemia
cronica, sobretudo em relagdo ao sistema cardiovascular, este trabalho teve como
objetivo identificar as alteragdes cardiacas estruturais e funcionais de cées com
obesidade e com condigdo corporal normal, correlacionando-as com os valores

séricos desta adipocina.

2.4 MATERIAL E METODOS

Foram selecionados 76 caes, de ambos os sexos, de diversas ragas, com
idade minima de oito anos, de porte pequeno ou médio, recebidos para verificacao
da condic&o corporal e avaliagcdo cardiovascular. Os animais foram triados, sendo
submetidos a exame fisico completo, bem como realizacdo de
ecodopplercardiografia, mensuracdo da pressao arterial sisttmica e coleta de

sangue para exames laboratoriais e posterior dosagem de leptina.
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Grupos

De acordo com a condicéo corporal e a presenca ou nao de cardiopatia, 0s
animais foram alocados nos seguintes grupos: Grupo Controle (GCon) - cdes com
ECC ideal, sem doenca cardiaca; Grupo Obeso (GODb) - cdes com ECC indicativo de
obesidade, sem doenca cardiaca; Grupo Cardiopata (GCar) - cdes com ECC ideal,
com doenca cardiaca valvar; Grupo Obeso-Cardiopata (GObCar) - cdes com ECC
indicativo de obesidade, com doenca cardiaca valvar.

Os animais que detinham a condicao de cardiopatia valvar foram classificados
de acordo com o estagio da doenca cardiaca, seguindo o consenso proposto pelo
American College of Veterinary Internal Medicine (ATKINS et al., 2009). O estagio B
é dividido em B1 e B2, sendo o primeiro referente aos animais assintomaticos, que
possuem alteracdo cardiaca ao exame fisico, mas que ndo apresentam
remodelamento cardiaco, enquanto o segundo remete aos cdes também
assintomaticos, mas que possuem alteracbes relacionadas ao remodelamento
cardiaco. O estagio C compreende animais com sinais clinicos da doenca e
alteracdes nos exames de imagem, que necessitam de tratamento para controle da
enfermidade. J& o estagio D engloba pacientes diagnosticados com a doenca em

estagio terminal, em insuficiéncia cardiaca refrataria ao tratamento.

Critérios de excluséo

Foram excluidos da pesquisa animais que apresentassem alteracdes
ecocardiograficas condizentes com cardiopatias congénitas ou cardiomiopatias.
Céaes com suspeita ou confirmacao de hipotireoidismo e diabetes mellitus também
nao foram selecionados. Nao foi realizada a dosagem de cortisol sérico para
investigacdo de hiperadrenocorticismo, entretanto, animais que apresentaram
alteracbes hematolégicas importantes relacionadas a doenca ndo foram
selecionados. Cées em tratamento com corticosteroides bem como aqueles que
detinham o diagndstico de doencgas inflamatdérias sistémicas, neoplasias e infeccoes

generalizadas foram excluidos da pesquisa.

Avaliagéo da condicé&o corporal
A avaliagao da condig&o corporal baseou-se no escore de condi¢cao corporal
(ECC), na determinacdo do indice de massa corporal canina (IMC) e no célculo da

porcentagem de gordura corporal (%GC).
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O ECC é fundamentado na inspecao e palpacdo do gradil costal e cintura
abdominal do animal, utilizando uma tabela com escala numérica de um a nove,
proposta por Laflamme (1997). Foram selecionados animais que apresentaram
escores corporais definidos como condicao ideal (4 e 5) e animais com obesidade (8
e 9) (Figura 1).

Figura 1 — Avaliacdo do escore de condigdo corporal em um cdo. Nota-se a deposi¢cdo de tecido
adiposo em regido de torax, dificultando a definicdo do gradil costal (a). Também pode ser
evidenciado o acumulo de gordura em regido abdominal (b), com a perda da definicdo da cintura
abdominal e deposi¢édo de gordura em regido dorsal (c).

O IMC é um método adaptado da medicina, utilizando o peso e a altura para
sua determinacao. A formula segue aquela empregada em pessoas, sendo igual a
razao entre 0 peso e o0 quadrado da altura. Para a determinacdo da altura do cao,
utilizou-se a medida do comprimento entre a extremidade do 0sso occipital até o
final do calcaneo (MUELLER et al., 2008) (Figura 2).
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Figura 2 — Verificagdo da altura dos cédes. Utilizou-se fita métrica para mensuracdo a partir da
extremidade do osso occipital até o final do calcaneo.
A %GC foi determinada através da mensuracdo de medidas morfométricas

em sitios especificos através do uso de fita métrica simples. Para tal, mediu-se a
distancia entre a tuberosidade do calcaneo e o ligamento patelar médio,
compreendendo a extensdao do membro pélvico (MP.n), além da determinagéo do
perimetro abdominal (PA.n), sendo o valor obtido no ponto médio entre a asa do ileo
e a Ultima vértebra toracica (Figura 3). Estas medidas permitiram o célculo da %GC,
seguindo a féormula proposta por Burkholder & Toll (2000):

e Machos: %GC = (-1,4 X MP.) + (0,77 X PAcym) + 4

e Fémeas: %GC = (-1,7 X MP¢y) + (0,93 X PA) + 5

Figura 3 — Medidas morfométricas em sitios anatdmicos distintos de cdes. A medida entre a
tuberosidade do calcaneo e o ligamento patelar médio corresponde ao comprimento do membro
pélvico (a), enquanto o perimetro abdominal é determinado pela circunferéncia a partir do ponto
meédio entre a asa do ileo e Ultima vértebra toracica (b).
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Exame ecocardiografico

O exame ecocardiografico incluiu a avaliagdo em modo bidimensional, modo
M e avaliacbes de Doppler espectral e colorido utilizando um equipamento
ultrassonografico (Esaote® MyLab™ 30 VET, Génova, Italia) com transdutor
multifrequencial (4-11 MHz). Todos os cdes foram submetidos previamente a
tricotomia da parede toracica, bilateralmente.

A velocidade do fluxo sanguineo na valva mitral foi obtida através da
avaliacdo com o estudo de Doppler pulsado e continuo, em janela paraesternal
esquerda e corte apical de quatro camaras. A velocidade do fluxo mitral foi
determinada apos o alinhamento do cursor do Doppler na abertura dos folhetos
valvares. As seguintes medidas foram adquiridas: pico de onda diastélica referente
ao relaxamento ventricular pleno (onda E), pico de onda diastdlica referente a
contracao atrial (onda A) e a sua razao (E/A). Em janela paraesternal esquerda em
corte apical cinco camaras foi delimitado o tempo entre o final do fluxo adrtico e
inicio da onda E, caracterizando a medida do tempo de relaxamento isovolumétrico
(TRIV) e, posteriormente, a determinacao da relacdo E/TRIV.

Os parametros avaliados pelo modo M foram obtidos a partir de imagens
bidimensionais do eixo curto do coracdo, em janela parasternal direita, em plano
cordal. Foram realizadas as seguintes medidas: septo interventricular em diastole
(SIVd) e sistole (SIVs), diametro interno do ventriculo esquerdo durante a diastole
(VEd) e sistole (VEs) e a espessura da parede livre do ventriculo esquerdo em
diastole (PLVEd) e sistole (PLVES). Devido a variagdo destes parametros de acordo
com o peso corporal de cada céo, foi estabelecida uma indexagcdo de acordo com o
diametro da aorta, obtendo o0s seguintes valores considerados para analise
estatistica: SIVda,, VEdao, PLVEda,, SIVSae, VESa,, PLVESa,. A fracdo de
encurtamento (FS%) e da fracdo de ejecdo (EF%) do ventriculo esquerdo foram
calculados a partir de medi¢cbes de VEd e VEs, utilizando o método de Teichholz. Os
didmetros do atrio esquerdo e da aorta foram mensurados também em janela
paraesternal direita, através de imagem bidimensional do eixo curto do coragéo, em
nivel aortico, com medidas a partir da cuspide ndo coronariana da artéria aorta. Com
a determinacéo destes valores, a relacéo atrio esquerdo:aorta (AE/A0) foi calculada.
Neste estudo, considerou-se valor de AE/Ao > 1,37 como indicativo de
remodelamento atrial (PRADA et al., 2012).

O estudo de Doppler colorido em corte apical quatro camaras foi realizado
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com a finalidade de avaliar o sentido do fluxo sanguineo nas valvas
atrioventriculares. Nos casos de fluxo de regurgitagcdo de sangue em valva mitral
(Vrm) € tricuspide (Vgrr), @ velocidade maxima e o gradiente de pressdo foram

estimados.

Mensuracao da presséao arterial sistémica

A pressao arterial sistémica (PAS) foi medida indiretamente utilizando um
aparelho de Doppler vascular (MedMega DV 610, Franca-SP, Brasil), com os caes
em decubito lateral direito, sendo verificada através do fluxo da artéria digital dos
membros toracicos. Uma vez que o manguito, que media aproximadamente 40% da
circunferéncia do membro, era insuflado e o primeiro som do fluxo sanguineo era
percebido, a presséo sistolica era registrada. O valor final da PAS sistélica (PASS) foi

estabelecido através da média de cinco mensuracdes consecutivas.

Hemograma e bioquimica sérica

Os céaes foram submetidos a coleta de sangue venoso, sendo respeitado um
periodo de restricdo alimentar de 12 horas. As amostras foram armazenadas em
tubos com e sem anticoagulante (EDTA), sendo encaminhadas para analise
laboratorial. Utilizou-se o sangue total para realizagdo do hemograma, enquanto o
soro foi encaminhado para dosagem de albumina, alanina aminotransferase,
colesterol, creatinina, fosfatase alcalina, glicose, triglicerideos e ureia. Ainda, uma
aliquota do soro foi separada e congelada a -20° C para dosagem de leptina. Os
exames bioquimicos foram realizados por uma maquina automatizada (Mindray®
BS-200, Shenzhen, China).

Os caes classificados como obesos também foram testados para
hipotireoidismo. Para tal, foi coletado sangue para dosagem de T4 (tiroxina) livre, por

quimioluminescéncia (Immulite 1000®, Siemens, Erlangen, Alemanha).

Dosagem de leptina sérica

Apoés a coleta de sangue e centrifugacdo, os soros foram armazenados e
congelados a -20° C para posterior andlise. A concentragdo de leptina sérica foi
mensurada pelo método de imunoensaio enzimatico (ELISA) do tipo “sanduiche”
através de teste comercial (Canine Leptin ELISA Kit EZCL-31K, Lot.# 2469194,
Merck Millipore, Missouri, Estados Unidos), segundo recomendac¢des do fabricante.
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Efetuou-se a leitura da placa em aparelho de espectrofotometria (Bio-Rad
Model 550 Microplate Reader, Hercules, Califérnia, Estados Unidos), primeiramente
em comprimento de onda de 450 nm e, na sequéncia, em 570 nm. A absorbancia
final das amostras foi calculada pela diferenca da leitura entre os comprimentos de
onda citados previamente. Para determinacao da concentracéo de leptina, os dados
de absorbancia foram analisados em equacdo logistica sigmoidal de quatro
parametros e o resultado final foi obtido pela média das amostras em duplicata
(Anexos 1 e 2).

Andlise estatistica

Nos quatro grupos estudados foram realizadas medidas de tendéncia central
e de dispersdo dos valores referentes a leptina sérica, peso corporal, IMC, %GC,
SIVdao, VEdao, PLVEdao, SIVSao, VESao, PLVESA., EF%, FS%, AE/Ao, Onda E, Onda
A, E/A, TRIV, E/TRIV, Vru € Vgrr. Realizou-se o teste de D’Agostino & Pearson para
verificacdo da distribuicdo normal dos dados. Para comparacédo de valores entre os
grupos analisados, foi realizada analise da variancia (ANOVA), seguida de teste de
comparacao multipla de Tukey para os dados paramétricos e teste de Kruskal-
Wallis, seguido de teste de comparacdo mdultipla de Dunn para os dados néo
paramétricos. Considerou-se diferenca estatistica quando p<0,05. Ainda, foi
realizada correlacdo de Pearson para os valores normais e correlacdo de Spearman
para os dados em distribuicdo ndo-Gaussiana. Os testes estatisticos foram
realizados através do software GraphPad Prism 5 (La Jolla, Califérnia, Estados
Unidos).

2.5 RESULTADOS

O GOb foi formado por 18 caes (15 fémeas e 3 machos): 7 sem raca definida,
4 poodle, 2 shih tzu, 2 lhasa apso, um pug, um cocker spaniel, um dachshund. Os
animais apresentaram variacdo de peso corporal de 9,5 a 28,8 Kg, com idade média
de 9,77 anos. O GODbCar incluiu 19 cées (13 fémeas e 6 machos): 5 sem raca
definida, 4 poodle, 3 lhasa apso, um dachshund, um schnauzer, um cocker spaniel,
um shih tzu, um yorkshire terrier, um buldogue inglés e um pinscher. Estes caes
obtiveram variacdo de peso corporal de 6,3 e 19,35 Kg, sendo a idade média de
11,7 anos. Dentre os caes deste grupo, todos apresentaram sopro cardiaco na

avaliacao fisica inicial. Foi verificado que 12 animais apresentavam insuficiéncia em
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valvas mitral e tricuspide e 7 cdes apresentram insuficiéncia somente em valva
mitral. Também foram classificados de acordo com o estdgio da doenca cardiaca,
sendo 10 em estagio Bl, 3 em estagio B2 e 6 em estagio C. Ja o GCar
compreendeu 19 cées (6 fémeas e 13 machos): 6 poodle, 3 sem raca definida, 3
dachshund, 2 lhasa apso, 2 schnauzer, 2 shih tzu e um yorkshire terrier. Tiveram
variagcdo de peso corporal de 4,1 e 11,7 Kg, sendo a idade média de 12,21 anos. Na
avaliacao fisica foi detectado sopro cardiaco em todos os caes deste grupo, sendo
verificado pelo exame ecocardiografico insuficiéncia de valvas mitral e tricispide em
15 caes e insuficiéncia somente em valva mitral nos outros 4 animais. No que tange
a classificacdo da doenca cardiaca, 8 cdes estavam em estgio B1, 3 cées e estagio
B2 e 8 animais em estagio C. O GCon foi formado por 20 cées (14 fémeas e 6
machos): 4 pinscher, 4 sem raca definida, 3 dachshund, 3 cocker spaniel, 2 poodle,
um schnauzer, um yorkshire terrier, um Ihasa apso e um beagle. Em relacdo ao peso
corporal, tiveram variacdo de 4,3 e 10,5 Kg, com idade média de 10,95 anos.
Encontram-se na Tabela 1 as medidas referentes a média, seguidas do
desvio padréo das mensuracfes da leptina sérica, do peso corporal em quilogramas,
do IMC e da %GC dos animais pertencentes aos grupos estudados. Houve diferenca
entre a média da concentracao de leptina sérica, IMC e %GC entre 0s grupos, sendo
gque os animais pertencentes aos grupos GOb e GObCar obtiveram valores
significativamente maiores quando comparados aos demais. Em relacdo ao peso
corporal, o grupo GOb apresentou maior média, sendo estatisticamente diferente

dos demais grupos analisados.

Tabela 1 — Resultados da média seguida do desvio padrdo da dosagem da leptina sérica, do peso
corporal, do IMC e da %GC em cées.

Leptina sérica

(ng/mL) Peso (kg) IMC % GC
Obeso 27,35+ 12,86% 17,52 +5,25° 28,80+ 7,24% 36,07 +4,74°
Obeso-cardiopata 24,61 + 12,14a 14,23 + 4,18b 30,82 + 12,33a 34,01 + 5,03a
Cardiopata 572+ 415"  7,38+228° 1577 +4,17° 16,14 + 4,69°
Controle 569+3,27°  7,32+1,90° 15,95+3,73" 16,33 + 3,40°

O gréfico 1 demonstra os valores da média, mediana e valores minimos e
maximos da dosagem de leptina sérica em cada grupo analisado. Os céaes
pertencentes aos grupos GOb e GObCar obtiveram valores significativamente

maiores de leptina sérica quando comparados aos animais do grupo GCar e GCon.
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Independente da condig&o cardiaca, também foi evidenciada diferenca significativa
dos valores séricos de leptina entre os cdes com obesidade (GOb e GObCar) e os

cées com condicdo corporal normal (GCar e GCon).

Grafico 1 — Box plot evidenciando valores de média (+), mediana (linha horizontal) e amplitude

minima e maxima dos valores séricos de leptina de cada grupo e em animais com e sem obesidade.
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No que diz respeito aos valores séricos de leptina, o sexo do animal e a
condicao reprodutiva, ndo foi observada diferenca estatistica (ECC 4 e 5, p=0,3749;

ECC 8 e 9, p=0,1803) entre machos e fémeas, castrados ou inteiros (Tabela 2).

Tabela 2 — Valores de leptina sérica de acordo com o género e condicao reprodutiva dos animais.

n Leptina sérica (ng/mL)
ECC
4e5 8e9
Fémea inteira 11 5,24 + 3,072 37,78 + 14,48°

Fémea castrada 37 6,31 + 4,31° 24,11 +11,77°
Macho inteiro 4 8,03 + 4,16 *
Macho castrado 24 4,78 + 3,162 25,60 + 11,59"

* N&o foi selecionado nenhum cdo macho nao castrado com ECC 8 ou 9.

Os cées dos grupos GOb e GObCar apresentaram valores significativamente
mais elevados de PAS (mmHg) em relacdo aos demais: GOb - 167,4 + 13,61%
GObCar - 162,8 + 21,992, GCar - 142,2 + 22,82°; GCon - 128,9 + 8,54° (p<0,0001).
Em analise individual de cada grupo, cerca de 88% (16/18), 63% (12/19) e 32%
(6/19) dos animais dos grupos GOb, GObCar e GCar,
apresentaram valores de PAS superior a 150 mmHg, enquanto nenhum céao do

respectivamente,

GCon obteve este valor ou maior.
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O gréfico 2 mostra as correlagfes entre os valores de leptina com os indices
concernentes a condi¢cdo corporal e a PAS do animal. Houve correlagdo positiva,
significativa e alta entre a leptina e a %GC (r = 0,963), o IMC (r = 0,9379), 0 peso
corporal (r = 0,8645) e a PAS (r = 0,8493).

Grafico 2 — Correlacdo entre os niveis séricos de leptina e os valores referentes a %GC, IMC, peso
corporal e PAS.
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Na Tabela 3 estdo identificados os resultados da média e do desvio padrao
dos parametros ecocardiograficos avaliados em cada grupo. Houve diferenca
estatistica significativa entre a média dos seguintes parametros: SIVda, (p=0,0013),
VEda, (p<0,0001), PLVEda, (p<0,0001), SIVsa, (p<0,0001), PLVESsa, (p=0,0005),
EF% (p=0,0471), FS% (p=0,0486), AE/Ao (p<0,0001), onda E (p=0,0004), onda A
(p=0,0003) e E/TRIV (p=0,0012). Os cées do GObCar apresentaram valores
significativamente maiores de SIVda,, EF% e FS% quando comparados aos outros
animais. A VEdao, AE/A0, velocidade de onda E e de onda A, bem como a relagéo
E/TRIV foram significativamente maiores nos grupos GObCar e GCar. Os animais do
grupo GCon apresentaram menores valores relacionados a VEdao,, PLVEdae, SIVSao

e PLVEsa, quando comparados aos demais.
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Tabela 3 — Resultado da média e desvio padrao dos parametros ecocardiograficos dos caes dos
quatro grupos avaliados.

Obeso Obeso-cardiopata  Cardiopata Controle

SIVda, 0,41 + 0,042 0,51 + 0,14 0,41 + 0,102 0,40 + 0,062
VEdao 1,68 + 0,222 1,77 +0,18% 1,97 + 0,28° 1,28 + 0,05°
PLVEd,, 0,38 + 0,072 0,39 + 0,052 0,40 + 0,052 0,33 +0,03°
SIVsa, 0,66 + 0,13% 0,76 + 0,15% 0,72 £ 0,122 0,54 + 0,09°
VESao 0,93+ 0,232 0,97 + 0,282 1,09 + 0,252 0,90 + 0,162
PLVESao 0,68 + 0,192 0,74 +0,18?2 0,69+ 0,182 0,51 + 0,10°
EF% 78,28 +9,10° 81,26 + 8,86 76,32 +7,75° 73,55+ 8,612
FS% 4550+ 7,622 49,95+ 9,60 4421 +7,65% 42,75+ 7,832
AE/Ao 1,10 + 0,102 1,35 +0,21° 1,46 + 0,34° 1,10 + 0,092

Onda E (cm/s) 73,84 +13,21%
Onda A (cm/s) 69,34 + 19,16°

100,8 + 40,41%
86,37 + 16,41°

109,1 + 45,00°
84,03 + 22,84

71,43 +14,23?
63,56 + 13,752

E/A 1,12 + 0,292 1,17 + 0,412 1,31 + 0,45° 1,15+ 0,222
TRIV (ms) 53,83 +15,40* 51,47 +15,54* 44,05+ 12,67* 50,65 * 15,36
E/TRIV 1,43 +0,34° 2,33 +1,63% 2,96 + 2,04° 1,46 + 0,35°
Vrm (€m/s) - 577,6 +45,92%  586,0 + 63,87% -
Vgt (cm/s) - 302,1 +107,3*  287,7 + 93,51° -

SIVdp, e SIVsp: septo interventricular em diastole e sistole, respectivamente, indexados ao diametro aortico; VEda, € VESa.:
cavidade do ventriculo esquerdo em diastole e sistole, respectivamente, indexados ao diametro aértico; PLVEda, € PLVESh.:
parede livre do ventriculo esquerdo em diastole e sistole, respectivamente, indexados ao diametro adrtico; EF%: fragdo de
ejecdo; FS%: fracdo de encurtamento; TRIV: tempo de relaxamento isovolumétrico; Vgrum: velocidade do fluxo de regurgitagéo
da valva mitral; Vgr: velocidade do fluxo de regurgitacéo da valva tricispide.

Em andlise individualizada, 10/18 (56%) cdes do grupo GOb apresentaram
elevados valores de VEd e 8/18 (44%) tiveram aumento nas medidas de PLVEd,
indicando remodelamento ventricular excéntrico e concéntrico, respectivamente. Ja
no grupo GODbCar, 13/19 (68%) dos animais apresentavam valores aumentados de
VEd e 11/19 (58%) de PLVEd. Ainda, 9/19 (47%) dos caes deste grupo obtiveram
aumento da relacdo AE/Ao, indicando remodelamento atrial. Nos animais do grupo
GCar, 10/19 (53%) tinham hipertrofia ventricular excéntrica, enquanto apenas 3/19
(16%) apresentaram hipertrofia ventricular concéntrica e 11/19 (58%) dos animais
tinham a AE/Ao > 1,37. Os animais do grupo GCon obtiveram valores normais em
relacdo as medidas do modo M e do diametro do atrio esquerdo.

Em relacdo a classificacdo da doenca valvar cronica, ndo houve diferenca
estatistica dos valores de leptina entre os animais em diferentes estagios
(p=0,9249). Correlacionaram-se 0s niveis séricos de leptina com 0s parametros
ecocardiograficos (Grafico 3). Houve correlacdo significativa entre os valores de

leptina e o VEdao € a PLVEA, N0os grupos de cées obesos (GOb e GObCar).
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Grafico 3 — Correlacao entre os niveis de leptina sérica e os parametros ecocardiograficos indexados
ao diametro da aorta referentes ao diametro interno do ventriculo esquerdo em diastole (VEd,,) € a
parede livre do ventriculo esquerdo em diastole (PLVEd,,) em caes.
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2.6 DISCUSSAO

Os resultados deste trabalho mostraram aumento na concentragdo sérica de
leptina em caes com obesidade, independente da doenga cardiaca, além de terem
sido evidenciadas correlagdes significativas entre os niveis de leptina e os indices de
avaliagdo da condicdo corporal, bem como associa¢des entre os valores desta
adipocina e a presenca de hipertensao arterial sistémica e hipertrofia cardiaca.

De forma majoritaria, a identificagdo do sobrepeso e obesidade em caes se
revela uma avaliagdo subjetiva. Sendo assim, a estimativa quantitativa da
adiposidade se torna uma ferramenta essencial para o diagnostico, prevengao e
terapia desta condicdo. No presente trabalho foram estipulados 4 métodos de
identificacdo da obesidade em caes: avaliagdo do ECC, célculo do IMC e da %GC,
bem como a dosagem da leptina. Apos a descoberta desta adipocina e de sua
relacdo com o gene ob, Maffei et al. (1995), determinaram os valores de leptina em
roedores e humanos com obesidade e apds a perda de peso. Verificou-se alta
correlagao positiva entre os valores de leptina e o IMC em ambas as espécies, nas
duas fases do experimento. No estudo de Feitosa et al. (2007), os niveis de leptina
tiveram correlagdo positiva com medidas antropométricas e dados de massa gorda
obtida por bioimpedancia em mulheres obesas. Ja Gémez-Ambrosi et al. (2002),
verificaram alta correlacdo positiva entre os valores de leptina e medidas de
pletismografia por deslocamento de ar, também em pessoas com obesidade. Em
caes, a leptina circulante esta aumentada tanto na obesidade induzida
experimentalmente, quanto em caes de estimagdo com maiores valores de ECC. Os
estudos de Ishioka et al. (2007) e Park et al. (2014), concordam que valores de
leptina plasmatica sdo mais elevados quanto maior o ECC. Jeusette et al. (2005)
induziram a condicdo de obesidade em caes atraves do fornecimento de
alimentacao hipercaldrica até os animais atingirem a obesidade e verificaram niveis
significativamente maiores do que em animais com condi¢ao corporal normal. Ainda,
proporcionaram uma fase de perda de peso dos caes obesos, sendo verificado que
os niveis de leptina reduziram apds os animais atingirem condigdo corporal normal.
O resultado do nosso estudo demonstra também valores significativamente elevados
em animais obesos. Além de verificar alta correlacdo entre os niveis de leptina e o
ECC em céaes, Sagawa et al. (2002) efetuaram a analise da porcentagem de gordura
corporal pelo método de diluicdo de deutério, resultando também em valores

altamente correlacionados. Além de considerar o ECC, o nosso trabalho demonstrou
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elevada correlagdo dos niveis séricos de leptina com o calculo do IMC e da %GC,
parametros que utilizam medidas morfométricas para sua determinagdo, o que
sugere que a dosagem desta a adipocina pode ser um marcador quantitativo de
adiposidade também nos animais da espécie canina.

Embora a leptina seja secretada de forma continua pelos adipdcitos, sua
concentracdo na circulagdo obedece ao ciclo circadiano. Ishioka et al. (2005)
verificaram variagdes diurnas da concentragao da leptina em cées em periodo pos-
prandial, sendo os maiores valores encontrados em 5 a 8 horas apds ingestao de
alimento. Tais variagdes diurnas desapareceram quando os caes foram mantidos em
restricdo alimentar. No nosso estudo, anteriormente a coleta das amostras
bioldgicas, todos os cades foram submetidos a jejum alimentar de no minimo 12
horas e a coleta foi efetuada no periodo matutino. A transcricdo do gene ob e
secrecao de leptina também sdo comprovadamente influenciadas por varios
mediadores metabdlicos e inflamatorios, incluindo a insulina, glicocorticoides e
citocinas (JANECKOVA, 2001; MANTZOROS et al., 2011). Como forma de evitar
variagdes na concentragao de leptina que nao fossem relacionadas a sua fisiologia,
no nosso estudo nao foram selecionados animais com suspeita ou confirmacio de
doencas endocrinas (hipotireoidismo e diabetes mellitus), metabdlicas e
inflamatarias.

Os efeitos do género e do estado reprodutivo dos animais foram analisados
através da comparacao dos valores séricos de leptina entre machos e fémeas e de
caes castrados ou nao. Verificou-se que nao houve diferenca entre machos e
fémeas, castrados ou nao, tanto em animais obesos quanto em caes com condicao
corporal normal. Estes resultados parecem ser consistentes com os estudos de
Ishioka et al. (2007), que também verificaram que concentragdes de leptina no
plasma nao foram diferentes entre cades machos e fémeas, independentemente de
seu ECC. Além disso, Sagawa et al. (2002), verificaram que o nivel plasmastico de
leptina ndo se alterou em beagles do sexo feminino apds ovariohisterectomia,
demonstrando a nao influencia da condi¢ao reprodutiva nos valores desta adipocina.
Entretanto, em humanos e ratos tem sido relatado que as concentracdes de leptina
no plasma sao mais elevadas nas fémeas do que machos, dependendo da
quantidade de leptina segregada a partir da placenta e glandula mamaria
(OSTLUND et al., 1996; MASUZAKI et al., 1997). Diferentemente do que ocorre nos
animais destas espécies, a expressdo do gene ob em caes parece estar confinada
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estritamente ao tecido adiposo branco (EISELE et al., 2005; RADIN et al., 2009).
Sendo assim, estudos relacionando os niveis de leptina com hormdnios sexuais,
sobretudo em cadelas prenhes, sdo necessarios para esclarecer esta questao.

A obesidade aumenta a morbidade e mortalidade cardiovascular, em parte, ao
induzir um quadro de hipertensao sistémica (KSHATRIYA et al., 2010; RAHMOUNI,
2010). Neste trabalho, animais obesos apresentaram valores de PAS
significativamente mais elevados quando comparados a animais com condicdo
corporal normal, independente da presenca de cardiopatia valvar. Também foi
observada correlacéo significativa dos niveis de leptina com a PAS, o0 que sugere a
participacdo desta adipocina na regulacdo da pressao arterial, sobretudo em
pacientes obesos. Em humanos, a fisiopatologia da hipertensdo associada a
obesidade é multifatorial e a leptina desempenha importantes acées que culminam
na elevacédo da PAS (BELTOWSKI, 2006). Tanida et al. (2000) verificaram ativacao
renal exacerbada do sistema nervoso simpatico (SNS) em ratos submetidos a
aplicacao de leptina em tecido perirenal, sugerindo que esta adipocina pode ter acéo
local ao estimular fibras aferentes de maneira paracrina. J& Satoh et al. (1999)
investigaram o efeito da leptina sobre as catecolaminas em modelos de roedores e
observaram um aumento significativo na concentragdo plasmética de adrenalina
apos administracdo de leptina. Além disso, em um estudo in vitro de Quehenberger
et al. (2002), a leptina foi associada a producdo de endotelina-1, substancia
mediadora do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), sugerindo regulacéo
sinérgica entre estas duas proteinas. De uma forma geral, o estado de
hiperleptinemia crénica em individuos obesos conduz a um quadro de desbalanco
no sistema neuro-hormonal, proporcionando acentuacdo da atividade simpatica
renal, bem como aumento da sintese de catecolaminas, o que culmina em ativacao
do SRAA, vasoconstricdo periférica e retencdo de sédio (MALMQVIST et al., 2002).
Além de ter acado direta na ativacdo do SNS e na producdo de catecolaminas, a
leptina possui acdo sobre substancias vasoativas produzidas pelo endotélio,
sobretudo o 6xido nitrico (NO). Em sua esséncia, o NO desempenha grande
importancia no controle cardiovascular, tanto na resisténcia vascular periférica como
na agregacdo plaquetaria, atuando como um fator relaxante que promove
vasodilatacdo (KSHATRIYA et al.,, 2010). Estudos experimentais em ratos
verificaram que a leptina estimula a producdo sistémica de NO, sugerindo,

controversamente, que o horménio também participa de mecanismos hipotensivos,
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mesmo ativando e estimulando o SNS (BELTOWSKI et al., 2002). Entretanto, em
individuos obesos ocorre um desequilibrio entre os seus efeitos pressores e
depressores, sendo necessarios mais estudos que caracterizem 0S mecanismos
diretos e indiretos da leptina sobre os sistemas hormonais que regulam a PAS em
caes.

Nesta pesquisa foi demonstrado que a condigdo de obesidade em cées,
independente da presenca de doenga cardiaca, esta relacionada ao remodelamento
ventricular. Foi verificado tanto hipertrofia ventricular esquerda concéntrica (aumento
de PLVEao e/ou SIV,,), quanto excéntrica (aumento do VEda,) em grande parte dos
cées do grupo GOb. O fato de termos verificado varios cdes obesos com hipertrofia
ventricular concéntrica concorda com os dados da pesquisa de Mehlman et al.
(2013), que encontraram evidéncias ecocardiograficas e post mortem de aumento da
parede livre do ventriculo em caes com obesidade. As caracteristicas de
remodelamento ventricular concéntrico assimétrico se assemelham ao encontrado
em humanos obesos nao hipertensos. Possivelmente, a severidade e a duragao da
obesidade, bem como seus efeitos pré-inflamatérios crénicos e o tipo de dieta
fornecida contribuem para o desenvolvimento desta condigdo (SHARMA et al., 2007;
JECKEL et al.,, 2011; RIDER et al., 2011). Neste trabalho, também deve ser
considerado que varios animais com obesidade detinham condi¢dao de hipertensao
sistémica, o que gera sobrecarga de pressdo em ventriculo esquerdo, também
proporcionando espessamento do septo interventricular e/ou da parede livre do
ventriculo esquerdo. Estudos futuros com caes obesos normotensos devem ser
realizados a fim de verificar se esta condicdo pode estar associada ao
desenvolvimento da hipertrofia concéntrica do ventriculo esquerdo de forma conjunta
a obesidade. Ja a hipertrofia excéntrica do ventriculo esquerdo, também verificada
nos animais obesos deste trabalho, esta de acordo com a suposi¢ao geral de que a
obesidade esta associada a um aumento da massa corporal, produzindo maior
volume plasmatico e consequentemente levando a um maior débito cardiaco. Estas
alteragcbes hemodinamicas culminam em sobrecarga ventricular esquerda,
resultando em dilatagcdo da camara ventricular, normalmente de forma discreta, além
de estar associada a diminuicdo do colageno e degeneragdo de cardiomidcitos
(ZHENG et al., 2009; CUSPIDI et al., 2014).

No que tange os niveis circulantes de leptina e o0s parametros

ecocardiograficos, verificou-se importante relagéo da leptina com a PLVEda, € VEda,
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nos caes obesos (GOb e GObCar), o que esta associado a hipertrofia concéntrica e
excéntrica. O efeito hipertrofico da leptina € associado a numerosos processos de
sinalizacao celular, alguns dos quais atuam em conjunto para modificar a regulagao
da transcricdo que resultando no fendétipo hipertrofico (SWEENEY, 2010). Diversos
estudos tém relacionado a leptina como um agente que promove indiretamente a
hipertrofia do coracdo (KARMAZYN & RAJAPUROHITAM, 2014). Em condigdes in
vivo, as acbes cardiovasculares da leptina promovem um efeito estimulador
simpatico central, resultando em consequéncias dependentes do SNS, tal como a
elevagdo da pressao sanguinea e efeitos inotrépico e cronotrépico positivos. No
entanto, a hiperleptinemia crénica pode exercer acdes diretas no coragdo € no
endotélio vascular através de mecanismos de sinalizagcdo celular dependentes de
Ob-R. De forma contraria a acao sobre a estimulagcao do SNS, Nickola et al. (2000)
verificaram que a leptina proporcionou um efeito inotrépico negativo, por induzir a
producdo de NO em midcitos ventriculares murinos isolados. O inotropismo negativo
também esta relacionado a sinalizagao intracelular, através ativagao do sistema de
transducdo de sinal pela proteina Janus quinase (JAK2-STAT3), desencadeando
uma cascata de reagbes que culminaram na transcricdo de genes promotores da
hipertrofia cardiaca (WOLD et al., 2002). N&o foi verificado aumento nas fragbes de
ejecado e encurtamento assim como taquicardia em caes deste trabalho. Abe et al.
(2007) também estudaram a hipertrofia cardiaca causada pela leptina e constataram
sinais de alongamento do cardiomiocito, mediada também pela ativagao do sistema
JAK2-STAT3. Por sua vez, Rajapurohitam et al. (2003) evidenciaram a hipertrofia
cardiaca apos administracdo de leptina em cobaias murinas, caracterizando um
aumento no volume dos cardiomiocitos, aumento da sintese proteica tecidual e
regulacao positiva e elevada nos marcadores genéticos de hipertrofia cardiaca. Ja
foi definido que a leptina participa de outros mecanismos estimulantes da hipertrofia,
como a ativagao de proteinas-quinases ativadas por mitégenos (MAPK), bem como
a estimulagao por parte de Rho-quinases (RhoA/ROCK), ambas culminando em
alteragbes na dinamica da actina (ZEIDAN et al., 2006). Outra agdo que culmina em
hipertrofia cardiaca proporcionada pela leptina € relacionada a mudangas na
estrutura da matriz extracelular (MEC) do miocardio (SWEENEY, 2010). A MEC e o
metabolismo das fibras colagenas sao regulados por metaloproteinases (MMP). Em
estudo in vitro com cardiomidcitos murinos foi verificado que a administracdo dose

dependente de leptina aumentou a atividade de MMP-2 por sinalizagao intracelular
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de MAPK (SCHRAM et al., 2010). Apesar de verificar sinais de hipertrofia ventricular
excéntrica e concéntrica em caes obesos e de observar correlacdo entre os valores
elevados de leptina e o tamanho da camara e espessura da parede ventricular
esquerda, os indices que avaliam a fungao sistdlica e diastélica estavam
preservados nos caes deste trabalho. Os efeitos deletérios da leptina e da
obesidade sobre o sistema cardiovascular possivelmente estdo relacionados a
severidade e cronicidade em que esta condicdo se instala, sendo necessarios
estudos longitudinais com caes com obesidade cronica para acompanhar esta
relagao.

Outras alteragdes de parametros ecocardiograficos que encontramos neste
estudo foram em relacédo a velocidade da onda E e a relagdao E/TRIV, que séo
indices relacionados a predicdo do desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca
congestiva (SCHOBER et al., 2010). Verificamos valores significativamente mais
elevados destes parametros ecocardiograficos nos animais dos grupos GCar e
GObCar. Nestes grupos foram incluidos caes em diferentes estagios de doenga
cardiaca, inclusive animais em estagio C, o que culminou em maior média da
velocidade da onda E e da relacdo E/TRIV. Determinou-se assim que, apesar de
participar de processos de remodelamento cardiaco, a obesidade per se nao esta
envolvida nestes indices de desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca congestiva.

Em pessoas, foi determinado que o aumento das concentragdes sanguineas
de leptina correlaciona-se com a classe de insuficiéncia cardiaca, além de possuir
valor prognéstico (SCHULZE et al.,, 2003). Fonfara et al. (2011) verificaram
correlacdo entre altas concentragdes de leptina expressa no miocardio de caes e
estagios avangados da doencga cardiaca, inclusive em refratariedade terapéutica. A
associacao entre a concentragdo sérica de leptina canina com as distintas
classificagdes da insuficiéncia cardiaca ndo foi encontrada neste estudo,
possivelmente, pela selecdo de grande parte de animais com doenga cardiaca
inicial, ainda compensada. Por conseguinte, o papel da leptina como um marcador
de progndstico em caes com doenca cardiaca ainda ndo € conhecido e necessita de
mais investigagao.

Um grande desafio para pesquisas futuras €& compreender como as
adipocinas interagem entre si e de forma sistémica, modificando a estrutura e fungao
cardiaca. Esta vem a ser uma interessante area de estudo, ndo s6 no que diz

respeito a obesidade, mas também em relacdo ao papel do tecido adiposo como
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orgao enddcrino que regula a fungado cardiaca tanto de forma fisiologica quanto na

presenca de cardiopatias.

2.7 CONCLUSAO

Desde sua descoberta inicial ha pouco mais de 20 anos, o conhecimento
sobre as acdes biolégicas da leptina tem se expandido de forma substancial.
Embora listada como um fator conexo a saciedade alimentar e a homeostase de
energia, a leptina pode estar envolvida no desenvolvimento de hipertensao arterial
sistémica e hipertrofia miocardica, sendo um elo biolégico fundamental entre a

obesidade e distUrbios cardiovasculares também em cées.
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3 DETERMINACAO DA DISPERSAO DA ONDA P EM CAES OBESOS
Determination of P wave dispersion in obese dogs

3.1 RESUMO

A dispersado da onda P (P4) € um indice eletrocardiografico definido como a diferenca
entre a duracdo minima e maxima da onda P em mdltiplas derivacbes. O
prolongamento da Py reflete a despolarizacao atrial descontinua e ndo homogénea,
sendo resultado de doencas cardiacas e nao cardiacas. Em humanos, a elevacéo
da P4 estd envolvida no desenvolvimento de arritmias cardiacas, sobretudo a
fibrilacdo atrial (FA). O objetivo deste trabalho foi determinar o valor da P4 em cées
com obesidade. Foram selecionados 76 cées, classificados de acordo com a
condicdo corporal e presenca de cardiopatia: obesos (grupo 1), obesos com
cardiopatia valvar (grupo l1l), cdes com cardiopatia valvar (grupo Ill) e animais
saudaveis (grupo V). Os caes foram submetidos ao exame eletrocardiografico em 6
derivacbes para o calculo da Py, bem como ecocardiografia para verificagcdo da
presenca de cardiopatia e determinacdo da relacdo atrio esquerdo/aorta (AE/A0).
Foram verificados valores de Py significativamente maiores em cées dos grupos |, I
e Il (18,0£7,6 ms; 16,1+4,4 ms; 12,1+4,3 ms) quando comparados ao grupo IV
(7,3+£2,2 ms). Houve correlagéo significativa entre a P4 € o indice de massa corporal
bem como com a porcentagem de gordura nos cdes com obesidade. Nao foi
verificada associacao entre os valores da Py e AE/A0. Sendo assim, evidenciamos
gue caes obesos, independente da presenca de cardiopatia valvar concomitante,
apresentaram elevados valores de P4, 0 que sugere propagacao desordenada do
impulso elétrico atrial. Estudos eletrofisiolégicos em cdes com esta condicdo sao
estimulados para melhor entendimento da associa¢éo entre esse indice e a FA.

Palavras chave: duracdo da onda P, indices da onda P, fibrilac&o atrial, arritmia.

3.2 ABSTRACT

P-wave dispersion (Pg) is an electrocardiographic index defined as the difference
between the minimum and maximum P-wave duration in multiple leads. The
elevation of Py reflects the discontinuous and inhomogeneous atrial depolarization
resulted from cardiac and non-cardiac conditions. In humans, elevated Py is involved
in the development of cardiac arrhythmias, particularly atrial fibrillation (AF). Our
study aims at determining the Py in obese dogs. Seventy six dogs were selected and
classified according to body condition and presence of chronic valvular disease
(CVD): obese dogs (group 1), dogs with both obesity and CVD (group Il), dogs with
CVD (group IIl) and healthy animals (group 1V). Six-lead electrocardiography was
perfomed to determine Pg4, while echocardiography evaluated the presence of cardiac
disease and determined left atrial to and aortic root ratio (LA/Ao). We have found
significantly higher P4 values in dogs of groups |, Il and Ill (18.0£7.6 ms, 16.1+4.4
ms, 12.1+4.3 ms) when compared to group IV (7.3£2.2 ms). There was a significant
correlation between P4 and body mass index as well as the percentage of body fat in
obese dogs. There was no association between the values of P4 and LA/Ao. Thus,
we have demonstrated that obese dogs, regardless of the presence of concomitant
CVD, presented high P4 values, suggesting uncontrolled propagation of atrial
electrical impulse. Electrophysiological studies in dogs with this condition are
encouraged to better understand the association between this index and AF.

Keywords: P wave duration, P wave indices, atrial fibrillation, arrhythmia.
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3.3 INTRODUCAO

A dispersédo da onda P (P4) € um indice eletrocardiogréfico definido como a
diferenca entre a duracdo minima e maxima da onda P, sendo calculada a partir do
registro de diferentes derivacdes do exame eletrocardiografico (ECG) (NOSZCZYK-
NOWAK et al., 2008). O célculo da dispersdo da onda P foi determinado a partir do
estudo de Dilaveris et al. (1998), que objetivou identificar marcadores
eletrocardiograficos simples que poderiam ser utilizados para avaliacdo do
desenvolvimento da fibrilagcdo atrial (FA) paroxistica em pessoas. Neste estudo, os
valores da P4 foram significativamente maiores em pacientes com FA paroxistica
quando comparados as pessoas do grupo controle, demonstrando grande utilidade
deste indice no acompanhamento de disturbios do ritmo cardiaco, sobretudo em
relacdo ao desenvolvimento de arritmias supraventriculares.

O prolongamento da duracdo e da dispersdo da onda P é consequéncia de
uma despolarizacdo atrial ndo homogénea secundaria a injurias crbnicas, como o
aumento da pressao atrial, isquemia miocardica ou estresse metabolico (MAGNANI
et al., 2009). As alteracbes nos valores da Py podem ser consequéncias de
distarbios na conducdo inter e intra-atrial, além de refletir em uma propagacao
descontinua dos impulsos sinusais. A atividade elétrica da musculatura atrial esta
relacionada a conducao em areas especificas dos atrios. Sendo assim, distlrbios
regionais e especificos de despolarizacdo podem ocasionar variacdes na duracao da
onda P nas diferentes derivacdes do ECG, culminando em um valor elevado de Py
(NOSZCZYK-NOWAK et al., 2011).

Em humanos, a P4 tem sido estudada em varios contextos clinicos, incluindo
estados de doenca cardiaca e ndo cardiaca. A Py foi definida como um importante
indice de avaliacdo para o desenvolvimento de FA, assim como fator prognéstico
(DILAVERIS & GIALAFOS, 2001; DOGAN et al.,, 2003; NIELSEN et al., 2015;
LAZZERONI et al., 2016). Além disso, a elevagdo da P4 também foi verificada em
pacientes com hipertensdo e diabetes, fatores de risco independentes para o
desenvolvimento de FA (YAZICI et al., 2007; DAGLI et al., 2008). Outros estudos
demonstraram relacéo direta do aumento dos indices da onda P com enfermidades
qgue culminam em disfuncédo diastélica, sindromes coronarianas e pessoas com 0
diagnéstico de cardiomiopatia dilatada (DILAVERIS et al.,1999; BAYKAN et al.,
2003; SENEN et al., 2004; CELIK et al., 2005; GUNDUZ et al., 2005). Ainda,

enfermidades que levem a doenca cardiaca estrutural podem aumentar a pressao
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atrial, prolongando potencialmente os indices de onda P. Doengas néo relacionadas
diretamente ao sistema cardiovascular podem aumentar a P4, como verificado em
pacientes submetidos a hemodialise e com diagnostico de hipertireoidismo e artrite
reumatoide (TEZCAN et al., 2004; GULER et al., 2007; KATIRCIBASI et al., 2007).
Estes estados de doenga podem compartilhar vias comuns de inflamacéo e fibrose
da musculatura cardiaca, que resultam no processo de remodelamento atrial e
levam a falha na homogeneidade da conducdo (MAGNANI et al., 2009).

A obesidade é outra condicdo que afeta diretamente os indices da onda P em
humanos, proporcionando maior risco para o0 desenvolvimento de arritmias
cardiacas (MAGNANI et al., 2009). J4& é definido que este estado de condicdo
corporal estd associado a sobrecarga atrioventricular esquerda, além de levar a
anormalidades no enchimento ventricular e alteracfes na variabilidade da frequéncia
cardiaca (MARINOU et al., 2010). Estudos verificaram a associacdo entre 0 aumento
da P4 em individuos obesos, o que representou um maior risco para o
desenvolvimento de arritmias atriais nesses pacientes (SEYFELI et al., 2006;
KOSAR et al., 2008). Também foi constatado que os valores de dispersao e duracéo
da onda P em pessoas obesas foram reduzidos apOs perda de peso de forma
substancial, tanto por dieta e uso de medicamentos quanto através de cirurgia
bariatrica, sugerindo uma melhora nas anormalidades de repolarizacdo atrial nestes
pacientes (DURU et al., 2006; RUSSO et al., 2008; FALCHI et al., 2014).

Sado escassos 0s estudos da dispersdo de onda P na medicina veterinaria,
incluindo a espécie canina. Noszczyk-Nowak et al. (2008) determinaram inicialmente
os valores da P4 em cdes saudaveis. O mesmo grupo de pesquisadores estudou
posteriormente a dispersdo da onda P em cdes com cardiopatia valvar e cdes com
distarbios na conducéo supraventricular (NOSZCZYK-NOWAK et al., 2011). Neste
trabalho, a P4 foi significativamente elevada tanto nos animais com doencga valvar
cronica, quanto naqueles com disturbios de ritmo cardiaco, quando comparados a
animais saudaveis. Nao existem informagfes na literatura referentes aos efeitos da
condicdo corporal, especialmente a obesidade, sobre os valores de duragéo e
dispersdo de onda P em cées.

Este trabalho teve como objetivo determinar a duragcdo minima e maxima da
onda P, além de calcular os valores de sua dispersdao em cdes com obesidade,

correlacionando-os com indices de adiposidade e o tamanho do atrio esquerdo.
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3.4 MATERIAL E METODOS

Foram selecionados 76 cdes de idade adulta, de porte pequeno a médio,
independente do sexo e raga. Os animais foram submetidos a avaliacdo da condicao
corporal, bem como realizacdo de exames laboratoriais, eletrocardiograficos e
ecocardiograficos.

A avaliacdo da condicdo corporal foi efetuada através da determinacdo do
escore corporal, sendo estipulado um valor em uma escala de 1 a 9, de acordo com
a deposicdo de gordura em regido costal e abdémen (LAFLAMME, 1997). Foram
selecionados animais com condi¢do corporal normal (escores 4 e 5) e animais com
obesidade (escores 8 e 9). Também foram calculados dois indices de adiposidade: o
indice de massa corporal (IMC), de acordo com Mueller et al. (2008) e a
porcentagem de gordura corporal (%GC), segundo Burkholder & Toll (2000).

O ECG foi realizado com o aparelho TEB ECG-PC VET® (Sao Paulo-SP,
Brasil), equipado com filtros de rede. Os cées foram posicionados em decubito
lateral direito e o tracado eletrocardiografico foi registrado em seis derivacdes: DI,
DIl, DIll, aVR, aVL e aVF. Em 18 animais colocaram-se eletrodos para verificacao
das derivagBes pré-cordiais: rvV2, V2, V4 e V10. Os tracados foram registrados
durante 5 minutos e posteriormente analisados para a determinacdo da duracao da
onda P e calculo da P4. Em cada derivacdo avaliada, a duracdo da onda P foi
mensurada como a distancia entre seu inicio (comeco de deflexdo positiva ou
negativa da linha isoelétrica) e seu término (retorno da deflexdo a linha isoelétrica),
registrada em milisegundos. Assim, dentre as seis derivacdes, determinou-se a
duracdo minima (Pmin) € a duragdo maxima (Pmax) da onda P. A disperséo da onda P
foi calculada como a diferenca entre a Pnax € @ Pmin (Pg = Pmax - Pmin), realizando-se
na sequéncia a média das medidas de trés batimentos cardiacos distintos.

Todos os cées foram submetidos ao exame ecocardiografico (Esaote®
MyLab™ 30 VET, Génova, ltalia), sendo determinadas as dimensdes do atrio
esquerdo e da artéria aorta. Estas medidas foram obtidas em janela paraesternal
direita, em corte transversal do coragéo e nivel adrtico, mensurando o atrio esquerdo
e a aorta em fase final da diastole, a partir da cuspide adrtica ndo coronariana.
Através da determinacdo destas medidas, a relacdo entre o atrio esquerdo e a aorta
foi calculada (AE/A0). Valores de AE/Ao maiores que 1,37 foram indicativos de
aumento atrial esquerdo (PRADA et al., 2012). O exame ecocardiografico permitiu a

identificacdo de cdes com doenca valvar crénica e foram excluidos da pesquisa os
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animais com diagndstico de cardiopatias congénitas ou cardiomiopatias.

Os animais foram selecionados com base em investigacéo laboratorial prévia,
sendo excluidos os caes que detinham alteracfes significativas no hemograma e
exames de bioquimica sérica (albumina, alanina aminotransferase, colesterol,
creatinina, fosfatase alcalina, glicose, triglicerideos, T4 livre e ureia).

Assim, os cées foram divididos em quatro grupos distintos:

e Grupo |: cdes com condicdo corporal indicativa de obesidade, sem doenca
cardiaca;

e Grupo II: cdes com condicdo corporal indicativa de obesidade e que
apresentavam doenca valvar cronica;

e Grupo lll: cdes com condicdo corporal ideal, com presenca de doenca valvar
cronica;

e Grupo IV: caes saudaveis (condi¢ao corporal ideal, sem cardiopatia).

A analise estatistica dos dados baseou-se na realizacdo de medidas de
tendéncia central e de dispersédo para as medidas referentes a frequéncia cardiaca,
Pmin, Pmax € P4. Verificou-se a normalizacdo dos dados com o teste de D’Agostino &
Pearson. Para comparacdo de valores entre os grupos foi realizada a andlise de
variancia (ANOVA) seguida de teste de compara¢des multiplas de Tukey para dados
paramétricos e teste de Kruskal-Wallis e analise de compara¢des multiplas de Dunn
para dados ndo paramétricos. Ainda, efetuou-se a correlacdo de Pearson entre a Py
e o IMC, a %GC e a AE/Ao. Os testes estatisticos foram realizados através do
software GraphPad Prism 5 (La Jolla, California, Estados Unidos).

3.5 RESULTADOS

O estudo foi realizado em 76 cées, divididos em quatro grupos distintos. No
grupo | foram incluidos 18 cées (15 fémeas e 3 machos), com idade de 9,8 + 2,8
anos e peso corporal de 17,5 £ 5,2 Kg. O grupo Il foi formado por 19 animais (13
fémeas e 6 machos), com idade de 11,7 + 2,6 anos e peso corporal de 14,2 + 4,2
Kg. Dentre os animais deste grupo, 42% (8/19) apresentavam aumento de atrio
esquerdo (AE/Ao > 1,37). Ja no grupo lll foram incluidos 19 cédes (6 fémeas e 13
machos), com idade de 12,2 + 1,9 anos, peso corporal de 7,4 £ 2,3 Kg e cerca de
58% (11/19) detinham a condicdo de remodelamento atrial esquerdo. Por fim, o
grupo |V foi formado por 20 caes (14 fémeas e 6 machos), com idade de 10,9 + 2,5

anos e peso corporal de 7,3 £ 1,9 Kg.
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Encontram-se na Tabela 1 as medidas referentes a média e desvio padréo
dos valores de frequéncia cardiaca, Pnin, Pmax € Pg dos animais pertencentes aos
grupos estudados. Houve diferenca estatistica, sobretudo, em relacdo aos valores
da dispersdo da onda P. Caes dos grupos I, Il e Il obtiveram valores
significativamente mais elevados de P4 quando comparados ao grupo IV (p<0,0001).
Ndo houve diferenca estatistica destes pardmetros entre machos e fémeas,

independente do grupo (p = 0,4527).

Tabela 1 — Dispersdo da onda P em cées. Resultados da média seguida do desvio padrao no que
tange a frequéncia cardiaca, Pnin, Pmax € Pg.

Grupo | Grupo I Grupo Il Grupo IV
Obeso Obeso-cardiopata Cardiopata Saudavel
Frequéncia 140,4 +25,9° 1284 +36,1%  146,7+32,3% 112,7 +14,1°
cardiaca (bpm)
Pmin (MS) 40,5 + 5,42 40,4 + 3,52 40,0 + 4,82 46,7 +9,8°
Pmax (MS) 62,6 + 8,12 60,4 + 5,4° 555+ 7,4% 5594%+10,4°
Pg (Ms) 18,0 + 7,6° 16,1 + 4,42 12,1 + 4,32 73+22°

O Grafico 1 demonstra os valores individuais e da média da Pg4, sendo
evidenciado valores significativamente maiores destes parametros nos cées dos

grupos |, Il e Ill.

Grafico 1 — Valores individuais referentes a dispersdo da onda P (ms) em caes, sendo evidenciado a
média (| ) em cada grupo.
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Em relacdo aos animais com diagndstico de insuficiéncia valvar (grupos Il e
[ll), compararam-se os valores de Pnin, Pmax € Pg entre os caes com aumento de

atrio esquerdo (AE/Ao > 1,37) e 0s que nado apresentavam remodelamento,
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independente da condi¢do corporal. Ndo houve diferenca estatistica em relacdo a
Pmin € Pg (Tabela 2). Entretanto, animais com remodelamento de atrio esquerdo

obtiveram valores significativamente maiores de Pmax.

Tabela 2 — Comparagao entre cdes com aumento de atrio esquerdo e cdes sem remodelamento,
sendo evidenciados os valores de média e desvio padrao dos indices da onda P em cées dos grupos
Il (obeso-cardiopata) e lll (cardiopata).

AE/Ao < 1,37 AE/Ao > 1,37
Pmin (MS) 38,5+3,72 41,5+ 4,0° p = 0,0660
Pmax (MS) 54,1 + 6,0° 60,0 + 6,1° p = 0,0060
Pq (Ms) 13,2 + 4,52 14,8 + 4,92 p = 0,3220

Os dados de P4 foram correlacionados com o peso corporal, o IMC, a %GC e
a relacdo AE/Ao em todos os grupos. Houve correlacao significativa entre a P4 e 0s
indices de adiposidade IMC e %GC somente nos caes com obesidade, pertencentes
aos grupos | e Il (Grafico 2). Entretanto, ndo houve correlacdo entre a P4 e 0s
valores referentes ao peso corporal e a relacdo AE/Ao.
Grafico 2 — Correlagdo entre a P4 e 0s parAmetros de adiposidade relacionados ao indice de massa

corporal (IMC) e porcentagem de gordura (%GC) nos cédes obesos (grupo I) e cdes obesos com
cardiopatia valvar (grupo II).
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Os 18 cdes em que foram colocados eletrodos para registro de derivacbes
pré-cordiais pertenciam aos quatro grupos distintos (quatro animais dos grupos | e Il
e cinco caes dos grupos Il e IV). Nao houve diferenca estatistica dos valores da Py

guando avaliados os tracados com e sem as derivacdes pré-cordiais (p = 0,8470).

3.6 DISCUSSAO

A dispersédo da onda P (Pg) € um indice eletrocardiografico que pode ser
utilizado para determinar o risco de desenvolvimento de arritmias atriais. O uso mais
extenso da Py tem sido em relacdo a avaliacao do risco de fibrilagdo atrial em seres
humanos. Entretanto, verificou-se que este parametro pode ser utlizado para
identificar pacientes sem doenca cardiaca aparente, mas ainda em maior risco de
desenvolver FA. Este trabalho verificou a relacédo da P4 em cdes com obesidade.

N&o houve diferenca estatistica nos valores de P4 entre machos e fémeas, o
que permite supor que o valor da P4 é um fator independente em relacdo ao género,
apesar de fémeas terem sido selecionadas em maior numero. No nosso estudo néo
foi avaliada a relacdo entre a idade e os valores da Py, tendo em vista que foram
selecionados animais com idade minima de 8 anos. Também néo foi verificada
diferenca estatistica dos valores da P4 quando comparados os tracados de seis (DI,
DIl, DIll, aVR, aVvL, aVF) e dez (DI, DIl, DIll, aVR, aVvL, aVF, rv2, V2, V4, V10)
derivacdes. No estudo preliminar de Nosczczyk-Nowak et al. (2008) foi determinado
o valor da P4 em caes saudaveis também em seis derivacdes, demonstrando que as
derivacdes uni e bipolares podem ser utilizadas para o célculo deste indice, de forma
independente da utilizac&do de eletrodos precordiais.

Os indices de onda P tém sido associados a condi¢cdes de doengas cardiacas
e nao cardiacas em seres humanos. Esta bem definido que pessoas obesas
apresentam maiores valores de dispersao da onda P, o que parece ser um fator de
risco para desenvolvimento de arritmias cardiacas, especialmente a fibrilacdo atrial
(DOGAN et al., 2003; GOUDIS et al., 2015). No que tange os indices de onda P e a
medicina veterinéria, ndo ha informacdes prévias sobre a associacdo da obesidade
e a elevacdo da duracdo e da dispersao da onda P. Os resultados deste trabalho
demonstraram que caes obesos, com ou sem cardiopatia valvar e remodelmaneto
atrial concomitante, apresentaram valores de P4 mais elevados quando comparados
a caes saudaveis. Apesar de nado ter sido evidenciada diferenca estatistica,

verificamos uma tendéncia de aumento da Pnys em caes obesos (grupos | e Il). A
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relagdo da obesidade com os indices de onda P foram verificados em estudos em
seres humanos (DURU et al.,, 2006; SEYFELI et al., 2006; KOSAR et al., 2008;
RUSSO et al., 2008; FALCHI et al., 2014). Estes trabalhos concluiram que a
obesidade culminou em um aumento significativo da Pnsx € da P4, porém, passivel
de reducdo apos perda de peso. Além disso, estes estudos verificaram correlagao
positiva e significativa entre estes indices da onda P com o IMC dos individuos
obesos. O aumento da duracdo e da dispersdo da onda P em pessoas obesas esta
associado a conducao atrial prolongada, ao remodelamento atrial esquerdo e ao
predominante tbnus autondmico simpatico em individuos com esta condicéo,
induzindo a modificacbes na velocidade de propagacdo do impulso. Existem
evidéncias de alteracBes cardiovasculares estruturais e no sistema de conducao
elétrica decorrentes da obesidade (FRALEY et al., 2005; ABEL et al.,, 2008;
ADOLPHE et al., 2014). Além disso, ocorre sobrecarga atrioventricular esquerda
devido a maior volume plasmatico e maior débito cardiaco, o que justifica o
remodelamento cardiaco nestes pacientes. A obesidade também proporciona maior
ativacdo do sistema nervoso simpatico, promovendo eventos que culminam em
vasoconstricdo periférica e hipertensdo sistémica (MARINOU et al.,, 2010). Em
humanos, além da elevacdo da Pq4, as condicbes de idade avancada, hipertenséo
sistémica cronica, diabetes mellitus e obesidade s&o identificadas como fatores de
risco independentes para o desenvolvimento da FA (WANG et al., 2004; GOUDIS et
al., 2015). Logo, estudos longitudinais em cées obesos sdo encorajados a fim de
determinar a relacdo dos indices da onda P, sobretudo a Pmnsax € a Pgq, com o
surgimento de arritmias cardiacas. Deste modo, estes resultados colaboram com a
hipétese de que a obesidade esta associada com risco aumentado para a fibrilacao
atrial e que a obesidade contribui para o desenvolvimento da FA.

No estudo, caes obesos apresentaram valores de P4 semelhantes a animais
com cardiopatia valvar cronica. Noszczyk-Nowak et al. (2011) verificaram que a
doenca valvar crénica em cades esta relacionada a valores mais elevados de P4
quando comparado com cées saudaveis. A doen¢a mixomatosa da valva mitral € um
processo patologico complexo e culmina em sobrecarga de volume atrioventricular
esquerda, bem como em alteragbes na matriz extracelular, promovendo
degeneragcdo de colageno, fibrose endocardica e muscular e infarto intraparietal
(ZHENG et al.,, 2009). Senen et al. (2004) verificaram que pessoas com

cardiomiopatia dilatada obtiveram dimensdes de atrio esquerdo significativamente
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elevadas quando comparadas a individuos saudaveis, além de apresentar aumento
nos valores de Py. Estes processos conduzem a propagacdo nao homogénea dos
impulsos elétricos nos atrios que, juntamente com o remodelamento atrial,
aumentam este indice eletrocardiografico. Ainda a respeito dos valores da P4 nos
grupos avaliados, animais pertencentes ao grupo IV obtiveram indices mais baixos
em relacdo a média da dispersdo de onda P. Pode-se entdo conjecturar que este é
um indice constante em cdes saudaveis, sendo um parametro independente para
avaliar a conducéo inter e intra-atrial.

A respeito da correlacdo da P4 com indices de adiposidade, verificou-se
associacdo com o IMC e a %GC em animais com obesidade. Kosar et al. (2008)
também verificaram correlacdo significativa entre os valores da P4 e o IMC em
pessoas obesas. Foi verificado que a P4 aumentou paralelamente junto aos indices
de adiposidade em cédes obesos, sugerindo que esta condicdo afeta diretamente
este parametro eletrocardiogréfico,

Quando avaliado em relacdo ao remodelamento atrial e de forma
independentemente a condicdo corporal, houve associacdo entre a P € a relacao
AE/Ao somente em cdes com aumento de atrio esquerdo. O vetor da ativacdo
elétrica atrial acompanha o sentido dorso-ventral, cranio-caudal e a direcdo direita-
esquerda, resultando no surgimento da onda P no tracado eletrocardiogréafico. Logo,
supds-se inicialmente que quanto maior a éarea de tecido atrial excitada
eletricamente, maior a duracdo da onda P (SURAWICZ, 1986). Entretanto, foi
verificado que a duragdo da onda P estd modestamente relacionada ao tamanho do
atrio esquerdo, com fraca correlagdo com a relacdo AE/Ao, ndo sendo um indicador
confiavel de remodelamento atrial em cédes (SAVARINO et al., 2012). No tocante a
Pqs e a relacdo AE/Ao nado foi encontrada correlacdo entre estes indices, o que
corrobora com dados de Noszczyk-Nowak et al. (2011). Logo, pode-se sugerir que a
P4 € mais dependente de distarbios de conducédo inter e intra-atrial e de propagacao
ndo homogénea dos Iimpulsos elétricos do que de diferentes niveis de

remodelamento atrial esquerdo.

3.7 CONCLUSAO
Neste trabalho foi evidenciado que além de estar aumentada em caes com
cardiopatia e insuficiéncia valvar, a elevacdo do indice da P4 esta presente também

em caes com obesidade e condicao cardiaca normal. Isto demonstra um dos efeitos
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do excesso de peso e acumulo de tecido adiposo sobre o sistema cardiovascular de

caes.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Esta dissertacdo evidenciou eventos deletérios ao sistema cardiovascular
relacionados a obesidade em cées. Foi verificado que a condicdo de obesidade
favorece o aparecimento de alteragdes estruturais no coracéo, sobretudo em relacéo
ao remodelamento ventricular excéntrico e concéntrico. Além disso, verificamos que,
além de ter sido identificada como um indice de adiposidade com alta correlacao
com o indice de massa corporal e a porcentagem de gordura corporal, a leptina
também esta relacionada a hipertensdo sistémica e ao remodelamento ventricular
em cdes obesos. No que tange a avaliacdo eletrocardiografica dos cdes com
obesidade, foram determinados elevados valores de duracao e dispersao de onda P.

Salientamos a necessidade de estudos longitudinais que verifiquem os efeitos
deletérios sistémicos da obesidade em cées, principalmente no que se diz respeito
ao papel das adipocinas. Torna-se importante também o conhecimento dos efeitos
da perda de peso nos animais obesos e a eventual possiblidade de reverséo destas

alteracdes.
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5 ANEXOS

Anexo 1 — Mapeamento das amostras 1-38 em duplicata nas placas de ELISA para

de leptina canina.

30 sérica

determinag&o da concentrag

1 2 K] 4 ] i 7 2 9 10 1" 12
Padrao ac 1 Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra
Branco 1:8 1734 3 7 1" 15 19 23 27 KA | 35
6,875 _._" L_:,_"_. AT AT 49 349 46,741 17 44 38,25 18,1 12 449 13,02 14,33
nagfmbL g nafmL nafmL nagfmbL nagfmbL nagfmlL nagfmL nafmL nagfmbL nagfmbL
Padrao ac 1 Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra
Branco 1:8 1734 3 7 1" 15 19 23 27 KA | 35
6,875 _._"m_h_:,_"_. 18,74 45 96 42 369 17,84 37,21 24 35 1572 11,58 11,81
nagfmbL nafmL nafmL nagfmbL nagfmbL nagfmbL nagfmbL nafmL nagfmbL nagfmbL
Padrdo Padrao Qc 2 Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra
1:64 1:4 1296 4 2 12 16 20 24 28 32 K 1i]
0,859375 13,75 na/mL 13,02 17 43 1557 31,85 17 .44 1,354 6,375 6,352 17,65
nagfmlL nagfmbL g nafmL nafmL nagfmbL nagfmbL nagfmlL nagfmL nafmL nagfmbL nagfmbL
Padrdo Padrao Qc 2 Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra
1:64 1:4 12-26 4 2 12 16 20 24 28 32 K 1i]
0,859375 13,75 na/mL 15,1 18,26 17,3 29,04 18,60 1,713 541 6,672 18,849
nagfmlL nagfmbL g nafmL nafmL nagfmbL nagfmbL nagfmlL nagfmL nafmL nagfmbL nagfmbL
Padrdo Padrdo | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra
1:32 1:2 1 ] 9 13 17 21 25 29 33 a7
1,718 275 1,28 a7a83 2953 45 77 29149 11,349 24 45 3,225 9892 2238
ng/mlL ng/mL ng/mL ng/mL nagfmL ng/mlL ng/mlL ng/mlL ng/mL ng/mL ng/mlL ng/mlL
Padrdo Padrdo | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra
1:32 1:2 1 ] 9 13 17 21 25 29 33 a7
1,718 275 2584 8,381 31,94 61,33 25 26 14,60 26,00 3,329 90449 2017
nagfmlL nagfmbL nagfmL nafmL nafmL nagfmbL nagfmbL nagfmlL nagfmL nafmL nagfmbL nagfmbL
Padrdo Padrio Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra
1:16 55 i i 10 14 18 22 26 30 34 8
34375 ngimL 3,943 16,1649 36,102 8,829 16,35 5,375 2,347 12 .38 6,637 2165
nagfmlL nagfmL nafmL nafmL nagfmbL nagfmbL nagfmlL nagfmL nafmL nagfmbL nagfmbL
Padrao Padrio Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra
1:16 55 i i 10 14 18 22 26 30 34 i8
34375 na/ml 4,249 22 341 29 605 9617 14,38 5617 2562 1343 7,847 2128
ngimlL g ng/mL nagfmL nagfmL ng/mlL ng/mlL ngimlL ng/mL nagfmL ng/mlL ng/mlL




54

Anexo 2 — Mapeamento das amostras 39-76 em duplicata nas placas de ELISA para

determinacdo da concentrac

de leptina canina.

a0 sérica

1 z 3 4 ] G 7 & 9 10 1 12
Padrédo ac 1 Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra
Branco 1:8 17334 41 45 49 53 A7 61 G5 G4 73
6,875 _._ 5_:,__." 42 32 14 10 4513 1,929 8,821 3,658 8,015 11,02 1,98
nagfmbL g nagfmbL nagfmbL nagfmbL nagfmbL nagfmbL nagfmbL nagfmbL nagfmbL nagfmbL
Padrédo ac 1 Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra
Branco 1:8 17334 41 45 49 53 A7 61 G5 G4 73
6,875 _._ 5_:,__." 38,07 16,05 34 53 1777 7,933 3,987 9 265 13,56 1,853
nagfmbL g nagfmbL nagfmbL nagfmbL nagfmbL nagfmbL nagfmbL nagfmbL nagfmbL nagfmbL
Padrédo Padrédo Qac 2 Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra
1:64 1:4 12 396 42 46 A0 54 h8 62 i3] 70 74
0,859375 13,75 na/ml 16,47 14 86 38,08 3,054 2722 10,19 9692 8644 192
nagfmbL nagfmbL g nagfmbL nagfmbL nagfmbL nagfmbL nagfmbL nagfmbL nagfmbL nagfmbL nagfmbL
Padrédo Padrédo Qc 2 Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra
1:64 1:4 12 396 42 46 a0 54 58 62 i3] 70 74
0,859375 13,75 na/ml 21,62 15,38 4302 31 2694 11,44 763 821 18,11
nagfmbL nagfmbL g nagfmbL nagfmbL nagfmbL nagfmbL nagfmbL nagfmbL nagfmbL nagfmbL nagfmbL
Padrédo Padrao | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra
1:32 1:2 39 43 47 )| 55 59 63 67 71 75
1,71875 275 3,836 49 65 32 64 40,39 7,529 5,706 0,89 2,319 4 521 1,929
nagfmbL nagfmbL nagfmbL nagfmbL nagfmbL nagfmbL nagfmbL nagfmbL nagfmbL nagfmbL nagfmbL nagfmbL
Padrédo Padrao | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra
1:32 1:2 39 43 47 )| 55 59 63 67 71 75
1,71875 275 6,541 45 29 42 18 h2.32 7.331 8,139 1,534 2505 3,201 2161
nagfmbL nagfmbL nagfmbL nagfmbL nagfmbL nagfmbL nagfmbL nagfmbL nagfmbL nagfmbL nagfmbL nagfmbL
Padrédo Padrio Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra
1:16 55 40 44 48 hi 3] G0 G4 68 72 76
34375 ng/mL 25 16 26,13 14 10 3,658 2532 6,81 6,42 2135 12 63 12,86
nagfmbL nagfmbL nagfmbL nagfmbL nagfmbL nagfmbL nagfmbL nagfmbL nagfmbL nagfmbL nagfmbL
Padrédo Padrio Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra
1:16 55 40 44 48 hi 3] G0 G4 68 72 76
34375 ng/mL 26,531 32,05 192 4 294 2497 g.422 7,841 2,24 13,98 14 35
nagfmbL nagfmbL nagfmbL nagfmbL nagfmbL nagfmbL nagfmbL nagfmbL nagfmbL nagfmbL nagfmbL




