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RESUMO

NUNES, P. C. S. Obesidade canina e inflamacao: estudo dos microRNAs
envolvidos com a expressdo de macrofagos no tecido adiposo. 2022. 78 f.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos,

Universidade de Sao Paulo, Pirassununga, 2022.

O tecido adiposo € um 6rgdo metabdlico e enddcrino, tendo seus adipécitos a
capacidade de sintetizar e secretar vesiculas extracelulares (VES), permitindo assim
a comunicacao intercelular. Os microRNAs (miRNAS), presentes no tecido adiposo e
nas VEs circulantes, séo capazes de regular a expressao génica. Esse estudo teve
como objetivo avaliar as VESs pequenas no soro de cdes obesos, além de: 1) investigar
a influéncia da perda de peso sobre o tamanho e concentracdo dessas vesiculas; 2)
avaliar a expressao de trés miRNAs alvo em VESs pequenas de cadelas obesas; e 3)
analisar marcadores de inflamacéo e uma possivel relacdo entre o estado inflamatorio,
as VEs séricas e 0s miRNAs alvos expressos nas VES séricas e no tecido adiposo de
cadelas obesas. O segundo capitulo, demonstrou que as VEs pequenas foram
isoladas a partir do sangue total, por meio de centrifugacdes e ultracentrifugacdes
seriadas, utilizando o equipamento NanoSight para a determinacdo do tamanho e
concentracdo dessas VEs pequenas presentes no soro de cdes com sobrepeso e
obesos, antes e apds o programa de perda de peso. A reducéo do peso corporal e do
acumulo de gordura nesses céaes, foi acompanhada pela diminuicdo do tamanho e da
concentracdo das VEs pequenas, sugerindo assim uma reducdo da atividade
secretora do tecido adiposo dos caes, apos 4 meses do programa de perda de peso.
No terceiro capitulo foi avaliado o tamanho e a concentracdo de VEs séricas em
cadelas obesas, assim como os miRNAs (miR-132, miR-26b e miR-155) contidos
nessas VEs. Os miRNAs foram extraidos das VEs pequenas e analisados pela técnica
de PCR em tempo real. Uma analise de componentes principais demonstrou que um
grupo de cadelas obesas (obeso com alteragdo) se agrupavam com relacdo a
concentracéo de VESs pequenas e concentracao seérica de triglicérides. Essas cadelas
apresentaram maior concentracao sérica de triglicérides, maior concentracéo de VEs
pequenas e maior expressdo do miR-132 e miR-26b, sugerindo que com a expansao
do tecido adiposo, provocada pela obesidade, esta ocorrendo maior producdo e

liberacdo de VESs, o que provavelmente esta influenciando a comunicacéo intercelular



devido a acédo da expressdo dos miRNAs contidos nessas VES peguenas, pois 0s
mesmos parecem estarem envolvidos com metabolismo de lipidios e adipogénese.
Finalmente no quarto capitulo, foi avaliado o miR-26b, miR-155 e miR-132 e seus
genes alvo (MYCBP, SOCS1 e FOXO03), com o infiltrado de macréfagos e a
inflamacé&o no tecido adiposo subcutaneo de cadelas obesas, em comparacdo com
cadelas controle. Os miRNAs foram extraidos das VEs pequenas e do tecido adiposo
e analisados pela técnica de PCR em tempo real. A analise da expresséo dos genes
também foi realizada com a técnica de PCR em tempo real. Nenhuma diferenca foi
observada em relacdo aos marcadores de inflamacéo, infiltrado de macréfagos no
tecido adiposo subcutaneo, concentracdo e tamanho das VESs séricas, expressao dos
MiRNAs nas VESs e no tecido adiposo subcutaneo e expresséo dos genes alvos dos
mMiRNAs no tecido adiposo subcutaneo. Entretanto, observamos que as cadelas
obesas apresentaram hipertrofia do tecido adiposo subcutaneo revelando uma
alteracdo na homeostasia desse tecido. Nao foram encontradas evidéncias que
comprovassem que o processo inflamatorio estava instalado e provavelmente por isso
nao encontramos alteragdes nos mMiRNAs e nos genes alvo avaliados, assim como o
namero de infiltrado de macréfagos no tecido adiposo subcutdaneo. Em suma, esses
resultados contribuem para o campo de pesquisa da obesidade canina, visando

elucidar o papel das VEs pequenas e de seus miRNAs nessa doenca.

Palavras-chave: cdes, acimulo de gordura corporal, hipertrigliceridemia, miRNAs,

biépsia liquida.



ABSTRACT

NUNES, P. C. S. Canine obesity and inflammation: a study of microRNAs
involved in the expression of macrophages in adipose tissue. 2022. 78 f. M.Sc.
Dissertation — Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de

Séo Paulo, Pirassununga, 2022.

Adipose tissue is a metabolic and endocrine organ, and its adipocytes have the ability
to synthesize and secrete extracellular vesicles (EVs), thus allowing intercellular
communication. MicroRNAs (miRNAS), present in adipose tissue and circulating EVs,
are able to regulate gene expression. This study aimed to evaluate the small EVs in
the serum of obese dogs, in addition to: 1) investigating the influence of weight loss on
the size and concentration of these vesicles; 2) to evaluate the expression of three
target miRNAs in small EVs from obese female dogs; and 3) to analyze markers of
inflammation and a possible relationship between inflammatory status, serum EVs and
target miRNAs expressed in serum EVs and adipose tissue of obese female dogs. The
second chapter demonstrated that small EVs were isolated from whole blood, by
means of serial centrifugations and ultracentrifugations, using the NanoSight
equipment to determine the size and concentration of these small EVs present in the
serum of overweight and obese dogs, before and after the weight loss program. The
reduction in body weight and fat accumulation in these dogs was accompanied by a
decrease in the size and concentration of small EVs, thus suggesting a reduction in
the secretory activity of the dogs' adipose tissue after 4 months of the weight loss
program. In the third chapter, the size and concentration of serum EVs in obese female
dogs was evaluated, as well as the miRNAs (miR-132, miR-26b and miR-155)
contained in these EVs. The miRNAs were extracted from the small EVs and analyzed
by the real-time PCR technique. A principal component analysis showed that a group
of obese female dogs (obese with alteration) clustered together with higher levels of
small EVs and serum triglyceride concentrations. These females had higher serum
triglycerides, higher concentration of small EVs and higher expression of miR-132 and
miR-26b, suggesting that with the expansion of adipose tissue, caused by obesity,
greater production and release of EVs is occurring, which is probably influencing
intercellular communication due to the action of the expression of miRNAs contained
in these small EVs, as they seem to be involved in lipid metabolism and adipogenesis.



Finally, in the fourth chapter, miR-26b, miR-155 and miR-132 and their target genes
(MYCBP, SOCS1 and FOXO3) were evaluated with macrophage infiltrate and
inflammation in the subcutaneous adipose tissue of obese female dogs, compared to
control females. MiRNAs were extracted from small EVs and adipose tissue and
analyzed by real-time PCR. The analysis of gene expression was also performed using
the real-time PCR technique. No differences were observed regarding markers of
inflammation, macrophage infiltration in subcutaneous adipose tissue, concentration
and size of serum EVs, miRNA expression in EVs and subcutaneous adipose tissue,
and expression of miRNA target genes in subcutaneous adipose tissue. However, we
observed that the obese female dogs presented hypertrophy of the subcutaneous
adipose tissue, revealing an alteration in the homeostasis of this tissue. No evidence
was found to prove that the inflammatory process was installed and that is probably
why we did not find changes in miRNAs and target genes evaluated, as well as the
number of macrophages infiltrated in the subcutaneous adipose tissue. In short, these
results contribute to the field of research on canine obesity, aiming to elucidate the role
of small EVs and their miRNAs in this disease.

Keywords: dogs, accumulation of body fat, hypertriglyceridemia, miRNAs, liquid

biopsy
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CAPITULO 1. INTRODUCAO GERAL

A obesidade canina € uma sindrome clinica complexa, de causa multifatorial,
com destaque para o balanco energético positivo, fatores genéticos, metabdlicos,
enddcrinos e até mesmo o uso de medicamentos que induzem a ingestao excessiva
de alimentos (YAM et al., 2016). The Global Pet Obesity Initiative, um consenso entre
meédicos veterinarios, apoiado pela American Veterinary Medical Association, propde
que a obesidade canina é uma doenca definida pelo aumento de 30% do peso corporal
ideal (WARD; GERMAN; CHURCHILL, 2018). Sendo o escore de condigao corporal
(ECC) o método atual utilizado para determinar a adiposidade, cdes com ECC 6 e 7
sao classificados em sobrepeso e com ECC 8 e 9, obesos (LAFLAMME, 1997). A
populacdo mundial de cdes com sobrepeso e obesidade possui uma prevaléncia em
torno de 40% a 50% (PORSANI et al., 2020; GERMAN, 2015; MONTOYA-ALONSO
et al.,2017).

A ingestdo excessiva de alimentos e o desbalanco entre o consumo e o gasto
de energia estdo entre as principais causas de obesidade em cées, e seus efeitos
adversos incluem hipertensdo, alteragcbes no metabolismo lipidico, resisténcia
insulinica, cardiopatias, osteoartrite, distarbios reprodutivos, doencas respiratorias,
alteracdes urinarias, alguns tipos de cancer, reducéo da qualidade e da expectativa
de vida (MONTOYA-ALONSO et al., 2017; BURNS, 2018; XENOULIS; STEINER,
2010; YAM et al., 2016). Os cées obesos comumente apresentam alteracbes no
lipidograma, caracterizadas pelo aumento na concentracao sérica de triglicérides e
Jou colesterol (RAFFAN, 2022; JERICO et al. 2018; PIANTEDOSI et al., 2016).

Quando ocorre um balanco energético positivo, caracterizado pelo maior
consumo e menor gasto de energia, inicia-se o0 acumulo de tecido adiposo no
subcuténeo e, posteriormente, nas visceras (IZAOLA et al., 2015). Essa expanséao do
tecido adiposo ocorre tanto pela produgédo de novas células de gordura (hiperplasia),
guanto pelo aumento do volume das células pré-existentes (hipertrofia) (ARNER;
KULYTE, 2015) e possivelmente pode alterar a sintese e a liberagio de vesiculas
extracelulares (VES) por esse tecido. As VEs sao nanoparticulas sintetizadas por
diversas células, incluindo os adipdcitos, e secretadas para o meio extracelular,
comunicando assim com diversos 6rgaos, podendo ser classificadas de acordo com
sua biogénese da seguinte forma: corpos apoptoticos (1 a 5 um), microvesiculas (100
a 1000 nm) e exossomos (30 a 150 nm) (CAMINO et al., 2020). Devido a dificuldade



em estabelecer exatamente a sua origem, a International Society of Extracellular
Vesicles - ISEV também classificou as VEs quanto ao tamanho: VEsS pequenas
(<200nm) e VEs grandes (>200nm) (THERY et al., 2018).

A comunicacao intercelular, troca genética e apresentacdo de antigenos se da
através do contetdo das VEs: proteinas, lipidios e acido nucleicos, como mRNA e
microRNAs (KIM; SHAH; NAKAMURA, 2018). A presenca de VEs em diferentes
fluidos corporais e a facilidade em isola-las, permitiu a analise e a caracterizacao de
seu conteldo, sendo definidas como biomarcadores pouco invasivos e sua extracao
como “bidpsia liquida” (AGUILERA-ROJAS et. al., 2018). Os microRNAs (miRNAS)
correspondem a um grupo altamente conservado de pequenos RNAs nao
codificantes, com aproximadamente 22 nucleotideos, que regulam a expressao
génica. Os miRNAs podem reprimir a traducdo e/ou iniciar a degradacdo do mRNA
alvo por meio do pareamento de bases em locais complementares dentro de mRNA,
controlando, assim, diversos processos biolégicos em diferentes tecidos (ARNER,;
KULYTE, 2015; ZHUANG et al., 2012).

Aparentemente, o tecido adiposo € o sitio primario da inflamacgéo associada a
obesidade, devido a sua expansdo e aumento da atividade secretora. Durante o
remodelamento dindmico ou expansdo, o tecido sofre as consequéncias da
hipoperfusdo sanguinea e hipdxia, que resultam em uma inflamacéo local devido a
acdo das adipocinas inflamatorias e fatores quimiotaticos (VENDRAMINI et al., 2020;
GE et al., 2014; IZAOLA et al., 2015). Os macréfagos sédo as células imunes mais
abundantes no tecido adiposo, e estudos sugerem que a obesidade pode aumentar o
namero e a ativagdo desses macrofagos, sendo o infiltrado de macréfagos associado
a fase mais crbnica do processo inflamatério (ZHAO et al.,, 2022; GUERREIRO;
CARVALHO; FREITAS, 2022).

A expressao de diversos miRNAs tem sido avaliada em caes acometidos por
neoplasias, doenca cardiaca, degeneracéo de retina e doencas infecciosas (PENSO-
DOLFIN et al., 2016). Contudo, séo poucos os estudos analisando o papel de miRNAs
com a obesidade canina. Estudos envolvendo outras espécies, demonstraram que 0s
miR-132, miR-26b e miR-155 s&o miRNAs associados com obesidade, metabolismo
lipidico, adipogénese, infiltracdo de macréfagos e inflamacéo, secregcédo de insulina,
entre outros (EIKELIS et al., 2021; MULDER et al., 2019; KLOTING et al., 2009).
Estudos realizados em humanos, camundongos e cultivo celular observaram que o

miR-26b e o miR-132 atuam na adipogénese resultando na diferenciacdo dos



adipécitos e no acumulo de triglicérides e, que o miR-155 estd associado ao
metabolismo lipidico e hepatico (SONG et al., 2014; LI et al., 2017; ACHARYA et al.,
2019; ZHU et al., 2021).

Sendo assim, quando as cadelas ganham peso espera-se encontrar uma
expansao do tecido adiposo com alteragdes em: 1) tamanho e concentracédo de VESs;
2) trés miRNAs (miR-26b, miR-155 e miR-132) e seus respectivos genes alvo
(MYCBP, SOCS1 e FOXO03) e 3) infiltrado de macrofagos. Entdo, nossos objetivos
foram relacionar a obesidade com um processo inflamatorio, analisando: (1) o padréo
das VEs pequenas séricas em cées obesos antes e apds uma restricdo caldrica
(Capitulo 2); (2) o padrao das VEs pequenas séricas em cadelas obesas, assim como
a expressado do miR-26b, miR-132 e miR-155 nessas vesiculas (Capitulo 3); (3) os
marcadores de inflamacéo (leucdcitos, proteina C reativa e fibrinogénio); a presenca
de macréfagos, os niveis de transcritos dos miR-26b, miR-132 e miR-155 e a
expressdo dos seus respectivos genes alvo MYCBP, FOX0O3 e SOCS1 no tecido

adiposo subcutaneo (Capitulo 4).
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RESUMO

As vesiculas extracelulares (VES) sdo nanoparticulas circundadas por uma bicamada
lipidica, que transportam lipidios, proteinas, acidos nucléicos e metabdlitos, e podem
ser secretadas por diferentes tipos celulares. Os adipocitos sédo capazes de sintetizar
e secretar VEs pequenas, que, uma vez na circulacdo, podem alcancar diferentes
sistemas organicos, permitindo a comunicacéo intercelular. O objetivo deste estudo
foi avaliar o diametro e a concentracdo de VES pequenas no soro de cdes com
sobrepeso e obesidade, antes e apds a perda de peso. Para isso, foram recrutados
19 cées, sendo nove fémeas e 10 machos castrados, em bom estado geral e com
escore de condicdo corporal (ECC) = 7. A avaliacao inicial dos cées incluiu o exame
fisico e testes laboratoriais. ApoOs avaliacédo inicial, os caes foram alimentados com
uma dieta hipocalérica comercial por 4 meses, e, apds este periodo, os testes
laboratoriais foram reavaliados. As VEs pequenas foram isoladas a partir do sangue
total, por meio de centrifugacfes e ultracentrifugacdes seriadas e o equipamento
NanoSight foi utilizado para a determinacdo do diametro e concentracdo das VEs
pequenas presentes no soro antes e apos a dieta. Houve uma reduc¢éo de 10 % do
peso corporal e de 16,5 % do ECC dos céaes, além da diminuicao de 9 % do diametro
e de 31 % da concentracdo das VEs pequenas. Nao foram observadas diferencas em
relacdo as analises bioquimicas e entre os resultados de fémeas e machos, antes e
apos a perda de peso. A reducdo do peso corporal e do acumulo de gordura foi
acompanhada pela diminuicdo do diametro e da concentracdo das VEs pequenas;
portanto, estes resultados sugerem uma reducédo da atividade secretora do tecido

adiposo dos cées, apos 4 meses de dieta hipocalérica.

Palavras-chave: VEs pequenas, biopsia liquida, dieta hipocaldrica, pequenos

animais



ABSTRACT

Extracellular vesicles (EVs) are nanoparticles that transport lipids, proteins, nucleic
acids, and metabolites, and can be secreted by different cell types. Adipocytes are
capable of synthesizing and secreting small EVs (SEVS) into circulation, allowing
intercellular communication in different organ systems. This study aimed to evaluate
the diameter and concentration of SEVs in the serum of overweight and obese dogs,
before and after weight loss. Nineteen dogs were recruited: nine females and 10
castrated males, in good general condition and with a body condition score (BCS) = 7.
The dogs were fed a commercial low-calorie diet for 4 months and then re-evaluated.
sSEVs were isolated from whole blood and analyzed using NanoSight equipment. After
4 months, there was a 10% reduction in body weight and 16.5% in BCS of dogs. No
differences were observed in biochemical analyzes and between the results of females
and males, before and after weight loss. The reduction in body weight and fat
accumulation was accompanied by a decrease in the diameter (-9%) and
concentration (-31%) of sEVs; therefore, these results suggest a reduction in the

adipose tissue secretory activity of dogs after 4 months of low-calorie diet.

Keywords: Small EVs, liquid biopsy, hypocaloric diet, small animals
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Overweight and obesity are among the most common health problems in dogs
and one of the main causes of veterinary clinic visits. Genetic predisposition and
imbalance between intake and caloric expenditure are among the main causes of
canine obesity. In this sense, neutering also contributes to body weight gain, as well
as the dog-tutor interaction, due to encouragement and motivation for food intake as a
form of reward. (Porsani et al., 2020).

Adipose tissue is a dynamic metabolic and endocrine organ that performs its
functions through cell-to-cell communication by producing and releasing growth
factors, hormones, and cytokines (Izaola et al., 2015). It has been recently found that
adipose tissue can synthesize, release, and transfer small extracellular vesicles (SEVS)
to target cells influencing its regulation (Pardo et al., 2018).

EVs are nanoparticles secreted by different cell types, including adipocytes,
which can carry molecular and genetic information. Initially, these nanoparticles were
classified according to their biogenesis, secretion, and size as exosomes (30 to 150
nm), microvesicles (100 to 1000 nm), and apoptotic bodies (1 to 5 ym). However, due
to the difficulty in establishing the exact origin of EVs, they can be classified according
to their size as small EVs (SEVs; < 200nm) and large EVs (IEVs; > 200nm) as
recommended by the International Society of Extracellular Vesicles - ISEV (Théry et
al., 2018).

Among the distinct extracellular vesicles, sEVs can perform intercellular
communication, genetic exchange, and antigen presentation. Additionally, the
transport of their contents, such as proteins, lipids, and RNAs (including mRNAs and
non-coding RNAs), allows sEVs to significantly affect at cellular and biological level
their targets. Due to the presence of SEVs in different body fluids, the analysis and
characterization of their contents define them as potential minimally invasive
biomarkers and, as they are easily isolated from body fluids, they can be used as “liquid
biopsy” (Aguilera-Rojas et al., 2018).

Once in circulation, sEVs can reach various organ systems, enabling
intercellular communication and thus, the systemic metabolic regulation, including
inflammatory process, the function of pancreatic beta cells, tissue sensitivity to insulin,
and lipid metabolism. Furthermore, sEVs seem to play a critical role in the obesity
pathogenesis and its metabolic complications in humans and animal models (Kim et
al., 2018). Other studies have been carried out to determine the circulating

concentration of sEVs in dogs with neoplasia, such as lymphoma and mammary
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adenocarcinoma (Garnica et al., 2020). However, there are no studies relating sEVs
to canine obesity.

In this way, this study aimed to evaluate the serum sEVs diameter and
concentration in overweight and obese dogs before and after the weight loss program.
The experimental protocol of this study was approved by the institution's Ethics
Committee on Animal Use (protocol number CEUA 1940130519).

Inclusion criteria were: dogs aged between two and 13 years, neutered, body
condition score (BCS) greater than or equal to seven (Laflamme, 1997), good general
condition, without signs of concomitant diseases such as diabetes mellitus, liver
disease, kidney disease and neoplasms.

The experimental group consisted of 19 neutered dogs, nine females and 10
males, including mixed breed (n=3), Poodle (n=3), Maltese (n=2), Shih-tzu (n=2), Pug
(n=2), and one of each of the following breeds: American cattle dog, Dalmatian, Golden
retriever, Labrador retriever, Lhasa apso, Shetland shepherd, and Yorkshire.

Initially, dogs underwent clinical evaluation, including laboratory tests. Blood
was collected from the jugular vein after a 12-h fasting period for hematological,
biochemical, and sEVs examination. Blood count was performed using automatic
blood analyzer, model BC-2800 Vet (Mindray BioMedical Electronics Co. Ltd., China).
Serum glucose, cholesterol, triglycerides and albumin concentration and serum
alkaline phosphatase (ALP) enzyme activity were assessed with specific kits (Labtest
Diagnostica S.A., Brazil) using biochemical analyzer, model BS-120 (Mindray
BioMedical Electronics Co. Ltd., China).

For sEVs analysis, blood samples were initially centrifuged (2,400 rpm, 30 min)
to obtain serum. Subsequently, serum samples underwent three consecutive
centrifugations at 4 °C: 300 xg for 10 min to remove live cells, 2,000 xg for 10 min to
remove cell debris, and 16,500 xg for 30 min to remove large vesicles, and then the
supernatant was stored at -80° C until further use. For sEVs isolation, samples were
thawed on the day of analysis, and supernatants were filtered using syringe filter with
0.20 pm pore polyethersulfone (PSE) membrane (Corning, USA), then centrifuged at
119,700 xg for 70 min at 4 °C twice. The resulting pellet was resuspended in 50 pL of
phosphate-buffered saline (1X Ca2+/Mg2+ free PBS).

Particle diameter and concentration were measured by nanoparticle tracking
analysis (NTA) using NanoSight equipment, model NS300 (Malvern Panalytical,
United Kingdom). Briefly, five 30-s videos were taken for each diluted sample (1:100
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in PBS) and captured by a scientific complementary metal—-oxide—semiconductor
(sCMOS) camera at camera level 13, under controlled temperature of 38.5 °C.
Considering the threshold level of five, these captured images were tracked by the
NanoSight NTA 3.4 Analytical Software, model NTA 3.4 Build 3.4.003 (Malvern
Panalytical, United Kingdom), as described by de Avila et al. (2020).

Additionally, the presence of serum sEVs was confirmed by the expression of
specific proteins by western blotting, according to a previously established protocol (de
Avila et al., 2020). For this, the primary antibodies used were goat polyclonal anti-Alix
(1:1000; sc-49267; Santa Cruz, USA) and goat polyclonal anti-Cytochrome C (1:1000;
sc-8385; Santa Cruz, USA). The secondary antibody used was anti-goat 1gG (1:4000;
sc-2020; Santa Cruz, USA).

After initial clinical evaluation and sEVs analysis, dogs started the weight loss
program, being fed with commercial low-calorie diet (Pro Plan OM Overweight
Management, Purina, Brazil) for four months. The resting energy requirement (RER)
was calculated using the following equation: RER = [70 x (ideal body weight in
KQg)]*0.75 (Brooks et al., 2014), with ideal body weight being equivalent to the dog's
current weight minus 10 %. The daily feed amount was calculated by dividing the RER
value by the metabolizable energy of the commercial low-calorie diet (2,990 kcal/kg)
and meals were divided into two or three daily servings. Dogs were evaluated every
15 days for weighing and general physical examination.

Blood count, serum albumin concentration and ALP activity were determined
only in the recruitment and general evaluation phase of dogs. Serum glucose,
cholesterol, triglyceride concentration, and sEVs analysis were performed before the
beginning and at the end of the weight loss program.

Regarding the statistical analysis, the effect of sex, time, and sex / time
interaction on body weight, BCS, serum glucose, cholesterol, triglycerides
concentration, and serum sSEVs diameter and concentration were evaluated by
ANOVA, using the SAS software, version 9.3 (SAS Institute Inc., USA). Effects with p
< 0.10 were considered statistically significant. ANOVA assumptions were evaluated
by SAS/LAB. Results were presented as mean values with their respective standard
errors of the mean (SEM).

Blood count, serum albumin concentration, and serum ALP activity were normal
for all dogs. No differences were observed between female and male dogs before and

after the weight loss program. Therefore, sex and sex / time interaction had no effect
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on body weight, BCS, serum glucose, cholesterol, triglycerides concentration, and
serum sEVs diameter and concentration (Tab. 1). In contrast, time had significant
effect on body weight, BCS, serum sEVs diameter and concentration (Tab. 1). This
result indicates a change in these parameters, comparing values obtained before and
after the four-month weight loss program. In this sense, reduction on the mean body
weight, BCS, serum sEVs diameter and concentration values after the weight loss
program was observed (Tab. 2 and Fig. 1). Mean serum glucose, cholesterol, and
triglycerides concentration values did not differ before and after weight loss (Tab. 2).
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Table 1. ANOVA — Effect of sex, time, and sex / time interaction on different parameters

of dogs. Results correspond to the p-value.

Parameters Sex Time Sex / time interaction
Body weight (Kg) 0.8305 0.0062* 0.2198
Body condition score 0.4555 <0.0001* 0.2583
Glucose (md/dL) 0.2100 0.1290 0.2045
Cholesterol (mg/dL) 0.7926 0.3170 0.6077
Triglycerides (mg/dL) 0.1064 0.9322 0.1860
Serum sEVs diameter 0.8303 0.0574* 0.3526
Serum sEVs concentration 0.8373 0.0450* 0.7886

SEVs: small extracellular vesicles; * p < 0.10.

Table 2. Means body weight, body condition score, and serum biochemical parameter
values in female and male dogs, before and after the weight loss program.

Parameters Before After p-value
Body weight (Kg) 15.50+ 2.48 A 13.95+2.17B 0.0062
Body condition score 8.21+£0.20 A 6.83+£0.20B <0.0001
Glucose (md/dL) 96.06 + 3.00 A 90.15+ 3.00 A 0.1290
Cholesterol (mg/dL) 203.46 + 10.85 A 192.11 + 10.85 A 0.3170
Triglycerides (mg/dL) 91.73+12.82 A 9255+ 12.16 A 0.9322

+ SEM. Different letters on the same line represents difference between mean values.
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Figure 1. Small extracellular vesicles (SEVS) diameter and concentration in dog serum before
and after the weight loss program. After weight loss, there was a reduction in the mean (z
SEM) diameter (126.30 +5.219 versus 114.60 + 1.668 nm) (A) and concentration (1.13+0.110
versus 0.78 £ 0.103 particles x 1010/mL) (B) values of serum sEVS.

Western blot demonstrated that sEVs isolated from dog serum expressed the
endosome marker (Alix) but did not express the mitochondrial membrane marker
(Cytochrome C) (Fig. 2). This result indicates that isolated sSEVs are not cells and that
there was no contamination of samples by cells; therefore, the isolation protocol was

correctly performed. Cells express both markers as they contain endosomes and

organelles, including mitochondria.
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Figure 2. Analysis of protein Alix and Cytochrome C in serum small extracellular vesicles
(sEVs) and cells. Lines 1-4: protein lysate from serum sEVs of obese female, obese male, and
lean male dogs, and from bovine oviductal cells, respectively. Alix is an endosome pathway
marker and was detected in both sEVs and animal cells. Cytochrome C is a mitochondrial
membrane marker and was only detected in cells.

After four months, 10 % reduction in the body weight of dogs was observed
(Tab. 2). Therefore, the initial goal of the weight loss program was reached (i.e., initial
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body weight minus 10 %). In addition, 16.5 % reduction in BCS was also observed
(Tab. 2), indicating reduction in body fat accumulation. The reduction in body weight
and BCS of dogs resulted in a reduction of 9 % in the diameter and of 31 % in the
concentration of serum sEVs (Fig. 1). Similar results have been described in obese
humans. Eguchi et al. (2006) demonstrated that in obese humans, the number of
circulating EVs (/ pL of plasma) was reduced by 35% after 3 months of treatment with
low-calorie diet. Furthermore, the greater amount of circulating EVs in obese humans
has been linked to comorbidities caused by obesity, such as low-grade inflammatory
state (Eguchi et al., 2006; Campello et al., 2016). Thus, we hypothesize that in obese
individuals, the adipose tissue increases its capacity to produce and release SEVs into
the circulation. Furthermore, reduction in sEVs diameter and concentration in
overweight or obese dogs, after body weight loss, indicates reduction in endocrine and
paracrine communication in the adipose tissues of this specie.

The results of this study indicate that the analysis of serum sEVs can be used
in the assessment of overweight and obese dogs, before and after treatment. This is
the first study evaluating body fat accumulation and circulating sSEVs in dogs.
Therefore, the “liquid biopsy”, together with the assessment of the sEVs content could
be one of the criteria for the diagnosis and monitoring of canine obesity and its

comorbidities.
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ABSTRACT

Adipose tissue is a metabolic and endocrine organ, and its adipocytes can synthesize
and secrete extracellular vesicles (EVs), thus allowing intercellular communication.
EVs are nanoparticles that transport lipids, proteins, metabolites, and nucleic acids
(mMRNA and microRNAs). MicroRNAs (miRNAs) are small, non-coding RNAs that
regulate gene expression. miR-132, miR-26b, and miR-155 are associated with
obesity, lipid metabolism and adipogenesis. The aim of this study was to evaluate the
size, concentration, and content of miRNAs (miR-132, miR-26b, and miR-155) in
serum EVs from obese female dogs. Thirty-two neutered females in good general
condition were recruited, including 21 obese and 11 healthy controls. The initial
evaluation of the females included a general physical examination and laboratory
tests. Small EVs (SEVs) were isolated from whole blood by serial centrifugation and
ultracentrifugation, and NanoSight was used to determine the size and concentration
of serum sEVs. miRNAs were extracted from sEVs and analyzed by real-time
polymerase chain reaction. Obese female dogs with hypertriglyceridemia showed an
increase in the serum concentration of SEVs and in the expression of miR-132 and
miR-26b contained therein. No changes were observed in the group of obese female
dogs with normal serum biochemical profile and in relation to miR-155 expression.
These results suggest that with the expansion of adipose tissue related to obesity can
alter cell communication, through changes in sEVs, primarily in female dogs with
hyperlipidemia.

Keywords: small animals, obesity, hypertriglyceridemia, miR-26b, miR-132
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1. INTRODUCTION

Adipose tissue is a metabolic and endocrine organ that actively participates in
energy regulation, carbohydrate and lipid metabolism, inflammation, and coagulation
cascades. This tissue has the function of storing and releasing energy, participates in
the immune response, and performs cell-to-cell communication through the release of
hormones, cytokines, and growth factors (1, 2). Furthermore, adipose tissue can
synthesize, release, and transfer extracellular vesicles (EVs) to cells that could be
regulated by it (target cells) (3).

EVs are nanopatrticles synthesized by different cells, including adipocytes, and
secreted into the extracellular environment, thus communicating with different organs.
They can be classified according to their biogenesis as follows: apoptotic bodies (1-5
pMm), microvesicles (100—1000 nm), and exosomes (30-150 nm) (4). Due to the
difficulty in establishing their exact origin, the International Society of Extracellular
Vesicles also classifies EVs according to size: small EVs (SEVS) (< 200 nm) and large
EVs (> 200 nm) (5).

Intercellular communication, genetic exchange, and antigen presentation occur
through the content of EVs, including proteins, lipids, and nucleic acids, such as mRNA
and microRNAs (miRNAs) (6). The presence of EVs in different body fluids and their
ease of isolation allows the analysis and characterization of their content, being
defined as less invasive biomarkers, and their extraction as “liquid biopsy” (7).

miRNAs are a highly conserved group of small non-coding RNAs approximately
22 nucleotides in length that regulate gene expression. miRNAs can repress
translation and/or initiate target mRNA degradation through base pairing at
complementary sites within mRNA, thus controlling diverse biological processes in
different tissues (8, 9).

Obesity is defined as excess body fat resulting from a positive energy balance
when there is high consumption but low energy expenditure, which may also result in
one or more comorbidities. Currently, obesity is treated as a complex clinical syndrome
with a multifactorial etiology, with emphasis on positive energy balance, genetic,
metabolic, and endocrine factors, as well as the use of drugs that induce excessive
food intake, such as the corticosteroids (10). A study conducted in a big Brazilian city
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showed a prevalence of 40.5% in overweight and obese dogs, with a higher
prevalence in spayed female dogs (11).

Studies carried out in humans and mice have shown that obesity can alter the
size, number, and content of EVs, including miRNAs expression (12). In this sense
miR-132, miR-26b, and miR-155 are associated with obesity, lipid metabolism,
adipogenesis, macrophage infiltration, inflammation, and insulin secretion, among
others (13, 14, 15).

There is no evidence from studies in female dogs relating obesity to the analysis
of serum EVs and the profile of miRNAs contained in them. Therefore, the objective
of this study was to isolate sEVs from the serum samples of female dogs with a normal
body condition score (BCS) and obesity, using centrifugation techniques, to later
characterize these nanoparticles (size and concentration of the seEVs) and evaluate
the expression of miR-132, miR-26b, and miR-155 in their contents, using quantitative
real-time polymerase chain reaction (PCR).

2. RESULTS
2.1.0Obese female dogs have increased serum triglyceride concentration

All recruited females had normal parameters in the clinical evaluation, and
obese female dogs presented free T4 concentrations within the normal range for the
species. There was no statistical difference in the age range between the groups,
however the obese group had a higher median for the body condition score (BCS) 9
(8;9) X5 (5; 5) and for the body weight 12.4 kg (5.1 kg; 46.8 kg) X 7.5 kg (4.6 kg; 28.6
kg). The characteristics of the groups (age, weight, BCS and breed) are shown in
Table 1.
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Characteristics Control Grou_p (n=11) Obese Group (n=21)
number of animals (%) number of animals (%)
Age (years)
3-5 7 (63.6%) 12 (57.1%)
6-8 4 (36.4%) 9 (42.8%)
Weight (kg)
0-6 4 (36.4%) 3 (14.3%)
7-10 6 (54.5%) 7 (33.3%)
11-20 0 5 (23.8%)
21-30 1(9.1%) 1 (4.8%)
> 30 0 5 (23.8%)
BCS
5 11 (100%) 0
8 0 9 (42.7%)
9 0 12 (57.3%)
Breed
Maltese 1(9.1%) 2 (9.52%)
Dachshund 2 (18.2%) 1 (4.76%)
Mixed breed 4 (36.4%) 6 (28.6%)
Shih-Tzu 2 (18.2%) 4 (19.1%)
Rottweiler 0 1 (4.76%)
English Pointer 0 1 (4.76%)
Golden retriever 0 3 (14.3%)
Beagle 0 1 (4.76%)
English Pointer 0 1 (4.76%)
Cocker spaniel 0 1 (4.76%)
Lhasa Apso 1(9.1%) 0
Pinscher 1(9.1%) 0

Table 1. Characteristics of groups. n: number of dogs per group

In the urinalysis examination, there was no difference between the groups in
relation to the parameters evaluated, and the females did not present glycosuria and
signs of inflammation and/or infection. The groups did not differ in terms of the blood
count parameters (Table 2). In relation to the biochemical profile, obese group had a

higher serum concentration of triglycerides than the control group (Table 3).
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Parameters Control (n=11) Obese (n=21) p-value
Erythrocytes (10%/uL) 7.8+0.10 7.4+0.16 0.0581
Hemoglobin (g/dL) 19.2 +0.32 18.2 + 0.38 0.1206
Hematocrit (%) 53.7+0.94 51.5+1.0 0.1767
Plasma protein (g/dL) 7.2+0.29 7.3+£0.11 0.6972
Platelets (/uL x 10%) 26.9+ 3.7 32.3+29 0.2698
Leucocytes (/uL x 103) 9.5+0.81 9.7+ 0.57 0.8395
Neutrophil (/uL x 103) 5.9+0.59 6.3+ 0.39 0.3886
Eosinophils (/uL x 10?) 75+£13 79+£17 0.4241
Lymphocytes (/uL x 10°%) 2.4 +£0.49 2.2+0.19 0.6082
Monocytes (/UL x 102) 4.6 +£0.83 4.3 £ 0.56 0.7298

Table 2. Average values of hematological findings. +: standard error. The comparison
between the mean values was performed using the unpaired t-test. p<0.05.

Parameters Control (n=11) Obese (n=21) p-value
Cholesterol (mg/dL) 210.6 £ 20.7 228.3+14.2 0.4788
Triglyceride (mg/dL) 87.4+23.2 148.5 + 22.7 0.0246
Glucose (mg/dL) 104.8 + 3.5 111.8+2.8 0.1382
ALP (UI/L) 46.4+5.9 61.9+94 0.3554
AF (UI/L) 86.8 £ 32.2 91.1+33.3 0.6043
GGT (UI/L) 4.5+ 0.62 3.8+0.63 0.1019
Total Protein (g/dL) 6.7 +0.28 6.6 + 0.09 0.6873
Albumin (g/dL) 3.5+0.07 3.5+0.06 0.8283
Urea (mg/dL) 324+24 359+23 0.3361
Creatinine (mg/dL) 1.0 £ 0.06 1.0+ 0.03 0.6654

Table 3. Mean values of the biochemical profile. ALP: serum alkaline phosphatase
activity; AF: alkaline phosphatase; GGT: gamma glutamyl transferase; +: standard
error. The comparison between the mean values was performed using the unpaired t-
test. p<0.05.

Principal component analysis (PCA) showed that some obese female dogs were
grouped together because they had higher serum triglyceride and serum sSEVs
concentrations (Figure 1). Based on this analysis, these female dogs were regrouped
into a third group called obese with alterations, and from that we compared the three

groups: control (n=11), obese (n=11), and obese with alterations (n=10).
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Figure 1. Principal component analysis (PCA) graph. The females of the obese group
with alteration are grouped with higher levels of concentration of small EVs and serum
concentration of triglycerides.

The comparison between the three groups showed that the obese group with
alterations had a higher serum concentration of triglycerides than control and obese
groups (Table 4), and 70% of the female dogs had a BCS of 9.

Parameters Control Obese Obese with alteration
(n=9) (n=11) (n=10)

Cholesterol (mg/dL) 186.6 + 14.5 A 199.2 + 12.7 A 260.6 £ 229 A

Triglyceride (mg/dL) 65.1+11.8B 83.6+1058B 219.8+ 344 A

Table 4. Mean values of serum concentration of cholesterol and triglycerides. =:
standard error. The comparison between the mean values was performed using the
Tukey test. Different letters on the same line indicate statistical difference (p<0.05).

2.2.Protocol efficiency for seVs analysis

The efficiency of the sEVs isolation protocol was confirmed by transmission

electron microscopy (TEM) and Western blotting. Figure 2 shows the TEM results,
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identifying particles with characteristic shapes and sizes similar to seVs, and the
Western blotting result with the sEVs expressing the surface marker protein CD9 and

the inner protein Alix and not expressing the cellular marker protein cytochrome C.

Figure 2. Transmission electron microscopy and Western blotting analysis. (a) Arrows
indicate small EVs observed in electron microscopy at 500 nm size. (b) Arrow indicates
extracellular vesicle at 200 nm size. (c) The isolated serum pellet from a female dog
expresses the Alix and CD9 proteins, but it does not express cytochrome C protein.
The cell sample (dog skin) expresses only cytochrome C protein. Ladder: protein
molecular weight.

2.3.0bese female dogs have a higher concentration of circulating seVs and

higher expression of miR-132 and miR-26b

The groups did not differ in relation to the size of SEVs; however, the obese with
alteration group had a higher concentration of sEVs than the other groups. The results

are shown in Figure 3.
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Figure 3. Analysis of seVs. The graphs illustrate individual and mean values (+
standard error) of (a) SEVs size and (b) sEVs concentration. The comparison between
the mean values was performed using the Tukey test (*p<0.05 by comparation Obese
X Obese with alteration and **p<0.05 by comparation Control X Obese with alteration).

The obese with alterations group showed higher expression of miR-132 than
the other groups and higher expression of miR-26b than the obese group. However,

no difference in miR-155 expression was observed between groups (Fig. 4).
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Figure 4. Relative expression of miRNAs. The graphs illustrate individual and mean
values (x standard error) of (a) miR-132, (b) miR-26b and (c) miR-155. The
comparison between the mean values was performed using the Tukey test (*p<0.05
by comparation Obese X Obese with alteration and **p<0.05 by comparation Control
X Obese with alteration).

3. DISCUSSION

Our study showed that obese female dogs with alterations had an increase in
the serum concentration of triglycerides, which can be explained by excessive feeding
that is not related to endocrinopathies, since these females had normal free T4 levels
and no apparent signs of hyperadrenocorticism in the clinical evaluation. Considering
that the expansion of adipose tissue can result in an increase in the seVs release and
in the cell communication mediated by adipocytes, hypertriglyceridemia may be related
to the higher concentration of circulating sEVs and increased expression of miR-132
and miR-26b involved in the modulation of adipogenesis and lipid metabolism (13, 16).
EVs and their contents reach their target cells and influence the metabolism of various
tissues. These obese females (from obese with alterations group) did not show
evidence of changes in other metabolic processes, only in lipid metabolism; however,
it may be a matter of time, as we know the effects of chronic obesity.

After the triglyceride is delivered to the tissue, the remaining chylomicron
particles are removed from circulation by the liver. VLDL, produced by hepatocytes,
also contains triglycerides, which are hydrolyzed by lipoprotein lipase within the VLDL,
with the remaining particles removed by hepatic circulation or suffering additional
depletion of triglycerides by lipoprotein lipase or by the hepatic triglyceride lipase
enzyme, thus forming LDL, which mainly transports cholesterol. Unlike humans, dogs

fed a high-fat diet do not usually show an increase in cholesterol, and consequently,
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LDL. When plasma triglyceride levels increase, it is assumed that one or more of these
lipoproteins are also elevated (17, 18).

Hyperlipidemia, the increase in serum concentrations of triglycerides,
cholesterol, or both, is frequently caused by high-fat diets, which when persistent in
dogs can lead to the development of diseases such as obesity, diabetes mellitus, acute
pancreatitis, hyperadrenocorticism, and hypothyroidism (17).

One study correlated the concentration of triglycerides and lipoprotein
cholesterol with the with the accumulation of body fat and observed that obese and
overweight dogs (BCS > 8) had higher concentrations of triglycerides, VLDL, HDL, and
cholesterol than ideal scoring dogs (BCS 4 or 5) (19). Several other studies have
shown that obese dogs commonly present changes in the lipidogram, mainly
characterized by an increase in the concentration of triglycerides (20, 21, 22, 23).
Furthermore, Diez et al. and Jeusette et al. demonstrated that obese dogs subjected
to weight loss showed a significant reduction in the serum concentrations of
triglycerides and cholesterol.

Obese female dogs with hypertriglyceridemia (from obese with alterations
group) showed an increase in the concentration of circulating sEVs. EVs are produced
in different cells and secreted into the extracellular environment, making it possible for
them to communicate with different organs. They contain elements of their cell of origin
such as lipids, proteins, and nucleic acids (mMRNAs, total RNAs, and miRNASs). Thus,
they act as vectors of biological information because they carry out intercellular
communication and can modify the function of receptor organs (6). A study in obese
women evaluated the association between circulating EVs concentration and obesity,
biochemical parameters, and lipid metabolism and found that adiposity and lipid
metabolism were associated with EVs concentration and that this had a significantly
strong and positive correlation with serum triglyceride levels. In addition, through the
detection of specific proteins, they observed that the adipose tissue released EVs as
the tissue expanded (26).

Analysis of the content of these serum sEVs showed that obese with alterations
group had higher expression of miR-132 and miR-26b. miRNAs, present in tissues and
in circulation, are a class of non-coding RNAs that regulate gene expression by
repressing translation and/or initiating the degradation of target mMRNA, thus controlling

several biological processes (8,9). Lipid metabolism is complex and can be influenced
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by miRNAs, mainly regarding the modulation of the expression of genes involved in
cholesterol transport and fatty acid synthesis (27).

miR-132 and miR-26b have been identified as miRNAs that are active in the
regulation and development of adipocytes. Obesity has a great influence on
adipogenesis, with pre-existing adipocytes expanding to accommodate excess
nutrients in the form of triglycerides (28, 29). A study in obese humans found that miR-
132 expression in visceral adipose tissue was associated with body mass index and
that miR-132 expression in subcutaneous adipose tissue was associated with plasma
triglyceride levels; thus, this miRNA plays a role in the metabolic implications caused
by obesity (13). Transgenic mice overexpressing miR-132 showed a hepatic steatosis
phenotype, increased body weight, and increased LDL, VLD, and hepatic triglycerides.
Hanin et al. used antisense oligonucleotides to suppress miR-132 expression in these
mice, resulting in reduced triglyceride levels and hyperlipidemia.

Studies performed in humans, mice, and cell culture have shown that miR-26b
affects adipogenesis, resulting in adipocyte differentiation and triglyceride
accumulation (31, 29, 32). Song et al. demonstrated that miR-26b in humans is
associated with adipokines and is upregulated during the differentiation of
preadipocytes into adipocytes. A human study evaluated the role of miR-26b in obesity,
comparing preadipocytes overexpressing miR-26b with negative control cells, and
observed that overexpression of miR-26b promoted adipogenesis and triglyceride
accumulation in adipocytes (33).

In conclusion, obese female dogs with hypertriglyceridemia showed an increase
in the serum concentration of SEVs and in the expression of miR-132 and miR-26b
contained therein. No changes were observed in the group of obese female dogs with
normal serum biochemical profile and in relation to miR-155 expression. These results
suggest that obesity can alter cell communication, through changes in seVs, primarily
in female dogs with hyperlipidemia. Our study also suggests that miR-132 and miR-
26b may become a possible therapeutic target for the control of obesity and its
consequences in dogs, however, a more in-depth look at the functions and pathways

of these miRNAs is certainly needed.
4. METHODS

4.1. Animal model
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Thirty-two healthy neutered female dogs of different breeds, aged three and
eight years old, were included in the experiment. Females were divided into two
groups: obese (n = 21) and control (n = 11). After PCA, the obese female dogs were
regrouped into an obese group and an obese group with alterations. The study was
conducted at the Hospital Clinical Didactic Unit at the Faculty of Animal Science and
Food Engineering at the University of Sdo Paulo. The experimental protocol for this
study was approved by the Ethics Committee for the Use of Animals at FZEA-USP
(protocol number: 1940130519).

4.2.Experimental groups, sample collection and complementary examinations

Only obese female dogs with BCS of 8 and 9 were part of the experiment,
presenting obesity for at least 1 year due to excessive food intake (positive energy
balance). The BCS was evaluated according to the method proposed by Laflamme.

The females were subjected to blood collection (jugular venipuncture after 12 h
of fasting) for screening laboratory tests and to analyze the size and concentration of
sEVs. Blood counts were performed using an automatic blood analyzer and serum
biochemical parameters were assessed using specific reagents and a biochemical
analyzer. T4-free hormone dialysis test was performed at the PROVET (reference
laboratory in the city of Sdo Paulo/Brazil) with the radioimmunoassay methodology.
Urine was collected by cystocentesis, and urinalysis comprised a dipstick analysis and

sediment examination.
4.3.Isolation of sEVs

Blood samples were centrifuged (2,400 rpm for 30 min) to obtain the serum.
Briefly, serum was centrifuged three times at 4°C: 300 x g for 10 min, 2,000 x g for 10
min, and 16,500 x g for 30 min to remove cells, cell debris, and large vesicles,
respectively. The supernatant was stored at -80°C for further ultracentrifugation.
Samples were thawed and supernatants were filtered using a 0.20 ym pore
polyethersulfone (PSE) membrane syringe filter to remove any large EVs. For isolation
of SEVs, the sample was subjected to two consecutive ultracentrifugation at 119,700

x g for 70 min at 4°C, according to a previously described protocol (35).
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The resulting pellet was resuspended in 50 yL of phosphate buffered saline
(PBS) (1X Ca2+/Mg2+ free PBS). Nanoparticle tracking analysis to characterize seVs
according to particle size and concentration was performed using a NanoSight NS300
instrument (Malvern Panalytical, UK). For reading, three consecutive 30-second videos
were taken for each diluted sample (1:100 in PBS) and captured by the sCMOS
camera at camera level 13 at a controlled temperature of 38.5°C. Considering
threshold level 5, the images were tracked using the analytical software NanoSight
NTA 3.4, as described by de Avila et al.

4.4 .Characterization of sEVs

The presence of sEVs was confirmed by the expression of specific proteins by
Western blotting, according to a previously established protocol (36) and by TEM. The
primary antibodies used for Western blotting were Alix anti-mouse (1:750; sab-
4200476; Santa Cruz, USA), CD9 anti-mouse (1:500; sc-13118; Santa Cruz, USA),
and cytochrome C anti-goat (1:1000; sc-8385; Santa Cruz, USA). The secondary
antibody was anti-goat IgG (1:4000; sc-2020; Santa Cruz, USA).

For TEM, sEVs isolated from 200 pL of canine serum were diluted in 200 pL of
fixative solution (1% cacodylate, 2% glutaraldehyde, and 2% paraformaldehyde at pH
7.2-7.4) and maintained for 2 h at room temperature. Subsequently, the sEVs were
diluted in 2 mL of 1X Ca2+/Mg2+-free PBS, and the solution was centrifuged once to
obtain the sEVs pellet (119,700 x g, 70 min, 4°C). The pellet was diluted in 100 pL
buffer solution (1% cacodylate) and refrigerated until analysis. The sEV solution was
placed on a copper grid for 20 min at room temperature, and 2% uranyl acetate was

added. The morphology of the sEVs was analyzed using TEM.
4.5.Total RNA extraction, reverse transcription, and Real-Time PCR

The total RNA content of the sEVSs, including miRNAs, was extracted with the
TRIzol reagent and, with the addition of 1.33 pL of the GlycoBlue coprecipitator to the
aqueous phase before RNA precipitation, as previously described by da Silveira et al.
with minimal modifications. The samples were then analyzed by spectrophotometry to
verify the quantity and quality of the extracted RNA. RNA samples were treated with
DNase I.
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To analyze the expression of miRNAs in sSEVs, reverse transcription was
performed for cDNA synthesis using the commercial kit MystiCq MicroRNA cDNA
Synthesis Mix, according to the manufacturer’s instructions. Using 70 ng of total RNA
(per sample), quantitative RT-PCR was performed using the MystiCq Universal PCR
Primer kit, according to the manufacturer’s instructions. Reactions of 6 uL were
performed containing 2x MystiCq microRNA SYBR Green qPCR ReadyMix, 10uM
MystiCq Universal PCR Primer, nuclease-free water, 0.7 ng cDNA, and 1 pL primer,
designed according to the miRNA sequences (miR- 26b, miR-132, and miR-155)
available from the miRBase database (Table 5). The relative level of each miRNA in
each sample was assessed, and the plates were mounted using an electronic
multichannel pipetting system. Amplification was performed using the QuantStudio 6
Flex (Thermo Fisher Scientific, USA). The temperatures and times used were 95°C for
2 min for activation of HotStarTag DNA Polymerase and initiation of denaturation of
the cDNA strands, followed by 45 cycles of 95°C for 5 s for denaturation, 60°C for 15
s for annealing of the primers, and 70°C for 15 s for extension, when fluorescence
capture occurred. miRNAs were considered present when they presented a cycle
threshold (CT) lower than 35 in at least three biological replicates and an appropriate
melting curve. CT values were normalized using the geometric mean CT of the
endogenous genes RNT43snoRNA and ssc-miR-99b. Relative expression values
were calculated using the ACt method, and normalized data were transformed using

2-ACt for graphical representation of relative transcriptional levels (38).

MiRNAS Primer sequences

miR-26b TTCAAGTAATTCAGGATAGGTT
miR-155 TTAATGCTAATTGTGATAGGGG
miR-132 TAACAGTCTACAGCCATGGTCG
miR-99b CACCCGTAGAACCGACCTTGCG
RNT43 snoRNA CTTATTGACGGGCGGACAGAAAC

Table 5. Primer sequences of miRNAs analyzed by RT-PCR

4.6. Statistical analysis

Laboratory tests for screening, size and concentration of SEVs, and expression

of miRNAs were subjected to descriptive statistical analysis and the results were
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presented as mean and standard error of the mean (parametric data) or median with
minimum and maximum values (non-parametric data). Mean values for age,
hematological and biochemical parameters, size and concentration of sgEVs, and
expression of miRNAs of the three groups (control, obese, and obese with alteration)
were subjected to ANOVA, and compared using Tukey’s test. BCS and weight
medians were compared using the Mann-Whitney test. Comparisons between the two
groups (obese and control) were performed using an unpaired t-test (p<0.05). PCA
was performed with the obese and control groups and the variables used were serum
triglyceride concentration and concentration of sEVs. All statistical analyses were

performed using the GraphPad Prism version 8.
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RESUMO

A obesidade é caracterizada pela expansédo do tecido adiposo, que se da tanto pela
producdo de novas células de gordura (hiperplasia), quanto pelo aumento do volume
das células pré-existentes (hipertrofia). Durante esse processo 0 tecido sofre
hipoperfusdo sanguinea e hipdxia resultando numa inflamacéo local e a composigéo
celular do tecido adiposo é alterada, principalmente pelo numero de infiltrado de
macrofagos. O tecido adiposo € um 6rgdo metabdlico e enddcrino, tendo seus
adipocitos a capacidade de sintetizar e secretar vesiculas extracelulares (VES),
permitindo assim a comunicagéo intercelular. Os miRNAs contidos em VESs e tecidos
tem a capacidade de regular a expressao génica, sendo que 0os miR-132, miR-26b e
miR-155 foram associados com obesidade, infiltracdo de macréfagos e inflamacéo. O
objetivo desse estudo foi analisar marcadores de inflamacdo e uma possivel relacéo
entre o estado inflamatoério, as VEs séricas e os miRNAs alvos expressos nas VEs
séricas e no tecido adiposo de cadelas obesas. Para isso, foram recrutadas 20 cadelas
castradas em bom estado geral, sendo 14 obesas e 6 controles. As VEs pequenas
foram isoladas a partir do sangue total, por meio de centrifugacbes e
ultracentrifugacbes seriadas e o equipamento NanoSight foi utilizado para a
determinacao do tamanho e concentracdo das VEs pequenas presentes no soro. Os
mMiRNAs foram extraidos das VEs pequenas e do tecido adiposo e analisados pela
técnica de PCR em tempo real. A analise da expressdo dos genes também foi
realizada utilizando a técnica de PCR em tempo real. As cadelas obesas
apresentaram hipertrofia do tecido adiposo subcutaneo. N&do foram observadas
alteracdes nos marcadores inflamatorios (contagem de leucdcitos, proteina C reativa
e fibrinogénio) e os grupos nao diferiram com relagédo: 1) ao tamanho e concentracao
das VEs e, 2) a expressao dos miR-26b, miR-155 e miR-132 contidos nas VEs. Os
grupos também néo diferiram com relacéo a expressao desses miRNAS e seus genes
alvo (MYCBP, SOCS1 e FOX03) no tecido adiposo subcutaneo, assim como o
infiltrado de macréfagos, mesmo as cadelas obesas apresentando numericamente
maior infiltrado de macréfagos no tecido. Os resultados indicam que apesar das
cadelas obesas apresentarem hipertrofia do tecido adiposo e maior contagem
numérica dos macrofagos, o processo inflamatoério ndo foi caracterizado e com isso,
possivelmente néo foi observado alteracdes nos miRNAs das VEs, do tecido adiposo,

assim como o0s genes alvo.
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1. INTRODUCAO

A obesidade € uma condicdo complexa definida pelo excesso de acumulo de
tecido adiposo corporal devido um consumo energético positivo prolongado. Em
animais de companhia o desequilibrio nutricional tem sido a principal causa de
obesidade, sendo que o excesso de peso pode acarretar diversas doencas como
disturbios metabdlicos, resisténcia a insulina, hiperlipidemia e alteracdes ortopédicas
(MACEDO et al., 2022; RAFFAN, 2022).

Pesquisas identificaram que cées obesos apresentam alteragdes sistémicas e
laboratoriais compativeis com inflamac&o, que poderiam justificar algumas das
comorbidades decorrentes do excesso de gordura corporal (TROPF et al., 2017; XU
et al., 2015). Alteracdes hematologicas ja foram relatadas em caes obesos
clinicamente saudaveis, ou seja, sem nenhuma outra manifestacdo clinica, além do
acumulo de gordura corporal. Nestes cédes observou-se 0 aumento da contagem de
leucdcitos e da concentracdo de proteinas plasmaticas (RADAKOVICH et al., 2017).
Rafaj et al. (2016) também relataram o aumento da contagem de plaquetas em cées
obesos, em comparacao com caes magros. O conjunto destas alteracdes poderia ser
explicada pelo processo inflamatorio decorrente da obesidade.

O tecido adiposo € formado por adipécitos, células endoteliais, fibroblastos,
mastoécitos, macréfagos e linfocitos T. Este tecido exerce suas funcdes sobre os
sistemas organicos por meio da secrecao de fatores de crescimento, hormoénios e
citocinas. As citocinas sdo polipeptidios que regulam a funcdo imunoldgica e
inflamatoéria, uma vez que estimulam a proliferacdo e diferenciagdo celular e
promovem quimiotaxia e secrecdo de imunoglobulinas. No tecido adiposo sao
denominadas adipocinas (IZAOLA et al., 2015). Aparentemente, o tecido adiposo € o
sitio primario da inflamacéo associada a obesidade, devido a sua expansao e aumento
da atividade secretora. Durante o remodelamento dindmico ou expansao, o tecido
sofre as consequéncias da hipoperfusdo sanguinea e hipoxia, que resultam em uma
inflamacéo local devido a acdo das adipocinas inflamatorias e fatores quimiotaticos
(GE et al., 2014; IZAOLA et al., 2015). Além disso, na obesidade a composicéo celular
do tecido adiposo é alterada, principalmente, pelo infiltrado de um grande namero de
macroéfagos, que tém a funcdo de remover as células apoptéticas (SCARPELLINI;
TACK, 2012).
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Quando ocorre um balanco energético positivo, caracterizado pelo maior
consumo e menor gasto de energia, inicia-se o acumulo de tecido adiposo no
subcutaneo e, posteriormente, nas visceras (IZAOLA et al., 2015). A expansao do
tecido adiposo ocorre tanto pela producédo de novas células de gordura (hiperplasia),
quanto pelo aumento do volume das células pré-existentes (hipertrofia) (ARNER;
KULYTE, 2015) e possivelmente pode alterar a sintese e a liberacdo de vesiculas
extracelulares (VES) nesse tecido.

As VEs sdo produzidas em diferentes células e secretadas para o meio
extracelular, sendo possivel sua comunicacdo com diversos orgaos. Por estarem
presente no meio extracelular, podem ser detectadas em todo tipo de fluido corporal,
como sangue, urina, saliva, liquido cefalorraquidiano, entre outros (CAMINO et al.,
2020). As VEs contém elementos da sua célula de origem comao, lipidios, proteinas e
acidos nucleicos (mMRNAs, tRNAs e microRNAs). Dessa forma agem como
transportadores de informacdo biolégica uma vez que realizam comunicacéo
intercelular podendo modificar a funcdo de o6rgdos receptores (KIM; SHAH;
NAKAMURA, 2018). Ge et al. (2014) propuseram que os macréfagos e os adipécitos
hipertrofiados séo os principais envolvidos no processo inflamatério desencadeado
pela obesidade e que as vesiculas secretadas pelos adipdcitos poderiam atuar como
“‘comunicadores da inflamacgédo” entre os adipécitos e os macrofagos teciduais ou
circulantes.

Os microRNAs (miRNAS) correspondem a um grupo altamente conservado de
pequenos RNAs ndo codificantes, com aproximadamente 22 nucleotideos, que
regulam a expressao génica. Por estarem presentes nos tecidos, os miRNAs podem
ser encontrados na circulagdo, como o contetdo de VEs (ARNER; KULYTE, 2015;
ZHUANG et al., 2012). Devido a relacao entre obesidade, expanséao do tecido adiposo
e inflamagéo, a expressao dos miRNAs no tecido adiposo branco tem sido muito
estudada em humanos, principalmente, dos miRNAs que modulam a resposta
inflamatoria (GE et al., 2014).

Os miR-132, miR-26b e miR-155 s&o miIRNAs associados com obesidade,
metabolismo lipidico, adipogénese, infiltragcdo de macréfagos e inflamacao, secregcédo
de insulina, entre outros (EIKELIS et al., 2021; MULDER et al., 2019; KLOTING et al.,
2009). A expressdo desses miRNAs pode estar associada com a modulacdo do

processo inflamatdrio em cadelas obesas, visto que em humanos foi encontrado uma
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correlacdo negativa com a expressao de macrofagos no tecido adiposo de humanos
obesos (KLOTING et al., 2009). Nao foram encontrados estudos sobre a expressdo
de miRNAs que modulam a resposta inflamatdria em caes obesos, no entanto os miR-
132, miR-26b e miR-155 j& foram descritos na espécie canina. A acdo desses miRNAs
pode ser explicada por meio da identificacdo de seus genes alvo, que terdo a
transcricdo reprimida ou 0 RNAm degradado. Sendo assim, o miR-26b atuaria sobre
0 gene MYCBP, o miR-155 teria acao sobre o gene SOCS1 e 0 miR-132 teria como
alvo o gene FOXO3 (LI et al., 2018; ESSANDOH et al., 2016; BYEON et al., 2017).

Evidéncias de um processo inflamatorio em cdes com acumulo de gordura
corporal ja foram relatadas na literatura (FRANK et al., 2015; RAFAJ et al., 2016; XU
et al., 2015; TROPF et al., 2017). Entretanto, a andlise do infiltrado de macro6fagos e
da expressdo de miRNAs que poderiam regular este processo ainda nédo foi estudada
em caninos obesos.

Os objetivos desse estudo foram avaliar marcadores de inflamacédo na
circulacdo; o padrédo de VEs séricas, assim como a expressao do miR-26b, miR-132
e miR-155 nessas vesiculas; a marcacdo imuno-histoquimica para macréfagos e os
niveis de transcritos dos miR-26b, miR-155 e miR-132 no tecido adiposo subcutaneo,
além da expressdo dos genes alvos do miR-26b, miR-155 e miR-132 e a
histomorfometria no tecido adiposo subcutaneo de cadelas obesas e com escore de

condicao corporal (ECC) normal.
2. METODOLOGIA

O estudo foi desenvolvido na Unidade Didatica Clinico Hospitalar (UDCH) da
FZEA-USP, em parceria com o Laboratorio de Andlises Clinicas, Laboratério de
Morfofisiologia Molecular e Desenvolvimento (LMMD) e Laboratério de Oncologia
Comparada e Translacional (LOCT/ZMV), no campus Fernando Costa, em
Pirassununga-SP. O protocolo experimental deste estudo foi aprovado pelo Comité
de Etica no Uso de Animais da FZEA/USP (Protocolo CEUA: 1940130519).

O experimento foi realizado em 20 fémeas caninas de diferentes ragas e 0s
critérios de incluséo foram: idade entre trés e oito anos, castradas, em bom estado
geral e ECC 4 ou 5 (grupo controle) e ECC 8 ou 9 (grupo obeso). As cadelas foram
divididas em grupo controle, formado por 6 cadelas com ECC 5 e grupo obeso,

formado por 14 cadelas com ECC 8 e 9, apresentando obesidade decorrente da



41

ingestao excessiva de alimentos (balanco energético positivo) ha pelo menos 1 ano.
N&o participaram deste estudo cadelas obesas com sinais clinicos ou alteracfes em
exame fisico e laboratorial caracteristicos de doencgas enddcrinas (diabete mellitus,
hipotireoidismo e hiperadrenocorticismo) ou que apresentassem outras doencas

graves associadas, como por exemplo, neoplasias.
2.1.Exame fisico e exames laboratoriais de triagem

O exame fisico geral foi realizado conforme proposto por Feitosa (2004) e a
avaliagdo do ECC foi realizada de acordo com o proposto por Laflamme (1997). As
cadelas foram submetidas a coleta de sangue por venopuncao jugular, apés 12h de
jejum alimentar, para os exames laboratoriais e analise das VEs. A colheita de urina
foi através de mic¢cdo espontanea ou cistocentese.

O hemograma foi realizado usando um analisador de sangue automatizado BC-
2800Vet (Mindray Bio-Medical Electronics Co., Shenzhen, China). Os parametros
bioquimicos séricos (perfil hepéatico e renal) foram avaliados com reagentes
especificos (Labtest Diagnostica, Minas Gerais, Brasil) e um analisador bioquimico
BS-120 (Mindray Bio-Medical Electronics Co.). A urindlise incluiu a analise com tira

reagente (Labtest Diagndstica) e o exame de sedimentos.
2.2.Dosagem hormonal e ultrassom

Devido a possibilidade de obesidade relacionada a hipotireoidismo ou
hiperadrenocorticismo, foram realizados em todas as cadelas obesas dois testes de
triagem: teste hormonal T4 livre por dialise de equilibrio pela metodologia de
radioimunoensaio (realizado em um laboratério veterinario de referéncia) e exame
ultrassonografico das glandulas adrenais (realizado no setor de diagnéstico por
imagem do hospital veterinario da instituicao).

O exame ultrassonografico é considerado um grande auxiliar na avaliacdo das
glandulas adrenais e no diagndstico de possiveis alteracdes (SCHULTZ et al., 2009;
D’ANJOU; PENNINCK, 2015; NYLAND; MATTOON., 2015). Utilizando o aparelho My
Lab 30 Vet Gold (Esaote, Génova, Italia) com transdutores microconvexo e linear
multifrequenciais, as cadelas foram colocadas em decubito lateral (bilateralmente). As

glandulas adrenais foram identificadas a partir de suas referéncias vasculares, a
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adrenal direita teve seu polo caudal visibilizado adjacente a veia cava caudal,
enguanto a adrenal esquerda teve como referéncia o segmento abdominal da aorta e
as veias e artérias renais esquerdas.

A avaliacdo das glandulas adrenais foi feita em relacdo ao seu padréo de
ecogenicidade, ecotextura, formato, nivel de dificuldade perante a sua visibilizacéo e,
se foi possivel observa-la em sua totalidade ou parcialmente numa mesma imagem.
Essas imagens foram realizadas ao corte longitudinal. Para confirmar a caracterizagcéo
das estruturas visibilizadas como glandulas adrenais, foram pesquisadas suas
referéncias vasculares por meio do Doppler colorido, através da identificacdo de veia
e/lou artéria frenicoabdominais envolvendo externamente a regido média das
glandulas e/ou da veia medular disposta longitudinalmente na regido medular das
glandulas adrenais. Com os polos caudais identificados, foram realizadas medidas em
triplicata da altura do polo caudal em sua maior espessura (CHALUS et al., 2013;
SOULSBY et al., 2015).

2.3.Marcadores de inflamacéao

Além da avaliagcdo da contagem total e diferencial dos leucécitos, foi realizada
a determinacdo sérica da proteina C reativa e da concentracdo plasmatica de
fibrinogénio nas cadelas dos grupos controle e obeso. Para proteina C reativa, o soro
obtido foi armazenado a -80°C e posteriormente encaminhado para um laboratorio de
referéncia veterinario, sendo analisada atravées da metodologia imunoensaio
enzimatico. Para a determinagcdo da concentracdo de fibrinogénio, as amostras de
sangue total foram transferidas para tubos com citrato de s6dio e o soro obtido foi
analisado pela técnica de formacao de codgulos — tempo de trombina Clauss (RAFAJ

et al., 2016), utilizando kit comercial (Labtest Diagnostica).
2.4.Analise das VEs pequenas

Amostras de sangue foram centrifugadas (2.400 rpm, durante 30 minutos) para
a obtencao do soro. Apos, passaram por trés centrifugacdes consecutivas a 4°C: 300
X g por 10 minutos; 2.000 x g por 10 minutos; 16.500 x g por 30 minutos, para remocao
de células, debris celulares e vesiculas grandes, respectivamente. O sobrenadante foi

armazenado a -80°C para posterior ultracentrifugacao.
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As amostras foram descongeladas e os sobrenadantes foram filtrados usando
um filtro de seringa com membrana de polietersulfona (PSE) e poro 0.20 um (Corning,
Arizona, EUA) para o isolamento das VEs pequenas a fim de remover quaisquer VEs
grandes. Em seguida, foi submetido a duas ultracentrifugacdes consecutivas de
119.700 x g, durante 70 minutos a 4°C (Optima XE-90 Ultracentrifuge; rotor 70 Ti;
Beckman Coulter, Califérnia, EUA), de acordo com o protocolo previamente descrito
(LASSER; ELDH; LOTVALL, 2012).

O pellet resultante foi ressuspendido em 50 puL de solucédo salina tamponada
com fosfato (1X Ca?/Mg?*). A andlise rastreamento de nanoparticulas para
caracterizar as VEs pequenas de acordo com o tamanho e concentracdo de
particulas, foi realizada no equipamento NanoSight NS300, modelo NS300 (Malvern
Panalytical, Cambridge, Reino Unido). Para leitura, foram feitos trés videos
consecutivos de 30 segundos para cada amostra diluida (1:100 em solucéo salina
tamponada com fosfato) e capturados pela camera sCMOS em Camera Level 13 e
temperatura controlada de 38,5°C. Considerando threshold level 5, as imagens foram
rastreadas pelo software analitico NanoSight NTA 3.4 (Malvern Panalytical), conforme
descrito por de Avila et al. (2020).

2.5.Bidpsiatecido adiposo subcutaneo

As cadelas foram recrutadas para a bidpsia, mediante autorizacéo dos tutores.
O exame eletrocardiografico foi realizado antes do procedimento cirldrgico. Para a
biépsia, as cadelas foram submetidas a medicacdo pré-anestésica: acepromazina
(0,05 mg/kg) e petidina (5 mg/kg) por via intramuscular, induzidas com cetamina S+
(8 mg/kg) e midazolam (0,25 mg/kg) por via intramuscular e anestesiadas com
sevofluorano (anestesia inalatéria). No centro cirargico, foram posicionadas em
decubito dorsal e a incisdo cutanea (5 cm) foi feita na linha mediana, 2 cm
caudalmente a cicatriz umbilical, apos tricotomia e assepsia prévias. Mediante uma
divulsdo delicada, um fragmento de 2x2 cm do tecido adiposo subcutaneo foi
removido. A sutura de pele foi realizada com fio poligalactina 3-0 e pontos simples
separados. No pos-operatorio, as cadelas foram medicadas com anti-inflamatorio
meloxicam (0,1 mg/kg). O curativo da ferida cirurgica foi realizado com rifamicina spray
e micropore. As cadelas permaneceram com roupa cirdrgica durante 5 dias, até

cicatrizacdo completa da ferida.
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Metade do fragmento removido foi fixado em paraformaldeido (4%) e depois
emblocado em parafina para a analise da marcacdo imuno-histoquimica para
macréfagos (KLOTING et al., 2009) e a outra metade foi rapidamente congelada em
nitrogénio liquido e armazenada a -80°C até o momento da analise da expressao dos
mMiRNAs e de seus genes alvo (URIBE et al., 2016).

2.6.Marcacao imuno-histoquimica para macrofagos M1 no tecido adiposo

As amostras de tecido adiposo subcutaneo foram condicionadas em cassetes
e fixadas com solucéao de formalina tamponada a 10% durante 24 horas. No processo
de desidratacdo, os tecidos foram mergulhados em alcool etilico com concentracdes
crescentes até atingirem o alcool absoluto, correspondente a 99% de pureza (CINTI
et al., 2005). Na etapa de clarificacdo, com o uso de xilol, o alcool foi removido dos
tecidos tornando-se transparentes, facilitando assim a imersdo deles em parafina
(CAMILLO etal., 2017). As amostras foram seccionadas no micrétomo tendo os cortes
finais a espessura de 3 ym e corados pela técnica da Hematoxilina & Eosina para
evidenciacdo dos macréfagos citoplasmaticos.

A recuperagao antigénica foi realizada em citrato pH 6.0, em panela de pressao,
por 3 minutos, seguido de resfriamento durante 10 minutos no proprio tampdo. Foram
realizadas trés lavagens com solucéo salina tamponada com fosfato (pH 7,4) durante
5 minutos cada, com adicdo de detergente Tween 20 a 1%, apos o resfriamento. O
blogueio da peroxidase enddgena foi realizado através da solucédo de peréxido de
hidrogénio a 7%, durante 30 minutos, em temperatura ambiente, seguindo-se de trés
lavagens com solucéo salina tamponada com fosfato (pH 7,4) por 5 minutos cada. Os
cortes histolégicos foram delimitados com caneta hidrofébica e posteriormente as
amostras foram submetidas a incubac¢ao com anticorpo primario, policlonal de coelho,
Anti-iINOS (clone bs-2072R, Geistlich Bio-Oss, Sao Paulo, Brasil) para marcagéao de
macréfagos M1, na diluigdo 1:100, por 18 horas, em camara Umida, a temperatura de
4°C.

Apoés 18 horas de incubacdo as amostras foram lavadas novamente com
solucéo salina tamponada com fosfato (pH 7,4) por 3 vezes durante 5 minutos e,
posteriormente, incubadas durante 30 minutos com o anticorpo secundario Easylink
ONE (Easy Path, Sao Paulo, Brasil) conforme indicacdo do fabricante, visando

amplificar a reacdo. Foram realizadas mais trés lavagens de 5 minutos com solucéo
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salina tamponada com fosfato (pH 7,4) e, para revelacéo da reacéo, adicionou-se as
amostras o cromogeno diaminobenzidina (Easy Path, Sdo Paulo, Brasil) por 30
segundos e, subsequente duas lavagens de 5 minutos em 4gua destilada, seguido de
contra coloracdo com Hematoxilina de Harris e lavagem em agua corrente.
Realizou-se desidratacdo em alcoois graduados e diafanizacdo em banhos de
xilol, seguida pela montagem com laminula. As laminas de controle negativo foram
incubadas com 0 mesmo anticorpo secundario e processadas simultaneamente, com
a mesma diluicdo e tempo, para confirmar a especificidade do anticorpo primario. As
células marcadas foram identificadas no microscépio Nikon eclipse E200 (Nikon,
Tokio, Japdo) por exame visual cuidadoso das laminas com graus crescentes de
ampliacdo. O numero de macrdfagos foi contabilizado em trés &reas escolhidas

aleatoriamente com aumento de 40x.
2.7.Histomorfometria do tecido adiposo subcutaneo

Apos fixacdo em paraformaldeido (4%), os fragmentos de tecido adiposo
foram emblocados em parafina para realizacdo dos cortes histologicos. Os
cortes foram feitos com 5um de espessura com uso de micrétomo (RM2245, Leica
Microsystems GmbH, Braunschweig Alemanha). Apds, foram fixados em laminas
silanizadas StarFrost (Waldemar Knittel Glasverarbeitung GmbH, Braunschweig
Alemanha) e posteriormente corados com Hematoxilina e Eosina, de forma adaptada
ao protocolo descrito por Berry et al. (2014).

As laminas histologicas foram observadas em microscopio 6ptico (DM500,
Leica Microsystems GmbH, Braunschweig, Alemanha) e dois campos aleatorios e nao
sobrepostos de cada lamina foram fotografados em campo de aumento de 10X
por meio de uma camera (ICC50HD, Leica Microsystems GmbH, Braunschweig,
Alemanha) acoplada ao microscopio Optico, com auxilio do software Leica LAS EZ
(Leica Microsystems GmbH). Todas as etapas de preparacdo e andlise do material
foram realizadas pelo mesmo individuo, sendo que este desconhecia a quais grupos
experimentais cada amostra pertencia.

O software utilizado para a determinacdo do numero e area dos adipocitos
foi o Image-Pro Plus (Media Cybernetics, Inc., Maryland, Estados Unidos).
Inicialmente, o software foi calibrado para o aumento microscopico de 10X,

transformando assim os pixels da imagem em micrémetros, na proporcao correta.
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Entdo, cada fotografia obtida previamente foi analisada de acordo com essa
calibracdo. As células foram delimitadas manualmente e individualmente, sendo que
adipdcitos rompidos, sobrepostos ou excessivamente deformados foram
desconsiderados. Feito isso, 0 numero de adipdcitos foi dado como a soma de todos
os adipdcitos do campo, e suas respectivas areas foram dadas como: area x 103 x
pum2, Os dados foram tabulados e entdo foi calculado o valor médio do numero
de adipdcitos e o valor médio da area dos adipécitos entre os dois campos
fotografados de uma mesma amostra, sendo que este valor médio foi utilizado

para as analises estatisticas.
2.8.Extracao de RNA total, transcriptase reversa e PCR em tempo real

O conteudo de RNA total do tecido adiposo e das VEs pequenas, incluindo os
miRNAs, foi extraido com o reagente TRIzol (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
EUA) de acordo com as instrugdes do fabricante e, com a adi¢do de 1,33 uL do
coprecipitador GlycoBlue (Thermo Fisher Scientific) a fase aquosa antes da
precipitacdo do RNA, conforme previamente descrito por da Silveira et al. (2017) com
modificacdes minimas. Em seguida, as amostras foram analisadas por
espectrofotometria (NanoDrop™ One/One®, Thermo Fisher Scientific) a fim de
verificar a quantidade e a qualidade do RNA extraido. O RNA foi tratado com DNasel
(Invitrogen; Califérnia, EUA) de acordo com as instru¢cdes do fabricante.

Para a andlise da expressdo dos miRNAs das VEs pequenas e do tecido
adiposo, foi realizada, a partir da sintese de cDNA, a transcri¢cdo reversa utilizando o
kit comercial MystiCq MicroRNA cDNA Synthesis Mix (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA)
de acordo com as instru¢coes da empresa. Utilizando 70 ng do RNA total (por amostra)
a técnica de PCR quantitativo foi realizada com o kit MystiCq Universal PCR Primer
(Sigma-Aldrich), de acordo com as instrugdes da empresa. Foram feitas reacdes de 6
ML contendo 2x MystiCq microRNA SYBR Green qPCR ReadyMix, 10uM MystiCq
Universal PCR Primer, Nuclease-free water, 0,7 ng de cDNA, e 1 yL de primer,
desenhados de acordo com as sequéncias de miRNAs (miR-26b, miR-132 e miR-155)
disponiveis no miRBase database (Tabela 1). O nivel relativo de cada miRNA foi
avaliado em cada amostra e as placas foram montadas usando um sistema de
pipetagem multicanal eletronico. As amplifica¢cdes foram realizadas no QuantStudio 6

Flex (Applied Biosystems, Massachusetts, EUA). As temperaturas e tempos utilizados
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foram 95°C por 2 minutos para ativacdo da HotStarTaqg DNA Polymerase e inicio da
desnaturacao das fitas de cDNA seguido de 45 ciclos de 95°C durante 5 segundos
para desnaturacdo, 60°C durante 15 segundos para anelamento dos primers e 70°C
durante 15 segundos para extensdo, quando ocorre a captacéo da fluorescéncia. Os
mMiRNAs foram considerados presentes quando apresentaram cycle threshold (CT)
menor que 35 em pelo menos trés repeticdes bioldgicas e curva de melting apropriada.
Os valores de CT foram normalizados usando a média geométrica de CT dos genes
enddgenos RNT43snoRNA e ssc-miR-99b. Os valores de expressao relativa foram
calculados usando o método ACt, e os dados normalizados foram transformados por
2-2C para representacao grafica dos niveis relativos de transcricdo (GONELLA-DIAZA
et al., 2021).

2.9.Expressao dos genes MYCBP, SOCS1 e FOXO3 no tecido adiposo

A partir de 170 ng (por amostra) do RNA total, o cDNA foi sintetizado por meio
do kit iScript cDNA Synthesis (Bio-Rad, California, EUA). A andlise da expresséo dos
genes foi realizada utilizando a técnica de PCR em tempo real com o kit e GoTaq
gPCR Master Mix (Promega, Wisconsin, EUA), de acordo com as instrucdes da
empresa. Os primers especificos para caninos dos genes MYCBP, SOCS1 e FOX0O3
foram desenhados com o auxilio das sequéncias disponiveis na plataforma
TargetScan (Tabela 1). O PCR em tempo real foi realizado usando o QuantStudio 6
Flex (Applied Biosystems) e com as seguintes condigdes do ciclo: 95°C por 10
minutos, 45 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 60 segundos. Os genes foram
considerados presentes quando apresentaram cycle threshold (CT) menor que 35 em
pelo menos trés repeticdes biolodgicas e curva de melting apropriada. Os valores de
CT foram normalizados usando a média geométrica de CT dos genes enddgenos
GAPDH e 18S. Os valores de expressao relativa foram calculados usando o método
ACt, e os dados normalizados foram transformados por 24t para representacdo
gréfica dos niveis relativos de transcricdo (GONELLA-DIAZA et al., 2021).
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Tabela 1 - Sequéncia de primer da analise de genes e miRNAs

Gene Sequéncia Primer (5'- 3")
MYCBP S: ATCGCCCATTACAAAGCCGC
AS: ACCAATACCTTGGTCAGCGTCT
FOXO03 S: GGCGGGGTGGAAGAACTCTA
AS: CTTCCCGCTCTTTCCCCCAT
SOCSs1 S: AAGCCTGCGGCTTCTACTGG
AS:GAAGAAGCAGTTCCGCTGGC
18S S: CCTGCGGCTTAATTTGACTC
AS: CTGTCAATCCTGTCCGTGTC
GAPDH S: AGTGAAGCAGGCATCGGAGG
AS: GGCGTCGAAGGTGGAAGAGT
mMiRNAsS Sequéncia Primer (5'- 3')
miR-26b TTCAAGTAATTCAGGATAGGTT
miR-155 TTAATGCTAATTGTGATAGGGG
miR-132 TAACAGTCTACAGCCATGGTCG
miR-99b CACCCGTAGAACCGACCTTGCG
RNT43 snoRNA CTTATTGACGGGCGGACAGAAAC

S: sense. AS: antisense. Fonte: Prépria autoria

2.10. Anédlise dos resultados

Os resultados dos parametros avaliados foram tabulados e apresentados como
média e erro padrdo da média para dados paramétricos, e mediana com valores
minimos e maximos para dados ndo parameétricos. A normalidade das variaveis foi
avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. Os valores médios das variaveis foram
submetidos ao teste t (grupo controle versus grupo obeso), tendo suas médias
comparadas pelo teste Tukey e a medianas comparadas pelo teste Mann-Whitney.
Os dados obtidos nas analises de tamanho e concentracdo de VEs pequenas,
expressdo de miRNAs e expressado dos genes alvo, foram testados para outliers e
normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e, comparados pelo teste t-Student. Todas as
analises estatisticas foram realizadas com o software GraphPad Prim 8 e foi

considerado significativo valores de p<0,05.
3. RESULTADOS

3.1.Exame fisico e laboratorial
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Todas as fémeas recrutadas possuiam parametros normais na avaliacao
clinica. Os grupos, controle e obeso néo diferiram com relacdo a idade (5,2 + 0,9
versus 4,9 £ 0,4 anos, respectivamente) e ao peso (7,2 (5,2; 28,6) versus 12,1 (5,1;
46,8), respectivamente), mas o ECC foi maior no grupo obeso (8,5 (8; 9) versus 5,0
(5; 5) (p < 0,0001). Algumas caracteristicas dos grupos podem ser visualizadas na
Tabela 2.

Tabela 2 — Caracteristicas dos grupos

C L Grupo Controle (n=6) Grupo Obeso (n=14)
aracteristicas - S > SN
numero de animais (%) numero de animais (%)
Idade (anos)
3-5 3 (50%) 9 (64,3%)
6-8 3 (50%) 5 (35,7%)
Peso (kg)
0-6 2 (33,3%) 2 (14,3%)
7-10 3 (50%) 5 (35,7%)
11-20 0 3 (21,4%)
21- 30 1 (16,7%) 1 (7,2%)
> 30 0 3 (21,4%)
ECC
5 6 (100%) 0
8 0 7 (50%)
9 0 7 (50%)
Racas
Maltés 1 (16,7%) 1 (7,14%)
Lhasa Apso 1 (16,7%) 0
Shih-tzu 2 (33,3%) 3 (21,4%)
SRD 2 (33,3%) 4 (28,6%)
Dachshund 0 1 (7,14%)
Pointer Inglés 0 1 (7,14%)
Rottweiler 0 1 (7,14%)
Golden 0 2 (14,3%)
Cocker 0 1 (7,14%)

n= ndmero de animais; SRD= sem raca definida. Fonte: Propria autoria

Os grupos nao diferiram com relacdo ao eritrograma, leucograma e perfil
bioquimico (Tabelas 3 e 4). No exame de urindlise as cadelas ndo apresentaram

glicosuria e sinais de inflamacao e/ou infecgao.



Tabela 3 — Valores médios do eritrograma e leucograma

Parametros

Grupo Controle

Grupo Obeso

Valores de

(n=6) (n=14) Referéncial
Eritrécito (108/uL) 7,9+0,2 7,4+0,2 55-8,5
Hemoglobina (g/dL) 18,8+ 0,5 18,2+0,4 12 - 18
Hematécrito (%) 520+1,1 51,4+1,3 37 -55
PP(g/dL) 7,9+0,3 7,1+0,1 6-8
Plaquetas (/uL x 10%) 27,8+6,2 31,8+3,7 20 - 50
Leucdcitos (/uL x 10°) 10,3+ 1,0 9,6 +0,7 6-17
Neutrofilos (/uL x 10°) 6,8+0,9 6,1+0,5 3-115
Eosinoéfilos (/UL x 102) 6,7 +1,2 76+23 1-125
Linfécitos (/uL x 10%) 24+05 2,3+0,2 1-4,8
Monécitos (/uL x 10?) 39+12 43+0,8 1,5-13,5

n: numero de animais por grupo; PP: proteina plasmética; +: erro padrdo. 17THRALL et al.,
2006. Fonte: Prépria autoria.



Tabela 4 - Valores médios do perfil bioquimico

Parametros Grupo Controle Grupo Obeso Valorfzs (_je
(n=6) (n=14) Referénciatl
Colesterol (mg/dL) 240,4 + 31,2 210,7 £ 13,8 125 - 270
Triglicérides (mg/dL) 123,1 + 37,3 97,1+121 40 - 169
Glicose (mg/dL) 107,5+£5,9 1115+ 2,2 60 —118
ALT (UIL) 47,0+ 10,4 66,0 + 13,3 7-92
FA (UI/L) 126,2 + 55,6 112,9 £ 49,3 10 - 96
GGT (UI/L) 50+11 3,6+0,8 1,2-6,4
Proteina Total (g/dL) 7,4+0,3 6,6 0,1 53-7,7
Albumina (g/dL) 35+0,1 3,5+ 0,05 23-38
Globulina (g/dL) 3,9+0,3 3,1+0,1 2,4-48
Bb Total (mg/dL) 0,05 + 0,01 0,06 + 0,01 0,1-0,7
Bb Direta (mg/dL) 0,05+ 0,01 0,05+ 0,01 0,06 -0,3
Bb Indireta (mg/dL) 0,00 £ 0,00 0,01 £+ 0,03 0,01-0,5
Ureia (mg/dL) 33,6+3,8 35,7+2,9 10 — 60
Creatinina (mg/dL) 1,0 £ 0,08 1,1+ 0,04 05-1,6

ALT: alanina aminotransferase; FA: fosfatase alcalina; GGT: gama-glutamiltransferase; Bb:
bilirrubina. n: nimero de animais por grupo. *: erro padrdo. ‘THRALL et al., 2006. Fonte:
Prépria autoria.

Os resultados individuais da concentracao sérica de T4 livre nas cadelas do

grupo obeso sdo apresentados no Anexo A.
3.2.Marcadores Inflamatorios

N&o houve diferenca entre os grupos com relagdo aos marcadores

inflamatorios. Os dados podem ser visualizados na tabela 5.
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Tabela 5 - Marcadores inflamatérios

Parametros Grup%ncz%;\trole Granozat;eso p-valor
Leucdcitos (/uL x 10°) 10,3+1,0 9,6+0,7 0,5902
Neutro6filos (/uL x 10°) 6,8+0,9 6,1+0,5 0,7181
Fibrinogénio (mg/dL) 220,5+455 238,8 + 32,6 0,7791
PCR (mg/dL) 4,49+19 5,6+0,7 0,6618

n: nimero de animais por grupo; +: erro padrdo. Fonte: Prépria autoria.
3.3.VEs séricas e seus miRNAs
A analise das VEs pequenas séricas revelou que 0s grupos nao apresentaram

diferenga com relagdo a concentracdo e ao tamanho das VEs pequenas (Figura 1),
assim como seu conteudo de miRNAs (Figura 2).

Figura 1 - Representacao gréfica da concentracdo e tamanho das VEs pequenas

séricas

Os graficos ilustram valores individuais e médios (+ erro padrdo) da concentracdo de VEs
pequenas (A) e do tamanho das VEs pequenas (B). Fonte: Propria autoria.
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Figura 2 - Expressao relativa dos miRNAs presentes nas VES pequenas séricas

Os graficos ilustram valores individuais e médios (x erro padrdo) do miR-132, miR-26b e miR-
155 respectivamente. Fonte: Prépria autoria.

3.4.Histomorfometria do tecido adiposo subcutaneo

Com relacao a histomorfometria, os grupos ndo apresentaram diferen¢a quanto
ao numero meédio de adipdcitos, porém houve diferenca quanto a area média dos

adipécitos. Os resultados estao apresentados na Tabela 6 e Figuras 3,4 e 5.

Tabela 6 - Valores médios do numero e area dos adipdcitos.

Parametros Grupo Controle Grupo Obeso
(n=5) (n=13)

Numero de adipdcitos 40,2 + 22,48 4273+ 17,70

Area dos adip6citos (10° x pm?) 6,34+ 0,81 8,48 +2,17*

n: nUmero de animais por grupo; +: desvio padrao; p*=0.0499 versus grupo controle. Fonte:
Propria autoria.
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Figura 3 - Representacao grafica do numero e area dos adipdécitos no tecido adiposo

subcutaneo para os grupos controle e obesidade

Comparacao do numero de adipdocitos entre 0s grupos experimentais (a); Comparagédo da
area dos adipdcitos entre os grupos experimentais (b); ns: ndo significativo. *p=0,0499 versus
grupo controle.

Figura 4 - Corte histolégico do tecido adiposo subcutaneo

O numero de adipdcitos por campo é semelhante entre as duas amostras. Na imagem
referente ao grupo controle (a) o nimero de adipdcitos contados foi 91, enquanto na imagem
referente ao grupo obesidade (b) o nimero de adipdcitos foi 84. Coloracdo: Hematoxilina-
Eosina. Aumento 10X.
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Figura 5 - Corte histolégico do tecido adiposo subcutaneo

A area dos adipécitos € maior na amostra da cadela obesa. As células em destaque nas
imagens correspondem a maior célula de cada campo. No corte histolégico da cadela do
grupo controle (a), o adipdcito em destaque tem area de 15.800 um2, enquanto no corte
histolégico da cadela do grupo obesidade (b) o adipdcito em destaque tem area de 18.960
pm2. Coloracdo: Hematoxilina-Eosina. Aumento 10X.

3.5.Macréfagos no tecido adiposo

Numericamente, o valor médio do nimero de macréfagos foi maior no grupo
obeso em comparacédo ao grupo controle, mas sem diferenca estatistica. Os dados

podem ser visualizados na Tabela 7 e na Figura 6.

Tabela 7 — Macréfagos M1 no tecido adiposo

Parametros Grupo Controle Grupo Obeso _valor
(n=5) (n=9) P
N° macrofagos M1 2,4+0,7 54+1,6 0,2033

n: nimero de animais por grupo; +: erro padrdo. Fonte: Propria autoria.
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Figura 6 - Analise de macréfagos M1 no tecido adiposo

Figura 6. Amostra de tecido adiposo do grupo controle sem presenca de macrofagos (A, 40x).
Amostra de tecido adiposo grupo controle com presenca de alguns macrofagos (B, 40x).
Amostra de tecido adiposo grupo obeso com presencga de macrofagos (C, 40x e D, 100x). As
setas indicam os macréfagos M1.

3.6.miRNAs e genes alvo no tecido adiposo

Os grupos nao diferiram com relacdo a expressdo dos miRNAs (Figura 7) e
seus genes alvos (Figura 8). Em relagdo ao SOCS1, que seria o gene alvo do miR-
155, ndo houve expressao no tecido adiposo e nos controles (linfonodo e célula de

pele de cao).
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Figura 7 - Expressao relativa dos miRNAs presentes no tecido adiposo

Os graficos ilustram valores individuais e médios (+ erro padrdo) do miR-132, miR-26b e miR-
155 respectivamente. Fonte: Prépria autoria.

Figura 8 - Expressao relativa dos genes presentes no tecido adiposo

Os graficos ilustram valores individuais e médios (z erro padrao) dos genes FOXO3 e MYCBP,
respectivamente. Fonte: Prépria autoria.

4. DISCUSSAO

Nossa hipétese era que as cadelas obesas apresentassem maior infiltrado de
macrofagos no tecido adiposo subcutaneo, associado a: 1) uma expressao diferencial
(aumentada ou diminuida) dos miR-26b, miR-155 e miR-132 e seus respectivos genes
alvo (MYCBP, SOCS1 e FOX03) no tecido adiposo e 2) um padrao especifico de VEs
circulantes, que contivessem também os miR-26b, miR-155 e miR-132. E que a
expressdo dos miRNAs no tecido adiposo subcutaneo fossem a mesma nas VES, no

entanto isso ndo se confirmou.
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As cadelas obesas nao apresentaram diferenca nos marcadores inflamatorios
em comparacao ao grupo controle. O tecido adiposo branco € aparentemente o sitio
primério da inflamacao associada a obesidade, devido a sua expanséo e aumento da
atividade secretora. Durante o remodelamento dindmico ou expansao, o tecido
adiposo branco sofre as consequéncias da hipoperfusdo sanguinea e hipoxia, que
resultam em uma inflamacéo local devido a acdo das adipocinas inflamatorias e
fatores quimiotaticos (GE et al., 2014; IZAOLA et al., 2015). A resposta inflamatéria
desencadeada pela obesidade também acarreta o aumento de adipocinas
inflamatorias e proteinas de fase aguda na circulacéo e, o recrutamento de leucocitos
para tecidos inflamados (GE et al., 2014).

Os resultados dos marcadores inflamatorios avaliados sugerem que as cadelas
obesas ndo apresentaram sinais de inflamagé&o. Essas cadelas foram recrutadas com
pelo menos um ano apresentando obesidade, é possivel que os marcadores avaliados
nesse estudo indicassem sinais de inflamacdo, caso as cadelas estivessem com
obesidade severa ha mais tempo ou, a andlise de outros marcadores inflamataorios,
como citocinas, poderia elucidar se as cadelas obesas apresentavam algum grau de
inflamacé&o. Entretanto, devido ao custo elevado do kit para analise de citocinas, tal
analise nao foi realizada. Um estudo avaliou que a concentracdo sérica de IL-6 foi
maior em cées com sobrepeso e obesidade, em comparacao a cdes magros (FRANK
etal., 2015; RAFAJ et al., 2016). A IL-6 é uma adipocina pré-inflamatdria, que estimula
0 eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal e assim, a secrecdo de cortisol; a diferenciagao
dos linfécitos; a maturacdo de megacariocitos na medula 6ssea, aumentando a
guantidade de plaquetas circulantes; e a sintese de proteina reativa C, fibrinogénio e
amiloide sérico A pelo figado.

O grupo obeso nao diferiu do grupo controle com relacdo ao tamanho e
concentracdo das VEs pequenas séricas. As VEs sdo produzidas em diferentes
células e secretadas para o meio extracelular, atuando na comunicagdo célula a
célula, uma vez que seu conteudo tem elementos da célula de origem como, lipidios,
proteinas e acidos nucleicos (RNAm; miRNAs) (CAMINO et al., 2010). A presenca de
VEs pequenas foi confirmada pela expressédo de proteinas especificas por western
blotting e através da microscopia eletronica de transmissao (de Avila et al., 2020). Um
estudo em mulheres obesas avaliou a associa¢ao da concentracdo de VESs circulantes

com obesidade e, através da deteccdo de proteinas especificas, observaram que o
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tecido adiposo estava liberando VES, uma vez que o tecido se apresentava em
expansdo (KOBAYASHI et al., 2018). As cadelas obesas apresentaram bom estado
geral, sem presenca de doencas enddcrinas como diabetes, hipotireoidismo e
hiperadrenocorticismo, sem sinais de inflamacéo aparentes e com um perfil lipidico
dentro dos valores de referéncia, e talvez por isso ndo apresentaram diferencas no
tamanho e concentracdo das VEs circulantes.

Em um estudo complementar realizado pelo nosso grupo de pesquisa, cadelas
castradas e obesas que apresentavam hipertrigliceridemia, apresentavam também
aumento da concentracdo de VEs séricas. As cadelas obesas do presente estudo,
nao apresentaram alteraces nos parametros bioquimicos e no perfil das VEs
circulantes. Sendo assim, podemos sugerir que as alteracdes nas VESs séricas sejam
associadas com as complicacdes da obesidade, como por exemplo a dislipidemia.

Com relacéo aos adipdcitos, ndo houve diferenca quanto ao numero médio de
adipécitos, porém houve diferenca quanto a area média deles. Com o
desenvolvimento da obesidade, o adipdcito e o tecido adiposo como um todo passam
por mudancas morfolégicas e funcionais (PARLEE et al., 2014). O tecido adiposo
expande através de uma combina¢do do aumento no tamanho dos adipdcitos pré-
existentes (hipertrofia) e no nimero de adipdcitos (hiperplasia). A hiperplasia, por sua
vez, ocorre através do recrutamento e diferenciacdo de novos adipdcitos, processo
chamado de adipogénese.

Um estudo que monitorou a adipogénese do tecido adiposo branco de
camundongos enquanto recebiam dieta rica em gordura e acucar, demonstrou que 0s
mesmos desenvolveram adipdcitos hipertréficos no tecido adiposo subcutaneo dentro
de 30 dias ap0s o inicio do experimento, mantendo uma taxa de adipogénese muito
baixa, mesmo apds 2 meses do inicio da exposicéo a dieta (WANG et al. 2013). Um
experimento com nove cadelas da raga Beagle foram separadas em dois grupos. O
grupo que recebeu alimentacao ad libitum teve maiores valores para peso corporal,
gordura corporal e tamanho dos adipécitos do tecido adiposo subcutaneo, em relacéo
ao grupo que recebeu alimento de forma controlada. Além disso, foram observadas
mudancas associadas a homeostase mitocondrial e do reticulo endoplasmatico e
alteracOes relacionadas a um estresse oxidativo no tecido adiposo subcutaneo das
cadelas que receberam alimentacao ad libitum (GRANT et al., 2011). Tais resultados

se assimilam aos encontrados no presente estudo, no que diz respeito ao aumento na



60

area dos adipocitos observado nas cadelas obesas recrutadas, possivelmente devido
a uma sobrealimentacdo. Essa condi¢cdo também ja foi descrita em seres humanos,
em que o desbalanco energético crénico decorrente de uma sobrealimentacao foi
apontado como responsavel por causar hipertrofia dos adipdcitos, alterando a
homeostase mitocondrial e do reticulo endoplasmatico (DE FERRANTI;
MOZAFFARIAN, 2008), dando origem a um tecido adiposo disfuncional, caracterizado
pela ativacdo de vias apoptéticas, inflamatdrias e pela secre¢do de adipocinas pro-
inflamatérias (MAURIZI et al., 2018). Ainda no ambito humano, esta bem retratado
que a hipertrofia dos adipdcitos pode contribuir para com o desenvolvimento de
doencas metabdlicas como o diabetes mellitus, hipertenséo e dislipidemia (BAYS et
al., 2008).

Outras doencas, estagios de desenvolvimento e condic¢des fisioloégicas podem
levar ao remodelamento do tecido adiposo branco. As fémeas desse estudo nao
apresentaram doencas ou comorbidades que possam ter causado interferéncia nos
resultados, no entanto a constatacdo de um aumento na area dos adipécitos ja
representa uma importante modificagdo da homeostasia do tecido adiposo dessas
cadelas, uma vez que o esperado, em um tecido saudavel, seria um crescimento
hiperplasico e ndo hipertréfico (HAMMARSTEDT et al., 2018). Portanto, sugere-se
gue o maior tamanho dos adipdcitos observado no grupo das cadelas obesas tenha
sido causado pelo acumulo excessivo de gordura corporal.

N&o foram observadas diferencas em relagdo aos marcadores de inflamacgéao e
o infiltrado de macréfagos M1 no tecido adiposo subcutaneo entre os grupos, no
entanto o valor numérico de macréfagos M1 foi maior no grupo obeso. Em
camundongos alimentados com dieta hipercalorica, Shimobayashi et al. (2018)
observaram que ap0s trés semanas de dieta, houve um aumento da expressao da
proteina quimioatraente de monécitos-1 (MCP-1), no entanto o aumento do nimero
de macrofagos no tecido adiposo branco foi observado apenas 10 a 16 semanas ap6s
0 inicio da dieta. Dessa forma, podemos inferir que 0o aumento do infiltrado de
macrofagos no tecido adiposo ocorre de forma tardia e que possivelmente essas
cadelas obesas apresentem alteracdo no infiltrado de macrofagos se continuarem
obesas.

Estudos em humanos e animais de laboratorio demonstraram que os miRNAs
155, 132 e 26b e seus respectivos genes alvo (SOCS1, FOX0O3 e MYCBP) podem
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regular o infiltrado de macrofagos no tecido adiposo subcutaneo (ESSANDOH et al.,
2016; KLOTING et al. 2009). Um estudo em humanos com tolerancia normal a glicose
e humanos com diabetes tipo 2, avaliou a expressao dos miR-155, miR-132 e miR-
26b no tecido adiposo subcutaneo e tecido adiposo omental e observaram que a 0s
humanos com diabetes tipo 2 apresentavam aumento da expressao do miR-132 no
tecido adiposo omental e aumento da expressdo do miR-155 no tecido adiposo
subcutaneo. A expressdo do miR-132 no tecido adiposo omental e a expressdo do
miR-26b e miR-155 no tecido adiposo subcutaneo parecem desempenhar um papel
na disfuncdo do tecido adiposo e no desenvolvimento de distlrbios associados a
obesidade e, estarem relacionados com o numero de infiltrados de macréfagos nesses
tecidos (KLOTIN et al., 2009).

O miR-26b faz parte da familia do miR-26, composta por miR-26al, miR-26a2
e miR-26b (GHARANEI et al., 2020). Esses miRNAs em humanos, sdo considerados
reguladores positivos da adipogénese precoce, sendo que a inibicdo desse miRNAs
previne o acumulo de lipidios. Acharya et al. (2019), observaram num estudo in vitro
e in vivo, que o miR-26 tem participacéo significativa na regulacdo da adipogénese,
sendo que a baixa expressdo do miR-26 resultou na hiperplasia dos adipdcitos e
expansao do tecido adiposo branco.

Apesar desses resultados encontrados em humanos e animais laboratoriais, as
cadelas obesas avaliadas nesse estudo ndo apresentaram alteragcdes na expressao
desses miRNAs e de seus genes alvos. No presente estudo, o ndo aumento do
namero de infiltrados de macréfagos no tecido adiposo, pode estar associado a nao
diferenciacao da expresséo dos miRNAs 155, 132 e 26b (nas VESs e no tecido adiposo
subcuténeo) e dos genes FOX0O3 e MYCBP (no tecido adiposo subcutaneo) entre os
grupos. Além disso, o fator tempo de obesidade pode ter influéncia sobre a mudanca
na infiltragcdo de macrofagos, assim como expressao de miRNAs.

Em concluséo, os resultados desse estudo demostram que as cadelas obesas
estdo apresentando alteracdo em seus adipdcitos, uma vez que a expansao
hipertréfica do tecido adiposo demonstra uma alteracdo na homeostasia desse tecido.
Possivelmente o processo inflamatdrio no tecido adiposo subcutaneo ainda nao
alterou vias inflamatérias locais e circulatdrias, uma vez que nao foi possivel observar
aumento do infiltrado de macrofagos M1 e alteracdo na expressao dos miRNAs

avaliados.
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ANEXO A - DESCRIGAO DOS VALORES DO TESTE T4 LIVRE POR DIALISE
(CAPITULO 4)

Grupo Obesidade (n=21)

Cadelas T4 livre (ng/dL)
1 1,43
2 3,95
3 1,67
4 1,23
5 2,31
6 2,48
7 3,52
8 1,71
9 2,28
10 1,30
11 1,33
12 1,25
13 2,21
14 2,37
15 0,92
16 1,44
17 1,34
18 1,76
19 1,01
20 1,28
21 2,20

Valor de Referéncia 0,82 - 3,65

O teste foi realizado no centro veterinério diagndstico PROVET, na cidade de S&o Paulo.





