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RESUMO

A obesidade é a doenca nutricional e metabdlica mais frequente em cées e,
esta associada a diversas alteracbes enddcrinas e inflamatérias. Embora esta
correlagao esteja bem estabelecida em humanos, em caes os dados sao escassos e
existem controvérsias sobre os mecanismos para estas complicagdes na espécie.
Assim, o presente estudo realizou duas abordagens investigativas que avaliaram, em
diferentes situagdes, citocinas e marcadores de estresse oxidativo em cadelas
obesas. A primeira abordagem objetivou comparar o tecido adiposo subcutaneo e
visceral de cadelas obesas e cadelas com condi¢gdo corporal normal, quanto a
presenca de infiltrado leucocitario, tamanho e numero dos adipdcitos e a correlacéo
com a imunoexpressao do fator alfa de necrose tumoral (TNF-a). Nesta investigacao,
foram utilizados fragmentos de tecido adiposo subcuténeo e visceral das cadelas
obesas e eutroficas que foram obtidos a partir de ovariossalpingohisterectomia eletiva.
Quanto as avaliagdes histopatoldgicas e imunohistoquimicas observou-se correlagao
positiva entre o tamanho adipocitario e a expressdo de TNF- a no tecido adiposo
visceral das cadelas obesas, enquanto no tecido subcutaneo esta associacéo nao foi
observada. Do mesmo modo, o tamanho adipécitario e a presenca de infiltrado
leucocitario foi significativamente maior nos animais obesos em comparagdao aos
animais com condigdo corporal normal, que nao tiveram infiltracdo leucocitaria
detectada. Na segunda abordagem, avaliou-se cadelas obesas antes e depois de um
rapido programa de perda de peso em que foram determinados marcadores da
peroxidagao lipidica, de resisténcia insulinica e marcadores renais precoces, além de
cortisol e hormoénio tireoidiano. As cadelas incluidas no estudo, foram submetidas a
mensuragdo do cortisol basal e, apdés a estimulagio com horménio
adrenocorticotrofico (ACTH), avaliou-se tiroxina livre (T4L), insulina, das substancias
que reagem com o acido tiobarbiturico (TBARS), concentragdo sérica da
dimetilarginina simétrica (SDMA) e albuminuria, além de hemograma; analises
biogquimicas sanguineas, urindlise, pressado arterial sistdlica, que foram realizados
como triagem. Como resultado deste estudo todas as cadelas obesas apresentaram
alteracbes no fator de peroxidacao lipidica mensurado. Todas as mensuracoes
realizadas antes do emagrecimento apresentaram valores de TBARS acima do valor
de referéncia, com significativa redug¢ao dos valores em todos os animais apos a perda
de peso. Quanto as mensurac¢des de SDMA, 80% dos animais reduziram os valores
de SDMA apds o programa de perda de peso. Quanto as medidas hormonais e de
resisténcia insulinica, ndo foi observado diferengca entre os parametros. Com os
estudos em conjunto, € possivel sugerir que o a citocina pré-inflamatéria TNF-a do
tecido adiposo visceral pode estar envolvida com as alteragdes metabdlicas em
cadelas obesas e, que a obesidade ocasiona também um desequilibrio do sistema
oxidante/antioxidante e, este quadro, apds a instituicdo de um rapido programa de
perda de peso, leva a reducdo na mensuragdo de TBARS e SDMA, podendo existir
entre eles, uma relagdo causal provocada pela obesidade. No entanto, sugere-se a
necessidade de mais estudos para comprovar uma relagcdo do estado crénico de
inflamacao, provocado pela obesidade, promovendo estresse oxidativo e producao de
radicais livres, o que pode ocasionar resisténcia insulinica e que, parametros como
SDMA e TBARS, poderiam representar marcadores importantes e precoces de
alteragdes fisiopatoldgicas da obesidade.

Palavras-chave: Obesidade. Cadelas. Citocina. Adipdcito. Peroxidagao lipidica.



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-a) 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-a 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-a, 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 INTRODUGAO

A obesidade é definida como acumulo excessivo de tecido adiposo no corpo,
suficiente para prejudicar as fungdes fisioldgicas do organismo (BRUNETTO et al.,
2010). E o resultado de desequilibrio entre energia consumida e energia gasta
(RAMSEY et al., 2010), o que conduz a um persistente ganho calérico (GUIMARAES
e TUDURY, 2006; HAMPER, 2016), sendo um importante fator de risco para o
desenvolvimento de diversas doengas (TVARIJONAVICIUTE et al., 2012a), como
diabetes mellitus, danos osteoarticulares, afeccbes do trato respiratério,
cardiovascular, urinario, neoplasicos, entre outros (GERMAN et al., 2010).

Estudos realizados ha mais de uma década ja 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 ocorréncia de caes com sobrepeso e
obesos nos hospitais veterinarios esta proximo a 45%, sendo as causas deste
disturbio consideradas complexas e de origem multifatorial. Dentro das provaveis
origens da obesidade pode-se incluir predisposicdo genética, doengas enddcrinas,
castragao precoce e alguns fatores exdgenos, como consumo excessivo de alimentos,
composi¢cdo da dieta, uso de medicamentos que levam a polifagia, auséncia de
atividade fisica, estilo de vida atual e fatores ambientais (ZORAN et al., 2010).
Algumas ragas de cées apresentam incidéncia alta a obesidade, tais como Labrador
Retriever, Boxer, Terrier Escocés, Shetland Sheepdog, Basset Hound, Cavalier King
Charles Spainel, Cairn Terrier, Cocker Spainel, Dachshund e Beagle, o que indica
fatores genéticos com grande importancia no desenvolvimento da obesidade
(LAFLAMME, 2015).

1.1 FISIOPATOLOGIA DA OBESIDADE
1.1.1 Tecido adiposo

O tecido adiposo é formado pela integragao entre adipdcitos, matriz conectiva,
tecido nervoso, células vasculares do estroma e células do sistema imune (KIL e

SWANSON, 2010). Esta envolvido em diversos processos biolégicos do metabolismo

energético, sendo responsavel pela captagao, processamento e armazenamento dos
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lipidios circulantes (KERSHAW e FLIER, 2004). Além disto, expressa uma variedade
de receptores de neurotransmissores e de diversos hormoénios, relacionados com
fungdes neuroendocrinas e imunoldgicas do organismo (CLARK e HOENING, 2016).

O tecido adiposo branco é considerado um 6rgao endoécrino complexo com a
capacidade de expressar e secretar uma variedade de peptideos bioativos,
denominados adipocinas (XU et al., 2003; KURYSZKO et al., 2016), como os
hormonios adiponectina e leptina, que atuam por mecanismos autdcrinos, paracrinos
e enddcrinos (GOOSSENS, 2008). Em adigéo, o tecido adiposo dos cées é capaz de
liberar inUmeras citocinas e quimiocinas pro inflamatérias como fator alfa de necrose
tumoral (TNF-a), interleucina 6 (IL-6), interleucina 1 beta (IL-1B), entre outras
(HAMPER, 2016). A obesidade tem sido implicada na desregulagao da producéao de
adipocinas o que contribui para varias anormalidades metabdlicas relacionadas a
obesidade (KIL e SWANSON, 2010).

O TNF-a foi a primeira citocina identificada no tecido adiposo de roedores
obesos e esta relacionada com o conceito de inflamagao metabdlica e resisténcia
insulinica em animais de laboratorios (HOTAMISLIGIL et al., 1993) e em nivel sérico
em caes obesos (GERMAN et al., 2009). Do mesmo modo, em humanos, existem
fortes evidéncias de associacdoes entre TNF-a, resisténcia insulinica e deposicao
ectdpica de gordura observadas na obesidade. Evidenciou-se, por exemplo, que o
TNF-a inibe fatores de diferenciacdo dos adipdcitos e induz a apoptose, o que
desencadeia o alargamento dos adipécitos remanescentes e altera a secregédo das
adipocinas, que também predispdem a resisténcia insulinica (GOOSSENS, 2008).
Contudo, em caes, os estudos sobre essas associagdes sao restritos.

Considerando a distribuicdo corporal do tecido adiposo, segundo Clark e
Hoening (2016), existem algumas controvérsias se a gordura visceral ou subcutanea
€ mais importante no desenvolvimento da resisténcia a insulina, e a quantificagao de
gordura nesses locais e sua correlacdo com a sinalizagao de insulina tem sido area
ativa de pesquisa. Existe a suposicdo de que a distribuicdo visceral leva a fluxo
aumentado de adipocinas ocasionando aumento na atividade lipolitica, o que
influéncia negativamente a sinalizagdo da insulina. Outra pesquisa realizada por
Baldisserotto et al. (2013) sugere que a distribuicao de tecido adiposo subcutaneo é
mais critica e gera alteragbes na sensibilidade a insulina, em parte devido ao seu

maior volume.
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Estudos conduzidos por Kabir et al. (2011) afirmam que os adipécitos da
regido visceral de caes obesos sdo maiores em relagao aos do tecido subcutaneo e,
esta hipertrofia representou fator preditivo para a resisténcia insulinica. Os diferentes
depdsitos de gordura corporal visceral e subcutaneo, assim como o tamanho dos
adipocitos, estdo diretamente relacionados com a produgdo de adipocinas e
disfungdes metabdlicas em humanos e animais de laboratorio (GOOSENS, 2008; LEE
etal., 2012; SHUSTER et al., 2012; BONZON-KULICHENKO et al., 2018).

Outro fator importante €, que em humanos, demonstrou-se que a expansao
do tecido adiposo desencadeia quadro de hipdxia e apoptose celular, que sao fatores
de recrutamento dos macrofagos (GOOSSENS, 2008; CAO, 2014). A presenga de
macrofagos e leucécitos ativados ocasiona aumento na secreg¢do de citocina em
pessoas obesas (CAO, 2014), mas em caes estas informagbes nao foram

documentadas na literatura até o presente momento.

1.1.2 Eixo hipotalamo, hipofise, adrenal

A obesidade ocasiona multiplas alteragdes enddcrinas em seres humanos e
em roedores e, esta associada a disturbios dos principais eixos hormonais, como o
eixo hipotalamico hipofisario adrenal (HPA), gonadal, horménio de crescimento (GH),
fator 1 de crescimento semelhante a insulina (IGF-1). O aumento da gordura corporal
em humanos esta associado com o aumento da secrecéo de cortisol, insulina, IGF-1
e diminuicdo da secrecdo de GH, sendo estas informacdes descritas desde 1996 por
Smith.

O excesso de gordura corporal esta envolvido com a desregulagdo da
produgcdo 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 inflamatérios 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 provavel origem esta associada ao aumento da leptina
em pessoas obesas, pois ocorre estimulo a produgao de hormdnios hipofisarios e
hipotalamicos como o hormonio adrenocorticotrofico (ACTH) e hormdnio estimulante
de corticotrofina (CRH) respectivamente. Estudos em humanos sugerem que as

concentragdes de cortisol sdo maiores em pacientes com obesidade em comparagao
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com individuos saudaveis, tanto em condi¢gdes basais quanto nas avaliacbes
dindmicas (DUCLOS et al., 2005; SEN et al., 2008).

Esta resposta anormal do eixo HPA pode propiciar e agravar a produgao de
citocinas como TNFa, IL6 e IL-1a/B. Do mesmo modo, as citocinas produzidas como
parte da resposta imune adaptativa, tais como a interleucina 2 (IL-2) e interferon gama
(IFN-y) também estao relacionadas com o aumento da produgéo de cortisol pelo eixo
HPA. Em humanos, estas citocinas atuam ndo s6 no hipotalamo para aumentar a
liberagdo de CRH, mas na hipdfise e glandulas adrenais, o que gera maior resposta
de ACTH e cortisol, respectivamente, na circulacao (RODRIGUEZ et al., 2015).

Existem diversas evidéncias, em humanos, de que ha maior ativagcao do eixo
HPA em pacientes obesos, particularmente naqueles com distribuicao 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 apods estimulo com CRH, em relagédo a controles n&o
obesas ou mulheres com obesidade periférica. Segundo Lordelo et al. (2007), ocorre
maior frequéncia na liberagdo dos pulsos de ACTH, com menor amplitude de pulso,
mantendo o nivel basal normal e, os adipdcitos viscerais possuem maior densidade
de receptores de glicocorticoides que os adipdcitos do tecido adiposo periférico.

Pasquali et al. (2006) afirmaram que pessoas com obesidade visceral possuem
numero mais elevado de receptores de cortisol nos adipécitos abdominais, o que
favorece aumento da acao de cortisol intracelular e o desenvolvimento de sindrome
metabdlica (resisténcia a insulina, dislipidemias e hipertensao).

Masuzaki et al. (2001), relacionaram de forma direta os glicocorticoides nos
adipdcitos como fatores-chave da obesidade e da doenga metabdlica. Estudos com
ratos obesos comprovaram aumento da atividade glicocorticdide na gordura
abdominal, estes pesquisadores demonstraram aumento da atividade da 11-beta-
hidroxiesterdide desidrogenase do tipo 1 (11BHSD-1) no tecido adiposo omental,
acarretando em maior geracao de glicocorticoide local, e consequentemente maior
ativagao de seu receptor, promovendo obesidade (LIVINGSTONE et al., 2000). Seckl
(2004), afirmou que o aumento da atividade da 11BHSD-1 no tecido adiposo de
roedores esta relacionado com elevadas concentragbes de glicocorticides nos
adipaocitos.

Embora a hiper-reatividade no eixo HPA ja seja documentada ha muitos anos
em humanos (GUILLAUME-GENTIL et al., 1990), na medicina veterinaria existem
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poucos estudos. Martin et al. (2006) publicaram um estudo com cées obesos, e
concluiram que a hiper-reatividade do eixo HPA ocorreu em apenas quatro de 31
caes, concordando com Gayet et al. (2004) que estudou as modificagbes que ocorrem
ap6s o ganho de peso corporal e, demonstrou que o cortisol plasmatico basal
permaneceu inalterado durante o periodo de aumento de peso. Soder et al. (2016),
investigaram e observaram uma maior relag&o cortisol/creatinina na urina de caes com
sobrepeso em jejum e, afirmaram que embora os caes com excesso de peso paregam
saudaveis, os resultados deste estudo mostraram que alteragdes metabdlicas podem
estar presentes. Enfatizaram a necessidade de mais estudos sobre o papel do cortisol

na obesidade em caes.

1.1.3 Hormodnio tireoidiano e obesidade

A relagdo entre obesidade e tiredide € complexa. Na literatura, estd bem
estabelecido que a disfuncdo nesta glandula (hipotireoidismo ou hipertireoidismo)
resulta em alteragbes no peso corporal devido a participagdo de hormdnios
tireoidianos no controle da termogénese e do apetite. No entanto, algumas pesquisas
mostraram que o excesso de peso também pode influenciar na fungéo da tiredide,
ocasionando aumento na secregcdo do horménio estimulante da tiredide (TSH), com
ou sem alteragbes nas concentragdes da triiodotironina (T3) e tetraiodotironina (T4).
No entanto, ndo é possivel estabelecer se essas alteracdes na funcao da tiredide sao
primarias ou secundarias a obesidade (SANTINI et al., 2014).

A etiologia dessas mudangas no eixo hipotalamo hipdfise tiredide na
obesidade ainda nao esta clara. No entanto, varios mecanismos foram propostos,
dentre os quais os relacionados ao processo de adaptagdo para aumentar o gasto
energético, as mudangas na atividade das desiodase, a presencga de resisténcia
central ou periférica aos hormonios tireoidianos, a inflamacéo crénica de baixo grau e
presenga de resisténcia a insulina (FONTENELLE et al., 2016).

Frente ao importante papel dos horménios tireoidianos na regulagdo da
termogénese, a dindmica do eixo hipotalamo-hipéfise-tireoidiano na obesidade ja foi
estudada em humanos e animais de laboratério (SANTINI et al., 2014; PANVELOSKI-
COSTA et al., 2018). Em gatos obesos foi realizado um unico estudo por Ferguson et
al. (2007), que concluiram que o desenvolvimento da obesidade no gato esta

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

al. descreveu em 2006.

1.1.4 Estresse oxidativo, resisténcia insulinica e obesidade

O estresse oxidativo pode ser definido como o desequilibrio causado pelo
excesso na produgao das espécies reativas de oxigénio (EROs) associado a queda
na capacidade antioxidante celular (SIES, 1997; FINKEL e HOLBROOK, 2000;
SCANDALIOS, 2005). Os sistemas de defesa antioxidante sao divididos em néo-
enzimatico (SANE) e enzimatico (SAE). Fazem parte do SANE pequenas moléculas
como vitaminas C e E (WISEMAN e HALLIWELL, 1996; NORDBERG e ARNER, 2001;
SCANDALIOS, 2005). O SAE é constituido principalmente por trés enzimas:
superoxido dismutase (SOD); catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). Estas
enzimas oferecem protecdo ao organismo por promover a remog¢ao do radical
superoxido (O2) e do perdxido de hidrogénio (H202), convertendo-os em espécies
menos reativas (FINKEL, 2003; SCANDALIOS, 2005).

Quando este sistema atua de forma ineficiente ou ocorre superprodugéo de
radicais livres, o estresse oxidativo se instala (FIGURA 1). Os radicais livres
promovem reagdes com substratos biolégicos, podendo ocasionar danos no acido
desoxirribonucléico (DNA) e acido ribonucléico (RNA) das biomoléculas e,

consequentemente afetar a saude humana e animal (BARREIROS e DAVID, 2006).
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FIGURA 1 — Mecanismo de ocorréncia do estresse oxidativo. Os sistemas de defesa antioxidante,
quando eficientes, mantém a homeostase e quando ineficientes, permitem a instalacdo do estresse
oxidativo com dano celular e prejuizo na fungéo biolégica.

Fontes endogenas de espécies Defesa Fontes exdgenas de espécies
reativas antioxidante reativas
Mitocdndrias Enzimatico Raios ultravioleta
Peroxissomas N3o enzimatico Radiac&o ionizante
Lipoxigenases Quimioterapicos
Outras Outros

™~

Espécies reativas de oxigénio
Espécies reativas de nitrogénio
Espécies reativas de derivados de enxofre, de cloro, de carbono e de metais de transigéo

Defesa antioxidante ineficiente Defesa antioxidante eficiente e/ou
e/ou descontrole na produgdo de controle na producdo de espécies
espécies reativas reativas
ESTRESSE OXIDATIVO HOMEOSTASE
Prejuizo na funcéo biologica Crescimento e metabolismo normais

Dano celular (DNA, proteinas e
lipideos)

Doenca/envelhecimento

FONTE: Adaptado de Vasconcelos et al., 2007.

A obesidade pode ocasionar estresse oxidativo sistémico devido a multiplos
mecanismos bioquimicos, como a produgao de ions superoxido, NADPH oxidase
(NOX), fosforilacado oxidativa, oxidagao de gliceraldeido, ativagdo da proteina 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, disfung¢des teciduais, baixa defesa antioxidante,
inflamagbes cronicas e geracdo de EROs pods-prandial (MANNA e JAIN, 2015).
Abbasiana et al. (2018) afirmam que na sindrome metabdlica em humanos,
associados com hiperglicemia e inflamac&o podem levar ao aumento da producéo de

EROs e estas tém efeitos toxicos que levam a peroxidacao dos lipidios da membrana
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e produzem malondialdeido (MDA). Conforme Manna e Jain (2015), em humanos, o
aumento dos acidos graxos livres intracelulares promovem uma redugao da
translocacédo de transportadores de glicose do tipo 4 (GLUT-4), o que conduz a
resisténcia insulinica. Segundo Brennan e Hoenig (2004), gatos obesos possuem
expressao de GLUT-4 diminuida, assim como em humanos.

Cline et al. (2009), realizaram um estudo com céaes obesos em que a avaliagéao
do estresse oxidativo foi realizada pela mensuragéo dos concentragdes de glutationa
e foi observada reducdo da concentracdo de glutationa dos animais obesos quando
comparado a caes eutroficos, o que demonstrou fortes evidéncias de que os animais
obesos apresentam uma diminuicdo da capacidade antioxidante.

Além disso, o excesso de EROs no tecido adiposo faz com que a expressao
de adiponectinas seja diminuida, contribuindo entdo para o desenvolvimento de
resisténcia a insulina em humanos (FURUKAWA et al., 2004). Cline et al. (2009)
afirmaram que o estresse oxidativo causa dano ao DNA com subsequente alteragao
na expressao dos genes, na sinalizagédo celular, mutagdes, transformacéao celular e
morte celular e, estes efeitos podem predispor a inUmeras afec¢des. Sabe-se que na
medicina veterinaria, o estresse oxidativo pode ocasionar resisténcia a insulina e levar
ao desenvolvimento de diabetes (LAFLAMME, 2015), no entanto, os estudos em caes
S840 escassos.

Os mecanismos para o desenvolvimento da resisténcia a insulina
relacionados a obesidade, sao caracterizados por alteragbes em etapas da
sinalizac¢do da insulina, apresentando reduc¢ao na concentragao da atividade quinase
do receptor de insulina (IR), da fosforilagao de tirosina em substratos 1 e 2 do receptor
de insulina ( IRS-1 e IRS-2) e reducao da atividade de fosfatidilinositol 3-quinase
(P13q). Entretanto, a fosforilagdo de IRS-1 pode ser tanto em tirosina e subsequente
fosforilagdo de PI3q como em residuos de serina, onde algumas proteinas
inflamatorias podem promover esta alteracdo e assim comprometer a atividade de
P13q e translocagédo do GLUT-4 para a membrana plasmatica (MAYER e BELSHAM,
2010; CASTRO et al., 2013).

O excesso de acidos graxos livres (AGL) afeta diretamente o metabolismo
celular. Os AGL circulantes ativam proteinas de membrana plasmatica denominados
toll like receptors 4 (TLR-4), desencadeando a ativagao de vias inflamatdrias que vao

interferir na captagao de glicose pela sinalizagao 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 sinalizagdo de outra via inflamatéria que
possui relagcao negativa com a sensibilidade a insulina, pois ao se ligarem ao receptor
TRL-4 induzem a ativagéo da quinase inibidora do fator nuclear Kappa B (ikK). Apds
ser ativada, a ikK pode diretamente fosforilar IRS-1 em residuos de serina, atenuando
a atividade de tirosinas ou/e ativagao de ikK leva a fosforilagdo de inibidora do fator
nuclear kappa B (ikkB) e, sdo formadas cadeias de poliubiquitinas que vao induzir a
degradacgao proteassomal de ikkB, sendo um inibidor de fator nuclear de transcricao
kappa B (NF-kB). Com a degradacdo de ikkB ocorre subsequente aumento da
expressao de NF-kB que vai agir no nucleo celular se ligando ao DNA e portanto,
induzindo a transcricdo génica de mediadores inflamatérios como TNF-a e IL-6
(BARMA et al., 2009).

O mecanismo em que TNF-a induz o desenvolvimento de resisténcia a
insulina esta na ligacdo de TNF-a aos seus receptores na membrana plasmatica,
TNFR1 e TNFR2, sendo capaz de ativar também as proteinas inflamatorias ikK e JNK.
Assim, dando sequéncia na resposta inflamatéria causada por estas moléculas
(VALEDO et al., 2009; LIU et al., 2018).

1.1.5 Parametros renais na obesidade

A obesidade em humanos é considerada fator de risco ao desenvolvimento e
progressdo de doenca renal crénica (TVARIJONAVICIUTE et al.,, 2013; WEETH,
2016), as alteragdes glomerulares relacionadas a obesidade caracterizam-se por
vasodilatacdo da arteriola aferente, hipertensdo e hiperfiltragdo glomerular. A
expressao clinica da hiperfiltracdo glomerular nos obesos é a presenga de
microalbuminuria ou proteinuria. Também ocorre aumento da reabsorc¢ao de sédio 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 produgdo de angiotensinogénio
pelos adipdcitos, resultando em uma maior concentragéo de angiotensina Il circulante,
que promove a vasoconstricdo, e maior concentragao de aldosterona, acarretando
retencdo renal de soédio (ZORAN et al., 2010). A estas alteragbes somam-se o0s

disturbios metabdlicos e estes achados interigam a obesidade com a lesdo renal
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(PAULA et al., 2006). Aléem disso, esta maior atividade do SRAA gera uma hipertensao
arterial sisttmica em humanos que, inicialmente, € uma consequéncia da doencga
renal, mas a longo prazo gera perda do tecido renal funcional (WEHNER et al., 2008),
pois a hipertensdo glomerular gera perda protéica pelos capilares glomerulares e,
glomeruloesclerose (ETTINGER e FELDMAN, 2010). Tvarijonaviciute et al. (2013)
comprovaram que a reduc¢ao da gordura corporal pode reverter muitas manifestagdes
clinicas associadas a nefropatias, entretanto tais eventos ainda nao foram
completamente estudados e evidenciados na espécie canina.

Heneger et al. (2001) induziram a obesidade experimentalmente em caes e
comprovaram aumento da pressao arterial média e maior atividade da renina
plasmatica, o que alterou a fungdo renal e causou alteragbes histolégicas na
arquitetura renal, como expansao da capsula de Bowman, proliferagcao celular nos
glomérulos, espessamento da membrana basal glomerular e tubular e, aumento da
matriz mesangial, 0 que ocasionou proteinuria patoldgica.

O termo proteinuria se refere a uma quantidade anormal de proteina na urina
detectada por testes semiquantitativos ou quantitativos. Uma vez que esta alteracao
€ identificada faz-se necessario verificar sua origem, persisténcia e magnitude (LEES
et al., 2005; CIANCIOLO et al., 2016). A proteinuria pode ser classificada de acordo
com sua origem em pré-renal, renal ou pés-renal, sendo que a proteinuria renal pode
ser classificada em funcional ou patolégica. A proteinuria renal patolégica causa perda
protéica persistente pela urina (ETTINGER e FELDMAN, 2010), identificada a partir
de duas a trés coletas de urina com intervalo minimo de 15 dias (CORTADELLAS et
al., 2009). Este é um indicativo de doenca renal crénica antes do desenvolvimento de
azotemia (JACOB et al., 2003; GRAUER, 2007).

A microalbuminuria, por outro lado, € observada quando a taxa de excrecao
de albumina pela urina esta aumentada, ndo sendo detectada por procedimentos
laboratoriais padrdes. Isto significa que a taxa de excregédo de albumina esta acima
do nivel normal, mas abaixo do nivel proteinurico (REGO, 2006). Em caes, a
microalbuminuria é definida como concentragédo de albumina maior do que 1 mg/L na
urina (GRAUER, 2011). Em geral, ela precede a proteinuria (MURGIER et al., 2009)
e, pode ser utilizada como marcador da fase inicial de doenga renal e cardiovascular
em seres humanos, e esta associada a disfungdes subclinicas renais e sistémicas em

caes (LIEN et al., 2010). Este parametro € um excelente marcador de doenga renal
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precoce e de alteragcdo da permeabilidade glomerular (TVARIJONAVICIUTE et al.,
2013).

Uma vez que a proteinuria € considerada marcador de les&o renal, a redugao
de sua intensidade se mostra benéfica, principalmente nos estagios iniciais da doenca
renal cronica (WAKI et al., 2010). Apesar da proteinuria ser importante marcador de
lesdo renal, em muitas situacbes este exame nao € a primeira escolha do clinico,
sendo assim, os marcadores séricos, como a creatinina, continuam sendo ferramentas
indispensaveis na clinica de pequenos animais para identificacdo de afeccdes renais.
No entanto, o aumento da concentragéo de creatinina sérica e instalagdo da azotemia
s6 ocorrem quando 50% ou mais dos néfrons estdo acometidos (CIANCIOLO et al.,
2016).

Estudos conduzidos em cées e gatos identificaram nos ultimos anos o uso da
dimetilarginina simétrica (SDMA) como biomarcador da funcao renal endégena, visto
que tende a acumular em pacientes com disfuncdo renal e possibilita a detecgao
precoce de alteragdes na taxa de filtracao glomerular (TFG) (BRAFF et al., 2014;
HALL et al., 2014; BROWN, 2015; HALL et al., 2016a). Em estudo realizado com cées
portadores de nefropatia hereditaria ligada ao cromossomo X, demonstrou-se que as
concentragdes da SDMA aumentam durante a progressao da forma pré-clinica até o
estagio final da doencga renal, com boa correlagdo com o aumento da creatinina e
diminuigao da TFG (NABITY et al., 2015).

Um valor de corte da SDMA de 14 ug/dL identifica em média uma reducgao de
49% da TFG de caes, em uma média de 9,8 meses (variagado 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
elevacao da creatinina (variagao de 1,5 a 48 meses) (HALL et al., 2014). Assim, a
mensurag¢dao da SDMA permite a detecgao precoce de alteracédo na TFG em relagao
a creatinina sérica, em animais com injuria renal.

A SDMA nao sofre interferéncia de dietas hiperproteica e tdo pouco de
altera¢des da massa corporal magra, como acontece com a creatinina sérica em caes
(HALL et al., 2015), bem como € menos afetada pelo nivel de desidratagéo corporal,
em comparacgao a creatinina (GUESS, 2016). Além disso, a avaliacédo da TFG pode
ajudar a avaliagao da fungao renal de animais com poliuria e polidipsia, bem como no
esclarecimento das imprecisbes e variagdes n&o-renais associadas com a
mensuracao da creatinina (RELFORD et al., 2016).
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Além da relagdo com a TFG, tem-se investigado o papel patofisiolégico da
SDMA no desenvolvimento de complicagdes sistémicas. Inicialmente, acreditava-se
que a SDMA nao representava um fator patologico, de tal modo que o foco foi
direcionado para o papel do acumulo da dimetilarginina assimétrica (ADMA), visto que
essa inibe a enzima oxido nitrico sintase e, esta associada com maior risco de
doengas cardiovasculares, hipertensdo e mortalidade (SCHWEDHELM e BOGER,
2011; TAIN e HSU, 2017). Entretanto, recentemente demonstrou-se que a SDMA
prediz de forma mais consistente a progressdo da doencga renal cronica (DRC) e
eventos cardiovasculares do que a ADMA (EMRICH et al., 2018). No caso, a SDMA
também inibe o sistema do 6xido nitrico (NO), a partir da competicdo com a L-arginina,
que é substrato para formagao do NO, predispondo a inflamagao vascular, aumento
da resisténcia vascular e diminuicdo da perfusdo renal (EMRICH et al., 2018; TAIN e
HSU, 2017).
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2 JUSTIFICATIVAS

Devido a crescente frequéncia nas ultimas décadas da obesidade em céaes,
investigamos provaveis complicagdes deste disturbio metabdlico como a relagéo entre
o eixo hipotalamo hipdfise adrenal, producdo de citocinas capazes de promover
inflamacdo e estresse oxidativo, com producdo de radicais livres, e ocasionar
inUmeras consequéncias na funcionalidade dos leucdcitos, como fator extrinseco em
doencas inflamatdrias cronicas, degenerativas, endécrino-metabdlicas e neoplasicas.

Existem também evidéncias de que a obesidade € um fator de progressao da
doenca renal crénica, entretanto, os estudos sao escassos na literatura mundial que
comprove a progressao nos animais da espécie canina em condigdes de obesidade,
assim como nao foi avaliado ainda, de forma critica em cées obesos, a peroxidacao
lipidica e as caracteristicas morfolégicas do tecido adiposo, a atividade do eixo
hipotalamo hipofise adrenal, bem como se esta é capaz de gerar estresse oxidativo e

favorecer o desenvolvimento de sindrome metabdlica.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Este estudo apresenta como objetivo geral a avaliacdo de marcadores
metabdlicos, inflamatdorios e de estresse oxidativo em cadelas obesas e suas

alteragdes apos programas de perda de peso.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Avaliar alteragdes estruturais, quantitativas dos adipocitos e a presencga
de infiltrado leucocitario no tecido adiposo de caes obesos;

o Avaliar a imunoexpressao do TNF-a no tecido adiposo;

o Avaliar a atividade do eixo hipotalamo hipdfise adrenal, as
concentragbes de tiroxina livre no plasma, a insulina sérica e
sensibilidade periférica, peroxidacgao lipidica no plasma e marcadores de
alteragdes precoces na fungao renal em cadelas obesas, antes e apés

emagrecimento.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 DELINEAMENTO DA PRIMEIRA ABORDAGEM

O estudo foi conduzido com animais atendidos na rotina da Clinica Veterinaria
Escola (CVE) da Pontificia Universidade Catdlica do Parana (PUCPR), localizada em
Curitiba, Parana, sob aprovacédo do Comité de Etica para Uso de Animais da PUCPR
(protocolo 805 — ANEXO A). Um total de 30 animais foram investigados e 17 obtiveram

0s critérios de inclusao.

4.1.1 Animais

Foi realizado estudo caso-controle, em que foram selecionadas cadelas
integras, adultas, de variadas ragas, candidatas a ovariossalpingohisterectomia
eletiva que, ao exame clinico completo apresentaram-se sem sinais clinicos de
doengas concomitantes, como: doengas odontologicas, dermatoldgicas,
cardiorrespiratorias, neurolégicas, ortopédicas, urogenitais, gastrointestinais,
autoimunes, neoplasias e outras doengas enddcrinas. Ainda, foram excluidos caes
que fizeram uso de antibidticos, corticéides e anti-inflamatoérios até trés meses antes
da inclusdo no projeto e cadelas que fizeram uso de contraceptivos injetaveis ou orais
pelo prazo de seis meses antes da inclusdo no projeto.

Os animais foram submetidos a classificacao do escore de condi¢ao corporal
(ECC), um parametro validado e proposto por Laflamme (1997) para avaliar a
condicdo corporal em cades que é baseado na inspe¢ao e palpagao do paciente,
empregando escalas numéricas (ANEXO B).

A partir desta triagem inicial, foram criados 2 grupos:

Grupo Obesas — constituido por 9 fémeas integras, com escore corporal 9/9
(LAFLAMME, 1997);

Grupo Controle — 8 fémeas integras, com condigao corporal eutréfica, com
ECC 5/9 (LAFLAMME, 1997).

4.1.2 Exames complementares
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Exames sanguineos de triagem (hemograma e analises bioquimicas séricas
de albumina, alanino aminotransferase, fosfatase alcalina, ureia, creatinina, glicose,
triglicerideos e colesterol — ANEXO C) foram realizados, sob jejum alimentar de 12
horas. As amostras sanguineas foram obtidas por venopung¢éo jugular, por meios
assépticos, armazenadas em frascos contendo acido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA) e ativador de coagulo e, posteriormente processadas no laboratério de
analises clinicas da CVE da PUCPR.

Todos os animais foram submetidos ao procedimento de
ovariossalpingohisterectomia eletiva, no qual foram coletados fragmentos de tecido
adiposo subcutaneo e visceral, com aproximadamente 2 centimetros cubicos por meio
de incisdo da regido proxima a linha alba (subcutanea) 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 Laboratério de Histopatologia da CVE da PUCPR, com inclusdo em parafina
e secgao em microtomo em cortes de 4 ym de espessura. As laminas 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 avaliagdo morfométrica (diametro e niumero dos adipécitos —

FIGURA 3) e histoldgica (infiltrado leucocitario 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 néo
possuiam o conhecimento de qual grupo de animais correspondiam. Apos as imagens
foram analisadas com o software ZEN (Zeiss Microscope software). Para mensuragéo
do didmetro adipocitario, foi delimitada uma area aleatéria do tecido adiposo e
realizada a delimitagdo manual do tamanho de 50 adipécitos de cada regiao,
subcutanea e visceral, de cada animal e calculada a média final dos valores obtidos
(FIGURA 3). A avaliagéo de infiltracao leucocitaria, classificada em presenga ou
auséncia de infiltrado, considerou como presenca a partir da identificagdo de um unico
leucdcito. Posteriormente, também foi delimitada outra area aleatdéria de 200
milimetros quadrados de cada regido, subcutanea e visceral, de cada animal, na qual
foi realizada a contagem do numero de adipécitos, excluindo as células da borda das

imagens.

FIGURA 3 — Imagens de histopatologia, coradas em Hematoxilina-Eosina (HE) com amplificagéo de
10x, demonstrando a mensuracéo dos adipécitos com o software Zen (Zeiss Microscope). a) Tecido
adiposo subcutaneo de um animal do grupo obeso. b) Tecido adiposo subcutaneo de uma cadela do
grupo controle.
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Para avaliagdo imunohistoquimica, 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 metalica de cinco milimetros de didmetro foi

utilizada para colher fragmentos cilindricos das amostras, e novos blocos de parafina
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foram confeccionados agrupando os tecidos adiposos de ambos os grupos de forma
aleatoria e as cegas.

Os blocos de TMA foram seccionados em cortes de 4 um e acondicionados
em laminas eletricamente carregadas. Os cortes foram submetidos ao bloqueio da
peroxidase endogena com H202 (5% em metanol) por 15 minutos. Target Retrieval
Solution TM (Dako, Glostrup, Dinamarca) foi utilizado para recuperagao antigénica
induzida por calor de acordo com as instrugdes do fabricante.

As amostras foram incubadas com o anticorpo anti-TNF-alfa
ABCAM/ABDG6671, na diluicao de 1:50 em solucao tampéao fosfato salino (Phosphate-
Buffered Saline — PBS), “overnight’” em geladeira. Como controle negativo, a adi¢cao
do anticorpo foi substituida pelo uso de tampao fosfato salino. O anticorpo secundario,
AdvanceTM (Dako, Glostrup, Dinamarca) foi aplicado por 15 minutos de acordo com
as instrugdes do fabricante. As imunorreagdes foram visualizadas depois de incubar
as amostras com cromégeno DAB (OriGene, Rockville, MD, EUA), e em seguida
contracora-las utilizando Hematoxilina de Harris.

As laminas foram digitalizadas com o scanner Zeiss Axio Scan.Z1® (Carl
Zeiss), com objetiva de 20x, e avaliadas com o software ImagePro-Plus (verséo
4.5.0.29 para Windows 98/Nt/2000). Para tanto, foi selecionada uma média de 30
imagens de cada regido, de cada animal, excluindo tecidos com vasos sanguineos e
amplo tecido intersticial. Com o soffware foram criadas mascaras quanto a
positividade e negatividade imunohistoquimica na area total da imagem, que foram
aplicadas em todas as imagens. Ao final foram realizadas médias quanto a

positividade em porcentagem de cada animal.

4 1.3 Analises estatisticas

Na estatistica, os dados foram analisados usando o software STATA na
versao 14 (College Station, Texas, EUA). O nivel de significancia foi estabelecido em
5% (p<0,05). As distribuicbes de frequéncia de animais incluidos neste estudo foram
calculadas para dados demograficos. A imunoexpressao de TNF-a, tamanho de
adipécitos e numero de adipocitos nos tecidos subcutaneo e visceral foram
comparados entre os dois grupos de animais pelo teste Mann Whitney; enquanto a
proporgao meédia de infiltrado de leucdcitos em ambos os tecidos foi comparada com

Qui-quadrado.
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A correlacdo entre a imunoexpressdo de TNF-a no tecido subcutdneo e
visceral, em ambos os grupos de estudo, foi analisada de forma n&o paramétrica
utilizando a correlagdo de Spearman. As correlagdes foram numero de adipécitos,
tamanho de adipdcitos e infiltrado de leucécitos com TNF-a, em ambos os tecidos

subcutaneo 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, Parang, Brasil.
O presente estudo foi aprovado e conduzido de acordo com as recomendagdes do
Comité de Etica para Uso de Animais da PUCPR (protocolo 805). Um total de 23

animais foram investigados e 10 apresentaram os critérios de inclusao.

4.2.1 Animais

Foram incluidos neste estudo 10 cadelas obesas ha pelo menos 1 ano, adultas,
castradas, de variadas ragas, ndo azotémicas, com peso maximo de 15 kg. As
pacientes obesas incluidas no estudo foram submetidas ao exame clinico completo,
pesagem e foram classificadas pelo ECC proposta por Laflamme (1997) em obesas
(ANEXO B), em que foram detectados depdsitos macigos de gordura sobre o torax,
coluna vertebral, base da cauda, pescogo e membros, além de cintura ausente e
distensdo abdominal evidente, sendo esta descricdo compativel com pontuacéo 8 e
9/9 (FIGURA 4).
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FIGURA 4 — Cadelas obesas com escore corporal (ECC) 9/9, incluidas no estudo.

Ap0s a classificagdo da ECC as pacientes foram submetidas a determinagao
do indice de massa corporal canina (IMCC) que foi calculado utilizando a adaptacéo
feita por Muller et al. (2008) com o uso da férmula: peso corporal (kg)/estatura em m?,
sendo a estatura o comprimento entre a base da nuca e o solo imediatamente atras
dos membros posteriores (FIGURA 5), considerando o IMCC ideal para caes 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 equacao:

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

Sendo consideradas sobrepeso com 10 a 19% de %GC e obesas acima de
20%.

Os animais incluidos no projeto, foram submetidos a exames complementares,
sendo neste momento classificados como tempo 0 (zero). Os exames realizados
foram hemograma; analises bioquimicas sanguineas (albumina, alanina
aminotransferase, fosfatase alcalina, creatinina, uréia, triglicerideos, colesterol,
fibrinogénio, frutosamina e glicose — ANEXO D), urinalise e presséao arterial sistdlica.
Para tal, os caes foram submetidos a coleta das amostras sob jejum alimentar de 12

horas. O sangue foi obtido por venopungéo jugular, as amostras foram acondicionadas
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em frascos apropriados e posteriormente encaminhadas para o Laboratério de
Analises Clinicas da CVE da PUCPR para processamento e armazenamento do soro
a-70°C.

FIGURA 5 — Obtencao da estatura do cao para o calculo do indice 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 clinica realizando a medida da altura
para o calculo de IMCC.

As amostras de urina foram coletadas por cistocentese, avaliadas quanto as
suas caracteristicas fisicas e quimicas, bem como avaliadas e quantificadas quanto a
presenca de sedimentos., de acordo com as técnicas estabelecidas no laboratério de
Patologia Clinica da CVE da PUCPR.

Os animais foram submetidos a avaliacdo da pressao arterial sistélica,
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 circunferéncia do membro toracico (FIGURA 6). Para cada
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cao de ambos os grupos foram realizadas, no minimo, trés mensuragdes consecutivas
em ambiente calmo, sendo registrada e considerada a meédia destas. Foram
consideradas hipertensas as cadelas que apresentaram pressao arterial sistolica igual

ou superior a 150 milimetros de mercurio (mmHg).
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FIGURA 6 — Equipamentos necessarios para mensuragao indireta da pressao arterial sistélica em
cées.

Todos os animais incluidos no estudo foram submetidos a exames
ultrassonograficos para medida da camada adiposa do tecido subcutdaneo em regiao
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).

Apos a inclusdao no estudo, todos os animais foram submetidos a um
programa de perda de peso (PPP) com dieta hipocaldrica 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 periodo total de dois meses.

A necessidade energética diaria seguiu a formula abaixo:

Necessidade energética diaria (Kcal) = (Peso meta)®7® x 75 Kcal.

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

A dieta hipocaldrica instituida possuia energia metabolizavel de 2.870 Kcal/kg,
proteina bruta minima de 280 g/kg, matéria fibrosa maxima de 182 g/kg, taurina
minima de 2.070 mg/kg, L-carnitina minima de 300 mg/kg e vitaminas (A, C, E, D3,
B1, B2, B6, B12). Os proprietarios recebiam a cada 15 dias os alimentos, que eram

pesados e divididos em por¢des necessarias para cada refeicao.



40

Ap06s dois meses (tempo 1) de PPP, todos os animais foram submetidos aos
mesmos exames morfométricos, ultrassonograficos e laboratoriais realizados no
tempo 0 (ANEXO E).

Foram excluidas do projeto cadelas com outras comorbidades como: doencas
dermatoldégicas, cardiorrespiratérias, neurologicas, ortopédicas, urogenitais,
gastrintestinais, autoimunes, neoplasicas e com outras doengas enddcrinas como
hipotireoidismo e hiperadrenocorticismo. Também foram excluidas cadelas que
fizeram uso de antibidticos, corticoides, anti-inflamatérios, pelo prazo de trés meses

antes da inclusédo no projeto e também 3 proprietarios que nao aderiram ao PPP.

4.2.2 Avaliagao do eixo hipotalamo, hipdéfise, adrenal

O eixo HPA foi avaliado a partir de um teste dinamico, o teste de estimulagéo
com horménio ACTH (Synacthen Depot®, Novartis). Esse teste consiste na
mensuragao do cortisol plasmatico basal e apds duas horas da administracéo
intramuscular de 5 ug/kg de ACTH sintético de depdsito (SIEBER-RUCKSTUHL et al.,
2015; ALDRIDGE et al., 2016). Todos os testes foram realizados no periodo da manha
em ambos os tempos 0 e 1.

As amostras de sangue foram centrifugadas e logo ap6s as amostras de soro
foram congeladas a -70°C e encaminhadas mensalmente em compartimento
refrigerado com gelo seco para o Laboratério Provet em S&o Paulo — Brasil, utilizando

transporte aéreo e, o cortisol foi mensurado por técnica padrao de radioimunoensaio.
4.2.3 Avaliagcdo do hormoénio tireoidiano

Em todos os animais foram mensurados T4L por dialise de equilibrio por
radioimunoensaio antes e apés o PPP. As amostras de soro congeladas a -70°C,
foram encaminhas em compartimento refrigerado com gelo seco para o Laboratério
Provet em Sao Paulo — Brasil, utilizando transporte aéreo.

4.2.4 Avaliagao da peroxidacgéo lipidica e insulina

A peroxidagao lipidica plasmatica foi determinada pela quantificacdo das

substancias que reagem com o acido tiobarbiturico (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
periodo maximo de 30 dias, armazenadas a -70°C, e o procedimento para a realizacéo
do teste foi feito conforme as recomendacgdes do fabricante. As absorbancias (540
mn) das reagbdes foram obtidos no leitor ELISA (Biochrom Asys Expert Plus®,
Cambridge, UK — FIGURA 7). A curva padréo foi desenvolvida em duplicatas com
concentragdes finais foram de 0; 0,625; 1,25; 2,5; 5; 10; 25 e 50 um, conforme descrito
por Silva et al. (2013).

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

A avaliacado da concentracao 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 descrigdo abaixo: a- foi separado 50 mL de calibrador, de controle e da
amostra nos pocos e pipetado 50 mL do conjugado anti-ins-hrp em todos os pogos,
seguido da incubagao durante 30 minutos a temperatura ambiente; b- em seguida, foi
aspirado o liquido de cada poco e lavado a placa por trés repeti¢cdes, utilizando 0,4
mL da solugdo de lavagem em cada pogo; c- apos 15 minutos do processo de
lavagem, foi pipetado 100 mL da solugdo cromogénica e incubado a placa de
microtitulo em temperatura ambiente, durante 15 minutos; d- por fim, foi pipetado 50

mL da solugao para bloqueio da reacéo e procedida a leitura em um leitor de ELISA
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(Biochrom Asys Expert Plus®, Cambridge, UK) com as absorvéancias de 450 nm (filtro
de referéncia 630 nm ou 650 nm) dentro de 1 hora.

A partir da glicemia basal e da concentragcdo sérica de insulina foram
calculados os quatro indices de sensibilidade a insulina, com as seguintes equagdes
(POPPL et al., 2009):

indice insulinogénico (Il)= insulinemia (JU/mL) / glicemia (mg/dL);

Relagédo insulina:glicose corrigida (RI:GC)= insulinemia (CU/mL) x 100 /
glicemia (mg/dL) - 30;

Modelo de avaliacdo da homeostase das células beta pancreaticas (HOMA B)
= 20 x insulinemia (JU/mL) / glicemia (mmol/L) - 3,5;

Modelo de avaliagdo da homeostase sensibilidade da insulina as células beta
(HOMA R)= insulinemia (JU/mL) x glicemia (mmol/L) / 22,5.

Conforme Poppl et al. (2009) os valores de referéncia para o Il aumentado >
0,235; RI:GC aumentado > 30; HOMA B 100%; HOMA R acima de 2,4 conforme
Amaral et al. (2017).

4.2.5 Avaliagao de parametros renais

Amostras de soro congeladas a -70°C foram encaminhas em compartimento
refrigerado com gelo seco para o Laboratério IDDEX Reference Laboratories, em Sao
Paulo, SP, Brasil, utilizando transporte aéreo. A mensuracdo da concentragdo da
SDMA foi realizada por espectrocromatografia liquida de massa, de acordo com o
padronizado pelo laboratério, foi considerado limite de normalidade valores abaixo de
14 pg/dL, conforme descrito por Hall et al. (2014).

Foram realizadas também avaliagbes de albuminuria, em triplicata, com o
teste ELISA Dog Albumin Kit®, com a técnica e a diluicdo das amostras realizadas de
acordo com a recomendagao do fabricante (Mybiosource, San Diego, EUA), com
leitura no aparelho ELISA (Biochrom Asys Expert Plus®, Cambridge, UK). Segundo
Herring et al. (2014) a microalbuminuria é definida quando as concentragdes de

albumina estdo = 2,5 mg/dL.
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4.2.6 Analises estatisticas

Todos os dados obtidos foram registrados em planilha eletrénica (Microsoft
Excel®), conferidos e exportados para posterior analise estatistica utilizando o
software Statistica — Statsoft® e software estatistico GraphPad Prism, versdo 3.00 para
Windows, San Diego — Califérnia, EUA. Os graficos foram realizados através do
software Minitab Express, versédo 1.5.1 para Mac, Pensilvania, EUA.

A anadlise estatistica foi realizada de forma descritiva e todas as variaveis
foram avaliadas quanto a distribuicdo de normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e,
quando apropriado, o Teste t pareado foi utilizado. Quando as variaveis nao estavam
normalmente distribuidas, foi utilizado o teste nao paramétrico de Wilcoxon. O nivel
de significancia adotado foi de 5% (p<0,05). A correlagdo foi analisada de forma
paramétrica e ndo paramétrica utilizando a correlagédo de Pearson e Spearman de

acordo com as variaveis analisadas.
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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 incluidos neste grupo, 77,7% (n=7) ndo tinham
raca definida e 22,2% (n=2) eram da raga Labrador (TABELA 1). No grupo controle,
0s animais apresentaram idade média de 1,9 anos, que variou de 7 meses a 6 anos;
62,5% nao tinham raga definida e havia um cao para cada uma das seguintes ragas:

Sao Bernardo, Lhasa-apso e Yorkshire.

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

Gupe N e DGl peso (g

1 24 SRD 19,5

2 96 SRD 10,7

3 48 SRD 7,9

4 84 SRD 7,4
Obesos 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. = niumero; SRD = sem raga definida.
5.1.1 Tamanho do adipdcito

Os adipodcitos subcuténeos e viscerais foram significativamente maiores em
animais obesos em comparagdo com o tamanho de adipdcitos observados em

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

A presenga de leucdcitos foi observada apenas nos tecidos subcuténeo e
visceral de animais obesos (FIGURA 8), portanto houve diferenga significativa entre
os grupos (p=0,03). No total de animais avaliados, 44,4% (n=5) apresentaram
infiltrado leucocitario no tecido subcutédneo ou visceral e destes 22,2% (n=2)

apresentaram em ambos os tecidos.

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

5.1.3 Numero de adipdcitos

Os animais do grupo controle apresentaram maior contagem de adipécitos do
que animais obesos, tanto no tecido visceral como subcutdneo. No entanto, a
diferenca significativa so foi detectada no tecido visceral do grupo controle (TABELA
2).

5.1.4 Imunoexpressao de TNF-a

A imunoexpressédo de TNF-a foi detectada em ambos os tecidos de todos os
individuos no estudo. A expressdao média de TNF-a observada no tecido visceral de
animais obesos foi maior, no entanto, ndo foi detectada diferenca significativa entre o

grupo controle e os animais obesos (TABELA 2).
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5.1.4.1 Correlacdes

A imunoexpressdao do TNF-a n&o foi correlacionada com o tamanho do
adipdcito do tecido visceral considerando todos os animais que participaram do
estudo. No entanto, em animais obesos, observou-se uma correlagao positiva e
significativa, coeficiente (p)= 0,9 (p=0,0009), entre o tamanho de adipécitos e a
imunoexpressdo de TNF-a. Considerando o tamanho do adipdcito subcutaneo, nao
houve correlagdo com imunoexpressao de TNF-a neste tecido, seja por grupo ou
incluindo todos os individuos.

O infiltrado leucocitario foi correlacionado positivamente com a
imunoexpressao de TNF-a no tecido subcutaneo e visceral considerando o grupo
obesos, no entanto, ndo foi observada significancia.

A imunoexpressao de TNF-a no tecido subcutaneo apresentou correlagéao
significativa positiva com o numero de adipocitos considerando todos os animais, em

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

TABELA 2 —Tamanho do adipdcito, nimero de adipdcitos e imunoexpressao do fator alfa de necrose
tumoral no tecido adiposo com valores de média, desvio padréo e intervalo de confiancga.

Controle Obesos
Variavel Média (Desvio Padrdao) Média (Desvio Padrao) Valor de p
(n=8) (n=9)
Tamanho do adipocito(um?)
Subcutaneo 4779,5 (£ 181,3) 7005,7 (+ 434,7) 0,001*
Visceral 4730,7 (£ 261,1) 7448,4 (£ 613,8) 0,001*
Numero de adipdcitos
Subcutaneo 380,4 (£ 55,4) 304,2 (+ 56,7) 0,1
Visceral 551,2 (+ 87,5) 282,9 (+ 39,0) 0,009*
Imunoexpressédo TNF-a (%)
Subcutaneo 77,4 (£ 5,4) 67,7 (£ 3,9) 0,1
Visceral 70,7 (£ 6,6) 72,0 (£ 5,1) 1,0

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

Das 10 cadelas incluidas no estudo, todas eram castradas, 50% (n=5) eram
sem raga 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, definicao racial, peso dos animais incluidos no estudo.

N Idade Definigao Peso (kg) Peso (kg)
(meses) racial (tempo 0) (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. = numero; kg = quilograma; SRD = sem raga definida.

Os valores individuais de ECC, IMCC, %GC, pressao arterial sistdlica e medida
da camada adiposa do tecido subcutaneo na sétima vertebra lombar (L7) estédo
descritos na TABELA 4.
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TABELA 4 - Valores individuais de escore de condigéo corporal (ECC), indice de massa corporal
canina (IMCC), porcentagem de gordura corporal (%GC), presséo arterial sistolica e medida da camada
adiposa de L7.

N et 1S S mmAg SN
TempoOe1
1 8e7 13,90 e 14,40 18,90 e 18,70 160 e 130 0,65 e 0,61
2 8e7 15,20 e 14,10 27,40 e 23,60 130 e 130 0,83 e 0,71
3 8e7 17,20 e 16,70 28,30 e 25,50 130e 170 0,90 e 0,87
4 8e7 17,50 e 17,80 29,40 e 29,40 130 e 90 1,24 e 1,08
5 9e8 20,80 e 19,90 30,50 e 31,40 140 e 140 1,93e 1,34
6 9e8 17,10 e 16,50 36,80 e 28,10 240 e 160 1,91 e 1,68
7 8e7 15,00 e 14,40 40,40 e 34,80 150e 170 1,95e 1,89
8 8e7 16,10 e 14,10 32,80 e 27,20 190 e 180 1,31 e 1,08
9 9e8 16,30 e 14,10 42,30 e 41,30 270 e 180 2,90e 2,23
10 8e7 10,90 e 5,90 21,20 e 19,00 120e 170 1,07 € 0,92

Nota: N. = numero; ECC = escala de escore corporal; IMCC = indice de massa corporal canina; %GC
= porcentagem de gordura corporal; PAS = média da pressao arterial sistélica; US (L7) = medida da

camada adiposa do tecido subcutaneo na sétima vertebra lombar.

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

valores acima da normalidade e 80% (n=8) reduziram ap6s o PPP. Quanto aos valores

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

valores apds 0 emagrecimento.

A média da presséo arterial sistolica (PAS) maior ou igual a 150 mmHg foi

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

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

aumento da PAS quando comparado ao tempo 0. No GRAFICO 1 estdo

representados os valores individuais da PAS nos diferentes momentos de avaliacédo

(tempo 0 e tempo1).
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GRAFICO 1 - Valores individuais da pressao arterial sistolica (PAS) dos animais incluidos no estudo,
nos tempos 0 e 1.

275

250

@ 225
&
]
= 200
b7 .
s [1]
q 175
5 [T7)
5 . .
,ﬁ 150 .
a . °
v [T (1]
ot 125 .

100

N
PAS Tempo O PAS Tempo 1

Na TABELA 5 estao dispostos os valores da mediana, valor minimo e valor
maximo da ECC, além do valor de p dos animais em diferentes tempos. Ja na TABELA
6 encontram-se dispostas as variaveis IMCC, %GC, PAS, US (L7) com valores da
meédia, desvio padrao e valor de p dos animais no tempo 0 e no tempo 1, incluidos no
estudo. Na comparacao dos tempos 0 e 1, houve diferenca significativa entre os
grupos na comparagao de ECC (p=0,002), IMCC (p=0,038), %GC (p=0,014) e USL7
(p=0,010). Quanto a variavel PAS nao foi observado diferenga significativa (p>0,05)

entre os valores da média dos tempos O e 1.

TABELA 5 — Escore de condicdo (ECC) com os valores da mediana, valor minimo, valor maximo e
valor de p dos animais incluidos no estudo.

Tempo 0 Tempo 1
Variavel M(e_d|ana - Me_dlana - Valor de P
(Valor maximo e minimo) (Valor maximo e minimo)
(n=10) (n=10)
ECC 8,3(8e9) 7,3 (7 e8) 0,002*

Nota: n = numero; ECC = escala de escore corporal; * = teste de Wilcoxon.

TABELA 6 — indice de massa corporal (IMCC), porcentagem de gordura corporal (%GC), pressdo
arterial sistdlica (PAS), medida da camada adiposa do tecido subcutaneo na sétima vertebra lombar
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(US L7) representados pelos valores da média, desvio padrdo e valor de p das variaveis dos animais
incluidos no estudo.

Tempo 0 Tempo 1
Variavel Média (Desvio Padrao) Média (Desvio Padrao) Valor de p
(n=10) (n=10)
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 = nimero; IMCC = indice de massa corporal canina; %GC = porcentagem de gordura corporal;
PAS = média da presséo arterial sistélica; US (L7) = medida da camada adiposa do tecido subcutaneo
na sétima vertebra lombar; * = teste t para amostras pareadas.

5.2.1 Avaliagao do Eixo hipotalamo, hipéfise, adrenal

A TABELA 7 apresenta valores individuais de cortisol plasmatico basal e apos
duas horas da administragéo intramuscular de 5 ug/kg de ACTH sintético no tempo 0

e tempo 1.

TABELA 7 — Valores individuais de cortisol basal e apods teste de estimulagdo com horménio
adrenocorticotréfico (ACTH) dos animais incluidos no estudo.

Cortisol basal Cortisol apés EACTH Cortisol basal Cortisol apo6s
N. (ug/dL) (ng/dL) (ng/dL) EACTH (pg/dL)
Tempo 0 Tempo 0 Tempo 1 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. = numero; EACTH = Estimulagdo com horménio adrenocorticotréfico sintético; ACTH =
horménio adrenocorticotrdfico.
Valores de referéncia: Cortisol basal 1 a 4 ug/dL; Cortisol apés EACTH 5 a 17 pg/dL.
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Considerando o valor de cortisol basal no tempo 0, 70% (n=7) dos animais
apresentaram valor acima da referéncia e apos o PPP, enquanto no tempo 1, 60%
(n=6) dos animais tiveram aumento do cortisol basal. Quanto ao cortisol apds
estimulagdo com ACTH no tempo 0, 10% (n=1) apresentaram valores acima da
referéncia, enquanto apos o PPP, 20% (n=2) apresentaram aumento do cortisol apés
o estimulo com ACTH exdgeno.

Na TABELA 8 encontram-se dispostos os valores da média, desvio padrao e
valor de p dos animais no tempo 0 e no tempo 1, incluidos no estudo. Na comparagao
dos tempos 0 e 1 ndo houve diferenca significativa (p>0,05) entre os grupos cortisol
basal (tempo 0) com cortisol basal (tempo 1), da mesma forma que na comparagao
cortisol apos estimulagdo com ACTH (tempo 0) com cortisol apds estimulagdo com
ACTH (tempo 1).

TABELA 8 — Valores do cortisol basal e do cortisol apds o teste de estimulagdo com horménio
adrenocorticotréfico (ACTH) representados pela média, desvio padrao e valor de p.

Tempo 0 Tempo 1
Variavel Média (Desvio Padrdao) Média (Desvio Padrao) Valor de p
(n=10) (n=10)
Cortisol basal 5,660 (+3,207) 5,929 (+3,408) 0,858
Cortisol apés EACTH 11,671 (x4,104) 12,895 (+5,903) 0,411

Nota: n = numero; EACTH = estimulagdo com horménio adrenocorticotréfico sintético.

5.2.2 Avaliagao do hormonio tireoidiano

Os valores individuais da T4L por dialise de equilibrio estdo dispostos na
TABELA 9. Quanto a analise estatistica na comparacao dos tempos 0 e 1, ndo houve
diferenca 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 referéncia,
conforme o GRAFICO 2.



TABELA 9 — Valores individuais da tiroxina livre (T4L) dos animais incluidos no estudo.

N. T4L (ng/dL) T4L (ng/dL)
Tempo 0 Tempo 1
1 1,6 2,0
2 1,4 1,8
3 21 2,1
4 11 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. = numero; T4L = tiroxina livre por dialise de equilibrio.
Valores de referéncia: 0,6 a 3,7 ng/dL.

GRAFICO 2 — Médias dos valores de tiroxina livre (T4L) no tempo 0 e tempo 1.
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5.2.3 Avaliacao da peroxidacgao lipidica e insulina
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Valores individuais do TBARS, insulina, indice insulinogénico, relagao

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

tempo 1, estdo descritos nas TABELAS 10 e 11.

TABELA 10 - Valores individuais do teste das substancias que reagem com o acido tiobarbiturico
(TBARS), insulina, indice insulinogénico (II) dos animais incluidos no estudo.

TBARS TBARS Insulina Insulina il Il
N Te(rI;hpl)lt)) 0 Te(;h:c)': 1 '(I'F:rrr‘::LL()) %‘LTL‘.L'QL% Tempo 0 Tempot
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. = numero; TBARS = teste das substancias que reagem com o acido tiobarbiturico (valor de
referéncia: 0 a 50uM); insulina (valor de referéncia: 66 a 90 pmol/L) Il = indice insulinogénico (valor de
referéncia: aumentado >0,235).
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TABELA 11 - Valores individuais da relagéo insulina:glicose corrigida (RI:GC); percentual de atividade
das células beta (HOMA B) e sensibilidade da insulina as células beta (HOMA R) dos animais incluidos
no estudo.

N. RI:GC RI:GC HOMA B HOMA B HOMA R HOMA R
Tempo 0 Tempo 1 Tempo 0 Tempo 1 Tempo 0 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. = numero; RI:GC = relacdo insulina:glicose corrigida (valor de refréncia: aumentado
>30); HOMA B = percentual de atividade das células beta (valor de referéncia: 100%); HOMA R
= sensibilidade da insulina as células beta (valor de referéncia: acima de 2,4), conforme Amaral
etal. (2017).

Considerando os valores individuais de TBARS todos os animais no tempo 0
apresentaram valores acima do valor de referéncia e, todos os animais reduziram os
valores de TBARS ap6s o PPP (tempo 1), conforme demonstrado no GRAFICO 3.
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GRAFICO 3 - Representagao grafica dos valores individuais das substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico (TBARS) dos animais no tempo 0 e tempo 1. Valores da mediana maracdos em azul.
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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 Il nos tempos 0 e 1 foi observado aumento em 20% (n=2), ja
nos valores de RI:GC foi constato um aumento na relagdo 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 diminuicdo da atividade foi constatada
em 30% (n=3) dos pacientes. Levando em conta os valores individuais de HOMA R
foi observado alteragdo em 30% (n=3) no tempo 0 e no tempo 1.

Na TABELA 12 estao dispostos os valores da mediana, valor minimo e valor
maximo do TBARS, insulina, Il, RI:GC, HOMA B, HOMA R, além do valor de p dos
animais em diferentes tempos. Nota-se uma diferencga significativa entre os tempos

quando comparado os valores da mediana do TBARS.



56

TABELA 12 — Teste das substancias que reagem com o acido tiobarbiturico (TBARS), insulina, indice
insulinogénico (ll), relagéo insulina:glicose corrigida (RI:GC), percentual de atividade das células beta
(HOMA B), sensibilidade da insulina as células beta (HOMA R) dos animais incluidos no estudo
representados pelos valores da mediana, valor minimo, valor maximo e valor de p.

Tempo 0 Tempo 1
L. Mediana (valor minimo e Mediana (valor minimo e
Variavel - i Valor de p
maximo) maximo)
(n=10) (n=10)
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
] 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 = nimero; TBARS = teste das substancias que reagem com o acido tiobarbiturico; Il = indice

insulinogénico; RI:GC = relagéo 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 Avaliagao dos parametros renais

Valores individuais da SDMA sérica e albuminuria, distribuidos em tempo 0 e

tempo 1, estdo descritos na TABELA 13.
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TABELA 13 - Valores individuais da dimetilarginina simétrica sérica (SDMA) e albuminuria, dos
pacientes incluidos no estudo.

SDMA SDMA Albuminuria Albuminduria
N. (pug/dL) (ng/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Tempo 0 Tempo 1 Tempo 0 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. = nimero; SDMA = dimetilarginina simétrica (valor de referéncia < 14ug/dL); A
= ausente; albuminuria (valor de referéncia: microalbuminuria = 2,5 mg/dL).

Das 10 cadelas avaliadas no tempo 0, 10% (n=1) apresentaram valores de
SDMA acima dos valores de referéncia e, 20% (n=2) apresentaram valores limitrofes
(14 pg/dL). Dos animais avaliados, 80% (n=8) reduziram os valores de SDMA apds o
PPP (tempo 1). No GRAFICO 4 estéo representados os valores individuais da SDMA.
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GRAFICO 4 - Representagao grafica dos valores individuais da dimetilarginina simétrica (SDMA) dos

animais no tempo 0 e tempo 1. Valores médios marcados com cor azul.
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No GRAFICO 5 estdo dispostos os valores das médias, dos percentuais de

25 e 75% e os valores maximos e minimos da variavel SDMA dos caes incluidos no

estudo. Na analise estatistica da variavel SDMA foi observada diferenca significativa

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

0 e 9,4 notempo 1.
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GRAFICO 5 — Representagéo dos valores da mediana, percentuais de 25% e 75% e maximo e
minimo (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).
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A microalbuminuria foi detectada em 3 pacientes, de 7 (42,8%) que realizaram
0 exame, e a mesma se manteve em 2 pacientes apos o programa de perda de peso
conforme ilustrado no GRAFICO 6. No entanto, ndo foi observado diferenca (p>0,05)

entre os tempos O e 1.

GRAFICO 6 — Valores individuais da albuminuria dos animais incluidos no estudo, nos tempos 0 e 1.
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5.2.5 Analise de Correlagdes

Frente a diferenga significativa entre ECC, IMCC, %GC, US (L7), SDMA e
TBARS, quando comparado os tempos 0 e 1, foram determinadas as correlagbes de
Pearson e Spearman de acordo com a variavel analisada, conforme descrito nas
TABELAS 14 e 15.

A correlacao entre peso e IMCC, assim como ECC e US (L7) apresentaram
correlagdo positiva em ambos os tempos avaliados com representacao significativa
nos valores de p, conforme as TABELAS 14 e 15.

A correlagéo entre a variavel TBARS e marcadores de resisténcia insulinica
(I, RI:GC, HOMA), utilizando o coeficiente de Spearman nao apresentaram
significancia. Assim como a correlagdo entre a variavel TBARS e a SDMA; TBARS e
peso; TBARS e ECC; TBARS e IMCC; TBARS e %GC; albuminuria e SDMA;
albuminuria e colesterol, avaliadas no tempo 0 e tempo 1. A correlagao entre a variavel
SDMA e peso; SDMA e ECC; SDMA e IMCC; SDMA e %GC; SDMA e creatinina;

SDMA e PAS utilizando o coeficiente de Pearson nao apresentaram significancia.

TABELA 14 - Escore de condigdo corporal (ECC), indice de massa corporal canina (IMCC),
porcentagem de gordura corporal (%GC) e medida da camada adiposa do tecido subcuténeo na sétima
vertebra lomba (US L7) representados pelos coeficientes de correlagdo, valor de p dos animais

incluidos no estudo no tempo 0.

Variavel Peso ECC IMCC %GC
Tempo 0 Tempo 0 Tempo 0 Tempo 0

ECC p= 0,018

Tempo 0 (P)=0,720 e e e

IMCC p= 0,002 p= 0,146

Tempo 0 (r)= 0,840 (p)=0,490 e e

%GC p= 0,146 p= 0,080 p= 0,250

Tempo 0 (r)= 0,490 (p)= 0,560 (r)=0,400 -

Us (L7) p= 0,310 p= 0,040 p= 0,301 p= 0,001

Tempo 0 (r)= 0,350 (p)= 0,640 (r)= 0,360 (r)= 0,860

Nota: ECC = escore de condi¢ao corporal; IMCC = indice de massa corporal canina; %GC =
porcentagem de gordura corporal; US (L7) = medida da camada adiposa do tecido subcutaneo
na sétima vertebra lombar; (p) = coeficiente de Spearman; (r) = coeficiente de Pearson; p =

significancia.
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TABELA 15 - Escore de condi¢cdo corporal (ECC), indice de massa corporal canina (IMCC),
porcentagem de gordura corporal (%GC) e medida da camada adiposa do tecido subcutaneo na sétima
vertebra lomba (US L7) representados pelos coeficientes de correlagdo, valor de p dos animais
incluidos no estudo no tempo 1.

Variavel Peso ECC IMCC %GC
Tempo 1 Tempo 1 Tempo 1 Tempo 1

ECC p= 0,085

Tempo 1 (p)=0,560 e e

IMCC p<0,0001 p= 0,450

Tempo 1 (r)=0,940 (p)=0,270 e s

%GC p= 0,135 p= 0,08 p= 0,249

Tempo 1 (r)=0,500 (p) = 0,560 (r=0,400 -

US (L7) p= 0,382 p= 0,04 p= 0,674 p= 0,0004

Tempo 1 (r)=0,310 (p) = 0,640 (r)=0,152 (r)=0,890

Nota: ECC = escore de condi¢éo corporal; IMCC = indice de massa corporal canina; %GC
= porcentagem de gordura corporal; US (L7) = medida da camada adiposa do tecido
subcuténeo na sétima vertebra lombar; (p) = coeficiente de Spearman; (r) = coeficiente de
Pearson; p = Significancia.
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6 DISCUSSAO
6.1 PRIMEIRA ABORDAGEM

No presente trabalho foi investigado o tecido adiposo subcuténeo e visceral
de cadelas obesas e cadelas com condigao corporal normal, quanto ao tamanho e
numero dos adipdécitos, a presenga de infiltrado leucocitario e a correlagdo com a
imunoexpressao do TNF-a.

Conforme esperado, o tamanho dos adipdcitos, nos tecidos das regides
subcutanea e visceral dos animais obesos foi notavelmente maior em comparacéao
aos animais com condi¢ao corporal ideal. Nossos dados estao de acordo com os de
Cao (2014) e Kabir et al. (2011) que observaram que a hipertrofia dos adipdcitos
representa a principal alteragcdo morfolégica no tecido adiposo de individuos obesos
e, esta diretamente relacionada com o estado inflamatdrio cronico da obesidade
(Skurk et al., 2007).

Contudo, quando comparado o tamanho dos adipdcitos da regido subcutanea
e visceral dos obesos, ndo foram detectadas diferengas significativas. No estudo de
Kabir et al. (2011), foi identificado que os adipdcitos do tecido adiposo visceral de caes
obesos eram maiores do que da regido subcutdnea. Consideramos que a falta de
diferencas entre os tecidos poderia ter um componente temporal na cronicidade da
obesidade nos caes investigados no presente estudo. Lee et al. (2012), demonstraram
que o alargamento inicial dos adipdcitos ocorre no tecido adiposo subcutaneo e
progride para a regido visceral com a evolugédo da obesidade, ocasionando, a longo
prazo, um aumento do tamanho dos adipdcitos em ambas as regides.

Se por um lado ha diferengas no tamanho dos adipécitos dos caes obesos,
outro ponto relevante seria quanto as consequéncias do processo de diferenciacao de
pré-adipdcitos em adipocitos em termos de numero. Neste estudo, o numero de
adipocitos/mm? constatado foi maior no tecido adiposo visceral das cadelas com ECC
normal. O evidente motivo para este achado é que a contagem do numero de
adipdcitos foi realizada em uma area pré determinada em ambos 0s grupos e nas
cadelas obesas foi identificado uma hipertrofia dos adipdcitos. Entretanto, a estimativa
de numeros absolutos revela um aumento da quantidade de adipdcitos em obesos,

assim como previamente constatado no trabalho de Kranendonk et al. (2015).
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No presente estudo foi realizada a correlacédo entre o tamanho adipocitario e
a sua capacidade de produzir TNF-a em ambos os tecidos. E dentre os resultados foi
observado correlacéo positiva entre o tamanho dos adipdcitos e a imunoexpressao de
TNF-a no tecido adiposo visceral das cadelas obesas, mas ndo no subcutaneo.
Segundo Cao (2014) a hipertrofia dos adipdcitos pode favorecer a desregulagédo na
expressao e secrecao das adipocinas. Estas citocinas podem estar relacionadas ao
conceito de inflamagao metabdlica em humanos, animais de laboratério e caes obesos
(GERMAN et al., 2009; RYAN et al., 2010) e, pode induzir a apoptose de pré-
adipocitos e adipocitos maduros, favorecendo o alargamento das células
remanescentes e consequentemente a secre¢cdo de mais adipocinas (GOOSENS,
2008).

Alguns estudos sugerem que a expansao do tecido adiposo desencadeia
quadro de hipoxia e apoptose celular, que sao fatores de recrutamento dos
macréfagos (GOOSSENS, 2008; CAO, 2014). Estes macrofagos adquirem o fendtipo
M1 e secretam mais citocinas pro-inflamatérias, como o TNF-qa, IL-6 e espécies
reativas de oxigénio, que exacerbam o quadro inflamatério crénico associado a
obesidade (LUMENG et al., 2007; FINUCANE et al., 2014).

No presente estudo, observou-se que apenas 0s animais obesos
apresentaram infiltrado leucocitario no tecido adiposo, tanto no subcutdneo quanto
visceral. Embora n&o tenha sido identificado o tipo celular especifico nas amostras
avaliadas, pode-se supor que o infiltrado leucocitario possa ter origem macrofagica,
pela presencga de células mononucleadas. Porém, sao necessarias outras analises
para a confirmacdo desta hipotese. Em pessoas obesas, a presenga de grande
numero de macréfagos no tecido adiposo foi descrito por Hotamisligil et al. (1993).
Atualmente, tem sido reconhecido que o aumento do TNF-a é devido a infiltragcao de
macrofagos M1 no tecido adiposo, o que corrobora com os achados do presente
estudo, onde observamos correlagao positiva entre a imunoexpressédo de TNF-a e o
infiltrado leucocitario nas cadelas obesas. Rafaj et al. (2017) sugerem que a principal
fonte de produgéo de citocinas na obesidade poderia estar associada a macrofagos
infiltrados no tecido adiposo e, acumulados durante processos de hipoxia,
desempenhando papel fundamental nos processos inflamatérios associados a
obesidade.

6.2 SEGUNDA ABORDAGEM
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No presente estudo foram avaliados parametros antes e apdés 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 recomendavel para cdes entre 1 e 2%
(LAFLAMME et al., 1997). Um provavel motivo para uma menor reducao de peso do
que o esperado € o fato do estudo envolver animais de diferentes proprietario, assim
como ja relatado em outros estudos que também resultaram em taxa semanal inferior
a 1% (CARCIOFI et al., 2005; GERMAN et al., 2007).

Todos os animais incluidos no estudo apresentavam ECC que os levava a
classificagdo como obesos, considerando os valores de IMCC, 70% (n=7) dos
pacientes apresentaram valores acima da normalidade e 80% (n=8) reduziram apds
o PPP e quando comparados foi constato diferenca significativa entre os tempos, tanto
para ECC quanto para o IMCC, confirmando informacdes descritas por Muller et al.
(2008) que validaram o IMCC e afirmaram que o mesmo pode ser utilizado como um
dado médio de calculo para tratamentos e para orientar treinamentos fisicos de
caninos. Quando analisamos as correlagdes o IMCC assim como ECC, %GC e US
(L7) apresentaram correlagdo positiva em ambos os tempos avaliados, com
representacao significativa entre eles, o que demonstra a possibilidade de utilizagao
de medidas faceis, de baixo custo e rapidas de serem utilizadas para o diagndstico e

monitoramento dos pacientes submetidos a PPP.

6.2.1 Eixo hipotadlamo, hipofise, adrenal

As disfuncbes do eixo hipotalamo, hipdofise adrenal na obesidade sao
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 apés estimulo com
CRH, em relagao a controles ndo obesas, ou mulheres com obesidade periférica. No
entanto, na medicina veterinaria apenas alguns estudos foram descritos em caes
(GAYET et al., 2004; MARTIN et al., 2006).

Lordelo et al. (2007) afirmam que apesar das sutis alteragdes encontradas,
nao ha evidéncia de hipercortisolismo clinico em individuos obesos e, afirmam que os
dois parametros principais utilizados para avaliar hipercortisolismo sistémico sdo o
cortisol urinario livre e o cortisol sérico matinal. O ultimo é mais importante e preciso,

conforme realizado no presente estudo.
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Considerando o valor de cortisol basal matinal sanguineo nas cadelas obesas
foi verificado hipercortisolemia basal. Segundo Rodriguez et al. (2015) o aumento das
concentragdes de cortisol € causalmente ligado ao acumulo de gordura e ganho de
peso em pessoas, pois 0s glicocorticdides promovem a conversao de pré-adipocitos
em adipdcitos maduros. Entretanto, Martin et al. (2006) publicaram um dos unicos
estudos com caes obesos, e verificaram uma normalidade nos valores de cortisol
basal. Adicionalmente, Gayet et al. (2004) estudou as modificagées do cortisol apds o
ganho de peso em nove cadelas castradas, da raga Beagle e, constatou que o cortisol
plasmatico basal permaneceu inalterado durante o periodo de aumento de peso.

Martin et al. (2006) observaram aumento do cortisol apdés o teste de
estimulagdo com ACTH em 13% dos pacientes obesos, sendo estes achados
similares aos observados nos nossos pacientes em que o cortisol apés estimulacao
com ACTH no tempo 0, 10% (n=1) apresentou valor acima da referéncia, enquanto
apos o PPP, 20% (n=2) apresentaram aumento do cortisol apds o estimulo com ACTH
exogeno. No entanto, todos os animais incluidos no estudo estavam livres de sinais
clinicos compativeis com hiperadrenocorticismo.

E necessario levar em conta na avaliacdo do eixo o sexo dos animais
inseridos no estudo. Segundo Pessina et al. (2009) existem diferencas de acordo com
0 sexo na resposta do cortisol a estimulacdo do ACTH e inibicdo da dexametasona
em caes saudaveis, 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 sao inconclusivos. Tenk et al. (2016)
realizaram uma meta-analise com 26 artigos e concluiram que a obesidade né&o leva

a atividade aumentada do eixo HPA, os niveis de cortisol periférico diminuiram.

6.2.2 Hormobnio tireoidiano

Os valores do T4L permaneceram dentro do intervalo de referéncia antes e
apos 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 caes obesos o T4 total e T3, que apresentaram discreto aumento, mas nao foi
identificado alteragao no horménio estimulante da tiredide ou no T4L destes animais.

Ja Martin et al. (2006) concluiram que 42% dos cées (13 de 31 caes) sofriam de
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hipotiroidismo e que a alteragao da fungéo tiroideia € um evento primario na obesidade
e inclusive é sugerido pelos autores que os caes devem ser tratados para essa
condicao, além de receber uma dieta hipocaldrica.

Ferguson et al. (2007) induziram a obesidade em gatos com dieta rica em
acido graxo esterificado e observaram que o desenvolvimento da obesidade nesta
espécie esta correlacionado a um aumento significativo do T4L, no entanto dentro da
faixa de referéncia normal, discordando dos achados observados no presente estudo
em que foi observado um aumento nos valores médios do T4L apds a insercao de
uma dieta hipocaldrica e rica em fibras.

Quando comparadas as médias dos valores no tempo 0 e tempo 1 nao foi
observado diferenca, discordando de Nannipieri et al. (2009) que afirmaram que a
perda de peso reverte as mudangas sanguineas neste sentido, varios estudos
sugerem que a disfuncéo do tecido adiposo € o principal responsavel pelas mudangas

na homeostasia dos hormonios tireoidianos.

6.2.3 Peroxidacao lipidica e insulina

Estudos tém demonstrado que os niveis de MDA, frequentemente medido
como TBARS, sao elevados em associacdo com fatores de risco cardiovascular,
hipertensao, hiperlipidemia e diabetes (Walter et al., 2004). No presente estudo todos
0S animais obesos avaliados apresentaram valores de TBARS elevados e, estes
animais, apos periodo de restricao caldrica, obtiveram diminui¢do significativa dos
valores de TBARS. Todos os animais estavam obesos ha pelo menos 1 ano, o que é
muito importante, tanto o grau de obesidade como o periodo de tempo no estado
obeso, pois isso tém sido apontado como fatores importantes para a geragédo de
estresse oxidativo.

Sugere-se, a partir deste estudo, que o emagrecimento afeta, de forma
benéfica, a peroxidacgao lipidica do sangue. Himberta et al. (2017) afirmaram que o
emagrecimento, através de dieta, exercicio ou cirurgia bariatrica, reduziu o estresse
oxidativo em pessoas obesas e estes parametros foram evidenciados pela diminuigao
dos niveis de 8-isoprostano, malondialdeido e aumento da atividade de enzimas
antioxidantes. Kil e Swanson (2010), afirmaram que o excesso de gordura corporal é
responsavel pela desregulagao da produgao das adipocinas e Oliver et al. (2010) e

Tran et al. (2012) demonstraram que em pacientes obesos as vias de sinalizagéo que
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regulam a expressao de citocinas, também sao ativadas no estresse oxidativo e este
poderia ser uma fator que gerou nos pacientes do estudo aumento do TBARS com
reducdo apos um PPP.

Apds a realizagdo de um rapido PPP nao foi constatado uma reducgao
significativa nos niveis de glicemia e talvez, uma possivel explicagao para este achado
pode ser o grau de obesidade dos animais incluidos no estudo e também o curto
periodo de tempo para o emagrecimento e para as avaliagdes no tempo 1 ndo sendo
possivel a normalizacao dos parametros, sendo os mesmos achados descritos por
Brunetto et al. (2010).

Considerando os valores de insulina em que na analise dos valores médios
no tempo 0 e 1 ndo foi observado redugdao dos valores e tdo pouco diferencga
significativa apos o PPP, como observado em estudos com cées obesos submetidos
a emagrecimento em que a insulina antes do emagrecimento apresentava-se
aumentada com posterior redugéo apés o PPP (TVARIJONAVICIUTE et al., 2012b).
No entanto o presente estudo foi realizado por um periodo de 8 semanas e os
pacientes inseridos no estudo n&o atingiram o peso ideal, sendo este o provavel
motivo para uma auséncia de diferenca nas concentracbes de insulina entre os
tempos O e 1.

Considerando os valores individuais de IlI, RI:GC e HOMA foi observado
indicadores de alteragbes com aumento em 30% dos pacientes. Vale ressaltar que
existem poucos trabalhos na literatura com os indices de sensibilidade o que dificulta
a interpretagédo (POPPL et al., 2009; AMARAL et al., 2017), contudo a comparacéo
com os valores referenciados deixa claro a aplicabilidade destes indices adaptados
da medicina. Quando analisado os indices de sensibilidade insulinica como Il, RI:GC
e HOMA nao foi observado diferenga significativa quando comparado os tempos 0 e
1, salientando que o método padrao ouro para avaliagao de sensibilidade insulinica
s&o os clamps normoglicémicos e hiperinsulinémicos (BERGMAN et al., 1979) no
entanto este método esbarra em limitacdes éticas.

Nao houve correlacdo entre a variavel TBARS e marcadores de resisténcia
insulinica (ll, RI:GC, HOMA) e estes achados discordam de estudos realizados em
pessoas que demonstraram que espécies reativas de oxigénio podem causar um
aumento nas adipocinas pré-inflamatérias (URAKAWA et al., 2003; FURUKAWA et
al., 2004; SUBAUSTE e BURANT, 2007) e diminuem a expressao do gene de

adiponectina, o que contribui para a resisténcia a insulina (FURUKAWA et al., 2004).
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6.2.4 Parametros renais

O presente estudo é o primeiro a caracterizar valores de SDMA em cadelas
obesas nao azotemicas, antes e depois de um rapido PPP. Com os resultados foi
possivel observar reducao dos valores de SDMA apds 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 provaveis justificativas € que o alimento
fornecido no PPP possui substancias com agdes antioxidantes, além da provavel
redugdo de citocinas associadas ao emagrecimento. Feliers et al. (2015) afirmaram
que a SDMA nao é somente um metabdlito inerte da arginina excretado pelos rins.
Segundo os autores a SDMA contribui para o estresse oxidativo no endotélio renal por
alterar a funcao das células endoteliais através da ruptura da estabilidade do dimero
da oxido nitrico sintase (eNOS), induzindo assim a uma mudanga na atividade
enzimatica da 6xido nitrico sintase e na produgao de NO disponivel para a geragao
de anions superoxido, o que poderia contribuir para disfuncdo do endotélio e
progressao da DRC. Em humanos é comprovado que o aumento de substancias
oxidantes no sangue/nos rins/na urina ocasiona um declinio na fungao renal (HALL et
al., 2016b).

E comum os cdes obesos apresentarem alteraco do perfil lipidico, que s&o
amenizadas com a perda de peso (TVARIJONAVICIUTE et al, 2012b). A
hiperlipidemia, nos obesos esta diretamente relacionada a disturbio no metabolismo
das lipoproteinas, seja por aumento na sua produgdo ou diminuicdo da sua
degradacdo (WREN et al, 2007; JERICO, 2011). Quando comparada a
hipercolesterolemia com a albuminuria, ndo foi constatado correlagao estatistica. No
entanto Furrow et al. (2016) afirmaram que a nefrotoxidade lipidica € um achado
comum em pessoas e ratos e um achado pouco descrito na literatura veterinaria.
Estes pesquisadores realizaram um estudo e afirmaram que existe uma possivel
relagdo da hipercolesterolemia induzindo lesdo glomerular em cées assim como em
humanos.

A albuminuria no estudo foi um achado presente em 42,8% dos pacientes
avaliados, segundo Eiamthanasinchai et al. (2013) demonstraram uma frequéncia de
microalbuminuria de 28% em um grupo de 86 pessoas obesas. Quando comparado a

albuminuria nos tempos 0 e 1 ndo foi constatado diferenga significativa, o que
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discordou de Shen et al. (2010) em que ap6s o emagrecimento de 63 pessoas,
51,33% destas reduziram a proteinuria. A provavel auséncia de reducao da proteinuria
pode estar vinculada ao programa rapido de emagrecimento e a qualidade da dieta
instituida, uma vez que o alimento possui niveis proteicos superiores a outros
alimentos. German et al. (2015) afirmam que os caes em programa de
emagrecimento tem maior exigéncia nutricional e um aumento da excregéo urinaria
de aminoacidos e esta situacdo pode estar vinculada a uma perpetuacdo da

proteinuria observada no estudo.
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7 CONCLUSAO

De acordo com as condi¢des apresentadas na primeira abordagem que as
alteragcdes metabdlicas da obesidade em caes, podem estar envolvidas com a
producao da citocina pro-inflamatéria TNF-a produzida pelo tecido adiposo visceral
hipertrofiado, assim como observada em humanos.

Na segunda abordagem foi possivel concluir que as cadelas obesas
apresentam propensdo para peroxidacao lipidica e apds a instituicdo de um rapido
programa de perda de peso ocorreu uma reducao de ambos os parametros TBARS e
SDMA, podendo existir entre eles, uma relagcao do estado cronico de inflamacéo,
provocado pela obesidade promovendo estresse oxidativo e produgcdo de radicais
livres.

Sugere-se a necessidade de mais estudos para comprovar uma relagao do
estado crbénico de inflamacdo, provocado pela obesidade promovendo estresse
oxidativo e producao de radicais livres, 0 que pode ocasionar resisténcia insulinica e
que parametros como SDMA e TBARS poderiam representar marcadores importantes

e precoces de alteragdes fisiopatolégicas da obesidade.
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ANEXO B — ESCALA DE CONDIGAO CORPORAL (ECC), ADAPTADA DE

LAFLAMME, 1997

MUITO MAGRO

- Costelas, vértebras lombares e Costelas facilmente palpdveis,

| - Costelas, vértebras lombares, ossos i
b ¢i 05505 pélvicos facilmente visiveis podendo ser visiveis na
pélvicos e todas as proeminéncias . Mse,,g.a de gordura palpavel 3 auséncia de gordura palpavel

osseas evidentes a distincia - Algumas proeminéncias 6sseas - Extremidades superiores das

« Nenhuma gordura corporal discernivel visiveis & distincia vértebras lombares visiveis, com

- Perda evidente de massa muscular - Perda minima de massa muscular 05505 pélvicos se tornando
proeminentes

Cintura evidente

IDEAL

« Costelas palpaveis sem
camada excessiva
de gordura

+ Cintura observada
na vis3o dorsoventral

« Abdome enxuto quando
(:E} visto lateralmente

SOBREPESO

« Costelas facilmente palpéveis
com uma camada minima
de gordura

+ Cintura observada com
facilidade na visdo dorsoventral

« Costelas palpdveis com leve excesso de camada de gordura
« Cintura discernivel na visdo dorsoventral, mas ndo proeminente

L =
e A
* Costelas palpéveis com *Costelas nfa palpdveis sob camada - Depésitos macicos de gordura
dificuldade pela presenga muito excessiva de gordura ou palpaveis sobre o térax, a coluna
excessiva de gordura apenas com compressdo significativa vertebral e a base da cauda
« Depésitos notaveis de gordura +Depdsitos macigos de gordura sobre « Cintura ausente
sobre a regido das vértebras a regido das vértebras lombares e a - Depésitos de gordura no
lombares e a base da cauda h:?:se da cauda pescoco e nos membros
« Cintura ausente ou quase *Cintura ausente + Distensdo abdominal evidente
imperceptivel *Possivel presenca de distensao

abdominal evidente
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ANEXO C - VALORES INDIVIDUAIS DE BIOQUIMICA SERICA DOS CAES
OBESOS SUBMETIDOS A OVARIOSSALPINGOHISTERECTOMIA ELETIVA, NO
QUAL FORAM COLETADOS FRAGMENTOS DE TECIDO ADIPOSO.
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N. ALT FA Colesterol TRG. Glicemia  Creatinina
(U/L) (U/L) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (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. = numero; ALT = alanina amino transferase; FA = fosfatase alcalina; TRG = triglicerideos;
X = nao foram realizados.



ANEXO D - VALORES INDIVIDUAIS DE BIOQUIMICA SERICA DOS CAES
OBESOS SUBMETIDOS A PROGRAMA DE PERDA DE PESO, TEMPO 0.
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N. ALT FA  Colesterol TRG. Glicemia Frut. Creatinina
(U/L) (UL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
1 21,15 16,00 202,00 61,00 103,00 195,00 1,37
2 6046 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 4247 23,00 153,00 191,00 79,00 218,00 1,16
9 41,49 12500 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. = numero; ALT = alanina amino transferase; FA = fosfatase alcalina; TRG = triglicerideos;

Frut = frutosamina.



ANEXO E - VALORES INDIVIDUAIS DE BIOQUIMICA SERICA DOS CAES
OBESOS SUBMETIDOS A PROGRAMA DE PERDA DE PESO, TEMPO 1.
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N. ALT FA  Colesterol TRG. Glicemia Frut. Creatinina
(U/L) (UL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (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 2349 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 2591 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. = numero; ALT = alanina amino transferase; FA = fofatase alcalina; TRG = triglicerideos;

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-Ubesity 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-Ubesity 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-Ubesity 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-a he
adipose tissue is a complex and metabolical.

TNF-a was the first cytokine identified in the adipose tissue of obese rodents
and is strongly correlated with metabolic infammation 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-qa, insulin
resistance, and ectopic fat deposition in obese humans. Moreover, TNF-a 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-a in obese female dogs, and to
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correlate the observed TNF-a 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-a. 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 (Clinica
Veterinaria Escola — CVE) of the Pontifical Catholic University of Parana (Pontificia
Universidade Catdlica do Parana — PUCPR), located in Curitiba, Parana, 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.



92

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-[1sample 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 mm? 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-Clhe 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-Camples 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-a 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-a 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-a 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-a immunoexpression
TNF-a 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-a immunoexpression vs adipocyte size

TNF-a 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 (p) 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-a immunoexpression vs leukocyte infiltration

Leukocyte infiltration was negatively correlated with TNF-a 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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TNF-a 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 (p) of 0.74

(p=0.03) was observed.

In visceral tissue, a higher number of adipocytes was linked to a decrease in

TNF-0O 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-a) expression, on subcutaneous and visceral adipose
tissue for healthy-control and obese groups.

. C OB
Variable Mean (SD) Mean (SD) p-value
(n=8) (n=9)
Adipocyte size (um)
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-a expression
Subcutaneous 774 (£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-[The 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 (p) 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 mm?) 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-a production was
investigated to identify differences between visceral and subcutaneous adipocytes.
There was a positive correlation between adipocyte size and the immunoexpression
of TNF-a 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-a 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-a 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-a 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-a stimulated by

enlarged visceral adipocytes, as observed in humans.
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