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RESUMO

MACEDO, H. T. Caracterizacdo da microbiota fecal de cées obesos e apds o
emagrecimento. 2020. 79f. Dissertacdo de Mestrado (Mestre em Ciéncias) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2020.

A obesidade é considerada na medicina veterinaria a afec¢do nutricional e metabdlica mais
comum da atualidade. Esta ocorre devido ao acumulo excessivo de tecido adiposo no
organismo, resultado do aumento na ingestdo de energia associado a falta de atividade fisica. A
obesidade vem sendo correlacionada com disbiose da microbiota intestinal, bem como em
desordens imunoldgicas, alteracdes ortopédicas, respiratorias e metabdlicas, como resisténcia
insulinica e hiperlipidemia. Estudos demonstraram em ratos geneticamente obesos e induzidos
pela dieta, que a microbiota cecal de animais acima do peso apresentam tags genéticos
ambientais que codificam enzimas envolvidas na degradacdo de polissacarideos e no
metabolismo de carboidratos simples. Assim, a microbiota de individuos obesos pode ser mais
eficiente em digerir e metabolizar a energia da dieta que individuos magros. Dessa forma, o
objetivo deste trabalho foi caracterizar a microbiota fecal de cdes obesos e em escore corporal
ideal e avaliar os efeitos do programa de perda de peso sobre os filos e géneros bacterianos.
Foram incluidos vinte cées, fémeas, castradas, de diferentes racas, com idade entre 1 a 9 anos.
Os animais foram divididos em dois grupos: grupo experimental de animais obesos (GO), com
escore de condicdo corporal (ECC) 9 e com porcentagem de gordura corporal superior a 30%,
determinada pelo método de diluicdo de is6topos de deutério e um grupo controle (GC), com
ECC 4 ou 5 e gordura corporal méxima de 15%. Os animais obesos foram incluidos em um
programa de perda de peso e, quando perderam 20% do peso inicial, passaram a compor 0 grupo
de animais emagrecidos (GE). Foram coletadas amostras de fezes dos trés grupos
experimentais. Nos grupos controle e obesos, a coleta foi realizada ap6s um periodo de
adaptacdo com dieta de manutencéo e, no grupo emagrecido, a coleta de fezes foi realizada no
final do programa de perda de peso. ApoOs cada coleta, as amostras foram armazenadas em
freezer -80°C. Na sequéncia, foi extraido o DNA total das fezes e estas foram sequenciadas
pela metodologia Illumina. As abundéancias observadas para cada filo e género foram avaliadas
por modelo linear generalizado, considerando distribui¢do binominal e pelo emprego da funcéo
de ligacdo logit. O modelo incluiu efeitos fixos de grupos (Controle, Obesos e Emagrecidos),
além dos efeitos aleatorios de animal e residuo. Todas as anélises foram realizadas pelo
procedimento PROC GLIMMIX do programa Statistical Analysis System. Valores de P<0,05

foram considerados significativos. Foram identificados 7 filos e 51 géneros diferentes entre 0s



3 grupos experimentais. O filo e género predominante entre os grupos foi respectivamente o
Firmicutes (53,01% - 71,98%) e o Clostridium (42,43 — 25,51%). Foi observada diferenca entre
animais obesos e magros para o filo Firmicutes (P=0,0189) e género Sutturella (P=0,0095). O
programa de perda de peso modulou de forma positiva os filos Actinobacteria (P=0,0128),
Firmicutes (P=0,0189) e o género Dorea (P<,0001) e, negativamente o Faecalibacterium
(P=0,0114). O presente trabalho verificou que o programa de perda de peso foi capaz de
modular os microrganismos do trato gastrointestinal, de forma que, os cdes emagrecidos
apresentaram composi¢do microbiana com maior biodiversidade, aumento de Actinobacteria,

Firmicutes e Dorea e menor abundancia de Faecalibacterium.

Palavras-chave: Canino. Disbiose. Microbioma. Obesidade. Trato gastrointestinal.



ABSTRACT

MACEDO, H. T. Characterization of fecal microbiota of obese dogs and after weight loss.
2020. 79f. Dissertacdo de Mestrado (Mestre em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2020.

Obesity is considered the most common nutritional and metabolic disorder in veterinary
medicine today. This occurred to the excessive accumulation of adipose tissue in the organism,
due to increase in energy intake with low physical activity. Obesity has been associated with an
intestinal microbiota dysbiosis, as well as in immune disorders, orthopedic, respiratory and
metabolic changes, such as insulin resistance and hyperlipidemia. Studies have shown in both
genetically obese and diet-induced mice that the cecal microbiota from obese animals is
enriched with environmental genetic tags that encode enzymes involved in the degradation of
polysaccharides and the metabolism of simple carbohydrates. Thus, the microbiota of obese
individuals may be more efficient in digesting and metabolizing dietary energy than lean
individuals. So, the present study aims to characterize the microbioma profile of obese dogs
and to evaluate the effects of weight loss on the population of microorganisms of dogs included
in a weight loss program. Twenty dogs, female, neutered, different breeds and 1 to 9 years old
were included. The animals were divided into two groups: experimental group of obese animals
(GO) with a body condition score (BCS) 9 and body fat percentage greater than 30% determined
by the deuterium isotope dilution method and a control group (GC) with BCS 4 or 5 and
maximum body fat of 15%. The obese animals were included in a weight loss program and
when they lost 20% of their initial weight, they became part of the group of emaciated animals
(GE). Stool samples were collected from the three experimental groups. In the control and obese
groups, the collection was performed after an adaptation period with a maintenance diet and in
the emaciated group, the collection of feces was done at the end of the weight loss program.
After each collection, the samples were stored at -80°C. Total DNA was extracted from the
feces and sequenced using the Illumina methodology. The abundances observed for each
phylum and gender were evaluated using a generalized linear model, considering binomial
distribution and using the logit link function. The model includes fixed effects of Groups
(Control, Obese and Weight Loss), in addition to the random effects of animals and residue. All
as analyzes were performed using PROC GLIMMIX procedure from the Statistical Analysis
System Program. Values of P <0.05 were considered significant. Seven different phyla and 51
different males were identified among the three experimental groups. The most prevalent

phylum and genus among the groups was Firmicutes (53.01% - 71.98%) and Clostridium (42.43



— 25.51%) respectively. It was observed difference between obese and lean animals for phyla
Firmicutes (P = 0.0189) and genus Sutturella (P = 0.0095). The weight loss program regulated
positively the phyla Actinobacteria (P = 0.0128), Firmicutes (P = 0.0189) and genus Dorea
(P<.0001), and negatively genus Faecalibacterium (P = 0.0114). The present study found that
the weight loss program is capable of modulating the microorganisms of the gastrointestinal
tract, so that the emaciated dogs presented microbial composition with greater biodiversity,
greater presence of Actinobacteria, Firmicutes and Dorea and less abundance of
Faecalibacterium.

Keywords: Canine. Dysbiosis. Gastrointestinal tract. Microbiome. Obesity.
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1 INTRODUCAO

Os cées sdo muitas vezes referidos como melhores amigos dos seres humanos e
oferecem companheirismo, consolo e até trabalho. Atrelada a esta relacdo, a convivéncia entre
pessoas e seus animais de companhia tem promovido, em variados graus, o compartilnamento
do ambiente e estilo de vida. Dessa forma, este contato é acompanhado de grandes implicacbes
a salde e bem-estar dos animais e, dentre as consequéncias que seguem essa aproximacao,

talvez, a principal delas seja a alta frequéncia de cées obesos.

Em todo o planeta, a obesidade em animais de estimagdo acompanha a tendéncia
humana e tem aumentado. Fatores como elevada quantidade de alimentos palataveis, caléricos
e de baixo custo, aliados aos habitos sedentarios, sdo considerados pontos desencadeantes desta
epidemia. Na medicina veterindria, a obesidade € considerada a afeccdo nutricional e

metabdlica mais frequente em cées e gatos.

Estudos recentes que abordaram a obesidade verificaram uma complexa rede de fatores
que favorecem o ganho de peso e o desenvolvimento de resisténcia insulinica, os quais incluem
dieta, genes, ambiente e, mais recentemente, a microbiota intestinal. Além disso, as altas taxas
de obesidade observadas tornam improvaveis que haja uma Gnica causa (ex: genética) para esta
afeccdo. Similar aos humanos, a microbiota intestinal dos animais de estimag&o é considerada
como fator influenciador da homeostase, salde e diversas doengas. O trato gastrintestinal possui
fundamental papel na digestdo e sistema imune, dessa forma, a microbiota e seus metabolitos
podem influenciar na satde dos animais de estimacéo, bem como de seus tutores e pessoas com
as quais tém contato. Estudos tém demonstrado a relevancia/importancia de se conhecer a
microbiota intestinal na salde de cdes, no entanto, existem poucas informacgdes na literatura
sobre o perfil da microbiota intestinal em cées obesos e 0s possiveis efeitos do emagrecimento,

objetivo da presente proposta.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. Obesidade

2.1.1. Definicéo e prevaléncia

A obesidade, definida como o acumulo excessivo de tecido adiposo no organismo
(BURKHOLDER et al., 2000), resulta de prolongado desbalanco entre 0 aumento relativo do
consumo de energia sobre a diminui¢do do gasto energético que, frequentemente vem associado
a baixa atividade fisica (KOPELMAN, 2000). A Organiza¢do Mundial da Satde (OMS, 2018)
completa a definicdo como o conjunto de alteracdes que podem prejudicar o bem-estar e a vida
saudavel. Ainda, quando se refere a animais de companhia, segundo Laflamme (2012), consiste
em uma sindrome clinica resultante do excesso de gordura corporal, suficiente para
comprometer a satde e as funcbes de diferentes 6rgéos e sistemas.

De acordo com dados da OMS (2018), o nimero de pessoas nessa condi¢do praticamente
triplicou desde 1975 e, estima-se 1,9 bilhGes de individuos acima do peso e 650 milhdes obesos.
Nos dias atuais, tornou-se o maior problema de saude publica em paises desenvolvidos e em
desenvolvimento, de forma que s&o reportadas, aproximadamente 2,8 milhdes de mortes como
resultado do sobrepeso e obesidade (AHIRWAR, 2019). Segundo German (2006), assim como
a tendéncia observada em humanos, a obesidade € uma preocupacdo crescente em animais de
companhia.

Diversos autores descreveram alta frequéncia de animais obesos e em sobrepeso. Destaca-
se 0 trabalho realizado por Gossellin et al. (2007) que, em estudo sobre a incidéncia desta
doenga, descreveram variagao entre 20 a 40% nos cées da populacdo estudada. Em 2005, na
Australia, foi relatado por Mcgreevy et al. (2005) a frequéncia de 41% de animais em sobrepeso.
Enquanto isso, na Franga, estudos tem demonstrado prevaléncia de 39% de obesidade canina
(COLLIARD et al., 2006) e no Reino Unido aproximadamente 50% (HOLMES et al., 2007).
Lund et al. (2005) avaliaram 21.754 cées nos Estados Unidos e encontraram frequéncia de 29%
de animais em estado de sobrepeso e 5,1% obesos. Na China, ao avaliarem 2.391 animais, 0s
autores observaram a frequéncia de 44% de cées obesos (MAO et al., 2013). Ainda na Asia,
Usui et al. (2016) demonstraram que, no Japédo - 15,1% dos animais avaliados estavam em
sobrepeso e 39,8% obesos. Em estudo recente na Espanha, a prevaléncia de cées obesos chegou
a 40,9% (MONTOYA-ALONSO et al., 2017). No Brasil, dados do nosso grupo de pesquisa
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indicaram frequéncia de 41,0% de sobrepeso e obesidade em cées, na cidade de Séo Paulo - SP
(PORSANI et al., 2019).

2.1.2.Causas e consequéncias

A fisiopatologia da obesidade é complexa e ndo estd completamente elucidada. Pode ser
entendida como uma matriz de fatores genéticos, epigenéticos e ambientais que interagem entre
si e atuam em diversos mediadores fisioldgicos da ingestdo alimentar e energética, culminando
na deposicdo de gordura corporal (GONZALEZ-MUNIESA et al., 2017). Em animais de
companhia, embora estes fatores também estejam envolvidos (MCCRORY et al., 2000; LUND
et al., 2005; LAFLAMME, 2012), o desbalanceamento nutricional tem sido a sua causa mais
comum (TOLL etal., 2010) e esta relacionada principalmente ao prolongado desequilibrio entre
a ingestdo caldrica e 0 gasto energético, o que resulta em balango energético positivo e cronico
(ZORAN, 2010; OSTO & LUTZ, 2015).

Nas Ultimas décadas, o conhecimento cientifico acumulado mudou a percepc¢éo do tecido
adiposo visto até entdo como uma estrutura inerte e armazenadora de energia, para um
importante 6rgdo enddcrino que desempenha papel vital em varias atividades fisioldgicas, que
incluem crescimento, metabolismo, ritmos biol6gicos e imunidade (FONSECA-ALANIZ et al.,
2006; BALISTRERI et al., 2010). O aumento dos depositos corporais de gordura foi
relacionado com profundas altera¢bes de metabolismo, que refletem nas fungdes fisioldgicas
(GAYET etal., 2004; TRAYHURN, 2005; GERMAN et al., 2010; BRUNETTO et al., 2011b).
Alteraces estas que sdo base para o aumento do risco de doencas e reducdo da expectativa de
vida em cdes, gatos e seres humanos.

O excesso de peso corporal implica em inimeros efeitos negativos a salde dos animais
de companhia, além de ser fator de risco para diversas enfermidades, como alteracoes
ortopédicas (BROWN et al., 1996; KEALY etal., 1997; KEALY et al., 2000), cardiovasculares
(EDNEY & SMITH, 1986; ROCHA et al., 2007; PEREIRA-NETO et al., 2010; PEREIRA-
NETO et al., 2014; PIANTEDOSI et al., 2016; TROPF et al.,, 2017), respiratorias
(HENDRICKS, 1992; GERMAN, 2006; BACH et al., 2007; DEVITO et al., 2015; PEREIRA-
NETO et al., 2018) e desordens metabolicas, como resisténcia insulinica (BRUNETTO et al.,
2011Db) e hiperlipidemia (CHIKAMUNE et al., 1995; JEUSETTE et al., 2005; BRUNETTO et
al., 2011a), assim como desordens imunoldgicas (VENDRAMINI, 2019). Quando associadas,

estas afeccOes podem levar a reducdo da longevidade (KEALY et al., 2002).
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2.1.3. Diagnostico e tratamento

Na rotina clinica de avaliacdo nutricional, as técnicas mais simples e com menor custo
sdo as mais utilizadas, no entanto, a diversidade de racas e tamanhos de cées torna o diagnostico
da obesidade uma tarefa dificil. Diversas estratégias de avaliacdo j& foram criadas, uma vez
que, analisar somente o peso corporal resulta em uma avaliagéo subjetiva.

Dentre as técnicas de avaliacdo, destaca-se o escore de condicdo corporal (ECC), que
fornece uma boa relacdo com a composicao corporal por meio de um sistema de pontuacao.
Trata-se de uma técnica subjetiva, mas de boa precisao, baixo custo e pratica. Varios sistemas
foram sugeridos, sendo a escala de 9 (nove) pontos, a mais aceita. O sistema é visual e tatil e,
tem por objetivo buscar caracteristicas que se correlacionam (gordura subcutanea, gordura
abdominal e musculatura superficial), por meio de avaliacdo da caixa toracica, processos
espinhosos dorsais e cintura (LAFLAMME, 1997a). Para validar e comprovar a boa precisao
da utilizacdo da escala de ECC, German (2006) constatou boa correlacdo entre o escore de
condicdo corporal e a composicdo corporal dos animais, também avaliados por técnicas de
maior precisao, consideradas padrdo-ouro. Outras metodologias de pesquisa em potencial para
avaliacdo da composicdo corporal incluem analise quimica, densitometria, utilizagdo de
isGtopos estaveis, ultrassonografia, condutancia elétrica, tomografia computadorizada e
ressonancia magnética (GERMAN, 2006).

A definicdo exata do grau de obesidade envolve a determinacdo da composicao corporal
do animal. O conceito mais importante € a relacdo entre a composicdo de massa gorda (tecido
adiposo) e massa corporal magra (BURKHOLDER, 2001). Desta forma, a metodologia de
diluicdo de is6topos de deutério € uma técnica considerada padrdo-ouro em medicina e
medicina veterinaria porque permite a determinacdo precisa do volume de agua corporal e,
como a agua mantém relacéo relativamente estavel com a massa magra, seu calculo € preciso e
por consequéncia, pode-se determinar o contetdo de massa gorda do individuo (FERRIER et
al., 2002).

Devido a alta prevaléncia de animais com sobrepeso e aos riscos a salude associados ao
excesso de gordura corporal, a prevencdo pode impactar de forma positiva na satide dos animais
de estimacdo. O momento adequado para o controle e a intervencdo do peso é antes do seu
ganho e do desenvolvimento subsequente da doenca clinica (BROOKS et al., 2014). Estes
mesmos autores recomendaram que a manutencao do peso saudavel deve comecar com a visita
ao veterinario; bem como com atividade fisica; atencdo as alteracfes na condi¢do corporal

especialmente ap0s a castracdo; utilizacdo de alimentos alternativos no treinamento
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comportamental e orientagdo dos tutores quanto as recomendagfes didrias de consumo
apresentadas nos rotulos de alimentos comerciais, bem como, o fornecimento adequado da
quantidade de alimento por meio de pesagem ou potes de medidas.

Uma vez desenvolvida e diagnosticada a obesidade, deve-se iniciar um programa de perda
de peso com a estimativa do peso ideal ou peso meta (PM) do cdo. Este passo ajuda a determinar
a necessidade energética de ingestdo e estabelece um objetivo motivador (BROOKS et al.,
2014). Para tal, recomenda-se a avaliacdo do escore de condigdo corporal. Sugere-se que cées
com ECC 7, tenham reducéo de 15% no peso corporal, ou seja, 0 peso atual multiplicado pela
constante 0,85; j& para cdes com ECC 8 ou 9, a reducdo deve ser de 20% ou o0 peso atual
multiplicado pela constante 0,8 (CARCIOFI et al., 2005; BRUNETTO et al., 2011b; PEREIRA-
NETO et al., 2018).

Apbs a determinacao do peso meta do animal, a principal estratégia para 0 emagrecimento
fundamenta-se na promocdo do balango energético negativo, por meio de uma estimativa
energética para perda de peso. O balanco energético negativo é baseado na reducéo das calorias
consumidas pelos animais, associada ou ndo ao aumento do gasto energético. Desta forma, para
obtencdo da energia necessaria, 0 animal mobiliza seus estoques organicos de gordura com a
minima perda de tecido muscular (NRC, 2006).

O célculo da necessidade energética para perda de peso (NEPP) é dado pela equacéo:
NEPP = 70 x (PM)%" = Kcal /dia; e 0 da quantidade diaria de alimento (g) resulta da divisdo
entre a NEPP e a energia metabolizavel do alimento (Kcal/g).

As dietas coadjuvantes para perda de peso sdo formuladas para apresentar maior teor
proteico e, maior inclusdo de vitaminas e minerais / kcal de energia metabolizavel do que os
alimentos de manutencdo, o que garante adequada ingestdo de nutrientes durante a restricao
energética. Alta proteina pode preservar a massa muscular durante a perda de peso e melhorar
a saciedade (WEBER et al., 2007). Os efeitos do envelhecimento na digestibilidade da proteina
em cdes ndo estdo totalmente compreendidos e, animais de estimagdo geriatricos podem
demandar monitoramento mais proximo da ingestdo proteica durante a perda de peso
(HUTCHINSON et al., 2011). Além disso, estes alimentos por serem hipocal6ricos, devem
apresentar menores teores de gordura e/ou maior em umidade para diminuir a densidade
caldrica. As fibras também resultam na reducéo da densidade energética do alimento e auxiliam
no controle da glicemia e lipidemia, retardam a absorcdo dos nutrientes e podem aumentar a
sensacdo de saciedade durante o regime (NRC, 2006). Dessa forma, essas caracteristicas na

pratica resultam em quantidade maior de alimentos fornecida aos cées.
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Associado a restricao energética e a recomendagéo de um alimento hipocal6rico, a préatica
de atividade fisica controlada pode apresentar diversos beneficios, dentre eles, destaca-se a
perda de peso corporal. Robertson (2003) demonstrou que o risco de desenvolvimento da
obesidade diminui a medida que se aumenta a atividade fisica. Além disso, Vitger et al. (2016)
demonstraram em seu estudo importante correlacdo entre atividade fisica, restricdo energetica
e manutencdo de massa magra, fator importante para animais em emagrecimento. Em estudo
realizado com vinte e dois cdes obesos foi demonstrado que a restricdo energeética associada a
pratica moderada e regular de atividade fisica promoveu melhora da sensibilidade insulinica e
aumento da capacidade oxidativa total dos cées, o que resultou em beneficios para a satde dos
animais (SILVA, 2017).

Por fim, o acompanhamento dos animais € fundamental para o sucesso do
emagrecimento. Recomenda-se que 0s animais sejam reavaliados a cada 15 dias, além de se
estabelecer taxa de perda de peso semanal adequada, que em cdes o desejavel € entre 1 a 2% do
peso corporal (BROOKS et al., 2014).

2.2. Microbiota intestinal

2.2.1. Definices e fungéo

O termo microbiota € definido como um grupo de microrganismos vivos presentes num
determinado habitat e, quando este ambiente € o trato gastrointestinal, denomina-se microbiota
intestinal (SUCHODOLSKI, 2017). De forma especifica, refere-se a taxa microbiana associada
a um ecossistema e identificada através de técnicas moleculares como o sequenciamento de
RNA ribossomal 16s (rRNA). Quando nos referimos ao habitat como um todo, incluindo fatores
bidticos e abidticos, hospedeiro, genoma microbiano e condi¢cbes ambientais, caracterizamos o
microbioma (WHITESIDE et al., 2015). Além disso, as mudancas no perfil dos microrganismos
que compde a microbiota intestinal podem ser definidas como disbiose e podem estar
relacionadas as desordens do trato gastrintestinal e, também, de outros &rgaos
(SUCHODOLSKI, 2016).

Estima-se que o trato gastrintestinal de mamiferos abrigue complexa comunidade
constituida de trilhdes de microrganismos, cuja soma total de bactérias pode chegar a um valor
cerca de 10 vezes maior do que o nimero de células que compdem os tecidos e 6rgdos do
hospedeiro (SUCHODOLSKI, 2017). Dentre esta colecdo de microrganismos, estd uma

variedade de archeas, bactérias, fungos, protozoarios e virus (TURNBAUGH et al., 2007;



28

SUCHODOLSKI, 2011; SHREINER et al., 2015). Estudos em humanos e animais modelo
revelaram que a estreita relacdo entre o microbioma intestinal e o hospedeiro desempenham
papel vital no metabolismo e imunidade (TIZARD et al., 2018), desenvolvimento do sistema
nervoso (ZEISEL, 2004; CHANG et al, 2009), absor¢édo de nutrientes (SONNENBURG, 2005)
e prevencdo contra colonizacéo por patdégenos (NRC, 2006; FUKUDA, 2011).

As fungdes da microbiota intestinal derivam, principalmente, das interagcdes microbiota-
hospedeiro geradas a partir dos produtos finais de fermentacdo dos nutrientes. Em mamiferos,
a fermentacdo de fibras complexas obtidas através da dieta (por exemplo, amido, celulose,
pectina) sdo os &cidos graxos de cadeia curta (AGCC). Estes, sdo parcialmente absorvidos e
servem como fonte de energia para o hospedeiro (por exemplo, butirato, propionato e acetato),
regulam a motilidade intestinal e, também, sdo usados como importantes fatores de crescimento
para as células epiteliais intestinais. Além disso, 0s AGCC servem de estimulo importante para
a manutencéo da fungéo da barreira intestinal, de maneira a minimizar a translocacao bacteriana
(RONDEAU et al., 2003) e atuar na regulacdo imunolégica por ativacdo de células T
regulatdrias no intestino (ARPAIA et al., 2013).

Com o advento das avaliacdes metabolémicas, diversos metabdlitos que sdo produzidos
pela microbiota intestinal ganharam destaque, como por exemplo o indol, um subproduto da
degradacdo do triptofano, que € anti-inflamatério e aumenta a funcdo da barreira intestinal
(BANSAL et al., 2010). Ao mesmo tempo, evidéncias indicaram que o metabolismo bacteriano
e a estimulacdo imunoldgica no intestino vao além do trato gastrintestinal e, que existe conexdes
entre o cérebro e o intestino, moduladas pelos microrganismos intestinais (SUCHODOLSKI,
2017).

2.2.2. Técnicas de avaliagdo da microbiota intestinal

Até décadas atrés, a cultura bacteriana era a técnica mais comumente utilizada para
identificar bactérias no trato gastrointestinal de mamiferos (ECKBURG et al., 2005). Esta
ferramenta é um método de avalia¢do Gtil na determinacgdo de infeccOes ativas de patdgenos
conhecidos (por exemplo, Salmonella e Campylobacter) e testes de sensibilidade a antibiéticos
em amostras clinicas. No entanto, existem varias limitagcdes associadas a cultura bacteriana de
amostras intestinais.

A cultura bacteriana subestima amplamente o nimero total de bactérias nos intestinos,
uma vez que, a maioria das bactérias intestinais ndo pode ser isolada em meios laboratoriais

utilizados na rotina, pela falta de informacGes sobre suas necessidades ideais de crescimento. A
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maioria dos microrganismos intestinais sdo anaerdbios facultativos estritos, 0 que impede seu
isolamento in vitro. Estima-se que menos de 10% das bactérias intestinais podem ser cultivadas
em meios de rotina (ECKBURG et al., 2005) e apenas uma pequena fracdo pode ser
corretamente classificada por meio de critérios morfoldgicos e bioquimicos classicos. Dessa
forma, a avaliacdo de amostras fecais através de cultura aponta resultados de uma pequena
porcdo da microbiota intestinal e fecal.

Os recentes avancos das ferramentas moleculares, em especial as tecnologias de
sequenciamento de Gltima geracdo (NGS, em inglés, next generation sequencing) que permitem
amplificar, sequenciar e identificar quais tdxons (unidade taxonémica) bacterianos estdo
presentes em uma amostra, revolucionaram a compreensdo sobre a microbiota intestinal de
mamiferos e, sobretudo, com menor custo (TURNBAUGH et al., 2007; KNIGHT et al., 2017).

O principio estd na extracdo do acido desoxirribonucleico (DNA, em inglés,
desoxyribonucleic acid) de amostras intestinais e amplificacdo dos genes RNA ribossomal 16S
(rRNA) por meio de primers bacterianos universais. Em teoria, esta estratégia permite
amplificar o DNA de todas as espécies bacterianas conhecidas e desconhecidas contidas em
uma amostra. Para identificar os filotipos presentes na amostra, os amplicons da PCR
(fragmentos de DNA ou RNA resultado da amplificagéo ou replicacdo) podem ser sequenciados
por plataformas de sequenciamento de alto rendimento (HANDL, 2011), por exemplo, 0
Illumina. Essas plataformas permitem a andlise de milhares de sequéncias em poucas horas e

assim, a identificacdo detalhada da microbiota intestinal.

2.2.3. Disbiose

Barko et al. (2018) definiram dishiose como as alteragcbes do microbioma associadas a
doencas ou condigdes que alteram a homeostasia do ecossistema intestinal. Os mesmos autores
complementaram ainda que a disbiose geralmente é caracterizada pela diminuicdo da
diversidade de espécies, mudancas no ambiente inflamatorio intestinal e sistémico e relagdes
metabolicas alteradas entre os microrganismos e hospedeiro. Sob outra perspectiva, quando se
trata de disbiose, ha mudancga de composi¢do e/ou de variedade de espécies da microbiota, ou
seja, ocorre alteracdo no perfil dos microrganismos que compdem a microbiota intestinal e,
além disso, pode estar relacionada as desordens do TGI e também de outros Orgaos
(SUCHODOLSKI, 2016). Para Petersen e Round (2014), a dishiose pode ser categorizada em
trés tipos, estes podendo ou ndo serem exclusivos: perda dos microrganismos benéficos,

crescimento de microrganismos patogénicos e perda da diversidade microbiana.
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As células microbianas e do hospedeiro compdem um organismo hibrido
multiespecifico que atua de forma dindmica e simbiética em termos de composicéo celular,
diversidade genética e capacidade metabdlica (BARKO, 2018). A partir disso, Suchodolski
(2016) descreveu que o processo da doenca pode estar associado a alteracdes na funcdo da
microbiota (por exemplo, producdo reduzida de acidos graxos de cadeia curta e de outros
metabolitos e conjunto de enzimas bacterianas alteradas) ao invés de altera¢cGes na composi¢do
da microbiota. Essas alteragdes funcionais ou imunoldgicas ndo sdo prontamente detectadas,
pois a avaliacdo de toda a microbiota e suas funcdes ainda nédo é possivel. Ademais, alguns
autores observaram variagdo na microbiota ao longo do trato gastrintestinal e, também,
diferencas claras entre a microbiota da mucosa e do limen (SUCHODOLSKI et al., 2005;
MANCHESTER et al., 2013). Além disso, a avaliacdo de forma adequada de todas as interacdes
entre a microbiota e o sistema imunolédgico do hospedeiro é bastante complexa (KATHRANI
et al., 2012). Suchodolsky (2016) relatou que os fatores que desempenham papel crucial na
complexa comunicagdo entre as bactérias e o sistema imunoldgico do hospedeiro sdo ainda
pouco conhecidos, além disso, a avaliacdo bruta das alteracGes bacterianas em amostras
intestinais na maioria das vezes ndo revela todo o processo da doenca e, concluiu que além da
evolucgdo realizada na caracterizacdo da disbiose intestinal em doencgas gastrintestinais, a
metaboldmica também forneceu informacdes sobre as consequéncias funcionais da disbiose e
seu papel na fisiopatologia de alguns disturbios do TGl em humanos (DUBOC et al., 2013) e
caes (HONNEFFER et al., 2015).

Certas bactérias que colonizam o TGI tendem a se aderir a superficie da mucosa intestinal,
enquanto outras habitam o Iumen (GIL-CARDOSO et al., 2016). Ao mesmo tempo que as
bactérias da superficie da mucosa interagem com o sistema imune do hospedeiro, 0s
microrganismos que residem no limen podem estar mais envolvidos em interacdes metabdlicas
com alimentos ou outros derivados da digestdo (QUIGLEY, 2013), os quais podem afetar tanto
a absorcdo e metabolismo dos nutrientes quanto as funcdes tréficas e protetoras do hospedeiro;
e, dessa forma, as altera¢Ges no equilibrio desta microbiota podem ocasionar o desenvolvimento
de multiplas desordens e doencas (LEE & HASE, 2014).

Estudos em seres humanos tém associado a disbiose intestinal com disturbios
gastrintestinais, como doenca inflamatoria intestinal (DUBOC et al., 2013) e doenca de Crohn
(SHEN et al., 2017), além de outras enfermidades como obesidade (TURNBAUGH et al.,
2006), diabetes (LARSEN et al., 2010; BROWN et al., 2011), asma (ARRIETA et al., 2014),
alergias (ROUND et al., 2009) e autismo (ROSENFELD, 2015). Em medicina veterinéria, as

alteracdes associadas ao desequilibrio da microbiota intestinal ja foram observadas em cées
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com diarreia aguda canina (BELL et al., 2008), meningoencefalite de origem desconhecida
(JEFFERY et al., 2017), insuficiéncia pancreética exocrina (ISAIAH et al., 2017), doenca
inflamatdria intestinal (MINAMOTO et al., 2015; HONNEFFER et al., 2015) e obesidade
(HANDL, 2013). Na tabela 1, estdo apresentados os principais estudos que avaliaram a
microbiota fecal canina e o0s respectivos métodos utilizados na identificacdo dos
microrganismos.

Para entender a dindmica entre microbiota saudavel e ndo saudavel, ja foram observados
diversos fatores enddgenos e exogenos que influenciaram no perfil microbiano, tais como:
genotipo do hospedeiro (BENSON et al., 2010), idade (YATSUNENKO et al., 2012) e sexo
(BOLNICK et al., 2014), no entanto, apesar da relacdo entre todos estes aspectos, 0s autores
apontaram que a dieta é o fator que apresenta maior impacto na microbiota intestinal (XU e
KNIGHT, 2015).

Embora ndo esteja claro se a disbiose € causa ou efeito da doenca gastrintestinal, €
provavel que haja sobreposicéo, pois a inflamacéo esta envolvida na génese da dishiose. Além
disso, estudos funcionais recentes demonstraram que a disbiose, quando presente, € um fator de
risco que pode exacerbar a inflamagdo em individuos geneticamente suscetiveis. Sendo assim,
0 restabelecimento da eubiose deve ser um resultado desejado do tratamento. No entanto,
pesquisas para melhor definir o perfil de disbiose em cées associada a diferentes doencas estéo
em andamento (SUCHODOLSKI, 2016; FORSTER et al., 2018; MINAMOTO et al., 2019
GIARETTA et al., 2020).
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Tabela 1. Resumo dos principais estudos que avaliaram a microbiota fecal de cdes em sobrepeso e obesos.

NUmero de

Ano Autor animais Condicéo Amostra Método de identificacéo Principais resultados
5 RT-PCR quantitativo e Firmicutes, Fusobacteria e Actinobacteria foram os filos
2013 HANDL et al. 43 Caes magros € Fezes Pirosequenciamento do bacterianos predominantes. O filo Actinobacteria e o
obesos (I* e N*) gene 16S rRNA género Roseburia foram mais abundantes em cées obesos
O filo Firmicutes foi o grupo predominante na microbiota
Caes magros e Sequenciador de genoma fecal de caes magros. No entanto, as bactérias do filo
2015 PARK etal. 12 obesos (1) Fezes FLX Plus Proteobacteria (76%) foram o grupo predominante na
microbiota fecal de cdes no grupo obeso
Caes obesos e Os cdes apresentaram predominio dos géneros
ap6s o MiSeq sequenciador Fusobacterium (~20-50%) e Bacteroides (~15-35%).
2017 KIELER etal. 18 emagrecimento Fezes Nlumina Diferenca foi observada em trés géneros: Suterella,
(N) Fusobacterium e Megamonas entre as semanas 0, 6 e 12
- Os cdes em condigao corporal ideal apresentaram maior
aes magros, i - bundancia relativa do género Eubacterium e menor
MiSeq sequenciador a 9
2018~ FORSTERetal. 66 em sobrepeso e Fezes lumina abundancia relativa da familia Bifidobacteriaceae em
obesos (N) comparagio aos caes obesos
A administragdo de prebidtico frutano do tipo inulina
Caes em MiSeq sequenciador resultou em aumento na abundancia relativa de alguns
2018  ALEXANDER etal. 9 sobrepeso (1) Fezes Hlumina Firmicutes e em diminuic&o na abundéncia relativa de
algumas Proteobactérias
Um programa de perda de peso em cées obesos baseado
Caes obesos e em uma dieta de baixa energia e alta fibra, modifica com
ap6s o MiSeq sequenciador sucesso sua microbiota fecal. Ao final do estudo, os caes
2018 SALAS et al. 6 emagrecimento Fezes Nlumina apresentaram uma composicao de microbiota com maior
(I biodiversidade, maior presenca de Allobaculum e menor
propor¢do de Clostridium
3 ) ) A abundancia dos géneros Bacteroidetes, Sutturella e
2019 LYU et al. 16 Caes magros e Fezes MiSeq sequenciador Fusobacterium foram maiores em cées obesos em

obesos (1)

Ilumina

comparacdo a cdes magros

Legenda. N: animais com obesidade natural (cdes domiciliados); I: animais com obesidade induzida (cdes de pesquisa).
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2.2.4. Obesidade versus microbiota fecal

Apesar dos esforcos em se tratar a obesidade, nos Gltimos anos sua prevaléncia em
pessoas e animais de estimacdo vém aumentando (MAO et al., 2013; LARSEN &
VILLAVERDE, 2016; MONTOYA-ALONSO et al., 2017; PORSANI et al., 2019). Dentre as
alteragOes associadas, uma possibilidade levantada recentemente é a disbiose da microbiota
intestinal (TURNBAUGH et al., 2009a).

Em 2004, Béckhed e colaboradores verificaram que a transferéncia da microbiota
intestinal de um camundongo normal para um “germ-free” resultou em aumento da quantidade
de gordura corporal num periodo de 10 a 14 dias, mesmo com reduzido consumo de rac¢do. Os
autores sugeriram que muitos mecanismos podem estar associados a este evento, como
fermentacdo microbiana de polissacarideos ndo digeridos, subsequente absorcdo intestinal de
monossacarideos e &cidos graxos, bem como a conversao dos mesmos em lipideos complexos
no figado, e a regulacdo microbiana dos genes do hospedeiro que promovem deposi¢do de
lipideos em adipdcitos. Em um trabalho realizado com animais modelo foi observado que a
microbiota de individuos obesos é mais eficiente em aproveitar a energia da dieta fornecida que
individuos magros (TURNBAUGH et al., 2006).

Em humanos, a avaliacdo de individuos magros e obesos resultou em diferencas na
microbiota fecal de cada grupo. Brignardello et al. (2010) encontraram diminuigdo de
Clostridium-cluster XIVa em adultos obesos e significativo aumento de Faecalibacterium
prausnitzii foi reportado em criancas obesas (BALAMURUGAN et al., 2010). Diminuicédo de
bactérias do grupo Clostridium leptum (SCHWIERTZ et al., 2010) e Bifidobacteria ocorreu em
pessoas obesas, enquanto houve enriquecimento de Lactobacilli (ARMOUGOM et al., 2009;
BRIGNARDELLO et al., 2010), Bacteroides (SCHWIERTZ et al., 2010) e Prevotellaceae
(ZHANG et al., 2009) em homens obesos. No que se refere a animais modelo, estudos com
camundongos obesos descreveram mudangas significativas na microbiota cecal, havendo
reducdo das bacteérias do filo Bacteroidetes e aumento proporcional do filo Firmicutes.
Associado a este achado, observou-se aumento nas concentragdes de acetato e butirato dos
mesmos animais (TURNBAUGH et al., 2006).

Existe assim, a hipoOtese de que o "microbioma obeso” possui relativa influéncia no
metabolismo da energia e armazenamento de gordura do hospedeiro, como bactérias da Familia
Clostridiaceae e Prevotellaceae que possuem enzimas capazes de degradar carboidratos
complexos indigestiveis e producdo de &cidos graxos de cadeia curta. Tem sido demonstrado,

tanto em ratos geneticamente modificados quanto em obesos induzidos pela dieta, que a
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microbiota cecal de animais obesos é enriquecida com tags genéticos ambientais que codificam
para enzimas envolvidas na degradacdo de polissacarideos e no metabolismo de carboidratos
simples. Dessa forma, existe a hipotese de que o desenvolvimento da obesidade reside na
fermentacdo aprimorada de carboidratos pelo microbioma intestinal e, que a existéncia
simultanea de Archea utilizadora de H, com as produtoras de H», facilita a fermentacdo de
carboidratos e aumenta a producdo de &cidos graxos de cadeia curta, que podem ser usadas
como fonte de energia pelo hospedeiro (ZHANG et al., 2009).

Em estudo pioneiro, Handl et al. (2013) ao avaliarem cédes que foram obesos por tempo
indeterminado e cdes de uma colbnia de pesquisa, alimentados ad libitum por 6 meses, ndo
encontraram diferencas evidentes na composi¢cdo da microbiota fecal em nivel de filo e
sugeriram que devido a complexidade da microbiota intestinal e seus avangos, é fundamental
gue os demais niveis taxonémicos sejam avaliados.

Mais recente, estudos revelaram que as interacbes microbiota-hospedeiro-intestino
ocorrem em muitos niveis e envolvem complexas vias de sinalizagdo, além de uma série de
biomoléculas derivadas de microrganismos que podem ter efeitos em tecidos distantes (GIL-
CARDOSO et al.,, 2016). O trabalho sugere que o aumento das concentracGes de
lipopolissacarideos (LPS) gerado pela microbiota aumenta a permeabilidade intestinal e, no
plasma, pode alterar o metabolismo lipidico do hospedeiro e resultar em superalimentacéo do
mesmo. A superalimentacdo, por sua vez, pode levar ao aumento de espécies produtoras de
LPS, o que tende a se tornar um ciclo vicioso (CANI et al., 2014; CARDOSO et al., 2016).

Os mecanismos pelos quais a microbiota intestinal interfere no desenvolvimento da
obesidade ndo esta esclarecido e a maior parte dos estudos sobre microbiota intestinal em
individuos obesos se concentraram em animais modelo e seres humanos, além disso, faltam
informagdes sobre os possiveis efeitos de um programa de perda de peso no perfil da microbiota

em caes.

3 HIPOTESE

Cées obesos possuem microbiota fecal diferente de cdes em condicdo corporal ideal. O

emagrecimento resulta em alteragdes benéficas da microbiota desses animais.
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4 OBJETIVOS

4.1. Principal

Caracterizar a microbiota fecal de cdes obesos e avaliar os efeitos do emagrecimento na

populacdo de microrganismos de animais incluidos em um programa de perda de peso.

4.2. Secundario

Comparar a microbiota fecal de cdes obesos com a de cdes em escore de condicao corporal

ideal.

5 MATERIAL E METODOS

Os procedimentos experimentais empregados neste estudo estdo de acordo com 0s
principios éticos na experimentacdo animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (CBEA) e foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade de Séo
Paulo (USP), sob protocolo n® 5604060219.

5.1. Local, instalacdes e animais

O presente trabalho foi desenvolvido nas dependéncias do Setor de Atendimento de Cées
e Gatos e de Diagnostico da Unidade Didatica Clinico Hospitalar (UDCH) da Faculdade de
Zootecnia e Engenharia de Alimentos (FZEA) da Universidade de Sdo Paulo (USP) e no Centro
de Pesquisa em Nutrologia de Cées e Gatos (CEPEN Pet) da Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia (FMVZ) da USP.

Neste estudo foram incluidos dez caes, fémeas, de diferentes racas, castradas, com idade
entre 1 a 9 anos (6,29 * 1,804) e provenientes do atendimento de rotina dos servi¢os da UDCH.
Todos os animais possuiam escore de condicdo corporal (ECC) 9 (costelas ndo palpéaveis,
grande quantidade de gordura subcutanea, acimulo de gordura na regido lombar e na base da
cauda e cintura pouco aparente ou nao visivel) conforme escala descrita por Laflamme (1997a),
escore de massa muscular (EMM) 2 ou 3 conforme escala descrita por Michel et al. (2011) e
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composigdo corporal determinada pelo método de diluigdo de is6topos de deutério (FERRIER
et al.,, 2002; BRUNETTO et al., 2011b). Neste grupo, foram incluidos apenas animais cuja
porcentagem de massa gorda era superior a 30% e sem doencas associadas. Os cées obesos
foram incluidos em um programa de perda de peso para reducao de 20% da massa corporal e
passaram a compor um novo grupo experimental. Por fim, um terceiro grupo foi constituido
por dez cées saudaveis, fémeas, idade entre 1 e 4 anos (2,09 + 0,842), em condig&o corporal
ideal (ECC 5), EMM 2 ou 3 e gordura corporal maxima de 15%. O esquema representado na
figura 1 caracteriza 0s grupos experimentais (Grupo de animais Obesos, Grupo de animais
Emagrecidos e Grupo de animais Controle) incluidos no estudo. Na figura 2 estdo alguns
exemplos de animais do GO e GE e, na figura 3, exemplos de animais do GC.

Figura 1. Grupos experimentais incluidos no estudo.
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Grupo de animais obesos Grupo de animais emagrecidos Grupo de animais em escore
ECC (9/9) (GO menos 20% do peso corporal) corporal ideal ECC (5/9)
n=10 n=10 n=10
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Fonte: World Small Animal Veterinary Association - Global Nutrition Commitee — Body condition score.
'Grupo experimental constituido por cies obesos; 2Grupo experimental constituido pelos animais obesos
apos o emagrecimento (GO — 20% do peso inicial); *Grupo experimental constituido por cdes em escore de
condigdo corporal ideal.
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Figura 2. Animais do Grupo obeso (A) e Grupo Figura 3. Animais do Grupo
emagrecido (B). controle.

5.2 Triagem dos animais

O periodo de triagem teve inicio no dia 02 de agosto de 2017 e término no dia 23 de
fevereiro de 2018. Todos os cées passaram por exame fisico completo, avaliacdo nutricional,
avaliacdo do ECC e realizacdo de leucograma e eritrograma, perfil bioquimico [albumina,
glicose, proteinas totais, ureia, creatinina, fosfatase alcalina, colesterol, triglicérides, aspartato
aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT)]. Apds esta fase, estes passaram por
um periodo de padronizacédo da dieta (vide item 5.4).

A inclusdo dos animais no experimento foi feita com base nos resultados dos exames
fisicos, laboratoriais e nutricionais. Participaram do estudo individuos que estavam dentro do
intervalo de referéncia para a espécie (para 0s caes ndo obesos) ou condizentes com a condi¢cdo



38

de acimulo de gordura corporal (para os cées obesos). Dessa forma, foram aceitos cdes obesos
por ingestdo excessiva de alimento, excluindo-se as demais causas de obesidade.

Por fim, foram excluidos do estudo cdes obesos que apresentavam limitacdo ao
estabelecimento do protocolo terapéutico da obesidade, como distirbios cardiorrespiratérios,
do aparelho locomotor, hepéticos, gastroentéricos, renais, endocrinos (diabetes mellitus,
hiperadrenocorticismo, hipotireoidismo) e, proprietarios que ndo estavam dispostos a cumprir,

rigorosamente, 0 manejo alimentar padrdao proposto neste experimento.

5.3. Hemograma e perfil bioquimico

As amostras de sangue foram obtidas mediante coleta asséptica por venopuncao das
veias jugulares externas, cefélicas ou safenas. Exceto para a realizacdo do hemograma, para o
qual uma aliquota de 4mL de sangue foi colocada em tubo de ensaio contendo EDTA com anti-
coagulante, todos os demais exames foram realizados a partir de amostras de soro sanguineo
dos cées. Para avaliacdo da glicemia, uma aliquota de 3mL de sangue foi acondicionada em
tubo de ensaio com fluoreto de sodio para conservacao do contetdo. Todas as colheitas foram
realizadas com os animais em jejum de 12 horas.

Os hemogramas foram realizados no Laboratério Lab Animal — Diagnostico Veterinario
(Leme - SP) em contador eletronico, para uso veterinario, da marca ABX® (ABC Vet, Horiba
Medical, FR). Os hematdcritos foram determinados por meio de tubos microcapilares e a
contagem diferencial dos leucécitos foi realizada por microscopia dptica de esfregacos
sanguineos, corados por pan6tipo rapido, no mesmo laboratério.

Todas as anélises referentes ao perfil bioquimico foram realizadas no Laboratério
Multiusuério de Nutricdo Animal e Bromatologia do Departamento de Nutricdo e Producéo
Animal da FMVZ / USP, por meio do emprego de kits comerciais e conforme as metodologias
e recomendacdes dos fabricantes. A creatinina sérica foi analisada através do emprego de kit
comercial da marca Labtest (Lagoa Santa, Brasil) pelo método picrato alcalino; a alanina
aminotransferase (ALT) pelo emprego do kit comercial da marca Biosystems (Barcelona,
Espanha), pelo método IFCC e; para a aspartato aminotransferase (AST) foi utilizado o kit
comercial da marca Labtest (Lagoa Santa, Brasil) utilizando a metodologia cinetica-UV. A
fosfatase alcalina foi analisada mediante o emprego de kit comercial da marca Biosystems
(Barcelona, Espanha), pelo método IFCC/SEQC.

As anélises de colesterol e triglicérides séricos foram realizadas com o emprego de kit

comercial da marca Biosystems (Barcelona, Espanha), pelo método glicerol fosfato
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oxidase/peroxidase e, as analises de proteinas totais foram realizadas através do kit comercial
da marca Labtest (Lagoa Santa, Brasil), pelo método do biureto.

A albumina foi determinada através do kit comercial da marca Labtest (Lagoa Santa,
Brasil), pelo método verde de bromocresol e; a ureia sérica através do método enzimatico FS
urease GLDH utilizando kit comercial da marca Diasys (Holzheim, Alemanha). Em relacéo a
glicemia, esta foi analisada mediante o emprego de kit comercial da marca Labtest (Lagoa
Santa, Brasil), pelo método GOD-TINDER.

5.4. Periodo de padronizacdo a dieta

Finalizada a triagem, tanto o grupo obeso, como 0 grupo controle passaram a receber
um alimento de manutencdo (Golden Férmula — Cées Adultos / Frango e Arroz, Premier Pet
Industria e Comércio Ltda, Dourado, Brasil) por 28 dias, para padronizacao da dieta nas analises
iniciais, cuja composicao bromatoldgica na matéria natural e em ingredientes esta apresentada
na Tabela 2.

A necessidade energética de manutencdao (NEM) de cada animal foi calculada pela
equagdo: NEM = 95 x (PC)%" = Kcal/dia (FEDIAF, 2018). Quando necessario, o calculo da
necessidade energética, fornecido via dieta, foi ajustado para que 0s animais mantivessem 0
peso corporal durante este periodo.

A quantidade diaria de alimento fornecida para cada animal foi determinada, por fim,
pela divisdo da necessidade energética individual e a energia metabolizavel do alimento

empregado no estudo.

Tabela 2. Composicdo bromatoldgica na matéria natural e em ingredientes! do alimento
controle utilizado no estudo.

unidade / 1000

Iltem % unidade / kg keal de EM?

Umidade 7,96 79,69 26,79
Proteina bruta 25,51 255,1¢ 85,69
Extrato etéreo 12,60 126,0g 42,39
Matéria mineral 5,30 53,09 17,89
Matéria fibrosa 1,91 19,19 6,49
Calcio 1,13 11,39 3,79
Fasforo 0,85 8,5¢ 2,89
Energia metabolizavel - 3795kcal -

Farinha de carne, farinha de visceras de frango, proteina isolada de suino, milho integral moido, quirera de arroz,
polpa de beterraba, farelo de arroz desengordurado, gordura de frango, gordura suina, semente de linhaca,
hidrolisado de suino e frango, acido propidnico, antioxidantes BHA e BHT, cloreto de potassio, cloreto de sddio,
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levedura seca de cervejaria, parede celular de levedura, vitamina A, vitamina B12, vitamina C, vitamina D3,
vitamina E, vitamina K3, &cido félico, 4cido pantoténico, biotina, cloreto de colina, niacina, piridoxina,
riboflavina, tiamina, iodeto de potassio, proteinato de selénio, sulfato de cobre, sulfato de ferro, sulfato de
manganés, sulfato de zinco.

2Energia metabolizavel.

5.5. Composicao corporal

A composicao corporal dos animais foi determinada pelo método de diluicdo de istopos
de deutério. Os cdes permaneceram em jejum alimentar por 8 horas antes do inicio desta
avaliacdo e, hidrico por duas horas. Foi administrado 1mL/kg de peso corporal de uma solucéo
de o6xido de deutério diluido a 10%, por via subcutdnea. Amostras de sangue (3mL) foram
coletadas da veia jugular imediatamente antes e ap6s 02 horas a inoculacdo de oOxido de
deutério. Estas foram processadas para extracdo de soro e armazenadas em temperatura -20°C
até a analise.

O enriquecimento por deutério das amostras foi determinado por espectrometria de
massa de razdo isotdpica (IRMS, Calixto System - Sercon Ltda, Gateway, Reino Unido) no
Laboratorio de Espectrometria de Massas de Razdo Isotopica do Departamento de Clinica
Médica da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - USP, Ribeirdo Preto — SP. A composicao
corporal dos cées foi determinada de acordo com a metodologia descrita por Ferrier et al. (2002)
e adaptada por Brunetto et al. (2011b).

Apbs a quantificacdo da agua corpodrea foi calculada a massa magra total e por diferenca
a massa gorda (expressa na forma de porcentagem). Esta avaliacdo foi realizada apds o periodo
de adaptacdo dos animais do GO e GC com o intuito de quantificar a porcentagem de massa
gorda dos individuos incluidos no estudo. Posterior ao programa de perda de peso, 0s animais

(agora GE) passaram pela mesma avaliagao.
5.6. Avaliacdo da microbiota fecal
5.6.1. Coleta de fezes
Apos a adaptacdo dos animais, 0s proprietarios receberam um breve treinamento sobre
colocagéo de luvas estéreis e coleta de material estéril. Todos os tutores fizeram a coleta das

fezes em suas préprias residéncias. Cada um deles recebeu um par de luvas estéreis Dial —
Mucambo n° 7,5 (Sao Paulo, Brasil) para utilizar no momento da coleta e um pote coletor
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universal estéril J. Prolab (S&o José dos Pinhais, Brasil) para conservar o material. Além disso,
os tutores foram instruidos a coletar as fezes no exato momento em que seus animais estivessem
defecando, ou seja, sem que houvesse contato do mesmo com qualquer superficie
possivelmente contaminada e, na sequéncia, fazer o armazenamento da amostra em freezer
20°C. Imediatamente apos a coleta do material, foi solicitado a todos os participantes que
entrassem em contato com o responsavel do experimento para armazena-lo em freezer -80°C

até a realizacao das analises.

5.6.2. Extracdo do material genético

As amostras a serem analisadas foram encaminhadas ao laboratério da BPI e o DNA
total de cada amostra foi extraido através do kit ZR Fungal/Bacterial DNA MiniPrep™ (Zymo

Research cod. D6005) de acordo com protocolo do fabricante.

5.6.3. Amplificacdo da regido 16S — V4

As reagdes de amplificagdo da regido 16S foram feitas em triplicata de amostras, e
obteve-se volume final de 20uL, contendo 10 pl de GoTaq® Colorless Master Mix 2x
(Promega, USL), 0,3uM de oligonucleotideo foward e 0,3uM de oligonucleotideo reverse, 1uL
de DNA gendmico e agua ultrapura estéril suficiente para completar 20uL. O programa de
amplificacdo consistiu de desnaturacdo inicial a 95°C por 5 min., seguida por 29 ciclos de
desnaturacdo a 95°C por 30 seg., anelamento a 55°C por 1 min; extensdo a 72°C por 1 min. 30
seg. e uma extensao final a 72°C por 10 min. As reacOes de amplificagdo foram conduzidas em
termociclador Veriti™ Thermal Cycler (Applied Biosystems). ApOs reacdo de PCR, a
amplificagdo de cada amostra foi comprovada através de eletroforese em gel de agarose 2%

corado com Gel Red (Uniscience).~300bp (tamanho do amplicon).

5.6.4. Purificagdo e quantificacao da biblioteca

As PCRs foram submetidas as etapas de purificacdo utilizando bead magnética
Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter), para remocédo de fragmentos muito pequenos da
populacdo total de moléculas e restos de primers e reacdo. Apos essa etapa, realizou se a
quantificacdo pela metodologia de PCR em tempo real em termociclador QuantStudio 3 Real
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Time (Applied Biosystems) e Kit KAPA-KK4824 (Library Quantification Kit -
Illumina/Universal), todos de acordo com protocolo do fabricante.

Gerou-se um Pool equimolar de DNA, atraves da normalizacdo de todas as amostras a
3nM, para realizacao do sequenciamento, o qual foi conduzido utilizando-se o sistema lllumina
MiSeq de sequenciamento de nova geragéo (lllumina® Sequencing) e kit MiSeq Reagent Kit
V2 Micro 300 ciclos — leitura de 2 x 150pb.

5.6.5. Bioinformatica

As analises foram realizadas através da plataforma QIIME2 ver 2019.10. As sequéncias
foram filtradas por qualidade e agrupas em unidades taxondmicas (OTUSs) utilizando-se 97%
de similaridade entre as sequéncias. Uma sequéncia representativa de cada OTU foi utilizada
para a construgdo de uma arvore filogenética que foi utilizada nas andlises de beta-diversidade.
A proporgdo de cada OTU em cada amostra foi utilizada para as anélises de alfa e beta-
diversidade. Os indices de alfa-diversidade foram calculados: Shannon’s diversity index (indice
quantitativo que mede a riqueza de cada amostra); quantidade de OTUs em cada amostra e
Evenness (ou Pielou’s Evenness; uma medida da uniformidade de cada amostra). As sequéncias
também foram comparadas com banco de dados (Green Genes, versdo 13.5) para a analise

taxonOmica.

5.7. Protocolo de emagrecimento dos cées

Para o emagrecimento, os cdes obesos foram alimentados com a NEPP estimada de
acordo com a seguinte equagdo: NEPP = 70 x (PM)®"® = Kcal/dia (BRUNETTO et al., 2011b).

O PM foi calculado com base no peso inicial de cada cdo subtraindo-se 20%
(CARCIOFI et al., 2005; BRUNETTO et al., 2011b; PEREIRA NETO et al., 2018) e a
quantidade diaria de alimento fornecida foi determinada pela divisdo da NEPP pela energia
metabolizavel do alimento hipocalérico empregado no estudo (PremieR Nutricdo Clinica
Obesidade — Cées Médio e Grande Porte, PremieR Pet Industria e Comércio Ltda, Dourado,
Brasil). A composi¢do bromatoldgica na matéria natural e em ingredientes do alimento utilizado

no estudo esta apresentada na Tabela 3.
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Tabela 3. Composicdo bromatoldgica na matéria natural e em ingredientes! do alimento
hipocalérico utilizado no estudo.

unidade / 1000 kcal

Item % unidade / kg de EM?
Umidade 8,14 81,49 27,39
Proteina bruta 36,92 369,29 123,99
Extrato etéreo 10,27 102,79 34,59
Matéria mineral 5,61 56,19 18,89
Matéria fibrosa 10,37 103,79 34,89
Célcio 0,98 9,89 3,30
Fésforo 0,79 7,99 2,69
Energia metabolizavel - 2979kcal -

Farinha de visceras de frango, gliten de trigo, proteina isolada de suino, plasma suino em pd, ovo desidratado,
farinha de ervilha, cevada, quirera de arroz, celulose, polpa de beterraba, gordura de frango, 6leo de peixe,
hidrolisado de suino e frango, acido propidnico, antioxidante BHA, B-glucano, cloreto de potassio, cloreto de
sodio, extrato de yucca, frutoligossacarideos, gelatina hidrolisada (2,5%), L-carnitina, levedura seca de cervejaria,
parede celular de levedura (fonte de MOS), taurina, vitamina A, vitamina B12, vitamina C, vitamina D3, vitamina
E, vitamina K3, &cido folico, &cido pantoténico, biotina, cloreto de colina, niacina, piridoxina, riboflavina, tiamina,
ferro aminoacido quelato, iodeto de potéssio, manganés aminoécido quelato, proteinato de selénio, sulfato de
cobre, sulfato de ferro, sulfato de zinco, sulfato de manganés, zinco aminoéacido quelato, cobre aminoécido quelato.
2Energia metabolizavel.

A gquantidade calculada foi oferecida aos animais pelos tutores, de duas a trés vezes ao
dia, mediante o fornecimento de um pote medida previamente calculado. A dieta hipocalérica
foi padronizada para todos os cdes obesos que participaram do estudo. As avaliagfes dos
animais, calculos da taxa de perda de peso semanal e, reajustes na quantidade de alimento foram
realizadas a cada 15 dias. Além disso, o estimulo para a préatica de atividade fisica (em torno de
3 vezes por semana, por pelo menos 15 minutos) foi recomendada para todos os animais
participantes do protocolo de emagrecimento. Na Figura 4 estdo esquematizados todos 0S

periodos, anélises e os procedimentos experimentais que foram realizados no estudo.

Figura 4. Periodos, analises e os procedimentos experimentais que foram realizados.
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5.8. Analise estatistica

Os dados que apresentaram distribuicdo normal foram submetidos a analise de variancia
a 5% de significancia, utilizando-se também o PROC MIXED do programa Statistical Analysis
System, versdo 9.3 (SAS, 1995) e, quando detectadas diferencas entre as médias, essas foram
comparadas pelo teste de Tukey. Para a caracterizagdo da microbiota, as abundancias
observadas para cada Filo e Género foram avaliadas por Modelo Linear Generalizado,
considerando distribuicdo binominal e por meio do emprego da funcdo de ligacdo logit. O
modelo incluiu efeitos fixos de Grupos (Controle, Obesos e Emagrecidos), além dos efeitos
aleatorios de animal e residuo. Todas as analises foram realizadas por meio do procedimento
PROC GLIMMIX, do programa Statistical Analysis System, versdo 9,3 (SAS Institute Inc.,
Cary, NC, EUA). Valores de P<0,05 foram considerados significativos.

6 RESULTADOS

6.1. Animais

Doze animais obesos foram triados no inicio do projeto, no entanto dois tutores nao
continuaram devido a distancia, falta de tempo e, comprometimento com o emprego da dieta e
retornos. Assim, dez cées do grupo obeso continuaram e terminaram o programa de perda de

peso, atingiram o peso meta e, como previsto, compuseram o grupo emagrecido.

Para o grupo controle, foram triados animais e todos consumiram a dieta padronizada
durante o periodo de 28 dias, sem interrupgdo, até a realizacdo de todas as analises propostas.

A caracterizacdo completa dos animais do GO, GE e GC esta apresentada na Tabela 4.

Tabela 4. Caracterizagdo dos cdes incluidos no estudo.

Animal Raca Peso (kg) Idade (anos) ECC! EMM?
Grupo obeso (GO)
A SRD?® 24,4 4,0 9 2
B Yorkshire terrier 5,6 6,8 9 2
C Golden retriever 39,5 45 9 3
D Teckel 12,0 7,0 9 2
E SRD? 38,4 5,8 9 2
F SRD?® 34,6 7,5 9 2
G Border Collie 26,6 4,0 9 3
H Pinscher miniatura 3,5 57 9 2
I Pit bull 31,3 9,1 9 2
J SRD? 13,1 8,5 9 2
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A* SRD?®

B4 Yorkshire terrier
ct Golden retriever
D* Teckel

E* SRD?®

F4 SRD®

G* Border collie

H* Pinscher miniatura
14 Pit bull

J SRD?

K Border colie

L SRD?®

M SRD®

N West higlhland white terrier
@) Husky siberiano

P SRD?®

Q SRD3

R SRD?®

S SRD®

T Bulldog francés

Grupo emagrecido (GE)

19,3
44
30,6
10,0
30,8
26,3
20,2
2,7
23,7
8,7

Grupo controle (GC)

17,2
16,4
23,6
7,6
19,6
12,3
9,5
23,4
10,3
10,1

4,5
7,3
5,0
7,6
6,3
8,0
4,5
6,2
9,6

1,4
1,7
2,7
1,4
2,6
2,0
1,4
4,0
1,4
2,3

GO OO OUITOoOoO O U1 O

o1 o1 01 O1 01 O1 O1 01 O1

5

NN WWDNWWNW

NN OWNDNWDNDNWDN

3

! Escore de condicdo corporal; 2 Escore de massa muscular;  Sem raca definida; * Mesmos animais do grupo

obeso apds 0 emagrecimento.

6.2.Eritrogramas e leucogramas

Os resultados dos eritrogramas e leucogramas realizados nos animais do grupo controle

e grupo obeso para triagem e inclusdo no estudo estdo apresentados nos Apéndices 3 e 4,

respectivamente. Os valores de referéncia adotados foram os descritos por Kaneko (2008).

6.3.Programas de perda de peso

Os programas de perda de peso iniciaram no dia 13 de outubro de 2017 e finalizaram com

0 emagrecimento do Gltimo céo no dia 17 de julho de 2018. Os resultados do emagrecimento

dos animais estéo ilustrados na figura 5. A curva de emagrecimento ilustra o peso corporal e o

peso meta dos animais do grupo obeso ao longo de todos os programas de perda de peso,

respectivamente do animal A ao animal J.



Figura 5. Curvas de emagrecimento dos animais do Grupo obeso.
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O periodo médio de emagrecimento dos animais incluidos no estudo foi de 184 + 34, 94

dias e a taxa média de perda de peso semanal foi de 1,14 + 0,28%. A distribuicdo completa das

taxas de emagrecimento semanal esta ilustrada na Figura 6.

Figura 6. Taxa de perda de peso semanal dos animais incluidos no estudo.
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6.4. Exames biogquimicos

Na Tabela 5 estdo apresentados os resultados obtidos através do perfil bioquimico dos

animais do GO, GE e GC. Os resultados das variaveis proteina total (P=0,037) e creatinina

(P=0,023) do grupo emagrecido foram maiores em compara¢do com 0 grupo obeso. Com

relagcdo a alanina aminotransferase (P=0,055), os valores obtidos foram maiores no grupo de

cdes emagrecidos em relagdo aos animais do grupo controle e, quanto a aspartato

aminotransferase (P=0,010) - o grupo obeso apresentou maior concentragdo sérica que 0s

grupos emagrecido e controle. Nas demais determinagdes bioquimicas ndo foi observada

diferenca entre os grupos (P>0,05).



48

Tabela 5. Exames bioquimicos dos grupos obeso (GO), controle (GC) e emagrecido (GE).

Intervalo

Variavel GO GE GC referéncia’? EPM P

Albumina (g/dL) 3.22 3,23 2,75 2,60 -3,30 0,282 0,393
Glicose (mg/dL) 86,28 88,63 87,86 65-118,00 4,163 0,867
Proteinas totais (g/dL)  6,5% 7,322 66" 547,10 0,234 0,037
Ureia (mg/dL) 32,06 37,62 36,1 21 -59,09 3,851 0,590
Creatinina (mg/dL) 0,957 0,93%  1,144* 0,5-1,50 0,563 0,023
FAZ (UI/L) 21,62 19,4 18,21 20-156,00 3,534 0,789
Colesterol (mg/dL) 169,4 190,32 178,61 135-270,00 20,904 0,786

Triglicérides (mg/dL) 67,07 57,2 49,38 20-112,00 8,257 0,319
AST3 (UI/L) 18,174 16,6A% 11,24 10-88,00 1,207 0,010

ALT*(UI/L) 19,677 23514 13,39® 10-88,00 2,923 0,055

A-B Médias seguidas de letras diferentes nas linhas se diferenciam em 5% no teste de Tukey ajustado pelo Proc
Mixed.! Valores de referéncia segundo Kaneko (2008); 2Fosfatase alcalina; *Aspartato aminotransferase; “Alanina
aminotransferase.

6.5. Composicao corporal

Os animais selecionados para compor o0 grupo obeso apresentaram escore de condicao
corporal superior aos animais do grupo controle (P<0,001) e, ap6s 0 emagrecimento ndo houve
diferenca entre o grupo emagrecido em comparagdo ao controle (Tabela 6). N&do foram
observadas diferencas de peso entre os grupos avaliados e, ao exame de composicao corporal,
a porcentagem de massa gorda média, tanto em porcentagem (P<0,001) quanto em quilos
(P=0,0053), foi superior no grupo obeso e, apds o emagrecimento, esses valores foram
semelhantes ao grupo controle. Alem disso, o programa de emagrecimento resultou em aumento

da massa magra (%) dos animais obesos (P<0,001).
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Tabela 6. Peso, escore de condi¢do corporal e composigédo corporal dos grupos obeso (GO),
controle (GC) e emagrecido (GE).

Variavel GO GC GE EPM P

ECC! 9A 58 5,78 0,8819  <,0001
Peso corporal (kg) 22,8 14,96 17,67 3,309 0,2529
Gordura (kg) 8,42* 2,898 4,348 1,5978  0,0053
Massa magra (kg) 14,37 12,29 13,33 2,3602  0,8259
Gordura (%) 36,93 17,218 24,058 2,0391 <,0001
Massa magra (%) 63,06 82,488 75,958 2,0391  <,0001

Legenda: * Escore de condicdo corporal; B Médias seguidas de letras diferentes nas linhas se diferenciam em 5%
no Teste de Tukey ajustado pelo Proc Mixed.

6.6. Caracterizagdo da comunidade bacteriana por Miseq Illumina

Com base nos resultados obtidos pela técnica de T-RFLP (diversidade e riqueza), 30
amostras fecais, sendo 10 amostras de animais obesos (ECC 9/9 e EMM 3/4), 10 amostras de
animais emagrecidos (ECC 5/9 e EMM 3/4) e 10 animais controle (ECC 5/9 e EMM 3/4) foram
escolhidas para a caracterizagdo da comunidade bacteriana, as quais foram sequenciadas em
“multiplexing” na plataforma MiSeq Illumina.

A tecnologia de sequenciamento de proxima geracao (NGS, em inglés, next generation
sequencing) avancou rapidamente a compreensao da ecologia microbiana e, para a obtencédo de
uma base confiavel sdo necessarias varias observacdes de uma mesma regido. Dessa forma, a
cobertura de sequenciamento, que descreve o nUmero médio de leituras que cobrem as bases de
referéncia conhecidas (ILLUMINA), deve ser ampla o suficiente para garantir a precisao das
informagdes obtidas e diminuir possiveis erros. Neste estudo foram geradas 1.384.661
sequéncias e, estas foram agrupadas em OTUs por meio do uso do algoritmo UPARSE-OTU
com 97% de similaridade. Na pesquisa filogenética e genética de populacdes, a unidade
taxonémica operacional (OTU, em inglés, operational taxonomic unit) é o conjunto artificial
de determinado taxon para facilitar a analise. O minimo de OTUs e sequéncias geradas por
amostra foi respectivamente de 27 e 27.057 e 0 maximo de 106 e 64.552, com média de 64,85
+19,41 e 46.155,37 + 8.398,29. O numero de sequéncias e OTUs observadas para cada amostra

estdo apresentados na tabela 7.



Tabela 7. NUmero de sequencias e OTUs observadas em cada amostra experimental.

Animal Contagem de sequéncias OTUs observadas
Amostra 1 GO! 41.930 63,0
Amostra 2 GO 35.853 60,0
Amostra 3 GO 54.939 80,0
Amostra 4 GO 42.403 60,0
Amostra 5 GO 52.186 86,0
Amostra 6 GO 41.438 37,0
Amostra 7 GO 50.863 73,0
Amostra 8 GO 47.995 67,0
Amostra 9 GO 47.116 65,0
Amostra 10 GO 41.275 58,0
Amostra 1 GE2 38.432 70,0
Amostra 2 GE 33.587 51,0
Amostra 3 GE 55.784 80,0
Amostra 4 GE 47.686 59,0
Amostra 5 GE 36.979 49,0
Amostra 6 GE 40.459 27,0
Amostra 7 GE 64.552 96,0
Amostra 8 GE 57.344 81,0
Amostra 9 GE 47.106 63,0
Amostra 10 GE 44,020 43,0
Amostra 1 GC3 49.312 88,0
Amostra 2 GC 43.994 49,9
Amostra 3 GC 44.637 49,0
Amostra 4 GC 27.057 56,0
Amostra 5 GC 48.189 43,0
Amostra 6 GC 40.979 46,0
Amostra 7 GC 56.539 106,0
Amostra 8 GC 43.826 68,8
Amostra 9 GC 44.842 62,9
Amostra 10 GC 63.339 95,0

Legenda: *Grupo obeso; 2Grupo emagrecido; 3Grupo controle.

Figura 7. Numero de leituras para cada grupo experimental.
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6.7 Taxonomia

Foram identificados 7 filos e 51 géneros diferentes entre os 3 grupos experimentais. A
representacdo grafica da evolucdo filogenética bacteriana observada esté ilustrada na figura 8.

Dentre os filos encontrados, Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria e
Fusobacteria foram detectados em todos 0s 3 grupos, 0 que ndo ocorreu para os filos Tenericutes
e Deferribacteres, que ndo foram verificados em pelo menos um dos grupos. Assim, ndo foram
incluidos nas analises estatisticas.

Dos géneros obtidos, Adlercreutzi, Alistipes, Arthrobacter, Bifidobacterium, Bilophila,
Campylobacter, Candidatus, Clostridium, Arthromitus, Coprobacillus, Desulfovibrio,
Dialister, Enterococcus, gut, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Megasphaera,
Mucispirillum, Odoribacter, Oscillospira, Parabacteroides, Paraprevotella, Peptococcus,
Pseudoramibacter_Eubacterium, Roseburia, Ruminococcus, Sarcina, Slackia, Staphylococcus,
Streptococcus, Succinivibrio e Weissella tambem foram excluidos das analises estatisticas pelo
mesmo motivo citado anteriormente. Em especial, 0 género Bifidobacteria ndo foi encontrado
em animais obesos, no entanto, foi identificado nos grupos emagrecido e controle. Desta forma,
foram incluidos na analise estatistica os seguintes géneros: Allobaculum, Anaerobiospirillum,
Bacteroides, Blautia, Butyricicoccus, Catenibacterium, Clostridium, Collinsella, Coprococcus,
Dorea, Eubacterium, Faecalibacterium, Fusobacterium, Helicobacter, Megamonas,

Phascolarctobacterium, Prevotella, Ruminococcus, SMB53, Sutterella e Turicibacter.



Figura 8. Arvore filogenética dos microrganismos encontrados nas
amostras fecais dos trés grupos experimentais.
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6.8 indices de diversidade

Né&o foram encontradas diferencas na riqueza de microrganismos por meio do indice de
diversidade filogenética de Faith (Faith’s phylogenetic diversity index) entre cdes obesos,
emagrecidos e controle (figura 9). No entanto, a uniformidade intestinal da microbiota (Pielou’s
evenness index) foi maior em cées obesos do que em cdes emagrecidos (P=0,0493) e controle
(P=0,0101) (figura 10). Nao houve diferenca nos indices de uniformidade de Pielou entre os

caes emagrecidos e controle (P=0,6501).

Figura 9. Indice de diversidade filogenética de Faith dos grupos experimentais.

8.5~

8.0+

faith_pd

1

GO GE* GC

Legenda: 'Grupo obeso; 2Grupo emagrecido; *Grupo controle.

Figura 10. indices de uniformidade de Pielou dos grupos experimentais.
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6.9 Filos

A frequéncia relativa dos filos para cada grupo experimental esta representada na figura
11. O padrdao de distribuicdo dos filos bacterianos dentro de cada grupo denota a
heterogeneidade dos microrganismos encontrados.

A abundancia relativa dos filos encontrados nos grupos experimentais esta apresentada
na figura 12. Os filos predominantes entre 0s grupos obesos, emagrecidos e controle foram o
Firmicutes (53,01%; 54,82%; 71,98%), seguido de Bacteroidetes (20,47%; 22,88%; 15,66%) e
Fusobacteria (22,45%; 14,85%; 9,45%). Dentre todos, o programa de perda de peso modulou
de forma positiva os filos Actinobacteria (P=0,0128) e Firmicutes (P=0,0189). O filo Firmicutes
foi encontrado em maior quantidade no grupo controle, quando comparado com o0 grupo obeso
e, em quantidade semelhante ao grupo emagrecido. Em relacéo ao filo Actinobacteria, ndo foi
observada diferenca do grupo controle com obesos e emagrecidos. Ao nivel de 10% de
significancia, a abundancia relativa do filo Bacteroidetes (P=0,0942) foi superior em animais
emagrecidos, no entanto, ndo foi observada diferenca quando comparado o grupo obeso com
os outros dois grupos. Também ndo foi observada diferenca entre os grupos para os filos
Fusobacteria (P=0,2664) e Proteobacteria (P=0,1644).



Figura 11. Distribuicdo dos filos e géneros bacterianos entre 0s grupos experimentais.
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Figura 12. Abundancia relativa dos filos encontrados nos grupos experimentais.
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6.10 Géneros

Na figura 11 é possivel verificar a frequéncia relativa dos géneros bacterianos nos trés
grupos experimentais e pode-se observar grande heterogeneidade entre eles. Na figura 13 estdo
apresentadas as abundancias relativas aos géneros pertencentes aos filos Bacteroidetes,
Actinobacteria, Fusobacteria e Proteobacteria; e na figura 14, os géneros pertencentes ao filo
Firmicutes. O género predominante, independente da condicéo corporal foi Clostridium (42,43
— 25,51%), seguido de Bacteroides (20,48 — 19,03%) e Blautia (13,31 — 11,85%). O programa
de perda de peso modulou de forma positiva o género Dorea (P<,0001) e negativamente 0
Faecalibacterium (P=0,0114). A respeito do género Dorea, foi observada maior concentracao
no grupo emagrecido em comparacdo com o0s obesos e, semelhancga do grupo controle com o
obeso e emagrecido. Resultado semelhante ocorreu com o género Faecalibacterium, onde a
concentracdo do grupo controle foi similar aos grupos obesos e emagrecidos, mas 0 grupo
emagrecido apresentou menor concentracdo em relacdo aos obesos. Para o género Bacteroidetes
(P=0,0243), a concentracdo relativa foi maior no grupo emagrecido em relacéo ao controle, mas
semelhante entre obesos e 0s outros dois grupos. O mesmo aconteceu para o género Clostridium
(P=0,0414), com a diferenca de que a concentracdo do grupo controle foi superior em relacéo
ao GE. No género Sutterella (P=0,0095), o grupo obeso diferiu do grupo controle, mas foi
semelhante ao grupo emagrecido. Para os demais géneros ndo houve diferenga entre 0s grupos
estudados (tabela 8).
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Figura 13. Abundancia relativa dos géneros pertencentes aos filos
Bacteroidetes, Actinobacteria, Fusobacteria e Proteobacteria.
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Figura 14. Abundancia relativa dos géneros pertencentes ao filo Firmicutes.
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Tabela 8. Abundancia relativa de filo, familia e género bacteriano encontrados nos grupos experimentais.
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Filo Familia Género GO GE GC P
Actinobacteria 0,385+ 0,186° 1,344 + 0,505 0,392 £ 0,213"8 0,0128
Coriobacteriaceae Collinsella 0,774 + 0,358 0,730 + 0,348 0,560 + 0,334 0,9088
Fusobacteria 2,340 + 0,156 1,977 £ 0,170 2,073 £ 0,206 0,2664
Fusobacteriaceae Fusobacterium 2,049 + 0,246 2,075+ 0,304 1,464 + 0,240 0,1949
Proteobacteria 1,063 + 0,248 1,185 + 0,266 0,617 + 0,161 0,1644
Helicobacteraceae Helicobacter 0,563 + 0,265 1,241 + 0,452 0,480 + 0,261 0,2982
Alcaligenaceae Sutterella 1,725 + 0,326% 0,984 + 0,24748 0,493 +0,1708 0,0095
Succinivibrionaceae Anaerobiospirillum 0,345 + 0,439 1,013+ 0,514 1,048 + 0,675 0,7046
Bacteroidetes 1,864 + 0,258% 2,076 £ 0,286° 1,365 + 0,201° 0,0942
Paraprevotellaceae Prevotella 2,133 +£0,377 1,371+ 0,381 1,303 £ 0,312 0,1859
Bacteroidaceae Bacteroides 1,987 + 0,300"B 2,359 + 0,351* 1,325 + 0,2208 0,0243
Firmicutes 1,403 +0,1418 1,634 +0,1634 1,785 + 0,175"8 0,0189
Erysipelotrichaceae Allobaculum 0,564 + 0,250 0,601 + 0,316 0,630 + 0,250 0,9828
Catenibacterium 0,720 +£ 0,383 1,536 + 0,550 0,498 +£ 0,216 0,1408
Eubacterium 0,773 +£0,310 0,257 £ 0,179 0,612 £ 0,276 0,4243
Turicibacteraceae Turicibacter 0,220 £ 0,173 1,035 + 0,448 0,790 + 0,385 0,1836
Lachnospiraceae Coprococcus 0,236 + 0,343 0,398 + 0,445 0,316 + 0,229 0,9603
Dorea 0,874 + 0,208° 1,846 + 0,405* 0,824 +0,219”8 <.0001
Ruminococcaceae Faecalibacterium 5,038 + 1,379 1,445 + 0,4958 2,553 + 0,755%8 0,0114
Ruminococcus 1,290 + 0,367 2,024 + 0,495 0,887 + 0,256 0,0386
Butyricicoccus 0,270 +£0,173 0,509 + 0,291 0,326 £ 0,190 0,7489
Veillonellaceae Megamonas 0,975+ 0,385 0,630 £ 0,319 1,368 £ 0,540 0,4776
Phascolarctobacterium 0,621 + 0,248 1,133 £ 0,319 0,678 £0,274 0,4020
Clostridiaceae SMB53 0,333 +0,333 0,579 +£ 0,253 0,400 + 0,365 0,8480
Peptostreptococcaceae  Clostridium 2,841 +0,4338 2,683 +0,414" 4,569 + 0,649 0,0414
Lachnospiraceae Blautia 1,313 +£ 0,207 1,451 +£0,217 1,303 £ 0,201 0,7442

Legenda: ~-B Médias seguidas de letras diferentes nas linhas se diferenciam em 5% no Teste de Tukey-Kramer;

&b Médias seguidas de letras diferentes nas linhas se diferenciam em 10% no Teste de Tukey-Kramer.
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7. DISCUSSAO

Todos os cées que participaram do programa de perda de peso apresentaram consumo
satisfatorio do alimento hipocalorico utilizado, o que demonstra boa aceitacdo, sendo
caracteristicas do alimento o alto teor proteico e, boa palatabilidade, mesmo com baixos teores
de gordura em sua composigdo. Durante 0 emagrecimento, os cdes foram pesados e avaliados
a cada 15 dias e nenhuma alteracdo clinica foi observada. A frequéncia quinzenal de avaliagédo
possibilitou acompanhar e avaliar a qualidade das fezes, cujas alteracfes ndo foram observadas
em nenhum momento do periodo experimental. Por fim, apesar da diferenca encontrada para a
proteina total, creatinina, AST e ALT, todos os valores dos grupos avaliados encontraram-se

dentro do intervalo de referéncia para a espécie (KANEKO, 2008).

A porcentagem de perda de peso corporal média por semana ficou dentro do
recomendavel para cdes, entre 1 e 2% (LAFLAMME et al., 1997b). Estes resultados sdo de
suma importancia, pois demonstram que o programa de emagrecimento em todos 0s animais
foi realizado de maneira saudavel e adequada. Trabalhos em geral, com animais de proprietario,
resultaram em taxa semanal inferior a 1,0% (CARCIOFI et al., 2005; GERMAN et al., 2007;
BRUNETTO et al., 2008; BRUNETTO, 2010). Os estudos citados encontraram taxas de perda
de peso semanal de 0,75%; 0,85%; 0,80% e 0,70% respectivamente; a menor porcentagem de
perda de peso dos cées domiciliados pode ser explicada principalmente devido a
indisponibilidade dos mesmos em cumprir o protocolo terapéutico estabelecido, fornecendo
mais calorias do que o calculado para os animais (BRUNETTO, 2010), aspecto ndo observado

em nosso estudo, pois os tutores seguiram adequadamente o protocolo estabelecido.

Todos os animais do grupo obeso apresentavam ECC 9, o que indica obesidade. Ao
exame de composicdo corporal, a porcentagem média de massa gorda desses animais foi
superior a 40% e, é importante salientar que estes cdes estavam obesos ha pelo menos 2 anos.
O ponto-chave de um programa de perda de peso € a reducdo da ingestdo energética (LINDER
etal., 2012; LINDER et al., 2013), a fim de promover o balanco energético negativo associado
a manutencdo da massa magra (MICHEL, 2012), e isto foi observado em nosso estudo, pois
apesar da diferenca de composigéo de massa gorda, a massa magra nao apresentou diferencas
apos 0 emagrecimento, exceto quando expressa em porcentagem, onde a diferenca é apenas
observada por um quesito de relacdo percentual. Isso € essencial, pois o tecido muscular
corporal é metabolicamente ativo e garante maior gasto energético (LAFLAMME et al.,
1997b).
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Ao estudar a microbiota intestinal, diversos fatores como método de sequenciamento,
tipo de amostra, gendtipo, idade e sexo do hospedeiro, ambiente e dieta podem interferir nos
resultados (BENSON et al., 2010; YATSUNENKO et al., 2012; BOLNICK et al., 2014; XU e
KNIGHT, 2015). Dessa forma, além dos cuidados com a padronizagdo dos animais e métodos
de coleta e sequenciamento, neste estudo, o delineamento foi realizado de forma que tivéssemos
atencdo especial em dois momentos: o periodo de padronizacdo da dieta e do programa de perda
de peso. O periodo de padronizacgéo da dieta, no qual os cdes obesos e controle foram incluidos
no inicio do estudo, teve como proposta diminuir a variagdo de composicao entre os diferentes
alimentos consumidos pelos animais antes de participarem do estudo, fator citado como
importante na caracterizacdo da microbiota fecal (HANDL et al., 2013; XU e KNIGHT, 2015).
Dessa forma, pode-se afirmar com mais certeza que os resultados do perfil de microrganismos
observado entre 0s animais obesos e controle apresentaram menor influéncia dietética, mesmo
se tratando de animais de diferentes proprietarios. Outro importante cuidado no delineamento
do estudo foi com relacdo aos programas de perda de peso. As estratégias utilizadas durante
este periodo para garantir o sucesso do emagrecimento envolvem o perfil do alimento
(CARCIOFI et al., 2005; BRUNETTO et al., 2011b; BROOKS et al., 2014; PEREIRA-NETO
etal., 2018) e, portanto, os efeitos do consumo de dietas hipocal6ricas, com alto teor de proteina
e reduzido teor de gordura, associado a restricdo energética ndo puderam ser separados dos
nossos resultados. Assim, foi possivel avaliar os efeitos do emagrecimento e todas as estratégias
atreladas a ele. Além disso, vale ressaltar que este estudo é um dos poucos que avaliaram o
efeito do emagrecimento na microbiota fecal de cdes naturalmente obesos (KIELER et al.,
2017). O presente trabalho forneceu uma comparacao experimental detalhada de filos e géneros
bacterianos encontrados nas fezes de caes na condicéo obesa e apés a reducéo de 20% do peso

corporal dos mesmos animais e de cdes em escore de condicao corporal ideal.

Embora ainda controverso, € ao nascimento que o trato gastrintestinal dos mamiferos
passa a ser colonizado pelos microrganismos, o que leva também a colonizacao de praticamente
todas as estruturas do hospedeiro que estdo em contato direto com o ambiente externo
(PALMER, 2007; DOMINGUEZ-BELLO, 2010; HEISS, 2018). O intestino, particularmente
o0 cblon, possui maior abundancia em bactérias, virus, fungos e archea (ECKBURG et al., 2005;
TURNBAUGH et al., 2007; SUCHODOLSKI, 2011; ZHAO, 2013; SHREINER et al., 2015).
A microbiota intestinal é composta por milhdes de microrganismos e varia ao longo do 6rgao,
principalmente devido as diferencas de pH e concentracdo de oxigénio. Estes fatores afetam a
capacidade de diferentes bactérias colonizarem o intestino, levando a variac@es regionais na
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composigdo da microbiota (DONALDSON et al., 2016). O ambiente luminal e mucosas do
intestino delgado apresentam em maior parte microrganismos facultativos anaerdbicos e aero
tolerantes, enquanto no colon, observa-se principalmente microrganismos estritamente
anaerdbicos (DONALDSON et al., 2016). Em humanos, a maioria dos microrganismos
pertencem aos filos Firmicutes e Bacteroidetes e, em menor grau, Actinobacteria,
Proteobacteria, Verrucomicrobia, Fusobacteria e Euryarchaeota (BACKHED et al., 2015). Em
trabalho realizado por Suchodolski et al. (2008), os autores identificaram em cées saudaveis a
predominancia da ordem Clostridiales, do filo Fimicutes, no duodeno (40%) e jejuno (39%), e
estes eram altamente abundantes no ileo (25%) e no célon (26%). Além disso, 0s géneros
Clostridium cluster X1 e Clostridium cluster XIVa, do mesmo filo, eram mais abundantes no
intestino delgado e c6lon proximal, respectivamente. Fusobacteriales e Bacteroidales foram a
ordem bacteriana mais abundante no ileo (33%) e no célon (30%). As Enterobacteriales foram
mais comumente observadas no intestino delgado do que no célon e Lactobacillales foram
identificadas em todos os segmentos do intestino. Honneffer et al. (2017), por meio de analise
molecular de sequenciamento 16S rRNA de amostras do duodeno, ileo, colon e reto de caes
adultos saudaveis, encontraram prevaléncia nos filos Proteobacteria, Firmicutes, Fusobacteria
e Bacteroidetes. Exceto Fusobacteria, todos os filos demonstraram abundancia alterada nas
diferentes porgcfes do intestino apds a correcdo para multiplas comparacfes e, quando
contrastados em pares de regido, o filo Actinobacteria teve menor concentracdo em ileo
comparado ao reto e, Proteobacteria apresentou maior concentra¢do em duodeno comparado a
reto. Semelhante ao encontrado nos estudos citados, no presente trabalho foram encontrados 0s
filos Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, Fusobacteria e Proteobacteria nos trés grupos
experimentais, de forma que, a prevaléncia em cdes com escore de condi¢do corporal ideal foi
de Firmicutes (71,98%), seguido de Bacteroidetes (15,66%) e Fusobacteria (9,45%). Neste

mesmo grupo de cdes em escore ideal, a predominancia do género Clostridium foi observada.

A estreita interacdo entre o hospedeiro e a microbiota intestinal pode influenciar no
desenvolvimento, fisiologia e metabolismo do hospedeiro (ZEISEL, 2004; SONNENBURG,
2005; NRC, 2006; CHANG et al., 2009; FUKUDA, 2011 TIZARD et al., 2018). Em adi¢do a
esta estreita relacdo, as alteragfes na composi¢do das comunidades comensais residentes em
relacdo a comunidade encontrada em individuos saudaveis também estdo relacionadas com
diversas alteracdes fisioldgicas ja descritas neste trabalho. Assim, evidéncias demonstraram que
0os membros da microbiota tém contribui¢fes diversas e ndo redundantes para a saude do

hospedeiro, como microrganismos que promovem o desenvolvimento de redes anti-
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inflamatorias, enquanto outros induzem respostas inflamatdrias protetoras (FAITH, 2014) ou
estdo relacionados ao metabolismo de acidos graxos (TURNBAUGH et al., 2006; SAMUEL et
al., 2008), outros participam da biossintese de vitaminas (NICHOLSON et al., 2012),
metabolizam lipideos (CANI et al., 2007; SERINO et al., 2012) e &cidos biliares (SWANN et
al., 2011). Além disso, embora algumas interacfes entre hospedeiro e microbiota possam ser
iniciadas por varias espécies, outras envolvem um relacionamento mais intenso com membros
exclusivos da comunidade (FAITH, 2014). Sob este aspecto, segundo Petersen e Round (2014),
um importante fator relacionado a disbiose pode ser a perda da diversidade microbiana total.
Em estudo realizado por Li et al. (2017), os autores apontaram que o0 aumento da diversidade
pode ser um fator importante ou até um marcador de microbiota saudavel do microbioma
canino, contudo, mais estudos sdo necessarios para a confirmacao dessa hipotese em cées. Em
trabalho realizado por Handl et al. (2013), os autores ao avaliarem cdes Beagle de proprietarios,
tanto em condicdo corporal ideal quanto obesos, ndo observaram diferencas no indice de
diversidade de Shannon (diversidade alfa), uniformidade (homogeneidade) e no nimero de
unidades taxonémicas operacionais (OTU), quando compararam cdes obesos e magros; porém,
0s autores ndo correlacionaram estas informac6es como algo desejavel ou ndo. Salas et al.
(2018), utilizaram a metodologia de sequenciamento de préxima geracdo (next generation
system - NSG) para avaliar as fezes de seis cdes Beagle de um centro de pesquisa antes e ap0s
0 emagrecimento. Neste estudo, os pesquisadores encontraram menor nimero de OTUs para
género e espécie em cdes emagrecidos, no entanto, o nimero total estimado de espécies foi
maior nestes mesmos animais (por meio do indice Chao), apesar da manutencdo da
uniformidade (medida de diversidade relacionada a homogeneidade da distribuicdo de
abundancia) e diversidade de espécies (indice de diversidade de Shanon). O trabalho concluiu
gue a biodiversidade da microbiota aumentou entre o inicio do emagrecimento e o fim. Em
nosso estudo, o emagrecimento resultou em diminuicdo do ndmero de OTUs e ndo houve
alteracdo na diversidade alfa (riqueza e diversidade das espécies em um determinado habitat)
das fezes entre os grupos controle, obesos e emagrecidos, entretanto, a uniformidade foi
semelhante entre os animais controle e emagrecidos e maior nas fezes de cdes obesos em
comparagdo com as fezes dos cées emagrecidos e em condicdo corporal ideal. Esse resultado
pode sugerir gue 0 emagrecimento aumentou a biodiversidade dos cdes emagrecidos, descrito
acima como possivel marcador de microbiota saudavel do microbioma canino.

Fortes evidéncias reforcam a ligagdo etioldgica entre obesidade e certas formas de
disbiose intestinal em humanos e animais modelo (BACKHED et al., 2004; TURNBAUGH et
al., 2006; LEY et al., 2010) e cdes (HANDL et al., 2013; KIELER et al., 2017; SALAS et al.,
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2018). Para Barko et al. (2018), as células dos microrganismos e do hospedeiro compdem um
organismo hibrido multiespecifico que atua de forma dindmica e simbidtica em termos de
composicdo celular, diversidade genética e capacidade metabdlica. O genoma destes
microrganismos que habitam o trato gastrointestinal (o microbioma) codificam capacidades
metabdlicas ndo desenvolvidas pelos seres humanos (TURNBAUGH et al., 2006; BACKHED
et al., 2015). Assim, as alteragdes na microbiota intestinal, que ocorrem pela diminuicdo da
diversidade de espécies, mudancas no ambiente inflamatdrio intestinal e sistémico e as relacdes
metabolicas alteradas entre os microrganismos e hospedeiro (BARKO et al., 2018), podem ter
associacdo com a obesidade. Estes mecanismos podem ser explicados pelo aumento do
aproveitamento da energia da dieta (BACKHED et al., 2004; TURNBAUGH et al., 2006),
alteracdes induzidas por microrganismos no metabolismo lipidico do hospedeiro, sinalizacdo
microbiana através dos sistemas enddcrinos do hospedeiro e inflamacgéo crénica de baixo grau,
levando a resisténcia a insulina (CANI et al., 2007; LEY, 2010).

Um estudo metagendmico conduzido por Turnbaugh et al. (2006) descobriu que a
microbiota fecal de seres humanos obesos possui maior quantidade de genes que determinam o
aproveitamento de energia da dieta através da producdo de &cidos graxos de cadeia curta
(AGCC). Os AGCCs sdo uma fonte de energia direta, mas também sdo moléculas de
sinalizacdo, que atuam em receptores (GPR41) nas células enteroenddcrinas para diminuir o
tempo de trénsito intestinal, aumentar a recuperacdo de AGCCs e promover a adiposidade
(SAMUEL, 2008). Alem disso, a capacidade aprimorada da microbiota intestinal em degradar
compostos indigestiveis da dieta pode ter um impacto no balanco energético, ou seja, afeta o
equilibrio entre a quantidade de energia ingerida como alimento e a quantidade gasta durante o
metabolismo em repouso, bem como o efeito térmico da comida, atividade fisica e perda nas
fezes e na urina (TURNBAUGH et al., 2006). Os mesmos autores apontaram que 0O
aproveitamento da energia da dieta produzida por mudangas na ecologia microbiana intestinal
n&o precisa ser grande para contribuir no ganho de peso (TURNBAUGH et al., 2006). Em seres
humanos, pequenas alteracdes no balango energético, ao longo de um ano, podem resultar em
mudangas significativas no peso corporal (FLEGAL & TROIANO, 2000). Em estudo
conduzido com animais modelo (camundongos), os autores verificaram que a microbiota
suprime, no intestino, a expresséo do fator de adipocito induzido pelo jejum (Fiaf, em inglés,
Fasting-induced adipocyte factor), um inibidor da lipoproteina lipase (LPL). A presenca dos
microrganismos no trato gastrointestinal resulta, portanto, no aumento da LPL, que nos

adipdcitos melhora o armazenamento de triglicerideos derivados do figado (BACKHED et al.,
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2004). Esta pesquisa sugere que animais livres de microrganismos sdo “protegidos” da
obesidade induzida pelo consumo de alimentos com alto teor de gordura e agtcar. Além disso,
o transplante de microbiota convencional nos camundongos adultos livres de microrganismos
resultou em aumento importante na gordura corporal, apesar da restricdo energética
(BACKHED et al., 2004).

O aumento da adiposidade, assim como o metabolismo alterado de lipideos e
carboidratos, pode estar relacionado a mudancas no microbioma através de varios mecanismos,
incluindo interacBes com o sistema imune inato e inflamacéo através de receptores toll-like,
absorcdo intestinal e permeabilidade aos lipopolissacarideos (LPS) e modificacdes bacterianas
do &cido biliar (CAESAR, 2010; JOYCE, 2014). O lumen intestinal humano serve como
reservatorio de LPS, que € o principal componente da membrana externa de bactérias gram-
negativas (BERG, 1996). Estudo em humanos, sugere que o LPS € absorvido continuamente a
uma taxa baixa no intestino (CREELY, 2007); e Cani et al. (2007) ao avaliarem camundongos,
demonstraram ligacdo direta entre concentragcdes plasmaticas de LPS e doengas metabdlicas
por infusdo cronica de baixas concentracfes de LPS por via subcutanea, por 4 semanas. O
aumento de LPS circulante correspondeu as concentracfes observadas em camundongos
alimentados com dieta com alta gordura e resultou em aumentos similares na glicemia de jejum
e insulinemia. As concentragcdes aumentadas de LPS correlacionaram-se com o aumento da
infiltracdo de macrdfagos no tecido adiposo e resisténcia insulinica. Em um recente trabalho,
com objetivo de determinar a importancia destes metabdlitos na modulacéo da satde intestinal,
camundongos germ-free foram colonizados com uma cepa de Bacteroides thetaiotaomicron
deficiente em esfingolipideos (BROWN et al., 2019). Os esfingolipideos sdo amino-alc6ois
alifaticos que servem como componentes estruturais ubiquos de todas as membranas celulares
eucaridticas e algumas procarioticas (HANNUN e OBEID, 2018), as quais sdo importantes
moléculas sinalizadoras na regulacdo da inflamagdo, imunidade, autofagia, crescimento e
sobrevivéncia (SPIEGEL & MILSTIEN, 2011; MACEYKA & SPIEGEL, 2014; MERRILL &
CARMAN, 2015; HANNUN & OBEID, 2018). A deficiéncia de esfingolipideos derivados de
bacteroides em camundongos resultou em inflamacdo intestinal e alteracdo de ceramidas do
hospedeiro, sugerindo que a producdo de esfingolipideos derivados de Bacteroides é essencial
para a manutencdo da homeostase e relagdo simbidtica com hospedeiros mamiferos (BROWN
et al., 2019). Em nosso estudo, ndo houve diferenca de abundancia do género Bacteroides em

animais obesos e controle quando comparados entre si, entretanto, os cdes emagrecidos tiveram
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maior concentragcdo em relacdo ao grupo controle. Este resultado pode indicar possivel melhora
na relagdo simbidtica entre hospedeiro e microbiota intestinal.

Estudos observaram que 0 aumento na proporcdo do filo Firmicutes e diminuicéo de
Bacteroidetes podem ter relacdo com o desenvolvimento da obesidade. Ley et al. (2006),
compararam camundongos geneticamente obesos e camundongos selvagens e, descobriram
mudanga marcante na composi¢cdo microbiana de ratos obesos, caracterizada por aumento
proporcional em Firmicutes e reducdo na abundancia do filo Bacteroidetes. Diversos estudos
descreveram resultados semelhantes em animais modelo (TURNBAUGH et al., 2006;
TURNBAUGH et al., 2009b), humanos (TURNBAUGH et al., 2009a) e cdes (MIDDELBOS
et al., 2010; HANDL et al., 2013). No entanto, com os avangos das ciéncias “Omicas” de
avaliacdo, verificou-se que a explicacdo da obesidade baseada somente em uma relacao
proporcional de niveis taxonémicos ndo é a mais adequada. Schwiertz et al. (2009) verificaram
que a proporcao de Firmicutes e Bacteroidetes ndo € determinante para ocorréncia de obesidade,
mas pode ser devido a quantidade de AGCC produzida por cada grupo bacteriano. No mesmo
estudo (SCHWIERTZ et al. 2010), ao compararem dois grupos de pessoas, 0S autores
encontraram menor concentracdo de Firmicutes no grupo obeso, resultado semelhante ao nosso
estudo, no qual houve maior abundéncia de Firmicutes em animais obesos emagrecidos. Assim,
uma das interpretacdes para a manifestacdo da obesidade consiste na excessiva producdo de
AGCC a partir dos carboidratos ndo digestiveis, aspecto que precisa ser melhor estudado em
caes. Tagliabue e Elli (2013) apontaram que essa hipotese de maior “aproveitamento de
energia” por pessoas obesas vai contra algumas informacdes publicadas em estudos
epidemioldgicos humanos, que sugerem que a alta ingestao de fibra alimentar (a principal fonte
de AGCCs, produzidos por fermentacdo) inibe o desenvolvimento da obesidade. Em nosso
estudo, a maior relacdo de Fimicutes e Bacteroiodetes foi observado em animais controle e o
emagrecimento aumentou esta propor¢do nos animais emagrecidos ao consumir a dieta de
emagrecimento contendo altos teores de fibra alimentar (6,4g/1000kcal no alimento controle e
34,89/1000kcal no alimento coadjuvante para emagrecimento).

Ainda sobre emagrecimento e dieta, Li et al. (2017) encontraram diminui¢do na razdo
de Firmicutes e Bacteroidetes ao avaliarem Beagles e Labradores retrievers obesos e
alimentados com dietas formuladas com altos teores de carboidratos em comparacdo com
alimento de alta proteina. Em humanos, Damms-Machado et al. (2015) verificaram que o
consumo de dietas com baixo teor de gordura resulta em aumento da razdo

Bacteroidetes/Firmicutes. Entretanto, resultados contrérios ja foram observados também em
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seres humanos adultos, onde alguns autores verificaram diminuicdo entre Firmicutes e
Bacteroidetes, ap0s a perda de peso, quando comparados com aqueles que foram alimentados
com dieta de baixa caloria (REMELY et al., 2015). Além disso, Ridaura et al. (2013) ao
avaliarem a adicdo de microrganismos em animais modelo (camundongo), com a microbiota
intestinal de gémeos humanos magros e obesos, observaram que a colonizagdo por
Bacteroidetes nos animais modelo transplantados com a microbiota dos gémeos obesos resultou
em diminuicdo da adiposidade, quando comparado com animais magros que habitavam o
mesmo ambiente e alimentados com dietas de baixo teor de gorduras e polissacarideos vegetais.
Estes resultados sugerem que espécies especificas da microbiota intestinal contribuem para a
supressao da obesidade e que a génese desta doenca tem interferéncia da dieta também. Em
nosso estudo, altas concentraces de Bacteroidetes (ao nivel de significancia de 10%) foram
observadas e, portanto, desejada no grupo de cdes emagrecidos. Outros autores ndo encontraram
diferencas nas concentracGes de Bacteroidetes entre seres humanos adultos magros, obesos e
até seis meses apos cirurgia gastrica do tipo by-pass (ZHANG et al., 2009) e criangas obesas e
magras (BALAMURUGAN et al., 2010). Em nosso trabalho, cdes obesos ndo apresentaram
diferenca em relacdo ao filo Actinobacteria quando comparado com o grupo de cdes em ECC
ideal, entretanto, ja foi relatado aumento deste filo em cées obesos e em sobrepeso (HANDL et
al., 2013, FORSTER et al., 2018).

No estudo realizado por Li et al. (2016), os autores compararam cepas desenvolvidas
em laboratdrio de Bifidobacterium bifidum BGN4 e Bifidobacterium longum BORI com cepas
de Lactobacillus casei 1BS041 e Lactobacillus acidophilus AD031 para avaliar seus possiveis
efeitos anti-obesidade. Os animais modelo, que consumiram dietas de baixa gordura, alta
gordura ou alta gordura associada a uma das cepas, ndo apresentaram diferenca na quantidade
de alimento consumida, entretanto a cepa de Bifidobacterium longum BORI inibiu o0 ganho de
peso nos camundongos, sem afetar a ingestdo de alimentos e, 0s grupos suplementados
apresentaram adipécitos com tamanhos significativamente menores do que os do grupo que
consumiram dieta de alta gordura. Estudos anteriores relataram que algumas cepas de
lactobactérias e bifidobactérias poderiam suprimir o ganho de peso de murinos alimentados
com uma dieta rica em gorduras (AN et al., 2011; WANG et al., 2015). Hamad et al. (2009)
relataram diminuicdo na absorgéo linfatica de triglicerideos, fosfolipidios e colesterol em ratos
alimentados com leite fermentado por Lactobacillus gasseri SBT2055. Em nosso estudo, o
grupo obeso ndo apresentou contagem para o género Bifidobacterium e, portanto, ndo foi
possivel de ser comparado com o0s grupos controle e emagrecidos. Entretanto, apds o
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emagrecimento houve o aparecimento deste género bacteriano, grupo importante para a

manutencdo do peso corporal apos o programa de perda de peso.

Kieler et al. (2017) avaliaram a microbiota de 18 cées adultos durante o emagrecimento
por um periodo de 12 semanas e encontraram como maior prevaléncia o género Fusobacterium,
seguido de Bacteroides, independente do programa de perda de peso (dieta associada a
atividade fisica ou apenas dieta). O mesmo estudo também apontou diferencas na microbiota
entre o inicio e a sexta semana, assim como entre o inicio e a décima segunda semana de
emagrecimento, para os géneros Sutterella, Fusobacterium e Megamonas; no entanto, nao foi
observada diferenca para o género Faecalibacterium. Além disso, os autores avaliaram possivel
correlagéo entre a taxa de perda de peso e a microbiota. A redugdo de contagem no género
Megamonas apresentou correlacdo com taxa de perda de peso mais rapida (> 1% por semana)
entre a semana zero e a sexta semana; e nao foi encontrada correlacdo entre a taxa de perda de
peso e as mudancgas nos géneros Suterella e Fusobacterium. Em nosso estudo, 0s géneros

Megamonas e Suturella ndo variaram entre os trés grupos.

Em estudo realizado por Remely et al. (2015), o qual avaliou a influéncia da dieta na
microbiota fecal de trinta e trés pessoas adultas obesas com base no 16S rDNA com PCR
quantitativo em tempo real, foi observado aumento das espécies Clostridium cluster IV e
Faecalibacterium prausnitti produtores de butirato, durante a intervencdo dietética
recomendada pelas diretrizes da Sociedade Alemd, Austriaca e Suica de Nutricdo para
"prevencao e terapia da obesidade". Nossos resultados indicam reducdo da concentracdo
relativa do género Faecalibacterium em cées emagrecidos em relacdo ao grupo obeso. Em
humanos, 0s grupos bacterianos Roseburia spp. e Faecalibacterium prausnitzii sdo 0s
principais produtores de butirato (LOUIS e FLINT, 2009) e o Faecalibacterium prausnitzii é
uma das espécies microbianas mais comuns no trato gastrointestinal saudavel (SCOTT et al.,
2013). Esta espécie foi descrita como menos abundante em pessoas obesas e correlacionada de
forma negativa com marcadores inflamatorios (SOKOL et al., 2008) por meio de mecanismos
que envolvem a inibigdo da secrecéo de interleucina-8 (IL-8) ou inducéo de interleucina-10 (IL-
10), o que inibe a producao de citocinas pré-inflamatérias como o TNF-alfa ou interferon-gama
(MURAI et al., 2009). Em resultados obtidos pelos mesmos caes deste estudo, Vendramini et
al. (2019) observaram menor expressdo génica de mRNA para IL-8 nos cdes emagrecidos
quando comparado ao grupo obeso, o que pode indicar reducdo do estado inflamatério e
melhora da saude intestinal destes animais. O mesmo estudo néo verificou diferenca para TNF-

alfa e IL-10 entre os trés grupos avaliados.
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Assim como os demais trabalhos que avaliaram a microbiota intestinal e fecal de cées,
esta pesquisa ainda possui limitagdes que podem servir de ensinamento e direcionamento para
futuros estudos. As principais limitacbes foram: o pequeno nimero de amostras, a grande
variedade de racas e ampla diferenca de idade entre os animais, a falta de uma segunda avaliacédo
da microbiota fecal dos cdes em escore ideal, apos a ingestdo da dieta com alta proteina e baixa

gordura.

8 CONCLUSOES

Os resultados encontrados, nas condicgdes de realizacdo do presente estudo, confirmam
a hipotese de que a composicdo da microbiota fecal de cées obesos é diferente da microbiota de
caes em escore de condicdo corporal ideal. Além disso, o programa de perda de peso constituido
de restricdo energética associada ao emprego de um alimento hipocal6rico comercial (baixa
energia e alta fibra e proteina) promoveu mudangas na microbiota fecal, no entanto, sua
constituicdo se manteve diferente da microbiota fecal de cdes em escore corporal ideal. Ao final
do estudo, o0s cdes emagrecidos apresentaram composicdo microbiana com maior
biodiversidade, maior abundancia de Actinobacteria, Firmicutes e Dorea e menor de
Faecalibacterium.
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Apéndice 1. Valores de eritrogramas encontrados nos grupos experimentais obesos e controle no inicio do estudo.
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Eritrocitos  Eritroblastos Hematocrito Hemoglobina V.C.M.!  H.C.M.2 C.H.C.M.2 Prot. Plasm. Total*  Plaquetas

Animal (milhdes/mm?) (%) (%) (g/dL) (mmd) (pY) (g/dL?) (g/dL) (mm?®)

Grupo obeso

A 7,16 0 52 18,30 72,80 25,60 35,10 6,60 209.000
B 7,60 0 53 17,30 69,74 22,76 32,64 8,00 248.000
C 7,00 0 49 16,30 70,00 23,29 33,27 7,80 239.000
D 7,60 0 53 17,00 69,74 22,63 32,45 7,40 270.000
E 7,60 0 53 17,60 69,74 14,30 23,16 7,60 246.000
F 7,00 0 49 16,30 70,00 23,29 33,27 8,40 277.000
G 7,00 0 47 16,50 67,14 23,57 35,11 8,40 110.000
H 7,60 0 50 16,80 65,79 22,11 33,60 6,80 417.000
I 7,60 0 53 17,60 69,74 14,30 23,16 7,60 246.00
J 7,60 0 53 17,60 70,01 23,25 33,21 8,40 210.00

Grupo controle

I 6,40 0 45 15,00 70,31 23,44 33,33 7,00 258.000
J 8,00 0 53 18,00 66,25 22,50 33,96 7,40 190.000
K 7,20 0 50 16,66 69,44 23,14 33,32 7,00 175.000
L 7,48 0 49 16,30 65,51 21,79 33,27 7,80 223.000
M 6,28 0 42 14,00 66,88 22,29 33,33 7,40 265.000
N 7,12 0 47 16,50 66,01 23,17 35,11 7,80 269.000
0] 7,31 0 50 16,10 68,40 22,02 32,20 7,00 373.000
P 6,80 0 51 16,30 75,00 23,97 31,96 8,00 375.000
Q 7,15 0 50 17,20 69,93 24,06 34,4 7,00 376.000
R 6,90 0 48 17.00 69,57 23,00 35,42 6,80 315.000

1 Volume corpuscular médio. 2Hemoglobina corpuscular média. 3 Concentragéo da hemoglobina corpuscular média. * Proteina plasmatica total.
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Apéndice 2. Valores de leucogramas encontrados nos grupos experimentais obesos e controle no inicio do estudo.

Leucdcitos Bastonetes Segmentados Linfécitos Mondcitos Eosinofilos Basofilos
Animal (mm?®) (%) (células/mm3) (%) (células/mm?) (%) (células/mms3) (%) (células/mm3) (%) (células/mm3) (%) (células/mmg)
Grupo obeso
A 7.900 0 0 59 4.661 28 2212 3 237 10 790 0 0
B 6.100 0 0 45 2.745 38 2318 0 0 17 1.037 0 0
C 12.400 0 0 42 5.208 28 3472 4 496 26 3.224 0 0
D 6.000 0 0 70 4.200 18 1080 2 120 10 600 0 0
E 7.700 0 0 62 4.774 18 1386 0 0 20 1.540 0 0
F 10.100 0 0 46 4.646 20 2020 4 404 30 3.030 0 0
G 12.400 0 0 61 7.564 10 1240 4 496 23 2.852 2 248
H 9.900 3 297 63 6.237 24 2376 6 594 4 396 0 0
I 7.700 0 0 62 44774 18 1.386 0 0 20 1.540 0 0
J 15.200 1 152 78 11.856 6 912 9 1.368 6 912 0 0
Grupo controle
I 8.100 0 0 62 5022 13 1053 6 486 19 1539 0 0
J 6.900 0 0 38 2622 41 2829 0 0 21 1449 0 0
K 12.000 0 0 49 5880 16 1920 1 120 34 4080 0 0
L 9.300 0 0 47 4371 22 2046 0 0 31 2883 0 0
M 10.900 0 0 60 6540 25 2725 3 327 12 1308 0 0
N 16.100 4 644 38 6118 34 5474 3 483 21 3381 0 0
0] 10.000 0 0 51 5100 30 3000 10 1000 9 900 0 0
P 10.700 0 0 46 4922 27 2889 3 321 24 2568 0 0
Q 11.200 0 0 50 5600 12 1344 5 560 33 3696 0 0
R 6.700 0 0 68 4556 18 1206 9 603 5 335 0 0
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