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RESUMO 
 

A obesidade é a doença nutricional e metabólica mais frequente em cães e, 
está associada a diversas alterações endócrinas e inflamatórias. Embora esta 
correlação esteja bem estabelecida em humanos, em cães os dados são escassos e 
existem controvérsias sobre os mecanismos para estas complicações na espécie. 
Assim, o presente estudo realizou duas abordagens investigativas que avaliaram, em 
diferentes situações, citocinas e marcadores de estresse oxidativo em cadelas 
obesas. A primeira abordagem objetivou comparar o tecido adiposo subcutâneo e 
visceral de cadelas obesas e cadelas com condição corporal normal, quanto à 
presença de infiltrado leucocitário, tamanho e número dos adipócitos e a correlação 
com a imunoexpressão do fator alfa de necrose tumoral (TNF-α). Nesta investigação, 
foram utilizados fragmentos de tecido adiposo subcutâneo e visceral das cadelas 
obesas e eutróficas que foram obtidos a partir de ovariossalpingohisterectomia eletiva. 
Quanto às avaliações histopatológicas e imunohistoquímicas observou-se correlação 
positiva entre o tamanho adipocitário e a expressão de TNF- α no tecido adiposo 
visceral das cadelas obesas, enquanto no tecido subcutâneo esta associação não foi 
observada. Do mesmo modo, o tamanho adipócitário e a presença de infiltrado 
leucocitário foi significativamente maior nos animais obesos em comparação aos 
animais com condição corporal normal, que não tiveram infiltração leucocitária 
detectada. Na segunda abordagem, avaliou-se cadelas obesas antes e depois de um 
rápido programa de perda de peso em que foram determinados marcadores da 
peroxidação lipídica, de resistência insulínica e marcadores renais precoces, além de 
cortisol e hormônio tireoidiano. As cadelas incluídas no estudo, foram submetidas a 
mensuração do cortisol basal e, após a estimulação com hormônio 
adrenocorticotrófico (ACTH), avaliou-se tiroxina livre (T4L), insulina, das substâncias 
que reagem com o ácido tiobarbitúrico (TBARS), concentração sérica da 
dimetilarginina simétrica (SDMA) e albuminúria, além de hemograma; análises 
bioquímicas sanguíneas, urinálise, pressão arterial sistólica, que foram realizados 
como triagem. Como resultado deste estudo todas as cadelas obesas apresentaram 
alterações no fator de peroxidação lipídica mensurado. Todas as mensurações 
realizadas antes do emagrecimento apresentaram valores de TBARS acima do valor 
de referência, com significativa redução dos valores em todos os animais após a perda 
de peso. Quanto as mensurações de SDMA, 80% dos animais reduziram os valores 
de SDMA após o programa de perda de peso. Quanto as medidas hormonais e de 
resistência insulínica, não foi observado diferença entre os parâmetros. Com os 
estudos em conjunto, é possível sugerir que o a citocina pró-inflamatória TNF-α do 
tecido adiposo visceral pode estar envolvida com as alterações metabólicas em 
cadelas obesas e, que a obesidade ocasiona também um desequilíbrio do sistema 
oxidante/antioxidante e, este quadro, após a instituição de um rápido programa de 
perda de peso, leva à redução na mensuração de TBARS e SDMA, podendo existir 
entre eles, uma relação causal provocada pela obesidade. No entanto, sugere-se a 
necessidade de mais estudos para comprovar uma relação do estado crônico de 
inflamação, provocado pela obesidade, promovendo estresse oxidativo e produção de 
radicais livres, o que pode ocasionar resistência insulínica e que, parâmetros como 
SDMA e TBARS, poderiam representar marcadores importantes e precoces de 
alterações fisiopatológicas da obesidade. 
Palavras-chave: Obesidade. Cadelas. Citocina. Adipócito. Peroxidação lipídica. 
 
 



 

ABSTRACT 
 

Obesity is the most frequent nutritional and metabolic disease in dogs 
associated to endocrinal and inflammatory clinical disorders. Although this association 
is well described in humans, there is still a paucity of information on the canine 
systemic response and most reports seem contradictory. Therefore, the present study 
was comprised by two experiments to evaluate, in different conditions, cytokines and 
oxidative stress markers in obese female dogs. The first experiment compared, in 
visceral and subcutaneous adipose tissue, between obese and healthy weighted 
female dogs, the presence of leucocytic infiltrate, number and size of adipocytes, and 
their correlations to tumoral necrosis factor alfa (TNF-α) expression. Subcutaneous 
and visceral adipose tissue were obtained in both animal groups undergoing elective 
ovariohysterectomy. In obese females, larger adipocytes and higher leucocytic 
infiltration were observed in histopathology and immunohistochemistry, respectively. 
Similarly, a positive correlation between adipocyte size and TNF-α expression was 
observed in visceral adipose tissue. In the second experiment, obese female dogs 
were evaluated before and after an eight-week weight loss program. Serum 
concentrations of free thyroxine (free T4), insulin, thiobarbituric acid reactive 
substances (TBARS), symmetric dimethylarginine assay (SDMA) were measured, 
along with basal serum cortisol levels and serum cortisol levels after 
adrenocorticotrophic hormone (ACTH) stimulation. Additionally, animals were regularly 
screened for parameters such as hemogram, biochemical serum tests, urinalysis, and 
systolic blood pressure. All obese female dogs presented increased lipidic 
peroxidation, regardless the measured time-point. TBARS results were above 
reference values in the first time-point, reducing significantly after the weight loss 
program; while SDMA values reduced in 80% of all subjects. No differences were 
observed in insulinemic resistance or hormones measured in both time-points. Both 
studies suggest that TNF-α, a pro-inflammatory cytokine, in visceral adipose tissue 
might be related to metabolic disorders in obese female dogs, and that obesity leads 
to an unbalance in the oxidative/antioxidative system. The prescription of a weight loss 
program resulted in lower TBARS and SDMA values, indicating an association with 
obesity. Therefore, SDMA and TBARS, would represent important early markers of 
obesity physiopathological consequences. Nevertheless, more studies are necessary 
to demonstrate the relationship between obesity and the onset of chronic inflammation, 
usually associated to insulinemic resistance, not observed in the current study. 
 

Keywords: Obesity. Female dogs. Adipocyte. Cytokine. Lipidic peroxidation. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

A obesidade é definida como acúmulo excessivo de tecido adiposo no corpo, 

suficiente para prejudicar as funções fisiológicas do organismo (BRUNETTO et al., 

2010). É o resultado de desequilíbrio entre energia consumida e energia gasta 

(RAMSEY et al., 2010), o que conduz a um persistente ganho calórico (GUIMARÃES 

e TUDURY, 2006; HAMPER, 2016), sendo um importante fator de risco para o 

desenvolvimento de diversas doenças (TVARIJONAVICIUTE et al., 2012a), como 

diabetes mellitus, danos osteoarticulares, afecções do trato respiratório, 

cardiovascular, urinário, neoplásicos, entre outros (GERMAN et al., 2010). 

Estudos realizados há mais de uma década já mencionavam a obesidade 

como uma pandemia para pessoas e animais domésticos (LUND et al., 2005; LUND 

et al., 2006). Segundo White et al. (2016), a ocorrência de cães com sobrepeso e 

obesos nos hospitais veterinários está próximo a 45%, sendo as causas deste 

distúrbio consideradas complexas e de origem multifatorial. Dentro das prováveis 

origens da obesidade pode-se incluir predisposição genética, doenças endócrinas, 

castração precoce e alguns fatores exógenos, como consumo excessivo de alimentos, 

composição da dieta, uso de medicamentos que levam a polifagia, ausência de 

atividade física, estilo de vida atual e fatores ambientais (ZORAN et al., 2010). 

Algumas raças de cães apresentam incidência alta a obesidade, tais como Labrador 

Retriever, Boxer, Terrier Escocês, Shetland Sheepdog, Basset Hound, Cavalier King 

Charles Spainel, Cairn Terrier, Cocker Spainel, Dachshund e Beagle, o que indica 

fatores genéticos com grande importância no desenvolvimento da obesidade 

(LAFLAMME, 2015). 

 

1.1 FISIOPATOLOGIA DA OBESIDADE 

 

1.1.1 Tecido adiposo  

 

O tecido adiposo é formado pela integração entre adipócitos, matriz conectiva, 

tecido nervoso, células vasculares do estroma e células do sistema imune (KIL e 

SWANSON, 2010). Está envolvido em diversos processos biológicos do metabolismo 

energético, sendo responsável pela captação, processamento e armazenamento dos 
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lipídios circulantes (KERSHAW e FLIER, 2004). Além disto, expressa uma variedade 

de receptores de neurotransmissores e de diversos hormônios, relacionados com 

funções neuroendócrinas e imunológicas do organismo (CLARK e HOENING, 2016). 

O tecido adiposo branco é considerado um órgão endócrino complexo com a 

capacidade de expressar e secretar uma variedade de peptídeos bioativos, 

denominados adipocinas (XU et al., 2003; KURYSZKO et al., 2016), como os 

hormônios adiponectina e leptina, que atuam por mecanismos autócrinos, parácrinos 

e endócrinos (GOOSSENS, 2008). Em adição, o tecido adiposo dos cães é capaz de 

liberar inúmeras citocinas e quimiocinas pró inflamatórias como fator alfa de necrose 

tumoral (TNF-α), interleucina 6 (IL-6), interleucina 1 beta (IL-1β), entre outras 

(HAMPER, 2016). A obesidade tem sido implicada na desregulação da produção de 

adipocinas o que contribui para várias anormalidades metabólicas relacionadas à 

obesidade (KIL e SWANSON, 2010). 

O TNF-α foi a primeira citocina identificada no tecido adiposo de roedores 

obesos e está relacionada com o conceito de inflamação metabólica e resistência 

insulínica em animais de laboratórios (HOTAMISLIGIL et al., 1993) e em nível sérico 

em cães obesos (GERMAN et al., 2009). Do mesmo modo, em humanos, existem 

fortes evidências de associações entre TNF-α, resistência insulínica e deposição 

ectópica de gordura observadas na obesidade. Evidenciou-se, por exemplo, que o 

TNF-α inibe fatores de diferenciação dos adipócitos e induz a apoptose, o que 

desencadeia o alargamento dos adipócitos remanescentes e altera a secreção das 

adipocinas, que também predispõem à resistência insulínica (GOOSSENS, 2008). 

Contudo, em cães, os estudos sobre essas associações são restritos.  

Considerando a distribuição corporal do tecido adiposo, segundo Clark e 

Hoening (2016), existem algumas controvérsias se a gordura visceral ou subcutânea 

é mais importante no desenvolvimento da resistência à insulina, e a quantificação de 

gordura nesses locais e sua correlação com a sinalização de insulina tem sido área 

ativa de pesquisa. Existe a suposição de que a distribuição visceral leva a fluxo 

aumentado de adipocinas ocasionando aumento na atividade lipolítica, o que 

influência negativamente a sinalização da insulina. Outra pesquisa realizada por 

Baldisserotto et al. (2013) sugere que a distribuição de tecido adiposo subcutâneo é 

mais crítica e gera alterações na sensibilidade à insulina, em parte devido ao seu 

maior volume. 
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Estudos conduzidos por Kabir et al. (2011) afirmam que os adipócitos da 

região visceral de cães obesos são maiores em relação aos do tecido subcutâneo e, 

esta hipertrofia representou fator preditivo para a resistência insulínica. Os diferentes 

depósitos de gordura corporal visceral e subcutâneo, assim como o tamanho dos 

adipócitos, estão diretamente relacionados com a produção de adipocinas e 

disfunções metabólicas em humanos e animais de laboratório (GOOSENS, 2008; LEE 

et al., 2012; SHUSTER et al., 2012; BONZÓN-KULICHENKO et al., 2018). 

Outro fator importante é, que em humanos, demonstrou-se que a expansão 

do tecido adiposo desencadeia quadro de hipóxia e apoptose celular, que são fatores 

de recrutamento dos macrófagos (GOOSSENS, 2008; CAO, 2014). A presença de 

macrófagos e leucócitos ativados ocasiona aumento na secreção de citocina em 

pessoas obesas (CAO, 2014), mas em cães estas informações não foram 

documentadas na literatura até o presente momento. 
 

1.1.2 Eixo hipotálamo, hipófise, adrenal 

 

 A obesidade ocasiona múltiplas alterações endócrinas em seres humanos e 

em roedores e, está associada a distúrbios dos principais eixos hormonais, como o 

eixo hipotalâmico hipofisário adrenal (HPA), gonadal, hormônio de crescimento (GH), 

fator 1 de crescimento semelhante a insulina (IGF-1). O aumento da gordura corporal 

em humanos está associado com o aumento da secreção de cortisol, insulina, IGF-1 

e diminuição da secreção de GH, sendo estas informações descritas desde 1996 por 

Smith.  

 O excesso de gordura corporal está envolvido com a desregulação da 

produção das adipocinas, gerando resposta exacerbada denominada hiper-

reatividade do eixo HPA (KIL e SWANSON, 2010). Esta resposta anormal do eixo 

HPA pode estar relacionada com processos inflamatórios e, consequentemente, o 

estresse oxidativo (OLIVER et al., 2010; TRAN et al., 2012). 

Roelfsema et al. (2009) afirmaram que em individuos obesos ocorre resposta 

anormal do eixo HPA e, que a provável origem está associada ao aumento da leptina 

em pessoas obesas, pois ocorre estímulo à produção de hormônios hipofisários e 

hipotalâmicos como o hormônio adrenocorticotrofico (ACTH) e hormônio estimulante 

de corticotrofina (CRH) respectivamente. Estudos em humanos sugerem que as 

concentrações de cortisol são maiores em pacientes com obesidade em comparação 
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com individuos saudáveis, tanto em condições basais quanto nas avaliações 

dinâmicas (DUCLOS et al., 2005; SEN et al., 2008). 

Esta resposta anormal do eixo HPA pode propiciar e agravar a produção de 

citocinas como TNFα, IL6 e IL-1α/β. Do mesmo modo, as citocinas produzidas como 

parte da resposta imune adaptativa, tais como a interleucina 2 (IL-2) e interferon gama 

(IFN-γ) também estão relacionadas com o aumento da produção de cortisol pelo eixo 

HPA. Em humanos, estas citocinas atuam não só no hipotálamo para aumentar a 

liberação de CRH, mas na hipófise e glândulas adrenais, o que gera maior resposta 

de ACTH e cortisol, respectivamente, na circulação (RODRIGUEZ et al., 2015).  

Existem diversas evidências, em humanos, de que há maior ativação do eixo 

HPA em pacientes obesos, particularmente naqueles com distribuição central de 

gordura. Pasquali et al. (1993), descreveram um dos primeiros estudos e, 

demonstraram que mulheres com obesidade central apresentaram aumento 

significativo de cortisol e ACTH após estímulo com CRH, em relação a controles não 

obesas ou mulheres com obesidade periférica. Segundo Lordelo et al. (2007), ocorre 

maior frequência na liberação dos pulsos de ACTH, com menor amplitude de pulso, 

mantendo o nível basal normal e, os adipócitos viscerais possuem maior densidade 

de receptores de glicocorticóides que os adipócitos do tecido adiposo periférico.  

Pasquali et al. (2006) afirmaram que pessoas com obesidade visceral possuem 

número mais elevado de receptores de cortisol nos adipócitos abdominais, o que 

favorece aumento da ação de cortisol intracelular e o desenvolvimento de síndrome 

metabólica (resistência a insulina, dislipidemias e hipertensão).  

 Masuzaki et al. (2001), relacionaram de forma direta os glicocorticóides nos 

adipócitos como fatores-chave da obesidade e da doença metabólica. Estudos com 

ratos obesos comprovaram aumento da atividade glicocorticóide na gordura 

abdominal, estes pesquisadores demonstraram aumento da atividade da 11-beta-

hidroxiesteróide desidrogenase do tipo 1 (11βHSD-1) no tecido adiposo omental, 

acarretando em maior geração de glicocorticóide local, e consequentemente maior 

ativação de seu receptor, promovendo obesidade (LIVINGSTONE et al., 2000). Seckl 

(2004), afirmou que o aumento da atividade da 11βHSD-1 no tecido adiposo de 

roedores está relacionado com elevadas concentrações de glicocorticóides nos 

adipócitos.  

Embora a hiper-reatividade no eixo HPA já seja documentada há muitos anos 

em humanos (GUILLAUME-GENTIL et al., 1990), na medicina veterinária existem 
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poucos estudos. Martin et al. (2006) publicaram um estudo com cães obesos, e 

concluíram que a hiper-reatividade do eixo HPA ocorreu em apenas quatro de 31 

cães, concordando com Gayet et al. (2004) que estudou as modificações que ocorrem 

após o ganho de peso corporal e, demonstrou que o cortisol plasmático basal 

permaneceu inalterado durante o período de aumento de peso. Soder et al. (2016), 

investigaram e observaram uma maior relação cortisol/creatinina na urina de cães com 

sobrepeso em jejum e, afirmaram que embora os cães com excesso de peso pareçam 

saudáveis, os resultados deste estudo mostraram que alterações metabólicas podem 

estar presentes. Enfatizaram a necessidade de mais estudos sobre o papel do cortisol 

na obesidade em cães. 

 

1.1.3 Hormônio tireoidiano e obesidade  

 

A relação entre obesidade e tireóide é complexa. Na literatura, está bem 

estabelecido que a disfunção nesta glândula (hipotireoidismo ou hipertireoidismo) 

resulta em alterações no peso corporal devido à participação de hormônios 

tireoidianos no controle da termogênese e do apetite. No entanto, algumas pesquisas 

mostraram que o excesso de peso também pode influenciar na função da tireóide, 

ocasionando aumento na secreção do hormônio estimulante da tireóide (TSH), com 

ou sem alterações nas concentrações da triiodotironina (T3) e tetraiodotironina (T4). 

No entanto, não é possível estabelecer se essas alterações na função da tireóide são 

primárias ou secundárias à obesidade (SANTINI et al., 2014). 

A etiologia dessas mudanças no eixo hipotálamo hipófise tireóide na 

obesidade ainda não está clara. No entanto, vários mecanismos foram propostos, 

dentre os quais os relacionados ao processo de adaptação para aumentar o gasto 

energético, as mudanças na atividade das desiodase, a presença de resistência 

central ou periférica aos hormônios tireoidianos, a inflamação crônica de baixo grau e 

presença de resistência à insulina (FONTENELLE et al., 2016). 

Frente ao importante papel dos hormônios tireoidianos na regulação da 

termogênese, a dinâmica do eixo hipotálamo-hipófise-tireoidiano na obesidade já foi 

estudada em humanos e animais de laboratório (SANTINI et al., 2014; PANVELOSKI-

COSTA et al., 2018). Em gatos obesos foi realizado um único estudo por Ferguson et 

al. (2007), que concluíram que o desenvolvimento da obesidade no gato está 

associado a um aumento significativo da tiroxina livre (T4L) dentro da faixa de 
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referência normal. Em cães os estudos são restritos e escassos conforme Martin et 

al. descreveu em 2006. 

 

1.1.4 Estresse oxidativo, resistência insulínica e obesidade 

 

O estresse oxidativo pode ser definido como o desequilíbrio causado pelo 

excesso na produção das espécies reativas de oxigênio (EROs) associado à queda 

na capacidade antioxidante celular (SIES, 1997; FINKEL e HOLBROOK, 2000; 

SCANDALIOS, 2005). Os sistemas de defesa antioxidante são divididos em não-

enzimático (SANE) e enzimático (SAE). Fazem parte do SANE pequenas moléculas 

como vitaminas C e E (WISEMAN e HALLIWELL, 1996; NORDBERG e ARNÉR, 2001; 

SCANDALIOS, 2005). O SAE é constituído principalmente por três enzimas: 

superóxido dismutase (SOD); catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). Estas 

enzimas oferecem proteção ao organismo por promover a remoção do radical 

superóxido (O-2) e do peróxido de hidrogênio (H2O2), convertendo-os em espécies 

menos reativas (FINKEL, 2003; SCANDALIOS, 2005). 

Quando este sistema atua de forma ineficiente ou ocorre superprodução de 

radicais livres, o estresse oxidativo se instala (FIGURA 1). Os radicais livres 

promovem reações com substratos biológicos, podendo ocasionar danos no ácido 

desoxirribonucléico (DNA) e ácido ribonucléico (RNA) das biomoléculas e, 

consequentemente afetar a saúde humana e animal (BARREIROS e DAVID, 2006).   
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FIGURA 1 – Mecanismo de ocorrência do estresse oxidativo. Os sistemas de defesa antioxidante, 
quando eficientes, mantêm a homeostase e quando ineficientes, permitem a instalação do estresse 

oxidativo com dano celular e prejuízo na função biológica. 

 
FONTE: Adaptado de Vasconcelos et al., 2007. 

 

A obesidade pode ocasionar estresse oxidativo sistêmico devido a múltiplos 

mecanismos bioquímicos, como a produção de íons superóxido, NADPH oxidase 

(NOX), fosforilação oxidativa, oxidação de gliceraldeído, ativação da proteína quinase 

C (PKC), assim como da via do poliol e hexosamina (SAVINI et al., 2013; SERRA et 

al., 2013).  

Outros fatores que também contribuem com o estresse oxidativo na 

obesidade incluem hiperleptinemia, disfunções teciduais, baixa defesa antioxidante, 

inflamações crônicas e geração de EROs pós-prandial (MANNA e JAIN, 2015). 

Abbasiana et al. (2018) afirmam que na síndrome metabólica em humanos, 

associados com hiperglicemia e inflamação podem levar ao aumento da produção de 

EROs e estas têm efeitos tóxicos que levam à peroxidação dos lipídios da membrana 
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e produzem malondialdeído (MDA). Conforme Manna e Jain (2015), em humanos, o 

aumento dos ácidos graxos livres intracelulares promovem uma redução da 

translocação de transportadores de glicose do tipo 4 (GLUT-4), o que conduz à 

resistência insulínica. Segundo Brennan e Hoenig (2004), gatos obesos possuem 

expressão de GLUT-4 diminuída, assim como em humanos.  

Cline et al. (2009), realizaram um estudo com cães obesos em que a avaliação 

do estresse oxidativo foi realizada pela mensuração dos concentrações de glutationa 

e foi observada redução da concentração de glutationa dos animais obesos quando 

comparado a cães eutróficos, o que demonstrou fortes evidências de que os animais 

obesos apresentam uma diminuição da capacidade antioxidante. 

Além disso, o excesso de EROs no tecido adiposo faz com que a expressão 

de adiponectinas seja diminuída, contribuindo então para o desenvolvimento de 

resistência a insulina em humanos (FURUKAWA et al., 2004). Cline et al. (2009) 

afirmaram que o estresse oxidativo causa dano ao DNA com subsequente alteração 

na expressão dos genes, na sinalização celular, mutações, transformação celular e 

morte celular e, estes efeitos podem predispor a inúmeras afecções. Sabe-se que na 

medicina veterinária, o estresse oxidativo pode ocasionar resistência à insulina e levar 

ao desenvolvimento de diabetes (LAFLAMME, 2015), no entanto, os estudos em cães 

são escassos. 

Os mecanismos para o desenvolvimento da resistência à insulina 

relacionados à obesidade, são caracterizados por alterações em etapas da 

sinalização da insulina, apresentando redução na concentração da atividade quinase 

do receptor de insulina (IR), da fosforilação de tirosina em substratos 1 e 2 do receptor 

de insulina ( IRS-1 e IRS-2) e redução da atividade de fosfatidilinositol 3-quinase 

(PI3q). Entretanto, a fosforilação de IRS-1 pode ser tanto em tirosina e subsequente 

fosforilação de PI3q como em resíduos de serina, onde algumas proteínas 

inflamatórias podem promover esta alteração e assim comprometer a atividade de 

PI3q e translocação do GLUT-4 para a membrana plasmática (MAYER e BELSHAM, 

2010; CASTRO et al., 2013). 

O excesso de ácidos graxos livres (AGL) afeta diretamente o metabolismo 

celular. Os AGL circulantes ativam proteínas de membrana plasmática denominados 

toll like receptors 4 (TLR-4), desencadeando a ativação de vias inflamatórias que vão 

interferir na captação de glicose pela sinalização da insulina. Portanto, os AGL, ao se 
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ligarem ao receptor TLR-4 na membrana celular ativam c-jun N-terminal kinase (JNK) 

(DASU e JIALAL, 2010; RADA et al., 2018). 

Porém, os AGL também ativam a sinalização de outra via inflamatória que 

possui relação negativa com a sensibilidade à insulina, pois ao se ligarem ao receptor 

TRL-4 induzem a ativação da quinase inibidora do fator nuclear Kappa B  (ikK). Após 

ser ativada, a ikK pode diretamente fosforilar IRS-1 em resíduos de serina, atenuando 

a atividade de tirosinas ou/e ativação de ikK leva a fosforilação de inibidora do fator 

nuclear kappa B (ikkB) e, são formadas cadeias de poliubiquitinas que vão induzir a 

degradação proteassomal de ikkB, sendo um inibidor de fator nuclear de transcrição 

kappa B (NF-kB). Com a degradação de ikkB ocorre subsequente aumento da 

expressão de NF-kB que vai agir no núcleo celular se ligando ao DNA e portanto, 

induzindo a transcrição gênica de mediadores inflamatórios como TNF-α e IL-6 

(BARMA et al., 2009). 

O mecanismo em que TNF-α induz o desenvolvimento de resistência a 

insulina está na ligação de TNF-α aos seus receptores na membrana plasmática, 

TNFR1 e TNFR2, sendo capaz de ativar também as proteínas inflamatórias ikK e JNK. 

Assim, dando sequência na resposta inflamatória causada por estas moléculas 

(VALEDO et al., 2009; LIU et al., 2018). 

 

1.1.5 Parâmetros renais na obesidade  

 

A obesidade em humanos é considerada fator de risco ao desenvolvimento e 

progressão de doença renal crônica (TVARIJONAVICIUTE et al., 2013; WEETH, 

2016), as alterações glomerulares relacionadas à obesidade caracterizam-se por 

vasodilatação da arteríola aferente, hipertensão e hiperfiltração glomerular. A 

expressão clínica da hiperfiltração glomerular nos obesos é a presença de 

microalbuminúria ou proteinúria. Também ocorre aumento da reabsorção de sódio nos 

segmentos proximais do néfron, além de maior atividade do sistema renina 

angiotensina aldosterona (SRAA) (PAULA et al., 2006; GUEDES et al., 2010). 

Em humanos obesos ocorre aumento da produção de angiotensinogênio 

pelos adipócitos, resultando em uma maior concentração de angiotensina II circulante, 

que promove a vasoconstrição, e maior concentração de aldosterona, acarretando 

retenção renal de sódio (ZORAN et al., 2010). A estas alterações somam-se os 

distúrbios metabólicos e estes achados interligam a obesidade com a lesão renal 
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(PAULA et al., 2006). Além disso, esta maior atividade do SRAA gera uma hipertensão 

arterial sistêmica em humanos que, inicialmente, é uma consequência da doença 

renal, mas a longo prazo gera perda do tecido renal funcional (WEHNER et al., 2008), 

pois a hipertensão glomerular gera perda protéica pelos capilares glomerulares e, 

glomeruloesclerose (ETTINGER e FELDMAN, 2010). Tvarijonaviciute et al. (2013) 

comprovaram que a redução da gordura corporal pode reverter muitas manifestações 

clínicas associadas à nefropatias, entretanto tais eventos ainda não foram 

completamente estudados e evidenciados na espécie canina. 

Heneger et al. (2001) induziram a obesidade experimentalmente em cães e 

comprovaram aumento da pressão arterial média e maior atividade da renina 

plasmática, o que alterou a função renal e causou alterações histológicas na 

arquitetura renal, como expansão da cápsula de Bowman, proliferação celular nos 

glomérulos, espessamento da membrana basal glomerular e tubular e, aumento da 

matriz mesangial, o que ocasionou proteinúria patológica. 

O termo proteinúria se refere a uma quantidade anormal de proteína na urina 

detectada por testes semiquantitativos ou quantitativos. Uma vez que esta alteração 

é identificada faz-se necessário verificar sua origem, persistência e magnitude (LEES 

et al., 2005; CIANCIOLO et al., 2016). A proteinúria pode ser classificada de acordo 

com sua origem em pré-renal, renal ou pós-renal, sendo que a proteinúria renal pode 

ser classificada em funcional ou patológica. A proteinúria renal patológica causa perda 

protéica persistente pela urina (ETTINGER e FELDMAN, 2010), identificada a partir 

de duas a três coletas de urina com intervalo mínimo de 15 dias (CORTADELLAS et 

al., 2009). Este é um indicativo de doença renal crônica antes do desenvolvimento de 

azotemia (JACOB et al., 2003; GRAUER, 2007).  

A microalbuminúria, por outro lado, é observada quando a taxa de excreção 

de albumina pela urina está aumentada, não sendo detectada por procedimentos 

laboratoriais padrões. Isto significa que a taxa de excreção de albumina está acima 

do nível normal, mas abaixo do nível proteinúrico (REGO, 2006). Em cães, a 

microalbuminúria é definida como concentração de albumina maior do que 1 mg/L na 

urina (GRAUER, 2011). Em geral, ela precede a proteinúria (MURGIER et al., 2009) 

e, pode ser utilizada como marcador da fase inicial de doença renal e cardiovascular 

em seres humanos, e está associada a disfunções subclínicas renais e sistêmicas em 

cães (LIEN et al., 2010). Este parâmetro é um excelente marcador de doença renal 
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precoce e de alteração da permeabilidade glomerular (TVARIJONAVICIUTE et al., 

2013).  

Uma vez que a proteinúria é considerada marcador de lesão renal, a redução 

de sua intensidade se mostra benéfica, principalmente nos estágios iniciais da doença 

renal crônica (WAKI et al., 2010). Apesar da proteinúria ser importante marcador de 

lesão renal, em muitas situações este exame não é a primeira escolha do clínico, 

sendo assim, os marcadores séricos, como a creatinina, continuam sendo ferramentas 

indispensáveis na clínica de pequenos animais para identificação de afecções renais. 

No entanto, o aumento da concentração de creatinina sérica e instalação da azotemia 

só ocorrem quando 50% ou mais dos néfrons estão acometidos (CIANCIOLO et al., 

2016).  

Estudos conduzidos em cães e gatos identificaram nos últimos anos o uso da 

dimetilarginina simétrica (SDMA) como biomarcador da função renal endógena, visto 

que tende a acumular em pacientes com disfunção renal e possibilita a detecção 

precoce de alterações na taxa de filtração glomerular (TFG) (BRAFF et al., 2014; 

HALL et al., 2014; BROWN, 2015; HALL et al., 2016a). Em estudo realizado com cães 

portadores de nefropatia hereditária ligada ao cromossomo X, demonstrou-se que as 

concentrações da SDMA aumentam durante a progressão da forma pré-clínica até o 

estágio final da doença renal, com boa correlação com o aumento da creatinina e 

diminuição da TFG (NABITY et al., 2015).  

Um valor de corte da SDMA de 14 μg/dL identifica em média uma redução de 

49% da TFG de cães, em uma média de 9,8 meses (variação de 2,2 a 27 meses) 

antes do aumento sérico da creatinina (HALL et al., 2016a). Da mesma forma, 

observou-se o aumento deste biomarcador em gatos cerca de 17 meses antes da 

elevação da creatinina (variação de 1,5 a 48 meses) (HALL et al., 2014). Assim, a 

mensuração da SDMA permite a detecção precoce de alteração na TFG em relação 

à creatinina sérica, em animais com injúria renal. 

A SDMA não sofre interferência de dietas hiperproteica e tão pouco de 

alterações da massa corporal magra, como acontece com a creatinina sérica em cães 

(HALL et al., 2015), bem como é menos afetada pelo nível de desidratação corporal, 

em comparação à creatinina (GUESS, 2016). Além disso, a avaliação da TFG pode 

ajudar a avaliação da função renal de animais com poliúria e polidipsia, bem como no 

esclarecimento das imprecisões e variações não-renais associadas com a 

mensuração da creatinina (RELFORD et al., 2016). 
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Além da relação com a TFG, tem-se investigado o papel patofisiológico da 

SDMA no desenvolvimento de complicações sistêmicas. Inicialmente, acreditava-se 

que a SDMA não representava um fator patológico, de tal modo que o foco foi 

direcionado para o papel do acúmulo da dimetilarginina assimétrica (ADMA), visto que 

essa inibe a enzima óxido nítrico sintase e, está associada com maior risco de 

doenças cardiovasculares, hipertensão e mortalidade (SCHWEDHELM e BÖGER, 

2011; TAIN e HSU, 2017). Entretanto, recentemente demonstrou-se que a SDMA 

prediz de forma mais consistente a progressão da doença renal crônica (DRC) e 

eventos cardiovasculares do que a ADMA (EMRICH et al., 2018). No caso, a SDMA 

também inibe o sistema do óxido nítrico (NO), a partir da competição com a L-arginina, 

que é substrato para formação do NO, predispondo à inflamação vascular, aumento 

da resistência vascular e diminuição da perfusão renal (EMRICH et al., 2018; TAIN e 

HSU, 2017).  
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2 JUSTIFICATIVAS 
 
Devido a crescente frequência nas últimas décadas da obesidade em cães, 

investigamos prováveis complicações deste distúrbio metabólico como a relação entre 

o eixo hipotalámo hipófise adrenal, produção de citocinas capazes de promover 

inflamação e estresse oxidativo, com produção de radicais livres, e ocasionar 

inúmeras consequências na funcionalidade dos leucócitos, como fator extrínseco em 

doenças inflamatórias crônicas, degenerativas, endócrino-metabólicas e neoplásicas.  

Existem também evidências de que a obesidade é um fator de progressão da 

doença renal crônica, entretanto, os estudos são escassos na literatura mundial que 

comprove a progressão nos animais da espécie canina em condições de obesidade, 

assim como não foi avaliado ainda, de forma crítica em cães obesos, a peroxidação 

lipídica e as características morfológicas do tecido adiposo, a atividade do eixo 

hipotálamo hipófise adrenal, bem como se esta é capaz de gerar estresse oxidativo e 

favorecer o desenvolvimento de síndrome metabólica. 
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3 OBJETIVOS  
 

3.1 OBJETIVO GERAL  

 

Este estudo apresenta como objetivo geral a avaliação de marcadores 

metabólicos, inflamatórios e de estresse oxidativo em cadelas obesas e suas 

alterações após programas de perda de peso. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Avaliar alterações estruturais, quantitativas dos adipócitos e a presença 

de  infiltrado leucocitário no tecido adiposo de cães obesos; 

 Avaliar a imunoexpressão do TNF-α no tecido adiposo; 

 Avaliar a atividade do eixo hipotálamo hipófise adrenal, as 

concentrações de tiroxina livre no plasma, a insulina sérica e 

sensibilidade periférica, peroxidação lipídica no plasma e marcadores de 

alterações precoces na função renal em cadelas obesas, antes e após 

emagrecimento. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 
 

4.1 DELINEAMENTO DA PRIMEIRA ABORDAGEM  

 

O estudo foi conduzido com animais atendidos na rotina da Clínica Veterinária 

Escola (CVE) da Pontifícia Universidade Católica do Paraná (PUCPR), localizada em 

Curitiba, Paraná, sob aprovação do Comitê de Ética para Uso de Animais da PUCPR 

(protocolo 805 – ANEXO A). Um total de 30 animais foram investigados e 17 obtiveram 

os critérios de inclusão. 

 

4.1.1 Animais 

 

Foi realizado estudo caso-controle, em que foram selecionadas cadelas 

íntegras, adultas, de variadas raças, candidatas à ovariossalpingohisterectomia 

eletiva que, ao exame clínico completo apresentaram-se sem sinais clínicos de 

doenças concomitantes, como: doenças odontológicas, dermatológicas, 

cardiorrespiratórias, neurológicas, ortopédicas, urogenitais, gastrointestinais, 

autoimunes, neoplasias e outras doenças endócrinas. Ainda, foram excluídos cães 

que fizeram uso de antibióticos, corticóides e anti-inflamatórios até três meses antes 

da inclusão no projeto e cadelas que fizeram uso de contraceptivos injetáveis ou orais 

pelo prazo de seis meses antes da inclusão no projeto. 

Os animais foram submetidos à classificação do escore de condição corporal 

(ECC), um parâmetro validado e proposto por Laflamme (1997)  para avaliar a 

condição corporal em cães que é baseado na inspeção e palpação do paciente, 

empregando escalas numéricas (ANEXO B).  

A partir desta triagem inicial, foram criados 2 grupos: 

Grupo Obesas – constituído por 9 fêmeas íntegras, com escore corporal 9/9 

(LAFLAMME, 1997);  

Grupo Controle – 8 fêmeas íntegras, com condição corporal eutrófica, com 

ECC 5/9 (LAFLAMME, 1997). 

 

4.1.2 Exames complementares 
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Exames sanguíneos de triagem (hemograma e análises bioquímicas séricas 

de albumina, alanino aminotransferase, fosfatase alcalina, ureia, creatinina, glicose, 

triglicerídeos e colesterol – ANEXO C) foram realizados, sob jejum alimentar de 12 

horas. As amostras sanguíneas foram obtidas por venopunção jugular, por meios 

assépticos, armazenadas em frascos contendo ácido etilenodiamino tetra-acético 

(EDTA) e ativador de coágulo e, posteriormente processadas no laboratório de 

análises clínicas da CVE da PUCPR. 

Todos os animais foram submetidos ao procedimento de 

ovariossalpingohisterectomia eletiva, no qual foram coletados fragmentos de tecido 

adiposo subcutâneo e visceral, com aproximadamente 2 centímetros cúbicos por meio 

de incisão da região próxima à linha alba (subcutânea) e do ligamento falciforme 

(visceral), respectivamente, conforme demostra a FIGURA 2. As amostras foram 

acondicionadas em formalina 10% e processadas de acordo com a histotécnica de 

rotina do Laboratório de Histopatologia da CVE da PUCPR, com inclusão em parafina 

e secção em micrótomo em cortes de 4 μm de espessura. As lâminas de cada amostra 

dos tecidos adiposos foram coradas com Hematoxilina-Eosina (HE), das quais foram 

obtidas imagens digitalizadas com o scanner Zeiss Axio Scan.Z1® (Carl Zeiss), com 

objetiva de 20x, para avaliação morfométrica (diâmetro e número dos adipócitos – 

FIGURA 3) e histológica (infiltrado leucocitário tecidual). 
FIGURA 2 – Coleta de tecido adiposo visceral,  feita por técnica excisional com retirada do ligamento 

falciforme em uma cadela do grupo obesas. 
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As imagens foram avaliadas por dois avaliadores as cegas. Os mesmos não 

possuíam o conhecimento de qual grupo de animais correspondiam. Após as imagens 

foram analisadas com o software ZEN (Zeiss Microscope software). Para mensuração 

do diâmetro adipocitário, foi delimitada uma área aleatória do tecido adiposo e 

realizada a delimitação manual do tamanho de 50 adipócitos de cada região, 

subcutânea e visceral, de cada animal e calculada a média final dos valores obtidos 

(FIGURA 3). A avaliação de infiltração leucocitária, classificada em presença ou 

ausência de infiltrado, considerou como presença a partir da identificação de um único 

leucócito. Posteriormente, também foi delimitada outra área aleatória de 200 

milímetros quadrados de cada região, subcutânea e visceral, de cada animal, na qual 

foi realizada a contagem do número de adipócitos, excluindo as células da borda das 

imagens. 

 
FIGURA 3 – Imagens de histopatologia, coradas em Hematoxilina-Eosina (HE) com amplificação de 
10x, demonstrando a mensuração dos adipócitos com o software Zen (Zeiss Microscope). a) Tecido 
adiposo subcutâneo de um animal do grupo obeso. b) Tecido adiposo subcutâneo de uma cadela do 

grupo controle. 

 
 

Para avaliação imunohistoquímica, inicialmente as amostras emblocadas 

foram remanejadas de acordo com a técnica de Tissue Microarray (TMA), descrita por 

Mattioli et al. (2011). Para tal, uma broca metálica de cinco milímetros de diâmetro foi 

utilizada para colher fragmentos cilíndricos das amostras, e novos blocos de parafina 

A B 
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foram confeccionados agrupando os tecidos adiposos de ambos os grupos de forma 

aleatória e às cegas. 

Os blocos de TMA foram seccionados em cortes de 4 μm e acondicionados 

em lâminas eletricamente carregadas. Os cortes foram submetidos ao bloqueio da 

peroxidase endógena com H2O2 (5% em metanol) por 15 minutos. Target Retrieval 

Solution TM (Dako, Glostrup, Dinamarca) foi utilizado para recuperação antigênica 

induzida por calor de acordo com as instruções do fabricante.  

As amostras foram incubadas com o anticorpo anti-TNF-alfa 

ABCAM/ABD6671, na diluição de 1:50 em solução tampão fosfato salino (Phosphate-

Buffered Saline – PBS), “overnight” em geladeira. Como controle negativo, a adição 

do anticorpo foi substituída pelo uso de tampão fosfato salino. O anticorpo secundário, 

AdvanceTM (Dako, Glostrup, Dinamarca) foi aplicado por 15 minutos de acordo com 

as instruções do fabricante. As imunorreações foram visualizadas depois de incubar 

as amostras com cromógeno DAB (OriGene, Rockville, MD, EUA), e em seguida 

contracorá-las utilizando Hematoxilina de Harris.  

As lâminas foram digitalizadas com o scanner Zeiss Axio Scan.Z1® (Carl 

Zeiss), com objetiva de 20x, e avaliadas com o software ImagePro-Plus (versão 

4.5.0.29 para Windows 98/Nt/2000). Para tanto, foi selecionada uma média de 30 

imagens de cada região, de cada animal, excluindo tecidos com vasos sanguíneos e 

amplo tecido intersticial. Com o software foram criadas máscaras quanto à 

positividade e negatividade imunohistoquímica na área total da imagem, que foram 

aplicadas em todas as imagens. Ao final foram realizadas médias quanto à 

positividade em porcentagem de cada animal. 

 

4.1.3 Análises estatísticas 

 

Na estatística, os dados foram analisados usando o software STATA na 

versão 14 (College Station, Texas, EUA). O nível de significância foi estabelecido em 

5% (p<0,05). As distribuições de frequência de animais incluídos neste estudo foram 

calculadas para dados demográficos. A imunoexpressão de TNF-α, tamanho de 

adipócitos e número de adipócitos nos tecidos subcutâneo e visceral foram 

comparados entre os dois grupos de animais pelo teste Mann Whitney; enquanto a 

proporção média de infiltrado de leucócitos em ambos os tecidos foi comparada com 

Qui-quadrado. 
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A correlação entre a imunoexpressão de TNF-α no tecido subcutâneo e 

visceral, em ambos os grupos de estudo, foi analisada de forma não paramétrica 

utilizando a correlação de Spearman. As correlações foram número de adipócitos, 

tamanho de adipócitos e infiltrado de leucócitos com TNF-α, em ambos os tecidos 

subcutâneo e visceral de cada grupo. 

 

4.2 DELINEAMENTO DA SEGUNDA ABORDAGEM  

 

Este estudo foi um estudo prospectivo e longitudinal, realizado com animais 

da rotina de atendimento da CVE da PUCPR, localizada em Curitiba, Paraná, Brasil. 

O presente estudo foi aprovado e conduzido de acordo com as recomendações do 

Comitê de Ética para Uso de Animais da PUCPR (protocolo 805). Um total de 23 

animais foram investigados e 10 apresentaram os critérios de inclusão. 

 

4.2.1 Animais 

 
Foram incluídos neste estudo 10 cadelas obesas há pelo menos 1 ano, adultas, 

castradas, de variadas raças, não azotêmicas, com peso máximo de 15 kg. As 

pacientes obesas incluídas no estudo foram submetidas ao exame clínico completo, 

pesagem e foram classificadas pelo ECC proposta por Laflamme (1997) em obesas 

(ANEXO B), em que foram detectados depósitos maciços de gordura sobre o tórax, 

coluna vertebral, base da cauda, pescoço e membros, além de cintura ausente e 

distensão abdominal evidente, sendo esta descrição compatível com pontuação 8 e 

9/9 (FIGURA 4). 
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FIGURA 4 – Cadelas obesas com escore corporal (ECC) 9/9, incluídas no estudo. 

  
Após a classificação da ECC as pacientes foram submetidas a determinação 

do índice de massa corporal canina (IMCC) que foi calculado utilizando a adaptação 

feita por Muller et al. (2008) com o uso da fórmula: peso corporal (kg)/estatura em m², 

sendo a estatura o comprimento entre a base da nuca e o solo imediatamente atrás 

dos membros posteriores (FIGURA 5), considerando o IMCC ideal para cães de porte 

médio entre 11,0 e 15,0. A porcentagem de gordura corporal (%GC) foi realizada 

seguindo o descrito por Burkholder e Toll (2000), com a equação: 

 

%GC= (-1,7 x membro pélvico cm) + (0,93 x perímetro abdominal cm) + 5. 

 

Sendo consideradas sobrepeso com 10 a 19% de %GC e obesas acima de 

20%. 

Os animais incluídos no projeto, foram submetidos a exames complementares, 

sendo neste momento classificados como tempo 0 (zero). Os exames realizados 

foram hemograma; análises bioquímicas sanguíneas (albumina, alanina 

aminotransferase, fosfatase alcalina, creatinina, uréia, triglicerídeos, colesterol, 

fibrinogênio, frutosamina e glicose – ANEXO D), urinálise e pressão arterial sistólica. 

Para tal, os cães foram submetidos à coleta das amostras sob jejum alimentar de 12 

horas. O sangue foi obtido por venopunção jugular, as amostras foram acondicionadas 
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em frascos apropriados e posteriormente encaminhadas para o Laboratório de 

Análises Clínicas da CVE da PUCPR para processamento e armazenamento do soro 

a -70ºC. 

 

 
FIGURA 5 – Obtenção da estatura do cão para o cálculo do índice de massa corporal canino (IMCC). 
a) Linha preta representa o trajeto da fita métrica sobre a coluna até o limite plantar do membro 
posterior, adaptado de Muller et al., 2008. b) Paciente da rotina clínica realizando a medida da altura 
para o cálculo de IMCC. 

 
 

As amostras de urina foram coletadas por cistocentese, avaliadas quanto as 

suas características físicas e químicas, bem como avaliadas e quantificadas quanto à 

presença de sedimentos., de acordo com as técnicas estabelecidas no laboratório de 

Patologia Clinica da CVE da PUCPR. 

Os animais foram submetidos à avaliação da pressão arterial sistólica, 

mensurados em ambiente calmo como o primeiro procedimento do dia, com o uso de 

Doppler (Doppler Ultrasound Parks Medical® Model 811B) e manguitos de tamanhos 

que variavam conforme a circunferência do membro torácico (FIGURA 6). Para cada 

A B 
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cão de ambos os grupos foram realizadas, no mínimo, três mensurações consecutivas 

em ambiente calmo, sendo registrada e considerada a média destas. Foram 

consideradas hipertensas as cadelas que apresentaram pressão arterial sistólica igual 

ou superior a 150 milímetros de mercúrio (mmHg). 
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FIGURA 6 – Equipamentos necessários para mensuração indireta da pressão arterial sistólica em 
cães. 

 
 

Todos os animais incluídos no estudo foram submetidos a exames 

ultrassonográficos para medida da camada adiposa do tecido subcutâneo em região 

de sétima vértebra lombar (L7). Para esta medida foi utilizado um transdutor linear de 

7,5 megahertz em plano transversal, conforme descrito por Morooka et al. (2001). 

Após a inclusão no estudo, todos os animais foram submetidos a um 

programa de perda de peso (PPP) com dieta hipocalórica fornecida duas vezes ao 

dia. A quantidade de alimento fornecida foi calculada conforme descrito por Carciofi 

et al. (2005) e o PPP foi realizado por um período total de dois meses.  

A necessidade energética diária seguiu a formula abaixo: 

 

Necessidade energética diária (Kcal) = (Peso meta)0,75 x 75 Kcal. 

 

Sendo que o peso meta foi determinado como 20% a menos do peso atual. 

A dieta hipocalórica instituída possuía energia metabolizável de 2.870 Kcal/kg, 

proteína bruta mínima de 280 g/kg, matéria fibrosa máxima de 182 g/kg, taurina 

mínima de 2.070 mg/kg, L-carnitina mínima de 300 mg/kg e vitaminas (A, C, E, D3, 

B1, B2, B6, B12). Os proprietários recebiam a cada 15 dias os alimentos, que eram 

pesados e divididos em porções necessárias para cada refeição. 
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Após dois meses (tempo 1) de PPP, todos os animais foram submetidos aos 

mesmos exames morfométricos, ultrassonográficos e laboratoriais realizados no 

tempo 0 (ANEXO E). 

Foram excluídas do projeto cadelas com outras comorbidades como: doenças 

dermatológicas, cardiorrespiratórias, neurológicas, ortopédicas, urogenitais, 

gastrintestinais, autoimunes, neoplásicas e com outras doenças endócrinas como 

hipotireoidismo e hiperadrenocorticismo. Também foram excluídas cadelas que 

fizeram uso de antibióticos, corticóides, anti-inflamatórios, pelo prazo de três meses 

antes da inclusão no projeto e também 3 proprietários que não aderiram ao PPP. 

 

4.2.2 Avaliação do eixo hipotálamo, hipófise, adrenal 

 

O eixo HPA foi avaliado a partir de um teste dinâmico, o teste de estimulação 

com hormônio ACTH (Synacthen Depot®, Novartis). Esse teste consiste na 

mensuração do cortisol plasmático basal e após duas horas da administração 

intramuscular de 5 μg/kg de ACTH sintético de depósito (SIEBER-RUCKSTUHL et al., 

2015; ALDRIDGE et al., 2016). Todos os testes foram realizados no período da manhã 

em ambos os tempos 0 e 1.  

As amostras de sangue foram centrifugadas e logo após  as amostras de soro 

foram congeladas à -70°C e encaminhadas mensalmente em compartimento 

refrigerado com gelo seco para o Laboratório Provet em São Paulo – Brasil, utilizando 

transporte aéreo e, o cortisol foi mensurado por técnica padrão de radioimunoensaio.  

 

4.2.3 Avaliação do hormônio tireoidiano  

 

Em todos os animais foram mensurados T4L por diálise de equilíbrio por 

radioimunoensaio antes e após o PPP. As amostras de soro congeladas à -70°C, 

foram encaminhas em compartimento refrigerado com gelo seco para o Laboratório 

Provet em São Paulo – Brasil, utilizando transporte aéreo.  

 

4.2.4 Avaliação da peroxidação lipídica e insulina  

 

A peroxidação lipídica plasmática foi determinada pela quantificação das 

substâncias que reagem com o ácido tiobarbitúrico (TBARS) realizada por meio de 
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reagente comercial (TBARS Assay Kit, Cayman Chemical Company®, Ann Arbor, 

Michigan, EUA). Todas as amostras de soro analisadas foram armazenadas por um 

período máximo de 30 dias, armazenadas a -70ºC, e o procedimento para a realização 

do teste foi feito conforme as recomendações do fabricante. As absorbâncias (540 

mn) das reações foram obtidos no leitor ELISA (Biochrom Asys Expert Plus®, 

Cambridge, UK – FIGURA 7). A curva padrão foi desenvolvida em duplicatas com 

concentrações finais foram de 0; 0,625; 1,25; 2,5; 5; 10; 25 e 50 μm, conforme descrito 

por Silva et al. (2013). 

 
FIGURA 7 – Leitor de ELISA Biochrom Asys Expert Plus®, Cambridge, UK. 

 
 

A avaliação da concentração sérica de insulina foi realizada em duplicata com 

o kit comercial (Mercodia Canine Insulin ELISA), método imunoensaio validado por 

Oberg et al. (2011) e utilizado por Tvarijonaviciute et al. (2012a). A técnica foi realizada 

conforme descrição abaixo: a- foi separado 50 mL de calibrador, de controle e da 

amostra nos poços e pipetado 50 mL do conjugado anti-ins-hrp em todos os poços, 

seguido da incubação durante 30 minutos à temperatura ambiente; b- em seguida, foi 

aspirado o líquido de cada poço e lavado a placa por três repetições, utilizando 0,4 

mL da solução de lavagem em cada poço; c- após 15 minutos do processo de 

lavagem, foi pipetado 100 mL da solução cromogênica e incubado a placa de 

microtítulo em temperatura ambiente, durante 15 minutos; d- por fim, foi pipetado 50 

mL da solução para bloqueio da reação e procedida a leitura em um leitor de ELISA 
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(Biochrom Asys Expert Plus®, Cambridge, UK) com as absorvâncias de 450 nm (filtro 

de referência 630 nm ou 650 nm) dentro de 1 hora. 

A partir da glicemia basal e da concentração sérica de insulina foram 

calculados os quatro índices de sensibilidade à insulina, com as seguintes equações 

(PÖPPL et al., 2009): 

 

Índice insulinogênico (II)= insulinemia ( U/mL) / glicemia (mg/dL); 

Relação insulina:glicose corrigida (RI:GC)= insulinemia ( U/mL) x 100 / 

glicemia (mg/dL) - 30; 

Modelo de avaliação da homeostase das células beta pancreáticas (HOMA B) 

= 20 x insulinemia ( U/mL) / glicemia (mmol/L) - 3,5; 

Modelo de avaliação da homeostase sensibilidade da insulina as células beta 

(HOMA R)= insulinemia ( U/mL) x glicemia (mmol/L) / 22,5. 

 

Conforme Pöppl et al. (2009) os valores de referência para o II aumentado > 

0,235; RI:GC aumentado > 30; HOMA B 100%; HOMA R acima de 2,4 conforme 

Amaral et al. (2017). 

 

4.2.5 Avaliação de parâmetros renais 

 
Amostras de soro congeladas à -70°C foram encaminhas em compartimento 

refrigerado com gelo seco para o Laboratório IDDEX Reference Laboratories, em São 

Paulo, SP, Brasil, utilizando transporte aéreo. A mensuração da concentração da 

SDMA foi realizada por espectrocromatografia líquida de massa, de acordo com o 

padronizado pelo laboratório, foi considerado limite de normalidade valores abaixo de 

14 μg/dL, conforme descrito por Hall et al. (2014).  

Foram realizadas também avaliações de albuminúria, em triplicata,  com o 

teste ELISA Dog Albumin Kit®, com a técnica e a diluição das amostras realizadas de 

acordo com a recomendação do fabricante (Mybiosource, San Diego, EUA), com 

leitura no aparelho ELISA (Biochrom Asys Expert Plus®, Cambridge, UK). Segundo 

Herring et al. (2014) a microalbuminúria é definida quando as concentrações de 

albumina estão ≥ 2,5 mg/dL.  
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4.2.6 Análises estatísticas 

 

Todos os dados obtidos foram registrados em planilha eletrônica (Microsoft 

Excel®), conferidos e exportados para posterior análise estatística utilizando o 

software Statistica – Statsoft® e software estatístico GraphPad Prism, versão 3.00 para 

Windows, San Diego – Califórnia, EUA. Os gráficos foram realizados através do 

software Minitab Express, versão 1.5.1 para Mac, Pensilvânia, EUA.  

A análise estatística foi realizada de forma descritiva e todas as variáveis 

foram avaliadas quanto a distribuição de normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e, 

quando apropriado, o Teste t pareado foi utilizado. Quando as variáveis não estavam 

normalmente distribuídas, foi utilizado o teste não paramétrico de Wilcoxon. O nível 

de significância adotado foi de 5% (p<0,05). A correlação foi analisada de forma 

paramétrica e não paramétrica utilizando a correlação de Pearson e Spearman de 

acordo com as variáveis análisadas.  
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5 RESULTADOS 
 
5.1 PRIMEIRA ABORDAGEM  

 

Os animais do grupo obesos apresentaram idade média de 4,9 anos, que 

variou de 1 a 8 anos. Dos 9 animais incluídos neste grupo, 77,7% (n=7) não tinham 

raça definida e 22,2% (n=2) eram da raça Labrador (TABELA 1). No grupo controle, 

os animais apresentaram idade média de 1,9 anos, que variou de 7 meses a 6 anos; 

62,5% não tinham raça definida e havia um cão para cada uma das seguintes raças: 

São Bernardo, Lhasa-apso e Yorkshire. 

 
TABELA 1 – Dados referentes a idade, definição racial e peso dos animais obesos pertencentes ao 
estudo. 

Grupo N. Idade 
(meses) 

Definição 
racial Peso (kg) 

Obesos 

1 24 SRD 19,5 

2 96 SRD 10,7 

3 48 SRD 7,9 

4 84 SRD 7,4 

5 48 SRD 17,0 

6 12 SRD 16,4 

7 96 Labrador 42,0 

8 36 Labrador 34,0 

9 84 SRD 23,4 
Nota: N. = número; SRD = sem raça definida. 

 

5.1.1 Tamanho do adipócito 

 
Os adipócitos subcutâneos e viscerais foram significativamente maiores em 

animais obesos em comparação com o tamanho de adipócitos observados em 

animais do grupo controle (TABELA 2). 
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5.1.2 Infiltrado leucocitário 

 
A presença de leucócitos foi observada apenas nos tecidos subcutâneo e 

visceral de animais obesos (FIGURA 8), portanto houve diferença significativa entre 

os grupos (p=0,03). No total de animais avaliados, 44,4% (n=5) apresentaram 

infiltrado leucocitário no tecido subcutâneo ou visceral e destes 22,2% (n=2) 

apresentaram em ambos os tecidos. 

   
FIGURA 8 – Imagens de histopatologia, coradas em Hematoxilina-Eosina (HE) com amplificação de 
10x. a) Infiltrado leucocitário no tecido adiposo visceral de um animal obeso. b) Tecido adiposovisceral 
sem infiltrado leucocitário em um animal pertencente ao grupo controle. 

 
5.1.3 Número de adipócitos  

 

Os animais do grupo controle apresentaram maior contagem de adipócitos do 

que animais obesos, tanto no tecido visceral como subcutâneo. No entanto, a 

diferença significativa só foi detectada no tecido visceral do grupo controle (TABELA 

2). 

 

5.1.4 Imunoexpressão de TNF-α  

 

A imunoexpressão de TNF-α foi detectada em ambos os tecidos de todos os 

indivíduos no estudo. A expressão média de TNF-α observada no tecido visceral de 

animais obesos foi maior, no entanto, não foi detectada diferença significativa entre o 

grupo controle e os animais obesos (TABELA 2).  

B A 



46 

 

5.1.4.1 Correlações 

 

A imunoexpressão do TNF-α não foi correlacionada com o tamanho do 

adipócito do tecido visceral considerando todos os animais que participaram do 

estudo. No entanto, em animais obesos, observou-se uma correlação positiva e 

significativa, coeficiente (ρ)= 0,9 (p=0,0009), entre o tamanho de adipócitos e a 

imunoexpressão de TNF-α. Considerando o tamanho do adipócito subcutâneo, não 

houve correlação com imunoexpressão de TNF-α neste tecido, seja por grupo ou 

incluindo todos os individuos. 

O infiltrado leucocitário foi correlacionado positivamente com a 

imunoexpressão de TNF-α no tecido subcutâneo e visceral considerando o grupo 

obesos, no entanto, não foi observada significância. 

A imunoexpressão de TNF-α no tecido subcutâneo apresentou correlação 

significativa positiva com o número de adipócitos considerando todos os animais, em 

que o coeficiente de correlação de Spearman (ρ) de 0,74 (p=0,03) foi observado. 

 
TABELA 2 –Tamanho do adipócito, número de adipócitos e imunoexpressão do fator alfa de necrose 
tumoral no tecido adiposo com valores de média, desvio padrão e intervalo de confiança. 

Variável 
Controle 

Média (Desvio Padrão) 
(n=8) 

Obesos 
Média (Desvio Padrão) 

(n=9) 
Valor de p 

Tamanho do adipócito(μm2)    

   Subcutâneo 4779,5 (± 181,3) 7005,7 (± 434,7) 0,001* 

   Visceral 4730,7 (± 261,1) 7448,4 (± 613,8) 0,001* 

Número de adipócitos     

   Subcutâneo 380,4 (± 55,4) 304,2 (± 56,7) 0,1 

   Visceral 551,2 (± 87,5) 282,9 (± 39,0) 0,009* 

Imunoexpressão TNF-α (%)    

Subcutâneo 77,4 (± 5,4) 67,7 (± 3,9) 0,1 

Visceral 70,7 (± 6,6) 72,0 (± 5,1) 1,0 

Nota: n = número; TNF-α = fator alfa de necrose tumoral; * = teste de Mann-Whitney. 
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5.2 SEGUNDA ABORDAGEM 

 

Das 10 cadelas incluídas no estudo, todas eram castradas, 50% (n=5) eram 

sem raça definida (SRD) e as mesmas apresentaram peso variando de 3,8 a 15,0 kg, 

com média de peso de 12,4 kg (tempo 0) e peso variando de 3,3 a 14,4 kg, com média 

de peso de 11,8 kg (tempo 1) (TABELA 3), com média de emagrecimento por semana 

igual a 0,65%. Os animais apresentaram idade média de 70,8 meses, variando entre 

36 a 120 meses. 

 
TABELA  3 – Dados referentes a idade, definição racial, peso dos animais incluídos no estudo. 

N. Idade 
(meses) 

Definição 
racial 

Peso (kg) 
(tempo 0) 

Peso (kg) 
(tempo 1) 

1 108 SRD 12,6 12,4 

2 60 Fox terrier 11,5 10,7 

3 36 SRD 13,1 12,7 

4 36 SRD 14,4 14,0 

5 84 Poodle 15,0 14,4 

6 72 Beagle 14,8 14,3 

7 36 Beagle 12,7 12,2 

8 96 SRD 12,2 11,2 

9 120 SRD 13,5 12,8 

10 60 Pappilon 3,8 3,3 
Nota: N. = número; kg = quilograma; SRD = sem raça definida. 

 

 Os valores individuais de ECC, IMCC, %GC, pressão arterial sistólica e medida 

da camada adiposa do tecido subcutâneo na sétima vertebra lombar (L7) estão 

descritos na TABELA 4. 
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TABELA 4 – Valores individuais de escore de condição corporal (ECC), índice de massa corporal 
canina (IMCC), porcentagem de gordura corporal (%GC), pressão arterial sistólica e medida da camada 
adiposa de L7. 

N. ECC 
Tempo 0 e 1 

IMCC 
Tempo 0 e 1 

%GC 
Tempo 0 e 1 

PAS 
(mmHg) 

Tempo 0 e 1 

US (L7) 
Tempo 0 e 1 

1 8 e 7 13,90 e 14,40 18,90 e 18,70 160 e 130 0,65 e 0,61 

2 8 e 7 15,20 e 14,10 27,40 e 23,60 130 e 130 0,83 e 0,71 

3 8 e 7 17,20 e 16,70 28,30 e 25,50 130 e 170 0,90 e 0,87 

4 8 e 7 17,50 e 17,80 29,40 e 29,40 130 e 90 1,24 e 1,08 

5 9 e 8 20,80 e 19,90 30,50 e 31,40 140 e 140 1,93 e 1,34 

6 9 e 8 17,10 e 16,50 36,80 e 28,10 240 e 160 1,91 e 1,68 

7 8 e 7 15,00 e 14,40 40,40 e 34,80 150 e 170 1,95 e 1,89 

8 8 e 7 16,10 e 14,10 32,80 e 27,20 190 e 180 1,31 e 1,08 

9 9 e 8 16,30 e 14,10 42,30 e 41,30 270 e 180 2,90 e 2,23 

10 8 e 7 10,90 e 5,90 21,20 e 19,00 120 e 170 1,07 e 0,92 

Nota: N. = número; ECC = escala de escore corporal; IMCC = índice de massa corporal canina; %GC 
= porcentagem de gordura corporal; PAS = média da pressão arterial sistólica; US (L7) = medida da 
camada adiposa do tecido subcutâneo na sétima vertebra lombar.  

 

Considerando os valores de IMCC, 70% (n=7) dos pacientes apresentaram 

valores acima da normalidade e 80% (n=8) reduziram após o PPP. Quanto aos valores 

de %GC, 90% (n=9) foram classificadas como obesas e 80% (n=8) reduziram os 

valores após o emagrecimento.  

A média da pressão arterial sistólica (PAS) maior ou igual a 150 mmHg foi 

observada em 50% (n=5) dos pacientes no tempo 0, com redução após o 

emagrecimento em 40% (n=4). Já no tempo 1, 30% (n=3) dos pacientes apresentaram 

aumento da PAS quando comparado ao tempo 0. No GRÁFICO 1 estão 

representados os valores individuais da PAS nos diferentes momentos de avaliação 

(tempo 0 e tempo1). 
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GRÁFICO 1 – Valores individuais da pressão arterial sistólica (PAS) dos animais incluídos no estudo, 
nos tempos 0 e 1. 

 
 

Na TABELA 5 estão dispostos os valores da mediana, valor mínimo e valor 

máximo da ECC, além do valor de p dos animais em diferentes tempos. Já na TABELA 

6 encontram-se dispostas as variáveis IMCC, %GC, PAS, US (L7) com valores da 

média, desvio padrão e valor de p dos animais no tempo 0 e no tempo 1, incluídos no 

estudo. Na comparação dos tempos 0 e 1, houve diferença significativa entre os 

grupos na comparação de ECC (p=0,002), IMCC (p=0,038), %GC (p=0,014) e USL7 

(p=0,010). Quanto a variável PAS não foi observado diferença significativa (p>0,05) 

entre os valores da média dos tempos 0 e 1. 

 
TABELA 5 – Escore de condição (ECC) com os valores da mediana, valor mínimo, valor máximo e 
valor de p dos animais incluídos no estudo. 

Variável 
Tempo 0 
Mediana 

(Valor máximo e mínimo) 
(n=10) 

Tempo 1 
Mediana 

(Valor máximo e mínimo) 
(n=10) 

Valor de P 

ECC 8,3 (8 e 9) 7,3 (7 e 8) 0,002* 

Nota: n = número; ECC = escala de escore corporal; * = teste de Wilcoxon. 
 
TABELA 6 – Índice de massa corporal (IMCC), porcentagem de gordura corporal (%GC), pressão 
arterial sistólica (PAS), medida da camada adiposa do tecido subcutâneo na sétima vertebra lombar 
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(US L7) representados pelos valores da média, desvio padrão e valor de p das variáveis dos animais 
incluídos no estudo. 

Variável 
Tempo 0 

Média (Desvio Padrão) 
(n=10) 

Tempo 1 
Média (Desvio Padrão) 

(n=10) 
Valor de p 

IMCC 16,00 (±2,58) 14,79 (±3,68) 0,038* 

%GC 30,80 (±7,58) 27,90 (±6,91) 0,014* 

PAS 166,00 (±51,47) 152 (±28,93) 0,36 

US (L7) 1,49 (±0,69) 1,24 (±0,53) 0,010* 

Nota: n = número; IMCC = índice de massa corporal canina; %GC = porcentagem de gordura corporal; 
PAS = média da pressão arterial sistólica; US (L7) = medida da camada adiposa do tecido subcutâneo 
na sétima vertebra lombar; * = teste t para amostras pareadas. 
 

5.2.1 Avaliação do Eixo hipotálamo, hipófise, adrenal  

 

A TABELA 7 apresenta valores individuais de cortisol plasmático basal e após 

duas horas da administração intramuscular de 5 μg/kg de ACTH sintético no tempo 0 

e tempo 1. 

 
TABELA 7 – Valores individuais de cortisol basal e após teste de estimulação com hormônio 
adrenocorticotrófico (ACTH) dos animais incluídos no estudo. 

N. 
Cortisol basal 

(μg/dL) 
Tempo 0 

Cortisol após EACTH 
(μg/dL) 

Tempo 0 

Cortisol basal 
(μg/dL) 

Tempo 1 

Cortisol após 
EACTH (μg/dL) 

Tempo 1 

1 10,72 13,84 4,83 7,43 

2 2,24 8,15 0,85 5,09 

3 7,61 15,36 11,54 19,03 

4 10,54 10,69 1,52 16,08 

5 5,72 10,87 5,99 8,29 

6 4,69 6,31 6,42 9,57 

7 2,49 9,02 3,89 10,26 

8 5,86 18,75 10,37 19,33 

9 5,11 7,78 6,49 14,85 

10 1,62 15,94 7,39 14,02 
Nota: N. = número; EACTH = Estimulação com hormônio adrenocorticotrófico sintético; ACTH = 
hormônio adrenocorticotrófico. 
Valores de referência: Cortisol basal 1 a 4 μg/dL; Cortisol após EACTH 5 a 17 μg/dL. 
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Considerando o valor de cortisol basal no tempo 0, 70% (n=7) dos animais 

apresentaram valor acima da referência e após o PPP, enquanto no tempo 1, 60% 

(n=6) dos animais tiveram aumento do cortisol basal. Quanto ao cortisol após 

estimulação com ACTH no tempo 0, 10% (n=1) apresentaram valores acima da 

referência, enquanto após o PPP, 20% (n=2) apresentaram aumento do cortisol após 

o estímulo com ACTH exógeno. 

Na TABELA 8 encontram-se dispostos os valores da média, desvio padrão e 

valor de p dos animais no tempo 0 e no tempo 1, incluídos no estudo. Na comparação 

dos tempos 0 e 1 não houve diferença significativa (p>0,05) entre os grupos cortisol 

basal (tempo 0) com cortisol basal (tempo 1), da mesma forma que na comparação 

cortisol após estimulação com ACTH (tempo 0) com cortisol após estimulação com 

ACTH (tempo 1). 

 
TABELA  8 – Valores do cortisol basal e do cortisol após o teste de estimulação com hormônio 
adrenocorticotrófico (ACTH) representados pela média, desvio padrão e valor de p. 

Variável 
Tempo 0 

Média (Desvio Padrão) 
(n=10) 

Tempo 1 
Média (Desvio Padrão) 

(n=10) 
Valor de p 

Cortisol basal 5,660 (±3,207) 5,929 (±3,408) 0,858 

Cortisol após EACTH 11,671 (±4,104) 12,895 (±5,903) 0,411 

Nota: n = número; EACTH = estimulação com hormônio adrenocorticotrófico sintético. 
 

5.2.2  Avaliação do hormônio tireoidiano 

 

Os valores individuais da T4L por diálise de equilíbrio estão dispostos na 

TABELA 9. Quanto à análise estatística na comparação dos tempos 0 e 1, não houve 

diferença significativa entre os grupos (p=0,251). Considerando os valores individuais 

de T4L no tempo 0 e 1 todos os animais apresentaram valores dentro da referência, 

conforme o GRÁFICO 2. 

  



52 

 

TABELA 9 – Valores individuais da tiroxina livre (T4L) dos animais incluídos no estudo. 

N. T4L (ng/dL) 
Tempo 0 

T4L (ng/dL) 
Tempo 1 

1 1,6 2,0 

2 1,4 1,8 

3 2,1 2,1 

4 1,1 1,2 

5 1,0 1,4 

6 1,7 1,9 

7 2,1 1,4 

8 1,0 2,0 

9 1,1 1,3 

10 1,7 2,0 

Nota: N. = número; T4L = tiroxina livre por diálise de equilíbrio. 
Valores de referência: 0,6 a 3,7 ng/dL. 
 

GRÁFICO 2 – Médias dos valores de tiroxina livre (T4L) no tempo 0 e tempo 1. 
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5.2.3 Avaliação da peroxidação lipídica e insulina 
 

Valores individuais do TBARS, insulina, índice insulinogênico, relação 

insulina:glicose corrigida (RI:GC), HOMA B e HOMA R, distribuídos em tempo 0 e 

tempo 1, estão descritos nas TABELAS 10 e 11.  

 
TABELA 10 – Valores individuais do teste das substâncias que reagem com o ácido tiobarbitúrico 
(TBARS), insulina, índice insulinogênico (II) dos animais incluídos no estudo. 

N. 
TBARS 
(μM) 

Tempo 0 

TBARS 
(μM) 

Tempo 1 

Insulina 
(pmol/L) 
Tempo 0 

Insulina 
(pmol/L) 
Tempo 1 

II 
Tempo 0 

II 
Tempo1 

1 83,670 76,520 23,472 84,177 0,033 0,162 

2 100,330 82,240 177,576 149,034 0,291 0,236 

3 185,570 138,900 17,189 22,833 0,019 0,043 

4 96,050 73,190 36,039 28,904 0,056 0,066 

5 97,950 85,10 47,115 142,325 0,076 0,273 

6 108,900 65,100 112,931 45,624 0,201 0,059 

7 72,710 62,710 51,268 44,133 0,095 0,069 

8 185,100 91,290 47,434 47,860 0,086 0,068 

9 117,480 105,260 162,772 113,038 0,266 0,189 

10 115,710 106,150 37,317 56,700 0,072 0,105 

Nota: N. = número; TBARS = teste das substâncias que reagem com o ácido tiobarbitúrico (valor de 
referência: 0 a 50μM); insulina (valor de referência: 66 a 90 pmol/L)  II = índice insulinogênico (valor de 
referência: aumentado >0,235). 
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TABELA 11 – Valores individuais da relação insulina:glicose corrigida (RI:GC); percentual de atividade 
das células beta (HOMA B) e sensibilidade da insulina as células beta (HOMA R) dos animais incluídos 
no estudo. 

N. RI:GC 
Tempo 0 

RI:GC 
Tempo 1 

HOMA B 
Tempo 0 

HOMA B 
Tempo 1 

HOMA R 
Tempo 0 

HOMA R 
Tempo1 

1 4,630 26,937 40,334 365,932 0,770 2,240 

2 44,088 35,182 369,522 276,826 5,551 4,817 

3 2,552 7,148 13,953 91,588 0,775 0,616 

4 8,237 12,613 62,488 16648,80 1,190 0,648 

5 11,499 45,544 94,296 618,711 1,489 3,792 

6 31,886 8,111 326,876 49,388 3,249 1,799 

7 15,380 10,250 178,109 79,143 1,420 1,442 

8 13,940 9,707 154,536 65,465 1,331 1,717 

9 40,412 29,067 338,717 255,734 5,088 3,453 

10 11,941 17,010 162,344 196,979 0,990 1,571 

Nota: N. = número; RI:GC = relação insulina:glicose corrigida (valor de refrência: aumentado 
>30); HOMA B = percentual de atividade das células beta (valor de referência: 100%); HOMA R 
= sensibilidade da insulina as células beta (valor de referência: acima de 2,4), conforme Amaral 
et al. (2017). 

 

Considerando os valores individuais de TBARS todos os animais no tempo 0 

apresentaram valores acima do valor de referência e, todos os animais reduziram os 

valores de TBARS após o PPP (tempo 1), conforme demonstrado no GRÁFICO 3. 
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GRÁFICO 3 – Representação gráfica dos valores individuais das substâncias reativas ao ácido 
tiobarbitúrico (TBARS) dos animais no tempo 0 e tempo 1. Valores da mediana maracdos em azul. 

 
 

Considerando os valores individuais de insulina no tempo 0 foi observado 

hipoinsulinemia em 70% (n=7) dos pacientes, e hiperinsulinemia em 30 (n=3). Quando 

avaliado os valores individuais no tempo 1 60% (n=6) apresentaram hipoinsulinemia, 

enquanto 30% (n=3) hiperinsulinemia e 10% (n=1) normoinsulinemia. Quando 

analisado os valores de II nos tempos 0 e 1 foi observado aumento em 20% (n=2), já 

nos valores de RI:GC foi constato um aumento na relação em 30% (n=3) dos animais 

no tempo 0 e 20% (n=2) no tempo 1. 

Quanto aos valores de HOMA B foi constatado aumento da atividade em 60% 

(n=6) dos pacientes em ambos os tempos, a diminuição da atividade foi constatada 

em 30% (n=3) dos pacientes. Levando em conta os valores individuais de HOMA R 

foi observado alteração em 30% (n=3) no tempo 0 e no tempo 1. 

Na TABELA 12 estão dispostos os valores da mediana, valor mínimo e valor 

máximo do TBARS, insulina, II, RI:GC, HOMA B, HOMA R, além do valor de p dos 

animais em diferentes tempos. Nota-se uma diferença significativa entre os tempos 

quando comparado os valores da mediana do TBARS.  
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TABELA 12 – Teste das substâncias que reagem com o ácido tiobarbitúrico (TBARS), insulina, índice 
insulinogênico (II), relação insulina:glicose corrigida (RI:GC), percentual de atividade das células beta 
(HOMA B), sensibilidade da insulina as células beta (HOMA R) dos animais incluídos no estudo 
representados pelos valores da mediana, valor mínimo, valor máximo e valor de p. 

Variável 
Tempo 0 

Mediana (valor mínimo e 
máximo) 
(n=10) 

Tempo 1 
Mediana (valor mínimo e 

máximo) 
(n=10) 

Valor de p 

TBARS 99,104 (72,710-185,570) 83,670 (62,710-138,900) 0,005* 

Insulina 37,317 (17,189-177,576) 56,699 (22,833-149,034) 0,612 

II 0,070 (0,019-0,291) 0,104 (0,043-0,273) 0,959 

RI:GC 11,499 (2,552-44,088) 17,010 (7,148-45,544) 0,958 

HOMA R 1,190 (0,775-5,551) 1,570 (0,616-4,817) 0,959 

HOMA B 94,296 (13,953-369,522) 276,825 (79,143-16648,800) 0,799 

Nota: n = número; TBARS = teste das substâncias que reagem com o ácido tiobarbitúrico; II = índice 
insulinogênico; RI:GC = relação insulina:glicose corrigida; HOMA R = sensibilidade da insulina as 
células beta; HOMA B = percentual de atividade das células beta; * = Teste de Wilcoxon. 
 

5.2.4 Avaliação dos parâmetros renais  

 

 Valores individuais da SDMA sérica e albuminúria, distribuídos em tempo 0 e 

tempo 1, estão descritos na TABELA 13.  
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TABELA 13 – Valores individuais da dimetilarginina simétrica sérica (SDMA) e albuminúria, dos 
pacientes incluídos no estudo. 

N. 
SDMA 
(μg/dL) 

Tempo 0 

SDMA 
(μg/dL) 

Tempo 1 

Albuminúria 
(mg/dL) 
Tempo 0 

Albuminúria 
(mg/dL) 
Tempo 1 

1 14,00 12,00 1,20 2,47 

2 7,00 7,00 1,62 2,44 

3 10,00 8,00 2,34 2,41 

4 7,00 7,00 0,30 0,40 

5 9,00 8,00 3,61 2,46 

6 14,00 12,00 A A 

7 16,00 15,00 19,86 2,74 

8 13,00 10,00 A A 

9 10,00 8,00 A A 

10 8,00 7,00 6,45 8,07 

Nota: N. = número; SDMA = dimetilarginina simétrica (valor de referência ≤ 14μg/dL); A 
= ausente; albuminúria (valor de referência: microalbuminúria ≥ 2,5 mg/dL). 

 
Das 10 cadelas avaliadas no tempo 0, 10% (n=1) apresentaram valores de 

SDMA acima dos valores de referência e, 20% (n=2) apresentaram valores limítrofes 

(14 μg/dL). Dos animais avaliados, 80% (n=8) reduziram os valores de SDMA após o 

PPP (tempo 1). No GRÁFICO 4 estão representados os valores individuais da SDMA. 
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GRÁFICO 4 – Representação gráfica dos valores individuais da dimetilarginina simétrica (SDMA) dos 
animais no tempo 0 e tempo 1. Valores médios marcados com cor azul. 

 
 

No GRÁFICO 5 estão dispostos os valores das médias, dos percentuais de 

25 e 75% e os valores máximos e mínimos da variável SDMA dos cães incluídos no 

estudo. Na análise estatística da variável SDMA foi observada diferença significativa 

na comparação dos tempos 0 e 1 (p=0,0013), com valores médios de 10,8 no tempo 

0 e 9,4 no tempo 1. 
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GRÁFICO 5 – Representação dos valores da mediana, percentuais de 25% e 75% e máximo e 
mínimo (extremidade das barras verticais) da dimetilarginina simétrica (SDMA) das cadelas 

pertencentes ao estudo, tempo 0 e 1 (SDMA p=0,001 *  Teste t amostras pareadas). 

 
 

A microalbuminúria foi detectada em 3 pacientes, de 7 (42,8%) que realizaram 

o exame, e a mesma se manteve em 2 pacientes após o programa de perda de peso 

conforme ilustrado no GRÁFICO 6. No entanto, não foi observado diferença (p>0,05) 

entre os tempos 0 e 1. 

 
GRÁFICO 6 – Valores individuais da albuminúria dos animais incluídos no estudo, nos tempos 0 e 1. 
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5.2.5 Análise de Correlações 

 
Frente à diferença significativa entre ECC, IMCC, %GC, US (L7), SDMA e 

TBARS, quando comparado os tempos 0 e 1, foram determinadas as correlações de 

Pearson e Spearman de acordo com a variável analisada, conforme descrito nas 

TABELAS 14 e 15. 

A correlação entre peso e IMCC, assim como ECC e US (L7) apresentaram 

correlação positiva em ambos os tempos avaliados com representação significativa 

nos valores de p, conforme as TABELAS 14 e 15. 

A correlação entre a variável TBARS e marcadores de resistência insulínica 

(II, RI:GC, HOMA), utilizando o coeficiente de Spearman não apresentaram 

significância. Assim como a correlação entre a variável TBARS e a SDMA; TBARS e 

peso; TBARS e ECC; TBARS e IMCC; TBARS e %GC; albuminúria e SDMA; 

albuminúria e colesterol, avaliadas no tempo 0 e tempo 1. A correlação entre a variável 

SDMA e peso; SDMA e ECC; SDMA e IMCC; SDMA e %GC; SDMA e creatinina; 

SDMA e PAS utilizando o coeficiente de Pearson não apresentaram significância. 

 
TABELA 14 – Escore de condição corporal (ECC), índice de massa corporal canina (IMCC), 

porcentagem de gordura corporal (%GC) e medida da camada adiposa do tecido subcutâneo na sétima 

vertebra lomba (US L7) representados pelos coeficientes de correlação, valor de p dos animais 

incluídos no estudo no tempo 0. 

Variável Peso 
Tempo 0 

ECC 
Tempo 0 

IMCC 
Tempo 0 

%GC 
Tempo 0 

ECC 
Tempo 0 

p= 0,018 
(ρ)= 0,720 

 
------------ 

 
------------ 

 
------------ 

IMCC 
Tempo 0 

p= 0,002 
(r)= 0,840 

p= 0,146 
(ρ)= 0,490 

 
------------ 

 
------------ 

%GC 
Tempo 0 

p= 0,146 
(r)= 0,490 

p= 0,080 
(ρ)= 0,560 

p= 0,250 
(r)= 0,400 

 
------------ 

US (L7) 
Tempo 0 

p= 0,310 
(r)= 0,350 

p= 0,040 
(ρ)= 0,640 

p= 0,301 
(r)= 0,360 

p= 0,001 
(r)= 0,860 

Nota: ECC = escore de condição corporal; IMCC = índice de massa corporal canina; %GC = 
porcentagem de gordura corporal; US (L7) = medida da camada adiposa do tecido subcutâneo 
na sétima vertebra lombar; (ρ) = coeficiente de Spearman; (r) = coeficiente de Pearson; p = 
significância. 
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TABELA 15 – Escore de condição corporal (ECC), índice de massa corporal canina (IMCC), 

porcentagem de gordura corporal (%GC) e medida da camada adiposa do tecido subcutâneo na sétima 

vertebra lomba (US L7) representados pelos coeficientes de correlação, valor de p dos animais 

incluídos no estudo no tempo 1. 

Variável Peso 
Tempo 1 

ECC 
Tempo 1 

IMCC 
Tempo 1 

%GC 
Tempo 1 

ECC 
Tempo 1 

p= 0,085 
(ρ) = 0,560 

 
------------ 

 
------------ 

 
------------ 

IMCC 
Tempo 1 

p<0,0001 
(r) = 0,940 

p= 0,450 
(ρ) = 0,270 

 
------------ 

 
------------ 

%GC 
Tempo 1 

p= 0,135 
(r) = 0,500 

p= 0,08 
(ρ) = 0,560 

p= 0,249 
(r) = 0,400 

 
------------ 

US (L7) 
Tempo 1 

p= 0,382 
(r) = 0,310 

p= 0,04 
(ρ) = 0,640 

p= 0,674 
(r) = 0,152 

p= 0,0004 
(r) = 0,890 

Nota: ECC = escore de condição corporal; IMCC = índice de massa corporal canina; %GC 
= porcentagem de gordura corporal; US (L7) = medida da camada adiposa do tecido 
subcutâneo na sétima vertebra lombar; (ρ) = coeficiente de Spearman; (r) = coeficiente de 
Pearson; p = Significância.  
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6 DISCUSSÃO 
 
6.1 PRIMEIRA ABORDAGEM 

 
No presente trabalho foi investigado o tecido adiposo subcutâneo e visceral 

de cadelas obesas e cadelas com condição corporal normal, quanto ao tamanho e 

número dos adipócitos, à presença de infiltrado leucocitário e a correlação com a 

imunoexpressão do TNF-α.  

Conforme esperado, o tamanho dos adipócitos, nos tecidos das regiões 

subcutânea e visceral dos animais obesos foi notavelmente maior em comparação 

aos animais com condição corporal ideal. Nossos dados estão de acordo com os de 

Cao (2014) e Kabir et al. (2011) que observaram que a hipertrofia dos adipócitos 

representa a principal alteração morfológica no tecido adiposo de individuos obesos 

e, está diretamente relacionada com o estado inflamatório crônico da obesidade 

(Skurk et al., 2007).  

Contudo, quando comparado o tamanho dos adipócitos da região subcutânea 

e visceral dos obesos, não foram detectadas diferenças significativas. No estudo de 

Kabir et al. (2011), foi identificado que os adipócitos do tecido adiposo visceral de cães 

obesos eram maiores do que da região subcutânea. Consideramos que a falta de 

diferenças entre os tecidos poderia ter um componente temporal na cronicidade da 

obesidade nos cães investigados no presente estudo. Lee et al. (2012), demonstraram 

que o alargamento inicial dos adipócitos ocorre no tecido adiposo subcutâneo e 

progride para a região visceral com a evolução da obesidade, ocasionando, a longo 

prazo, um aumento do tamanho dos adipócitos em ambas as regiões.  

Se por um lado há diferenças no tamanho dos adipócitos dos cães obesos, 

outro ponto relevante seria quanto as consequências do processo de diferenciação de 

pré-adipócitos em adipócitos em termos de número. Neste estudo, o número de 

adipócitos/mm2 constatado foi maior no tecido adiposo visceral das cadelas com ECC 

normal. O evidente motivo para este achado é que a contagem do número de 

adipócitos foi realizada em uma área pré determinada em ambos os grupos e nas 

cadelas obesas foi identificado uma hipertrofia dos adipócitos. Entretanto, a estimativa 

de números absolutos revela um aumento da quantidade de adipócitos em obesos, 

assim como previamente constatado no trabalho de Kranendonk et al. (2015).   
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No presente estudo foi realizada a correlação entre o tamanho adipocitário e 

a sua capacidade de produzir TNF-α em ambos os tecidos. E dentre os resultados foi 

observado correlação positiva entre o tamanho dos adipócitos e a imunoexpressão de 

TNF-α no tecido adiposo visceral das cadelas obesas, mas não no subcutâneo. 

Segundo Cao (2014) a hipertrofia dos adipócitos pode favorecer a desregulação na 

expressão e secreção das adipocinas. Estas citocinas podem estar relacionadas ao 

conceito de inflamação metabólica em humanos, animais de laboratório e cães obesos 

(GERMAN et al., 2009; RYAN et al., 2010) e, pode induzir a apoptose de pré-

adipócitos e adipócitos maduros, favorecendo o alargamento das células 

remanescentes e consequentemente a secreção de mais adipocinas (GOOSENS, 

2008).  

Alguns estudos sugerem que a expansão do tecido adiposo desencadeia 

quadro de hipóxia e apoptose celular, que são fatores de recrutamento dos 

macrófagos (GOOSSENS, 2008; CAO, 2014). Estes macrófagos adquirem o fenótipo 

M1 e secretam mais citocinas pró-inflamatórias, como o TNF-α, IL-6 e espécies 

reativas de oxigênio, que exacerbam o quadro inflamatório crônico associado à 

obesidade (LUMENG et al., 2007; FINUCANE et al., 2014).   

No presente estudo, observou-se que apenas os animais obesos 

apresentaram infiltrado leucocitário no tecido adiposo, tanto no subcutâneo quanto 

visceral. Embora não tenha sido identificado o tipo celular específico nas amostras 

avaliadas, pode-se supor que o infiltrado leucocitário possa ter origem macrofágica, 

pela presença de células mononucleadas. Porém, são necessárias outras análises 

para a confirmação desta hipótese. Em pessoas obesas, a presença de grande 

número de macrófagos no tecido adiposo foi descrito por Hotamisligil et al. (1993). 

Atualmente, tem sido reconhecido que o aumento do TNF-α é devido à infiltração de 

macrófagos M1 no tecido adiposo, o que corrobora com os achados do presente 

estudo, onde observamos correlação positiva entre a imunoexpressão de TNF-α e o 

infiltrado leucocitário nas cadelas obesas. Rafaj et al. (2017) sugerem que a principal 

fonte de produção de citocinas na obesidade poderia estar associada a macrófagos 

infiltrados no tecido adiposo e, acumulados durante processos de hipoxia, 

desempenhando papel fundamental nos processos inflamatórios associados à 

obesidade.  

6.2 SEGUNDA ABORDAGEM 

 



64 

 

No presente estudo foram avaliados parâmetros antes e após 8 semanas de 

PPP e, ao longo do estudo, a porcentagem de perda de peso corporal média por 

semana ficou abaixo de 1%, sendo o recomendável para cães entre 1 e 2% 

(LAFLAMME et al., 1997). Um provável motivo para uma menor redução de peso do 

que o esperado é o fato do estudo envolver animais de diferentes proprietário, assim 

como já relatado em outros estudos que também resultaram em taxa semanal inferior 

a 1% (CARCIOFI et al., 2005; GERMAN et al., 2007).  

Todos os animais incluídos no estudo apresentavam ECC que os levava à 

classificação como obesos, considerando os valores de IMCC, 70% (n=7) dos 

pacientes apresentaram valores acima da normalidade e 80% (n=8) reduziram após 

o PPP e quando comparados foi constato diferença significativa entre os tempos, tanto 

para ECC quanto para o IMCC, confirmando informações descritas por Muller et al. 

(2008) que validaram o IMCC e afirmaram que o mesmo pode ser utilizado como um 

dado médio de cálculo para tratamentos e para orientar treinamentos físicos de 

caninos. Quando analisamos as correlações o IMCC assim como ECC, %GC e US 

(L7) apresentaram correlação positiva em ambos os tempos avaliados, com 

representação significativa entre eles, o que demonstra a possibilidade de utilização 

de medidas fáceis, de baixo custo e rápidas de serem utilizadas para o diagnóstico e 

monitoramento dos pacientes submetidos a PPP.  

 

6.2.1 Eixo hipotálamo, hipófise, adrenal  

 

As disfunções do eixo hipotálamo, hipófise adrenal na obesidade são 

amplamente estudadas em pessoas. Pasquali et al. (1993), em um dos primeiros 

trabalhos publicados neste assunto, demonstraram que mulheres com obesidade 

central apresentaram um aumento significativo de cortisol e ACTH após estímulo com 

CRH, em relação a controles não obesas, ou mulheres com obesidade periférica. No 

entanto, na medicina veterinária apenas alguns estudos foram descritos em cães 

(GAYET et al., 2004; MARTIN et al., 2006). 

Lordelo et al. (2007) afirmam que apesar das sutis alterações encontradas, 

não há evidência de hipercortisolismo clínico em indivíduos obesos e, afirmam que os 

dois parâmetros principais utilizados para avaliar hipercortisolismo sistêmico são o 

cortisol urinário livre e o cortisol sérico matinal. O último é mais importante e preciso, 

conforme realizado no presente estudo.  
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Considerando o valor de cortisol basal matinal sanguíneo nas cadelas obesas 

foi verificado hipercortisolemia basal. Segundo Rodriguez et al. (2015) o aumento das 

concentrações de cortisol é causalmente ligado ao acúmulo de gordura e ganho de 

peso em pessoas, pois os glicocorticóides promovem a conversão de pré-adipócitos 

em adipócitos maduros. Entretanto, Martin et al. (2006) publicaram um dos únicos 

estudos com cães obesos, e verificaram uma normalidade nos valores de cortisol 

basal. Adicionalmente, Gayet et al. (2004) estudou as modificações do cortisol após o 

ganho de peso em nove cadelas castradas, da raça Beagle e, constatou que o cortisol 

plasmático basal permaneceu inalterado durante o período de aumento de peso. 

Martin et al. (2006) observaram aumento do cortisol após o teste de 

estimulação com ACTH em 13% dos pacientes obesos, sendo estes achados 

similares aos observados nos nossos pacientes em que o cortisol após estimulação 

com ACTH no tempo 0, 10% (n=1) apresentou valor acima da referência, enquanto 

após o PPP, 20% (n=2) apresentaram aumento do cortisol após o estímulo com ACTH 

exógeno. No entanto, todos os animais incluídos no estudo estavam livres de sinais 

clínicos compatíveis com hiperadrenocorticismo.  

É necessário levar em conta na avaliação do eixo o sexo dos animais 

inseridos no estudo. Segundo Pessina et al. (2009) existem diferenças de acordo com 

o sexo na resposta do cortisol à estimulação do ACTH e inibição da dexametasona 

em cães saudáveis, sendo essa resposta maior em cadelas do que em machos. 

Soder et al. (2016) descreveram que embora tenha sido sugerido um papel 

do cortisol na obesidade humana, os resultados são inconclusivos. Tenk et al. (2016) 

realizaram uma meta-análise com 26 artigos e concluíram que a obesidade não leva 

à atividade aumentada do eixo HPA, os níveis de cortisol periférico diminuíram. 

 

6.2.2 Hormônio tireoidiano 

 

Os valores do T4L permaneceram dentro do intervalo de referência antes e 

após o emagrecimento, o que concorda com um estudo realizado em humanos por 

Dall’Asta et al. (2010) que observaram valores de TSH, T3 Livre e T4L normais em 

individuos obesos submetidos a emagrecimento. Daminet et al. em 2003 avaliaram 

em cães obesos o T4 total e T3, que apresentaram discreto aumento, mas não foi 

identificado alteração no hormônio estimulante da tireóide ou no T4L destes animais. 

Já Martin et al. (2006) concluíram que 42% dos cães (13 de 31 cães) sofriam de 



66 

 

hipotiroidismo e que a alteração da função tiroideia é um evento primário na obesidade 

e inclusive é sugerido pelos autores que os cães devem ser tratados para essa 

condição, além de receber uma dieta hipocalórica. 

Ferguson et al. (2007) induziram a obesidade em gatos com dieta rica em 

ácido graxo esterificado e observaram que o desenvolvimento da obesidade nesta 

espécie está correlacionado a um aumento significativo do T4L, no entanto dentro da 

faixa de referência normal, discordando dos achados observados no presente estudo 

em que foi observado um aumento nos valores médios do T4L após a inserção de 

uma dieta hipocalórica e rica em fibras.  

Quando comparadas as médias dos valores no tempo 0 e tempo 1 não foi 

observado diferença, discordando de Nannipieri et al. (2009) que afirmaram que a 

perda de peso reverte as mudanças sanguíneas neste sentido, vários estudos 

sugerem que a disfunção do tecido adiposo é o principal responsável pelas mudanças 

na homeostasia dos hormônios tireoidianos. 

 

6.2.3 Peroxidação lipídica e insulina  

 

Estudos têm demonstrado que os níveis de MDA, frequentemente medido 

como TBARS, são elevados em associação com fatores de risco cardiovascular, 

hipertensão, hiperlipidemia e diabetes (Walter et al., 2004). No presente estudo todos 

os animais obesos avaliados apresentaram valores de TBARS elevados e, estes 

animais, após período de restrição calórica, obtiveram diminuição significativa dos 

valores de TBARS. Todos os animais estavam obesos há pelo menos 1 ano, o que é 

muito importante, tanto o grau de obesidade como o período de tempo no estado 

obeso, pois isso têm sido apontado como fatores importantes para a geração de 

estresse oxidativo. 

Sugere-se, a partir deste estudo, que o emagrecimento afeta, de forma 

benéfica, a peroxidação lipídica do sangue. Himberta et al. (2017) afirmaram que o 

emagrecimento, através de dieta, exercício ou cirurgia bariátrica, reduziu o estresse 

oxidativo em pessoas obesas e estes parâmetros foram evidenciados pela diminuição 

dos níveis de 8-isoprostano, malondialdeído e aumento da atividade de enzimas 

antioxidantes. Kil e Swanson (2010), afirmaram que o excesso de gordura corporal é 

responsável pela desregulação da produção das adipocinas e Oliver et al. (2010) e 

Tran et al. (2012) demonstraram que em pacientes obesos as vias de sinalização que 
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regulam a expressão de citocinas, também são ativadas no estresse oxidativo e este 

poderia ser uma fator que gerou nos pacientes do estudo aumento do TBARS com 

redução após um PPP. 

Após a realização de um rápido PPP não foi constatado uma redução 

significativa nos níveis de glicemia e talvez, uma possível explicação para este achado 

pode ser o grau de obesidade dos animais incluídos no estudo e também o curto 

período de tempo para o emagrecimento e para as avaliações no tempo 1 não sendo 

possível a normalização dos parâmetros, sendo os mesmos achados  descritos por 

Brunetto et al. (2010).  

Considerando os valores de insulina em que na análise dos valores médios 

no tempo 0 e 1 não foi observado redução dos valores e tão pouco diferença 

significativa após o PPP, como observado em estudos com cães obesos submetidos 

a emagrecimento em que a insulina antes do emagrecimento apresentava-se 

aumentada com posterior redução após o PPP (TVARIJONAVICIUTE et al., 2012b). 

No entanto o presente estudo foi realizado por um período de 8 semanas e os 

pacientes inseridos no estudo não atingiram o peso ideal, sendo este o provável 

motivo para uma ausência de diferença nas concentrações de insulina entre os 

tempos 0 e 1. 

Considerando os valores individuais de II, RI:GC e HOMA foi observado 

indicadores de alterações com aumento em 30% dos pacientes. Vale ressaltar que 

existem poucos trabalhos na literatura com os índices de sensibilidade o que dificulta 

a interpretação (PÖPPL et al., 2009; AMARAL et al., 2017), contudo a comparação 

com os valores referenciados deixa claro a aplicabilidade destes índices adaptados 

da medicina. Quando analisado os índices de sensibilidade insulínica como II, RI:GC 

e HOMA não foi observado diferença significativa quando comparado os tempos 0 e 

1, salientando que o método padrão ouro para avaliação de sensibilidade insulínica 

são os clamps normoglicêmicos e hiperinsulinêmicos (BERGMAN et al., 1979) no 

entanto este método esbarra em limitações éticas. 

Não houve correlação entre a variável TBARS e marcadores de resistência 

insulínica (II, RI:GC, HOMA) e estes achados discordam de estudos realizados em 

pessoas que demonstraram que espécies reativas de oxigênio podem causar um 

aumento nas adipocinas pró-inflamatórias (URAKAWA et al., 2003; FURUKAWA et 

al., 2004; SUBAUSTE e BURANT, 2007) e diminuem a expressão do gene de 

adiponectina, o que contribui para a resistência à insulina (FURUKAWA et al., 2004).  
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6.2.4 Parâmetros renais  

 

O presente estudo é o primeiro a caracterizar valores de SDMA em cadelas 

obesas não azotemicas, antes e depois de um rápido PPP. Com os resultados foi 

possível observar redução dos valores de SDMA após um curto PPP. 

Neste estudo foi observado que ao final de 2 meses os valores de SDMA 

reduziram em 80% dos animais e uma das prováveis justificativas é que o alimento 

fornecido no PPP possui substâncias com ações antioxidantes, além da provável 

redução de citocinas associadas ao emagrecimento. Feliers et al. (2015) afirmaram 

que a SDMA não é somente um metabólito inerte da arginina excretado pelos rins. 

Segundo os autores a SDMA contribui para o estresse oxidativo no endotélio renal por 

alterar a função das células endoteliais através da ruptura da estabilidade do dímero 

da óxido nítrico sintase (eNOS), induzindo assim a uma mudança na atividade 

enzimática da óxido nítrico sintase e na produção de NO disponível para a geração 

de ânions superóxido, o que poderia contribuir para disfunção do endotélio e 

progressão da DRC. Em humanos é comprovado que o aumento de substâncias 

oxidantes no sangue/nos rins/na urina ocasiona um declínio na função renal (HALL et 

al., 2016b).  

É comum os cães obesos apresentarem alteração do perfil lipídico, que são 

amenizadas com a perda de peso (TVARIJONAVICIUTE et al., 2012b). A 

hiperlipidemia, nos obesos está diretamente relacionada a distúrbio no metabolismo 

das lipoproteínas, seja por aumento na sua produção ou diminuição da sua 

degradação (WREN et al., 2007; JERICÓ, 2011). Quando comparada a 

hipercolesterolemia com a albuminúria, não foi constatado correlação estatística. No 

entanto Furrow et al. (2016) afirmaram que a nefrotoxidade lipídica é um achado 

comum em pessoas e ratos e um achado pouco descrito na literatura veterinária. 

Estes pesquisadores realizaram um estudo e afirmaram que existe uma possível 

relação da hipercolesterolemia induzindo lesão glomerular em cães assim como em 

humanos. 

A albuminúria no estudo foi um achado presente em 42,8% dos pacientes 

avaliados, segundo Eiamthanasinchai et al. (2013) demonstraram uma frequência de 

microalbuminúria de 28% em um grupo de 86 pessoas obesas. Quando comparado a 

albuminúria nos tempos 0 e 1 não foi constatado diferença significativa, o que 
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discordou de Shen et al. (2010) em que após o emagrecimento de 63 pessoas, 

51,33% destas reduziram a proteinúria. A provável ausência de redução da proteinúria 

pode estar vinculada ao programa rápido de emagrecimento e a  qualidade da dieta 

instituída, uma vez que o alimento possui níveis proteicos superiores a outros 

alimentos. German et al. (2015) afirmam que os cães em programa de  

emagrecimento tem maior exigência nutricional e um aumento da excreção urinária 

de aminoácidos e esta situação pode estar vinculada a uma perpetuação da 

proteinuria observada no estudo.  
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7 CONCLUSÃO 
  

De acordo com as condições apresentadas na primeira abordagem que as 

alterações metabólicas da obesidade em cães, podem estar envolvidas com a 

produção da citocina pró-inflamatória TNF-α produzida pelo tecido adiposo visceral 

hipertrofiado, assim como observada em humanos. 

Na segunda abordagem foi possível concluir que as cadelas obesas 

apresentam propensão para peroxidação lipídica e após a instituição de um rápido 

programa de perda de peso ocorreu uma redução de ambos os parâmetros TBARS e 

SDMA, podendo existir entre eles, uma relação do estado crônico de inflamação, 

provocado pela obesidade promovendo estresse oxidativo e produção de radicais 

livres. 

Sugere-se a necessidade de mais estudos para comprovar uma relação do 

estado crônico de inflamação, provocado pela obesidade promovendo estresse 

oxidativo e produção de radicais livres, o que pode ocasionar resistência insulínica e 

que parâmetros como SDMA e TBARS poderiam representar marcadores importantes 

e precoces de alterações fisiopatológicas da obesidade. 
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ANEXO A – PROTOCOLO DO COMITÊ DE ÉTICA DE USO DE ANIMAIS (CEUA-
PUCPR) 
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ANEXO B – ESCALA DE CONDIÇÃO CORPORAL (ECC), ADAPTADA DE 
LAFLAMME, 1997 
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ANEXO C – VALORES INDIVIDUAIS DE BIOQUÍMICA SÉRICA DOS CÃES 
OBESOS SUBMETIDOS A OVARIOSSALPINGOHISTERECTOMIA ELETIVA, NO 

QUAL FORAM COLETADOS FRAGMENTOS DE TECIDO ADIPOSO. 
 

N. ALT 
(U/L) 

FA 
(U/L) 

Colesterol 
(mg/dL) 

TRG. 
(mg/dL) 

Glicemia 
(mg/dL) 

Creatinina 
(mg/dL) 

1 42,30 33,00 207,00 29,00 74,00 X 

2 88,00 13,00 246,00 46,00 79,00 0,39 

3 32,30 18,00 171,00 72,00 83,00 X 

4 55,00 24,00 161,00 51,00 78,00 0,21 

5 39,65 14,00 154,00 99,00 81,00 1,06 

6 37,33 12,00 156,00 213,00 98,00 1,14 

7 23,65 51,00 200,00 30,00 89,00 0,78 

8 36,29 25,00 183,00 40,00 96,00 1,03 

9 90,00 22,00 180,00 11,00 70,00 0,12 
Nota: N. = número;  ALT = alanina amino transferase; FA = fosfatase alcalina; TRG = triglicerídeos; 
X = não foram realizados. 
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ANEXO D – VALORES INDIVIDUAIS DE BIOQUÍMICA SÉRICA DOS CÃES 
OBESOS SUBMETIDOS A PROGRAMA DE PERDA DE PESO, TEMPO 0. 

 

N. ALT 
(U/L) 

FA 
(U/L) 

Colesterol 
(mg/dL) 

TRG. 
(mg/dL) 

Glicemia 
(mg/dL) Frut. Creatinina 

(mg/dL) 

1 21,15 16,00 202,00 61,00 103,00 195,00 1,37 

2 60,46 114,00 329,00 112,00 88,00 226,00 1,00 

3 21,06 78,00 301,00 53,00 127,00 243,00 1,35 

4 28,60 40,00 216,00 104,00 93,00 204,00 1,17 

5 30,78 114,00 223,00 119,00 89,00 190,00 1,07 

6 62,33 361,00 214,00 117,00 81,00 234,00 1,01 

7 28,46 56,00 155,00 176,00 78,00 233,00 1,03 

8 42,47 23,00 153,00 191,00 79,00 218,00 1,16 

9 41,49 125,00 180,00 128,00 88,00 194,00 0,94 

10 162,43 47,00 153,00 46,00 75,00 210,00 1,26 
Nota: N. = número;  ALT = alanina amino transferase; FA = fosfatase alcalina; TRG = triglicerídeos; 
Frut = frutosamina. 
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ANEXO E – VALORES INDIVIDUAIS DE BIOQUÍMICA SÉRICA DOS CÃES 
OBESOS SUBMETIDOS A PROGRAMA DE PERDA DE PESO, TEMPO 1. 

 

N. ALT 
(U/L) 

FA 
(U/L) 

Colesterol 
(mg/dL) 

TRG. 
(mg/dL) 

Glicemia 
(mg/dL) Frut. Creatinina 

(mg/dL) 

1 30,51 17,00 163,00 54,00 75,00 196,00 1,23 

2 93,78 91,00 239,00 148,00 91,00 244,00 1,07 

3 23,49 25,00 310,00 55,00 76,00 268,00 1,24 

4 34,38 82,00 194,00 100,00 63,00 185,00 1,17 

5 25,91 45,00 187,00 52,00 75,00 229,00 1,04 

6 73,88 512,00 195,00 111,00 110,00 205,00 0,93 

7 31,76 61,00 136,00 70,00 92,00 235,00 1,07 

8 39,19 24,00 153,00 53,00 101,00 211,00 1,18 

9 40,25 81,00 132,00 89,00 86,00 190,00 0,81 

10 121,18 20,00 127,00 62,00 78,00 230,00 1,00 
Nota: N. = número;  ALT = alanina amino transferase; FA = fofatase alcalina; TRG = triglicerídeos; 
Frut = frutosamina. 
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Abstract 

Obesity is the most common metabolic disease in dogs and is associated with 

several endocrine disorders due to the probable connection between inflammation and 

obesity, as observed in humans. The role of visceral and subcutaneous adipose 

tissues in inflammatory processes is controversial, further complicating the situation in 

dogs. Therefore, the objective of this study was to evaluate leukocyte infiltration and 

the number and size of adipocytes in the subcutaneous and visceral adipose tissues 

of obese and healthy female dogs and to correlate these variables with the 

immunoexpression of tumor necrosis factor alpha (TNF- besity is the most common 

metabolic disease in dogs and is associated with several endocrine disorders due to 

the probable connection betwees were processed and embedded in paraffin using a 

routine histological technique. Morphometric and histopathological evaluation was 

performed on tissue sections stained with hematoxylin and eosin, while 

immunohistochemical analysis was performed using an anti-TNF- besity is the most 

common metabolic disease in dogs and is associated with several endocrine disorders 

due to the probable connection betwees were processed and embedded in paraffin 

using a routine histological technique. Morphometric and histopats notable in obese 

animals, whereas it was not observed in non-obese animals. These results suggest 

that TNF- besity is the most common metabolic disease in dogs and is associated 

with several endocrine disorders due to the pr 

 

Keywords: adipocyte, cytokine, dog, obesity.  
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1. Introduction 

The adipose tissue is a complex and metabolically active endocrine organ that 

expresses and secretes a variety of bioactive peptides known as adipokines (Xu et al., 

2003). Among these bioactive peptides, a large number of serum cytokines and 

chemokines are involved in inflammation and insulin resistance, including TNF-α he 

adipose tissue is a complex and metabolical. 

 TNF-α was the first cytokine identified in the adipose tissue of obese rodents 

and is strongly correlated with metabolic inflammation and insulin resistance in 

laboratory animals (Hotamisligil et al., 1993); this correlation has also been drawn 

through analyzing the serum of obese dogs (German et al., 2009). 

 In fact, there is strong evidence for the association of TNF-α, insulin 

resistance, and ectopic fat deposition in obese humans. Moreover, TNF-α inhibits 

adipocyte differentiation factors and induces apoptosis, which causes both 

enlargement of the remaining adipocytes and changes in adipokine secretion. This in 

turn creates a predisposition to insulin resistance (Goossens, 2008). However, few 

studies have evaluated these associations in dogs. 

Kabir et al. (2011) evaluated adipocyte size and distribution in obese dogs and 

observed that visceral adipocytes were larger than subcutaneous adipocytes, and that 

adipocyte hypertrophy was a predictive factor for insulin resistance. Moreover, both 

deposits of visceral and subcutaneous fat and adipocyte size are directly correlated 

with adipokine production and metabolic dysfunction in humans (Goossens, 2008; Lee 

et al., 2012; Shuster et al., 2012). 

In view of the high rate of obesity and its metabolic consequences, the 

objective of this study was both to identify which adipose tissue compartment, 

subcutaneous or visceral, expressed more TNF-α in obese female dogs, and to 
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correlate the observed TNF-α production with adipocyte number, adipocyte size, and 

leukocyte infiltration. As reported in humans, we expect to find associations between 

hyperplasia and hypertrophy of visceral adipocytes in obese dogs. We also expect that 

these enlarged adipocytes lead to increased immunoexpression of TNF-α. This study 

may help elucidate the predictive factors for insulin resistance resulting from the 

increased release of inflammatory adipokines in dogs. 

 

2. Materials and methods 

 This study evaluated animals from the Veterinary School Clinic (Clínica 

Veterinária Escola – CVE) of the Pontifical Catholic University of Paraná (Pontifícia 

Universidade Católica do Paraná – PUCPR), located in Curitiba, Paraná, Brazil. This 

work was approved by the PUCPR Animal Research Ethics Committee (Protocol No. 

805). A total of 30 animals were evaluated over a 2-year period, with 17 animals 

meeting the inclusion criteria. 

 

2.1 Animals 

This case-control study selected whole female dogs of different breeds and 

ages. Complete clinical examinations indicated that the animals were healthy and did 

not present clinical signs of concomitant diseases, including odontological, 

dermatological, cardiorespiratory, neurological, orthopedic, urogenital, 

gastrointestinal, autoimmune, neoplastic, or other endocrine diseases. In addition, 

dogs subjected to antibiotic, corticosteroid, and anti-inflammatory therapy for up to 3 

months prior to experiments and dogs that used injectable or oral contraceptives for 

up to 6 months prior to experiments were excluded. 
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The study animals were classified according to the body condition score 

(BCS), which has been validated to evaluate the body condition of dogs by inspection 

and palpation; it is based on the numerical scales proposed by Laflamme (1997). All 

animals were classified by the same veterinarian. 

This initial screening allowed the formation of two animal groups: 

Obese group: nine whole females with a BCS of 9/9 (Laflamme, 1997);  

Control group: eight non-obese whole females with a BCS of 5/9 (Laflamme, 

1997). 

 

2.2 Laboratory analysis 

Blood tests (blood count and serum biochemical analyses of albumin, alanine 

aminotransferase, alkaline phosphatase, urea, creatinine, glucose, triglycerides, and 

cholesterol) were conducted in all selected animals after a 12-hour fast. Blood samples 

were obtained by aseptic jugular venipuncture and were stored in bottles containing 

EDTA and clot activator. Further, they were processed in the clinical analysis 

laboratory of the PUCPR CVE. 

 

2.3 Histopathology and Immunohistochemistry 

All study animals were subjected to elective ovariosalpingohysterectomy, in 

which samples of subcutaneous and visceral adipose tissues were collected by making 

an incision in the region near the linea alba and falciform ligament, respectively. One 

2 cm3-sample was collected from each tissue. The samples were conditioned in 10% 

formalin and processed using the routine histological technique of the CVE PUCPR 

Histopathology Laboratory, with inclusion in paraffin and preparation of 4- sample was 

collected from each tissue. The samples were conditioned in 10% formalin and 
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processed using the routine histological technique of the CVE PUCPR Histopathology 

Laborat® scanner (Carl Zeiss) with a 20x objective. These images were used for 

morphometric analysis of adipocyte size and number and for histological analysis of 

leukocyte infiltration.  

The images were evaluated under blind conditions. They were analyzed using 

the software Zen (Zeiss Microscope Software). Adipocyte diameter was measured by 

delimiting a random area from the subcutaneous and visceral adipose tissues of each 

animal, manually selecting 50 adipocytes from each tissue type, and calculating the 

mean diameter. Leukocyte infiltration was classified as present or absent, with positive 

samples being those in which at least one infiltrating leukocyte was identified. 

Subsequently, adipocytes were counted in another area of 200 mm2 that was randomly 

chosen from each subcutaneous and visceral adipose tissue region of each animal. 

The cells at the margins of the images were excluded. 

For immunohistochemical analysis, the embedded samples were initially 

rearranged according to the tissue microarray (TMA) technique described by Mattioli 

et al. (2011). For this purpose, a 5-mm diameter metal drill was used to collect 

cylindrical fragments of each sample, and new paraffin blocks were made by randomly 

and blindly grouping the tissues of both groups. 

The TMA blocks were cut into 4- he TMA blocks were cut into 4-s, the 

embedded samples were initially rearranged according to the tissue microarray (TMA) 

tec2O2 (in methanol) for 15 min. Target Retrieval Solution TM (Dako, Glostrup, 

Denmark) was used for heat-induced antigen retrieval, according to the manufacturer’s 

instructions.  

Samples were incubated with the anti-TNF- amples were incubated with the 

anti-TNF-al Solution TM (Dako, Glostrup, Denmark) was used for heat-induced antigen 
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retrieval, according to the manufacturer’s instructio samples were incubated with the 

secondary antibody Advance™ (Dako, Glostrup, Denmark) for 15 min, according to 

the manufacturer’s instructions. For visualizing the immunoreactions, the samples 

were incubated with chromogen DAB 1.1 (OriGene, Rockville, MD, USA) and then 

counterstained with Harris hematoxylin.  

The slides were scanned using the Zeiss Axio Scan.Z1® scanner (Carl Zeiss) 

with a 20x objective and evaluated using the software ImagePro-Plus, version 4.5.0.29 

for Windows 98/Nt/2000. For this purpose, an average of 30 images from each region 

was selected for each animal, excluding tissues with blood vessels and large interstitial 

tissue. The imaging software was used to create masks detailing immunopositivity and 

immunonegativity over the entirety of an image; these were applied to all images. 

Further, the mean percentage of immunopositive areas was calculated for each 

animal. 

 

2.4 Statistics 

Demographic frequency distributions were calculated for the dogs in this study. 

Data were analyzed using STATA, version 14 (College Station, Texas, USA). The level 

of significance was set at p<0.05. 

The means of TNF-α expression, adipocyte size, and adipocyte number in 

subcutaneous and visceral tissues were compared between the healthy control and 

obese groups by the Mann Whitney U-test (Mann and Whitney, 1947). Meanwhile, the 

mean proportion of leukocyte infiltration in both sets of tissue was compared with the 

Chi-squared test (Miller and Siegmund, 1982).  

The correlation between TNF-α expression in subcutaneous versus visceral 

tissue in both study groups was non-parametrically analyzed using Spearman’s rank 
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correlation (Sperman, 1904). In addition, adipocyte number and adipocyte size were 

correlated to produced TNF-α in the subcutaneous and visceral tissue of each group. 

  

3. Results 

3.1 Epidemiology 

 The mean age of the animals from the obese group was 4.9 years, ranging from 

1 to 8 years. Of the nine animals included in this group, 77.7% (n=7) did not have a 

defined race and 22.2% (n=2) were of the Labrador breed. The mean age of the 

animals from the control group was 1.9 years, ranging from 7 months to 6 years. In this 

group, 62.5% did not have a defined breed, and three dogs were of the St. Bernard, 

Lhasa Apso, and Yorkshire breeds, respectively. 

 

3.2 Adipocyte size 

Subcutaneous and visceral adipocytes were significantly larger in obese 

animals (Table 1). However, there was no significant difference in the size of 

subcutaneous and visceral adipocytes within each group. 

 

3.3 Leukocyte infiltration 

Leukocyte infiltration was observed only in the subcutaneous and visceral 

tissues of obese animals; as such, there was a significant difference between the 

groups (p=0.03). Of all the analyzed animals, 44.4% (n=5) had leukocyte infiltration in 

either the subcutaneous or visceral adipose tissues; of these, 22.2% (n=2) presented 

infiltration in both tissues.  
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3.4 Adipocyte number 

Healthy animals from the control group presented a higher adipocyte count 

than obese animals in both visceral and subcutaneous tissue. However, a significant 

difference was only detected in the visceral tissue of the control group, which 

presented a higher quantity of adipocytes (Table 1). 

 

3.5 TNF-α immunoexpression 

TNF-α immunoexpression was detected in both types of tissues in all subjects. 

Nevertheless, no significant difference was detected between healthy control group 

and obese animals (Table 1). 

 

3.6 Correlation between TNF-α immunoexpression vs adipocyte size 

TNF-α immunoexpression did not correlate with visceral tissue adipocyte size 

when considering all animals in the study as a whole. Nevertheless, in obese animals, 

a significant positive correlation was observed with a Spearman’s correlation 

coefficient (ρ) of 0.9 (p=0.0009) was observed.  

Likewise, no correlation was observed for subcutaneous adipocyte size, both 

when analyzing all subjects as a whole or each group individually. 

 

3.7 Correlation between TNF-α immunoexpression vs leukocyte infiltration 

Leukocyte infiltration was negatively correlated with TNF-α immunoexpression 

in subcutaneous and visceral tissue when considering all animals and groups. 

However, these variables were positively correlated in the obese group. Nevertheless, 

these correlations were not significant. 
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3.8 Correlation between TNF-α immunoexpression vs adipocyte number 

TNF-α immunoexpression in subcutaneous tissue presented a positive 

significant correlation with adipocyte number for all animals. This significance was 

driven by the control group, in which a Spearman’s correlation coefficient (ρ) of 0.74 

(p=0.03) was observed. 

In visceral tissue, a higher number of adipocytes was linked to a decrease in 

TNF-  immunoexpression, although this correlation was not significant. This effect 

was most prominent in control group. 

Table 1. Mean value, standard deviation (SD), and 95% confidence interval of adipocyte size, adipocyte 
number, and tumor necrosis factor alpha (TNF-α) expression, on subcutaneous and visceral adipose 
tissue for healthy-control and obese groups.  

Variable 
C 

Mean (SD) 
(n=8) 

OB 
Mean (SD) 

(n=9) 
p-value 

Adipocyte size (μm)    

   Subcutaneous 4779.5 (± 181.3) 7005.7 (± 434.7) 0.001 

   Visceral 4730.7 (± 261.12) 7448.4 (± 613.8) 0.001 

Adipocyte number    

   Subcutaneous 380.4 (± 55.4) 304.2 (± 56.7) 0.1 

   Visceral 551.2 (± 87.5) 282.9 (± 39.0) 0.009 

TNF-α expression    

Subcutaneous 77.4 (± 5.4) 67.7 (± 3.9) 0.14 

Visceral 70.7 (± 6.6) 72.0 (± 5.1) 1.0 

Note: C: healthy control; OB: obese group. 
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4. Discussion 

The present study determined adipocyte number and size, presence of 

leukocyte infiltration, and the correlation of these factors with the immunoexpression 

of TNF- he present study determined adipocyte number and size, presence of 

leukocyte infiltration, and the correlation of these factors with the immunoexpression 

of TNF-the control group, in which a Spearman’s correlation coefficient (ρ) of 0.74 

(p=0.03) was obs (2011), who observed that adipocyte hypertrophy is the primary 

morphological change in the adipose tissue of obese individuals and is directly 

correlated with obesity-related chronic inflammation (Skurk et al., 2007).  

There were no significant differences in the size of subcutaneous and visceral 

adipocytes in obese animals. However, Kabir et al. (2011) found that visceral 

adipocytes in obese dogs are larger than subcutaneous adipocytes. The difference 

between this study and the results observed herein might be due to the difference in 

the amount of time the subjects spent being obese. In fact, Lee et al. (2012) 

demonstrated that hypertrophy initially occurs in subcutaneous adipocytes and 

progresses to visceral adipocytes as obesity advances, leading to long-term adipocyte 

hypertrophy in both types of tissue.  

While differences in adipocyte size are one element to consider, another 

important factor is the effect of the process of differentiating preadipocytes from 

adipocytes in determining the number of adipocytes. In this study, adipocyte density 

was higher in the visceral adipose tissue of female dogs with a normal BCS. This is 

likely because adipocytes were counted in a predetermined area (200 mm2) in both 

animal groups, whereas adipocyte hypertrophy was observed only in obese female 

dogs. However, the estimated absolute numbers suggest an increase in the number 

of adipocytes in obese animals, as previously observed by Kranendonk et al. (2015). 
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In our study, obesity was associated with adipocyte number and size. 

Therefore, the correlation between adipocyte size and TNF-α production was 

investigated to identify differences between visceral and subcutaneous adipocytes. 

There was a positive correlation between adipocyte size and the immunoexpression 

of TNF-α in visceral adipocytes, but not in subcutaneous adipocytes. Cao (2014) 

reported that adipocyte hypertrophy might favor the deregulation of the expression and 

secretion of adipokines. Moreover, cytokines may be involved in metabolic 

inflammation in humans, laboratory animals, and obese dogs (German et al., 2009, 

Ryan et al., 2010), and may induce apoptosis of preadipocytes and mature adipocytes, 

favoring the hypertrophy of the remaining adipocytes and the further secretion of 

adipokines (Goossens, 2008). Some studies suggest that adipocyte hypertrophy 

triggers hypoxia and cellular apoptosis, which stimulate the recruitment of 

macrophages (Goossens, 2008; Cao, 2014). Infiltrating macrophages acquire the M1 

phenotype and secrete reactive oxygen species and more proinflammatory cytokines, 

including TNF-α and IL-6, which exacerbate the chronic inflammation associated with 

obesity (Lumeng et al., 2007; Finucane et al. 2014). 

In the present study, leukocyte infiltration was observed in both the 

subcutaneous and visceral adipose tissues for only obese animals. Although the 

specific type of infiltrating leukocyte was not identified in the evaluated samples, it is 

possible that these leukocytes originate from macrophages because of the presence 

of mononuclear cells. However, further analysis is necessary to confirm this 

hypothesis. 

Hotamisligil et al. (1993) observed the presence of a large number of 

macrophages in the adipose tissue of obese humans. It has now been recognized that 

increase in TNF-α production is due to the infiltration of M1 macrophages in the 
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adipose tissue, which corroborates the findings of this study, whereby the 

immunoexpression of TNF-α was positively correlated with leukocyte infiltration. Rafaj 

et al. (2017) suggests that macrophages that have infiltrated adipose tissue and 

accumulated during instances of hypoxia are the main source of cytokine production 

in obesity; as such, they play a fundamental role in inflammatory processes associated 

with obesity.  

 The limitations of the study included the collection of only one sample of 

subcutaneous and visceral adipose tissue, lack of analysis of cellular infiltration in 

adipose tissue, and lack of characterization of macrophage polarization. 

Our results suggest that the metabolic changes associated with obesity in dogs 

may involve the production of the proinflammatory cytokine TNF-α stimulated by 

enlarged visceral adipocytes, as observed in humans. 
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