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RESUMO

GIRARDI, Fabricia Modolo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, maio de 2017.
Valores sanguineos de leptina, glicose, insulina e proteinas glicadas e de fase
aguda, em equinos com sobrepeso. Orientador: José Dantas Ribeiro Filho.
Coorientador: Leandro Abreu da Fonseca.

A obesidade é vista como um problema de saiude mundial, considerada uma
epidemia pela Organizacdo Mundial de Saude, que estima que haja no mundo mais
de um bilhdo de humanos adultos com sobrepeso, e cerca de 266 milhdes de
homens e 375 milhdes de mulheres com quadros de obesidade. Acompanhando
essa tendéncia, a obesidade vem se tornando frequente também entre os equinos,
sendo que, em paises desenvolvidos a obesidade atinge em torno de 19 a 45% dos
cavalos com sobrepeso. Devido a escassez de estudos sobre a influéncia da
sobrepeso em parametros bioquimicos (glicémicos e inflamatdrios) em equinos no
Brasil, o objetivo deste trabalho foi realizar uma avaliagdo de constituintes do
metabolismo glicémico (glicose, HbA1C, frutosamina e insulina) e inflamatorios
(leptina e proteinas de fase aguda), buscando verificar uma possivel associagao
entre sobrepeso e alteracbes das variaveis estudadas. Foram utilizados 18 animais,
de ambos os sexos, da raga Mangalarga Machador, com idade entre 5 € 15 anos,
peso corporal médio de 400 Kg, em que foram avaliados previamente por meio de
exame fisico, hemograma e perfil bioquimico de fungdo renal e hepatica com o
objetivo de atestar a sanidade geral dos animais. Também foi realizado anamnese
para a verificagdo de historia pregressa de cdlica, claudicagdo e/ou laminite, nos
quais foram utilizados como critérios de exclusdo dos animais. Os animais foram
pesados e avaliados quanto ao escore de condigdo corporal e adiposidade regional
por meio da circunferéncia do pescoco. Os 18 animais foram distribuidos em dois
grupos: 9 no grupo C (controle) composto por animais dentro do peso normal e com
escore de condigdo corporal £ 5 (cinco); 9 no grupo O (sobrepeso) formado por
animais com escore de condigdo corporal = 6 (seis). Apds realizados todos os
procedimentos, foram observadas diferengas estatisticas significativas para a
avaliagao ultrassonografica da base da cauda, abdémen ventral e circunferéncia do
pescoco entre o grupo de animais normais (Grupo C) e o grupo com sobrepeso
(Grupo O). Em relagdo as analises bioquimicas, foram observadas diferencas
estatisticas significativas para as avaliagbes das concentracées de frutosamina,
HbA1c e leptina entre os grupos; dentre as proteinas de fase aguda, foram
observadas diferencas estatisticas significativas nas concentragdes séricas de
ceruloplasmina, a1-antitripsina e haptoglobina. As proteinas de fase aguda IgA,

transferrina, albumina, 1gG, glicoproteina acida e proteina C reativa nao



viii

apresentaram diferencas estatisticas entre os grupos. Sendo assim, podemos
concluir que a leptina plasmatica € um bom indicador em equinos que apresentam
sobrepeso, além disso, frutosamina e HbA1c, fornecem dados mais precisos quanto
a variagao glicémica pregressa no momento da coleta e, portanto, refletem de forma
melhor o histérico do metabolismo energético dos animais. O aumento nas
concentracdes séricas de ceruloplasmina, haptoglobina e a1-antitripsina nos animais
com sobrepeso sugerem que adipocinas pro inflamatérias em adipdcitos possam
atuar induzindoa liberacdo das mesmas, uma vez excluidas outras possiveis causas

inflamatorias.



ABSTRACT

GIRARDI, Fabricia Modolo, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, May, 2017.
Blood values of leptin, glucose, insulin and glyced proteins and acute phase,
in overweight equines. Advisor: José Dantas Ribeiro Filho. Co-advisor: Leandro
Abreu da Fonseca.

Obesity is seen as a global health problem, considered an epidemic by the World
Health Organization, which estimates that there are more than one billion overweight
adult humans in the world, and about 266 million men and 375 million women with
obesity. Following this trend, obesity is becoming frequent among equines, and in
developed countries obesity affects around 19% to 45% of overweight horses. Due to
the lack of studies about the influence of overweight on biochemical parameters
(glycemic and inflammatory) in horses in Brazil, the objective of this study was to
evaluate the constituents of glycemic metabolism (glucose, HbA1C, fructosamine
and insulin) and the inflammatory (leptin and acute phase proteins), seeking to verify
a possible association between overweight and changes in the studied variables.
Anamnesis was also performed to verify previous history of colic, claudication and/or
laminitis, which were used as exclusion criteria for the animals. The animals were
weighed and evaluated for body condition score and regional adiposity by neck
circumference. The 18 animals were divided into two groups: 9 in group C (control)
composed of animals within normal weight and body condition score < 5 (five); The O
group (overweight) formed by 9 animals with body condition score = 6 (six). After
performing all the procedures, a significant statistical difference was observed for the
ultrasonic evaluation of the tail base, ventral abdomen and neck circumference
between the group of normal (Group C) and overweight (Group O). Regarding the
biochemical analyzes, a statistically significant difference was observed for the
evaluation of the concentrations of fructosamine, HbA1c and leptin between the
groups. Among the acute phase proteins, a significant statistical difference was
observed in serum concentrations of ceruloplasmin, a1-antitrypsin and haptoglobin.
The acute phase proteins IgA, transferrin, albumin, IgG, acid glycoprotein and C-
reactive protein showed no statistical difference between the groups. Thus, it can be
concluded that plasma leptin is a good indicator in horses that present overweight, in
addition, fructosamine and HbA1c, provide more precise data regarding the glycemic
variation prior to the time of collection and, therefore, it better reflects the history of
the energetic metabolism of the animals. The increase in serum concentrations of
ceruloplasmin, haptoglobin and a1-antitrypsin in overweight animals suggests that
pro-inflammatory adipokines in adipocytes may act to induce their release, once

other possible inflammatory causes have been excluded.



1. INTRODUCAO

A obesidade é vista como um problema de saude mundial, considerada uma
epidemia pela Organizacdo Mundial de Saude, que estima que haja no mundo mais
de um bilhdo de humanos adultos com sobrepeso, e cerca de 266 milhdes de
homens e 375 milhdes de mulheres com quadros de obesidade, estima-se ainda
que, aproximadamente 20% de toda a populacdo adulta do mundo estara acima do
peso em 2030 (PHILLIPS, 2016).

Nesse sentido, a obesidade vem se tornando frequente também entre os
animais de companhia. De acordo com Bruynsteen et al. (2014), em paises
desenvolvidos a obesidade atinge em torno de 19 a 45% dos cavalos com
sobrepeso.

O equino é uma espécie de vida livre e herbivora, cuja alimentagdo ocorre
em pequenas por¢coes e de forma continua durante todo o dia, necessitando
basicamente de gramineas e agua para sua manutengdao (BRANDI e FURTADO,
2009). Todavia, com a adaptagdo dos equinos como animais de companhia,
ocorreram mudancgas nutricionais intensas e nem sempre a atividade fisica ocorre
para essa espécie, resultando em ganho de massa adiposa em detrimento da
massa muscular (JOHNSON et al.,, 2012). Decorrente disso, as comorbidades
resultantes da obesidade tém sido descritas de forma semelhante as ocorridas com
o homem nas ultimas décadas, de modo que, a medicina veterinaria tem procurado
de forma urgente alcangar resultados amenizadores (JOHNSON et al., 2009).

A laminite € uma das comorbidades que pode estar associada a obesidade,
porém, nem sempre € diagnosticada com facilidade, podendo ser aguda ou
silenciosa. Nos equinos com sobrepeso em paises tropicais, a laminite se
desenvolve com maior frequéncia de forma silenciosa e, muitas vezes, o
distanciamento da falange distal do estojo cérneo ja se apresenta em estagio
avancado, quando o equino apresenta os primeiros sinais dolorosos (FALEIROS et
al., 2012).

Devido a escassez de estudos sobre a influéncia do sobrepeso em
parametros bioquimicos (glicémicos e inflamatérios) em equinos no Brasil, o objetivo
deste trabalho foi realizar uma avaliagdo de constituintes do metabolismo glicémico
e inflamatdrio, buscando verificar uma possivel associagdo entre sobrepeso e

alteracbes das variaveis estudadas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Os efeitos negativos do sobrepeso sobre a saude dos equinos ainda nao
estdo bem definidos como em humanos. Nesse sentido, a interligagdo entre
sobrepeso e laminite é cada vez mais observada.

Os depdsitos regionais como os do dorso do pescogo, sao ligados a
desequilibrios metabdlicos (CARTER et al., 2009). Esse tecido libera pequenas
quantidades de citocinas e hormdnios, homeados de adipocinas. Entretanto, no
quadro de obesidade, elevadas concentracbes dessas adipocinas sao excretadas

resultando em efeitos deletérios importantes, segundo Johnson et al. (2009).

2.1. Sobrepeso em equinos

Os equinos sao herbivoros por natureza, e precisam consumir fibras vegetais
para manter a homeostase do seu sistema digestério. As forragens cobrem as
necessidades nutricionais de manutencido, mais sdo insuficientes para sustentar
cavalos de esporte, trabalho ou de producao altamente exigente (BRUYNSTEEN et
al., 2014). Brandi e Furtado (2009), mencionam a importancia da alimentacao dos
equinos utilizando principalmente carboidratos estruturais, dado fato que o sistema
digestorio dessa espécie evoluiu para o melhor aproveitamento desse tipo de fibra,
também é de suma importadncia o pastejo na rotina do cavalo, assim é possivel
minimizar os inumeros problemas resultantes do desequilibrio nutricional e do
sedentarismo.

Visto isso, o uso de uma dieta com excesso de grédos e de gramineas ricas
em carboidratos nao estruturais, principalmente com forrageiras que foram
desenvolvidos para nutricdo de ruminantes, exacerbam as necessidades
energéticas e predispdem a enfermidades metabdlicas (WATTS, 2004).

Uma das barreiras da problematica nutricional é atribuida ao proprietario e a
prépria industria do cavalo; onde ha uma distor¢do da real condigdo corporal do
equino, subestimando o excesso de peso animal (ROBIN et al., 2015). Além do
mais, ha uma idealizagdo equivocada de que uma boa linhagem genética animal é
aquela que melhor mantém o peso em condi¢cdes de escassez de alimento (WATTS,
2004; JOHNSON et al., 2012; ROBIN et al., 2015)

Inumeros fatores genéticos tém sido estudados com mais de 250 genes
relacionados a obesidade, adicionados os mecanismos enddcrino-metabdlico
relacionado a ingestao alimentar (LEITE et al., 2009). Mancini (2015) cita que no
homem, os genes explicam de 40 a 70% da diferenga de peso corporal entre

pessoas. Johnson et al., (2009), relata que devido a escassez e oferta de alimento



durante o processo de evolugdo animal, insurgiram genes adaptativos para a melhor
conversao alimentar, chamados de "genes econémicos".

Diversos autores descreveram caracteristicas para definir causa e efeito da
obesidade; Marti e Martinez (2001), definiram a obesidade humana como uma
condicdo patolégica acompanhada por acumulo excessivo de gordura quando
comparada com valores previstos para dada estatura, género e idade. Conway e
René (2004), descrevem a obesidade humana como uma enfermidade complexa de
etiologia multifacetada, com sua propria fisiopatologia, comorbidades e capacidades
desabilitantes. Romero e Zanesco (2006), acreditam que fatores ambientais sao
mais prevalentes no descontrole de peso no homem. Gimenez et al. (2016), alegam
que no equino fatores genéticos associados a raga influenciam nos depésitos de
gordura. Por fim, Johnson et al. (2009), sugeriram que as causas que levam os
animais domésticos a desenvolvem obesidade s&o analogas as causas da
obesidade dos seres humanos.

Segundo Mancini (2015), a obesidade de forma geral no mamifero € uma
enfermidade poligénica caracterizada como um acumulo de tecido adiposo por todo
0 corpo, mas a elevacdo da prevaléncia de obesos € resultado sobretudo de
mudangas na alimentagc&o, com a maior adigdo de energia e menor gasto energético,
ainda descreve uma importante observagao que individuos (homem) com obesidade
desde a infancia possuem maior numero de células adiposas em comparacdo com
aqueles que se apresentam obesos na idade adulta.

Visto isso, a etiologia da obesidade ndo é simples de se identificar, dessa
forma, podem estar inclusos no mesmo individuo, humano ou animal, caracteristicas
genotipicas e fenotipicas que podem ou ndo induzir fatores endocrinos e
metabdlicos que resultam no aumento do peso de forma descontrolada.

Tendo em vista isso, as pesquisas visam estudar a obesidade como uma
doenca global do homem e das espécies domésticas. Assim como, suas
consequéncias e os fatores que a predispde, deste modo com o avango da ciéncia
associada ao sobrepeso no homem, deu-se inicio ao estudo da sua correlagao com
a hipertensdo, cardiomiopatias, aterosclerose, diabete mellitus, dislipidemias
(CASELLA FILHO, 2007; GOOSSENS e BLAAK, 2015). Além disso, determinados
canceres, fatores organicos, genéticos, ambientais e culturais, unidos aos disturbios
alimentares sao alvo das pesquisas atuais (TRAYHURN, 2013; GUPTA et al., 2016 ).

Ainda, as alteracbes metabdlicas decorrentes do sobrepeso na espécie
equina podem também ser advindas de depdsitos especificos de gordura,
principalmente, os acumulos de gordura na cernelha (dorso do pescogo), base da

cauda, intra abdominal (recobrindo visceras e omento), subcutanea (BRUYNSTEEN



et al., 2013), escapular, prepucio e glandulas mamarias (CRESCENCIA e ROSAS
FILHO, 2014).

Sanchez et al. (2016), destacam que a gordura na regido da cernelha pode
ser metabolicamente comparada a gordura visceral abdominal do homem,
amplamente estudada na medicina humana.

Diversos métodos para mensuragao da adiposidade em equinos foram
propostos ao longo dos anos. Johnson et al., (2009) relataram sobre o uso da
ultrassonografia em equinos para aferigdo da espessura de gordura subcutanea
como um parametro semelhante a quantificagdo de indice de massa corporal no
homem, dando énfase para a medi¢cdo de gordura da garupa como um indicador de
gordura corporal. Schauer (2015), afirmou que a ultrassonografia € uma importante
ferramenta de avaliacdo da composi¢cao da carcaca em animais de producdo. Silva
et al. (2016) e Quaresma et al. (2013), por sua vez, fundamentaram que a
ultrassonografia é uma ferramenta precisa quando comparada aos parametros
morfométricos como os de pontuacido de condigdo corporal, que podem ser
subjetivos, porém, necessita como em qualquer técnica de profissionais treinados
para estabelecer as dimensbes entre a pele e a camada de gordura. Outros
equipamentos de imagens apresentam desvantagem, por ndo comportarem as
dimensdes do animal ou por serem de dificil transporte e alto custo. Além do
ultrassom ser um método néo invasivo, o procedimento pode ser feito na rotina com
o animal em estagao, assegurando o bem estar animal (SCHOLZ et al., 2015).

Henneke et al. (1983) desenvolveram uma escala de escore de condigao
corporal (ECC) com éguas da raca Quarto de Milha no terco final da gestacao,
baseando-se na observacdo da aparéncia geral dos animais e na palpacdo da
cobertura de gordura em seis pontos do animal, sendo eles, dorso do pescoco,
cernelha, costelas, parte posterior das escapulas, processos espinhosos lombares e
regiao da insercdo da cauda. Segundo os autores, este método, quando
corretamente aferido, ndo sofre influéncia de tamanho, conformacdo, perimetro
toracico, altura, caracteristicas de pelagem ou estado fisiolégico do individuo, além
disso, os autores verificaram uma correlacao positiva entre 0 ECC e o percentual de
gordura corporal, comprovando que esse método considera o animal de forma

global e nao apenas medidas individuais.

2.2. Tecido adiposo e inflamagéao

O tecido adiposo certamente na maioria das espécies que o possuem € um

tecido multipotente, com fungdo autdcrina, paracrina e enddcrina, e Kennedy em



1953, ja sugeria a presenca de alguma substancia advinda do tecido adiposo com
ligacao com sistema nervoso que regulava a homeostase energética (GALIC et al.,
2009).

Esse tecido é reservatério vital de energia, ja que as células necessitam de
combustivel constante, e nem sempre ha oferta de alimento. Fatores relacionados a
genetica, acréscimo da ingestdo de calorias, redugdo do gasto energético, aumento
do numero de adipécitos, substincias expressas e reducdo da capacidade de
oxidacao das gorduras, sédo etapas que devem ser elucidadas para o conhecimento
do sistema adipocitario (GOOSSENS e BLAAK, 2015; GALIC et al., 2009).

O sistema nervoso central, periférico e os mecanismos humorais estao
associados ao tecido adiposo, coatuando na regulacdo da fome, da saciedade e da
propria inflamagdo. A importancia da inflamacéo correlacionada com a obesidade e
a resisténcia a insulina iniciou-se por volta de 1993 com estudos preliminares,
através dos quais, a expressao do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) no tecido
adiposo de animais obesos estava aumentada (HOTAMISLIGIL et al., 1993). E em
1994 com a descoberta da leptina também sendo expressa pelo tecido adiposo
(ZHANG et al., 1994).

O ¢4rgao adiposo é dividido em tecido adiposo marrom e branco, o tecido
marrom (TAM) é preenchido por diversos lécus de gordura e mitocdndrias,
exercendo funcao termogénica, processo que ocorre através da oxidagao de acidos
graxos, realizado pela "proteina de desacoplamento" (UCP1), presente nas
mitocondrias (TRAYHURN, 2013; DODD et al., 2015). Esse tecido € densamente
irrigado e possui a caracteristica de diminuir com a idade e em obesos (DODD et al.,
2015).

Entretanto, o tecido adiposo marrom no homem pode se apresentar a
depender de estimulos especificos (DODD et al., 2015). Esse processo ocorre em
situagcbes de diferenciagdo de linhagens germinativas mesenquimais, que podem
dar origem a miécitos, condrdcitos, osteoblastos e pré-adipécitos derivando em
adipdcitos brancos e marrons (MANCINI, 2015).

O tecido adiposo branco armazena triglicerideos em uma unica inclusédo
lipidica (unilocular) e disponibiliza na circulacdo os acidos graxos livres, possui
poucas mitocdndrias, apresenta fungdo metabdlica com peptideos bioativos
(adipocinas) além de substancias de carater lipidico (SIPPEL et al., 2014). E
composto por tecido conjuntivo, fibroblastos, tecido nervoso, tecido vascular e
células progenitoras endoteliais, leucécitos principalmente macrofagos e linfécitos T
e B, mastdcitos e pré-adipocitos (ADYA e VANNIASINKAM, 2015).



Trayhurn (2013) propée uma unificacdo, onde ambos os tecidos branco e
marrom podem estar presentes em um mesmo locus, 0 que ndo mais 0s
diferenciaria em tecidos distintos. Dodd et al. (2015), cita que em roedores o
aumento do escurecimento do tecido adiposo branco, eleva o gasto energético e a
tolerancia a glicose.

Ainda ha o conceito do tecido adiposo bege, este, transdiferencia-se entre o
tecido branco e marrom, apresenta a UCP1, mas n&o possui todas as caracteristicas
do tecido marrom, em situacbes de frio e sobre estimulos simpatomiméticos e
catecolaminas este tecido pode apresentar-se (TRAYHURN, 2013; SIPPEL et al.,
2014; DODD et al., 2015)

O tecido adiposo visceral no homem constitui 25% da massa adiposa, sendo
um importante fornecedor de energia, com forte potencial lipolitico provendo 26%
dos acidos graxos livres circulantes (MANCINI, 2015). Além disso, existem os
depdsitos de adipécitos ectépicos, como exemplo da arteriosclerose (GOOSSENS e
BLAAK, 2015). Ainda ha os locos especializados, como linfonodos, adipécitos
mamarios e medular, havendo assim, uma grande especializagdo fisiolégica e
heterogeneidade das células adiposas dependendo da localizagdo do tecido. Dada
sua funcado na homeostase, esse 6rgao é considerado dinamico envolvido em uma
variada gama de processos metabolicos e fisiologicos (LEITE et al., 2009)

O tecido adiposo branco mais especificamente & identificado como o foco
secretor de mais de 100 substancias bioativas com carater proteico que interagem
com diversos tecidos de forma periférica ou central, estimulando processos
metabolicos (TRAYHURN, 2013).

Assim, nesse sentido, uma importante consideracdo ¢€é dada
fundamentalmente pelo montante da massa adiposa, tendo em vista que, cada
adipécito produz uma pequena aliquota de metabdlitos. Ja o tecido adiposo como
um todo, produz uma expressiva quantidade de substancias, ainda que, considerado
um estado inflamatério brando, este, impacta na fungdo de homeostase corporal
levando principalmente ao quadro de resisténcia a insulina (MAKKI et al., 2013;
TRAYHURN, 2013).

Os cavalos sofrem também com esse quadro inflamatdrio silencioso,
correlacionando-se com a sindrome metabdlica resultando muitas vezes em laminite
(SUAGEE et al., 2013; BORER et al., 2015).

Além disso, as caracteristicas das células adiposas quanto a sua morfologia,
tamanho, numero e localizacdo sao impactantes na quantidade e qualidade das
adipocinas liberadas, tanto no homem como no equino (BRUYNSTEEN et al., 2013).

Em individuos (homem) obesos desde jovens, os adipdcitos podem apresentar-se



maiores e também grande numero de adipdcitos pequenos, que concomitantemente
levam ao quadro maior inflamacao (MANCINI, 2015).

Em relacdo as fontes energéticas para a manutencdo das funcgbes vitais
organicas nos mamiferos em geral sdo armazenadas no figado, musculo e tecido
adiposo. Principalmente figado, com um tergo da estocagem da glicose pés prandial,
e secundariamente no musculo, a glicose armazenada na forma de glicogénio, é
fonte de energia prontamente disponivel (THRALL et al., 2015).

Em caes, ja foi relatado que nos rins ocorre gliconeogénese, mais
especificamente nas células epiteliais dos tubulos contornados proximais, sendo
fornecedor de 30% da glicose em jejum (THRALL et al., 2015).

Os aminoacidos sao a fonte estrutural primaria do musculo, estando
disponiveis principalmente em caréncias de reservas de glicose e gordura, os acidos
graxos livres sdo armazenados como triglicerideos nos adipécitos, funcionando
como reservatério de energia; eles abastecem o organismo com acidos graxos livres
em situacbes em que as reservas de glicogénio encontram-se escassas € assim
asseguram a homeostase (THRALL et al., 2015).

Em caso de excesso de acidos graxos livres circulantes, estes podem se
depositar sobre tecidos e dentro das células, como figado € musculos; no homem,
ha uma correlagao direta entre o aumento da inflamagdo com uma dieta rica em
gorduras saturadas, ja as insaturadas possuem efeito anti-inflamatério (MANCINI,
2015).

Elzinga et al. (2015), constataram que cavalos com sindrome metabdlica tém
elevados valores lipidicos em comparagao com os controles sadios. Nesse processo,
o desequilibrio energético e inflamatério crénico advindo dos depdsitos de gordura
acontecem e consequentemente um quadro de inflamagéao que pode desencadear a
resisténcia a insulina (GOOSSENS e BLAAK, 2015; ADYA e VANNIASINKAM,
2015).

Kronfeld et al. (2005), sugerem que a combinagdo de uma dieta rica em
frutanos e uma sensibilidade diminuida a insulina estao correlacionadas a laminite,
uma vez que, a ingestao excessiva de carboidratos pode causar rapida fermentagao
elevando a lise das paredes lipopolissacaridicas das bactérias da microbiota
intestinal e resultar na liberagdo de toxinas na carrente sanguinea, essas toxinas
levam a liberagdo de colagenases que degradam as ldminas do casco e o proprio
colageno, a glicose é citada como protetora contra a agdo danosa da colagenase
nesse sentido, a inferior atuagao da insulina impede essa fungao da glicose. Outro
problema correlacionado com a resisténcia a insulina, € a sua fungdo como

vasodilatadora, o que n&do ocorre nos casos de resisténcia, resultando na liberacao



vascular de endotelina; a endotelina por sua vez, gera vasocontricdo e isquemia por
reperfusdo o que leva a inflamagcdo. Os mesmos autores relatam que a
metabolizagcdo de acidos graxos nas mitocondrias sdo uma outra forma de liberagao
de radicais livres que levam a danos vasculares, que podem intensificar o risco a
laminite.

Porém, Banse et al. (2015), observaram que equinos obesos possuem
mecanismos antioxidantes que os protegem dos danos causados pelos radicais
livres na musculatura esquelética, deixando ainda um grande vazio no conhecimento
da fisiologia dessa espécie.

No ser humano, o avango no conhecimento da fisiologia do 6rgéo adiposo,
mais especificamente no processo de diferenciacdo dos pré-adipdcitos em
adipécitos adultos, observou-se que o TNF-a pode estimular genes que incitam o
surgimento de células pré-adipociticas (XU et al., 2003).

InUmeras outras substancias expressas relacionadas direta ou indiretamente
a inflamacéao foram sendo identificadas, como a leptina e adiponectina, além dessas,
as citocinas TNF-a e interleucina 6 (IL-6), secretadas principalmente pelas células
inflamatodrias presentes no tecido adiposo tém se destacado no estudo das doencas
cronicas associadas com a obesidade (LEITE et al., 2009; WOOD et al., 2009;
NEELS e OLEFSKY, 2006).

Em estudos experimentais com camundongos, foi demonstrado a ocorréncia
da hipoxia em depdsitos de tecido adiposo de individuos obesos (TRAYHURN,
2013; ADYA e VANNIASINKAM, 2015; LAWLER et al., 2016). Uma sugestao, é a de
que a hipoxia resultante da compressdo vascular e tecidual adiposa, eleva a
expressao de adipocinas pré-inflamatérias, ao mesmo tempo, o metabolismo
oxidativo é desencadeado, com a via da glicélise anaerdbica e produgao de lactato
(TRAYHURN, 2013).

A hipdxia ainda induz indiretamente ao quadro de resisténcia a insulina nas
células de gordura e também acarreta o desenvolvimento de fibrose do tecido
adiposo (TRAYHURN, 2013; ADYA e VANNIASINKAM, 2015; LAWLER et al., 2016).

Outra hipétese que tem sido abordada e correlacionada com o aumento da
inflamacao €& a dos receptores de reconhecimento padrao (toll-like) (MILANSKI,
2009). Cogita-se que o excesso na demanda de nutrientes eleva o limiar de trabalho
do reticulo endoplasmatico dos adipdcitos, que por sua vez, o alto estresse culmina
na liberagao de proteinas defeituosas (DONG et al., 2014). Essas proteinas ativam o
sistema de receptores tipo foll, mais especificamente o receptor ftoll-like 4 e 2,
iniciando um quadro inflamatério (MILANSKI, 2009).



Outra possibilidade sugere que o afluxo lipidico para o tecido adiposo gera
uma sobrecarga e expansdo celular, que por sua vez, necessita de maior
angiogénese, sabe-se que o aumento da massa adiposa excede a distancia de
difusao de oxigénio e nutrientes, provocando morte e necrose focal, desencadeando
0 processo inflamatério com atracdo de leucdcitos (ZHANG et al., 2010; ADYA e
VANNIASINKAM, 2015; LAWLER et al, 2016). Os mondécitos oriundos
principalmente da medula, mas também os circulantes e macréfagos locais séo
quimiotaticamente atraidos para o tecido adiposo e ativados (WEISBERG et al,
2003; WELLEN e HOTAMISLIGIL, 2003; NEELS e OLEFSKY, 2006). Ainda,
macrofagos também podem ser originados dos pré-adipdcitos (XU et al., 2003).
Essas células chegam a constituir 40% da populagéo celular local, fazem fagocitose
local de células mortas e culminam no agravamento da inflamagdo por langarem
inumeras citocinas na circulacdo (WEISBERG et al.,, 2003; NEELS e OLEFSKY,
2006).

Sugere-se que isso ocorra por ingurgitamento do adipdcito branco e hipdxia,
com liberagcao da proteina quimiotatica de mondcitos tipo 1 (quimiocina 2) e fator
inibitério-1 (0 que impede a egressdo das células do tecido), também ocorre
liberacdo através dos adipécitos e dos macréfagos, do TNF-a e IL-6, e da agao
paracrina da leptina, que supostamente dado manutencdo a quimiotaxia para
migracao monocitaria (WOOD et al., 2009).

A caracteristica a principio desse macrofago presente no tecido adiposo é
anti-inflamatéria (macréfagos M2) com agregagcédo ao redor dos focos celulares
hipéxicos; em obesos, estudos relatam que o M2 pode transformar-se em M1, este
com caracteristicas inflamatdrias, agravando o quadro inflamatério (MANCINI, 2015).

Em pacientes humanos obesos tém-se demonstrado a elevagéo do nivel
circulante de muitas citocinas pré inflamatérias e também de proteinas de fase
aguda associadas a inflamagao, o que tem caracterizado a obesidade como um
estado inflamatério crénico (WELLEN e HOTAMISLIGIL, 2003). Neste contexto,
Voltarelli (2010) descreve que a elevacao de duas a trés vezes acima dos valores
basais das proteinas circulantes, TNF-a, IL-1, IL-6, IL-1ra, sTNF-R e proteina C
reativa (PCR), caracteriza o estagio inflamatério crénico de baixo grau.

Xu et al. (2003), citam que tanto a proteina quimiotatica de mondcitos-1,
macroéfagos infiltrados, TNF-q, IL-6 e PCR, estéo relacionados mesmo que de forma
indireta a menor tolerancia a insulina a nivel celular e a sindrome metabdlica.

Adya e Vanniasinkam (2015) relatam que a regulacdo da angiogénese do
tecido leva a diminuicdo do quadro inflamatério. Assim como, melhora a

disponibilidade de glicose para o tecido esquelético, com o aumento do numero de
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receptores celulares para insulina e de seu transportador GLUT 4, diminuindo a
incidéncia de resisténcia a insulina (COCATE et al., 2011).

Nos equinos, a extensdao de gordura generalizada e/ou por depdsitos
regionais estdo muitas vezes diretamente relacionados ao risco de sindrome
metabdlica, o acumulo de gordura na crista do pescoco pode ser um indicativo da
hiperinsulinemia/resisténcia a insulina, contribuindo para inflamacéo e indiretamente
a ocorréncia da laminite (CARTER et al., 2009b; BRUYNSTEEN et al., 2013).

A sindrome metabdlica equina engloba um conjunto de enfermidades
silenciosas ou ndo. O sobrepeso abre a lista como uma caracteristica frequente,
mas nem sempre os autores confirmam que todo animal com sindrome metabdlica é
obeso ou possui uma conformagdao corporal especifica obrigatéria para o
desenvolvimento da sindrome, uma concordancia entre grande parte dos autores se
concentra na resisténcia a insulina (JOHNSON et al., 2012; BRUYNSTEEN et al.,
2013). Todavia, uma discussdo que envolva diretrizes para o desenvolvimento da
laminite crénica ou aguda e os parametros neuroendocrinos envolvidos na sindrome
ainda sao pouco esclarecidos nessa espécie.

Hoje propbéem-se que o0s animais com elevada adiposidade devem ser
examinados quanto aos seus indices glicémicos, triglicérides, fertilidade, e valores
de hormdnios coadjuvantes com o sobrepeso, como a leptina (JOHNSON et al.,
2012). Além da observacdo das anormalidades de crescimento do casco
(MAGALHAES et al., 2014).

Bruynsteen et al. (2013) coletaram diferentes amostras de tecido adiposo de
equinos e demonstraram a deposicdo de células apresentadoras de antigenos em
areas focais ao redor de células adiposas necroticas; no homem, isto esta
relacionado com elevada morte de adipécitos, o que sugere uma potente fonte de
citocinas pro inflamatérias.

O consenso que tem prevalecido na classe veterinaria é que as
enfermidades que cursam com sobrepeso e/ou depdsitos regionais sao crescentes e
alarmantes, e que uma politica de controle deve ser estabelecida junto a classe
meédica veterinaria, industrias de produtos nutricionais e proprietarios, além de
estudos de prevaléncia do sobrepeso na espécie equina e nas ragas prevalentes no
Brasil.

Visto isso, para o controle do processo inflamatério cronico e a diminuigao da
ocorréncia de doengas cronicas e metabdlicas em pacientes com sobrepeso, o
exercicio fisico continuo e moderado é recomendado. A atividade fisica promove
aumento da lipdlise no tecido adiposo e muscular esquelético, resultando em acdes

antiinflamatdrias, mediante uma redugao de tecido adiposo e consequentemente
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diminuicdo da liberagdo de adipocinas pro6 inflamatérias (CASELLA FILHO, 2007;
SIPPEL et al., 2014).

2.3. Sobrepeso, leptina e o metabolismo energético

Diversos fatores sao associados a obesidade, dentre eles, a leptina é um
horménio que estd diretamente ligado ao controle do peso corporal. Segundo
Campos (2011), a deficiéncia de leptina, pode ser um fator causador da obesidade e
diabetes. O mesmo autor afirma que a leptina participa do balango energético,
atuando como um sensor, enviando informacdes ao cérebro.

O nome leptina é derivado do grego leptos (magro), seus primeiros estudos
iniciaram-se em meados dos anos 50, mas somente em 1994 Zhang e
colaboradores, com a clonagem dos genes ob e db deu-se o marco inicial para
pesquisa aprofundada (SIGNORE et al., 2008). Esse horménio apresenta peso
molecular de 16 kDa, transcrito a partir do gene ob/ob em camundongos
geneticamente obesos. E uma proteina formada por 167 aminoacidos e sua
sequéncia genética mostra-se semelhante entre algumas espécies, como por
exemplo bovino 95,6%; suino 92,8%; humano 88,2%; rato 83,6%; camundongo 82%
(KUMAR et al., 1998).

A leptina amplia as caracteristicas do tecido adiposo dando o carater de
orgaéo enddcrino e certamente sua fungdo é o principal sinal aferente ao sistema
nervoso central de ajuste da adiposidade (NABI et al., 2015). Com maior expressao
dada pelo tecido adiposo subcutaneo, possivelmente pelo maior tamanho dos
adipdcitos, entretanto, também pode ser expressa por outros tecidos, tais como
placentario, gastrico, muscular esquelético, tecido adiposo marrom, feto, coragcao e
cérebro, coatuando nesses sistemas, com funcdo neuroprotetora, reprodutiva,
termogénica entre outras inumeras fun¢gdes homeostaticas (SIGNORE et al., 2008)

Sua secregdo € maior no poés-prandial e menor em periodos de jejum
(MANCINI, 2015). E nas mulheres seu limiar € maior em fun¢gdo do maior volume de
tecido adiposo subcutaneo, dos estimulos pelos estrogenos e pela agao inibitéria da
leptinemia dos androgenos (XU et al, 2011; NABI et al., 2015).

De maneira geral a agdo da leptina no hipotalamo induz a diminuicdo da
ingestao alimentar e acréscimo do gasto energético, conjuntamente com a regulagao
da funcdo neuroenddcrina e do metabolismo da glicose e de gorduras (NABI et al.,
2015).

Mancini (2015) relata que mudangas da massa adiposa sao as que melhor

delimitam a expressao da leptina, e ndo diretamente relacionada ao consumo de
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alimento. A funcdo intermediaria entre o controle da adiposidade e o controle
imediato da saciedade é desempenhada pela insulina, isso porque, a insulina nao
eleva-se somente com a ingestdo alimentar, mas também com a densidade de
massa adiposa.

Dessa forma, salienta-se que a leptina e a insulina estimulam vias celulares
analogas (cross-talk molecular) a nivel hipotaldmico, portanto, os efeitos de ambas
sobre o peso e a saciedade sdo complementares, onde a insulina opera
intensificando a sinalizagdo da leptina (KONNER e BRUNING, 2012)

A meia vida plasmatica da leptina é de 25 minutos (NABI et al., 2015). Pode
apresentar-se ligada a uma proteina carreadora (receptores soluveis) ou na forma
livre até o momento em que se conecta em um receptor de superficie celular
presente em diversos 6rgaos ou até sua excregao pelos rins (BENATTI e LANCHA,
2007).

Em humanos e animais de experimentos, estudos tém tentado demonstrar as
possiveis falhas em mecanismos de atuacdo da leptina. Em casos de obesidade
morbida ja houve comprovacdo da auséncia ou deficiéncia parcial da leptina,
levando a morte de individuos (TREVASKIS et al., 2016). Outras tentativas foram de
justificar a hiperleptinemia em pessoas obesas, consistindo em comprovar uma
plausivel resisténcia a leptina condicionada a uma mutagdo nos seus receptores a
nivel hipotalamico, outras propostas dizem respeito a uma deficiéncia no
carreamento da leptina ao sistema nervoso central e/ou um possivel defeito pds
receptor (GUIMARAES et al., 2007). Deficiéncias pds receptores estdo relacionadas
a mecanismos intracelulares. Dessa forma, uma hiperleptinemia compensatoéria
pode ser observada (KONNER e BRUNING, 2012).

Em animais de laboratério e raramente em humanos, a mutagao génica da
leptina (ob/ob) ou defeito no seu receptor (db/db), tem corroborado a confirmagao da
resisténcia hipotaldmica a leptina e também a insulina (MANCINI, 2015).

A leptina atua através da ativacdo de receptores transmembrana,
pertencentes a familia de receptores de citocina da classe 1 (SANTOS, 2008).
Esses receptores podem ser encontrados em tecidos como pulmao, rim, figado,
jejuno, musculo esquelético, regido medular da glandula adrenal, ovarios, testiculo,
placenta, coracao, tecido adiposo, células beta pancreaticas (BENATTI e LANCHA,
2007), nucleo arqueado, ventromedial, dorsomedial, hipotalamo lateral e células-
tronco hematopoéticas (MANCINI, 2015).

A quantidade de leptina indica a quantidade de tecido adiposo, a
identificacdo desse agente ajuda a entender que o corpo possui um indicador de

gordura corporal que passa essa informagéo ao cérebro (CAMPOS, 2011). Em
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individuos magros, os niveis plasmaticos de leptina sdo menores que em individuos
obesos, tendo assim, uma fungcéo anorexigena (DA MOTA e ZANESCO, 2007).

Segundo Trichés e Takase (2010), em estudos com camundongos,
observou-se que com a diminuicdo dos niveis plasmaticos de leptina, o tecido
adiposo diminui e o animal come mais, em contrapartida, com o aumento dos niveis
plasmaticos de leptina, o tecido adiposo aumenta e o animal come menos.

Campos (2011) também afirma que ha uma relacédo positiva da leptina e a
obesidade, onde as concentragdes elevadas de gordura nas células adiposas
causam o0 aumento na secrecdo da leptina no sistema circulatério,
consequentemente, ha um estimulo para que o hipotalamo diminua a fome e
aumente o metabolismo de repouso.

A leptina estimula a produgao de glicose hepatica, isto foi comprovado pelo
fato desse horménio aumentar a atividade da glicose-6-fosfatase. Outro ponto
observado, é que a leptina, provavelmente limita a formacdo hepatica de
triglicerideos a partir da facilitacido da entrada de acidos graxos livres na mitocdndria
e sua oxidagao (SANSINANEA et al., 2001)

Assim como a agao da leptina € considerada importante no que diz respeito
a obesidade, outro fator que é relevante nesse aspecto € a secrecao de insulina, ela
€ responsavel pelo controle da glicemia e metabolismo das gorduras (GOMES et al.,
2014). Para atuar no controle da glicose, a insulina capta a glicose plasmatica em
excesso e reabastece o glicogénio muscular, apés a formagdo do glicogénio
muscular, a glicose em excesso é enviada ao tecido adiposo (PAULA, 2013).

A insulina € um horménio peptidico sintetizado nas ilhotas de Langerhans do
pancreas enddcrino, com fungdo na metabolizagdo da glicose hepatica e transporte
de glicose para os tecido. Ela atua no tecido adiposo, como estimulo a modificagao
de pré-adipdcitos em adipdcitos, e nessas células armazena os triglicérides. Ja, no
jejum, ocorre a lipdlise, com o langamento na circulagcdo dos acidos graxos livres,
hidrolisando os triglicérides (THRALL, 2015)

Dessa forma, Van de Sande-Lee e Velloso (2012) afirmam que a insulina,
assim como a leptina, tem funcédo de regular o balango energético. Contrastando
com seus efeitos anabdlicos da insulina, esta pode resultar em uma acao
hipotaldmica que produz efeitos catabdlicos, podendo haver uma interrelagdo da
acao desses dois hormonios.

Segundo Milanski (2009), a leptina é o primeiro sinalizador periférico para o
hipotalamo de maior importancia, o segundo é a insulina, esses dois hormdnios
possuem receptores NOs grupos neuronais anorexigenos e orexigenos, coatuando

no acumulo de gordura e no controle da saciedade.
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A leptina ainda estimula o sistema imune no combate e prevencédo de
doencas, dai a caracteristica pré-inflamatéria (MAKKI et al., 2013). A expressao da
leptina € aumentada em casos de hipdxia no tecido adiposo (LEITE et al., 2009).
Consequentemente, essa adipocina atua em conjunto com proteinas quimiotaticas
que culminam em elevar a migracido de mondcitos e macréfagos principalmente de
origem medular ao tecido adiposo (WOOD et al., 2009).

Ainda no tecido adiposo, estudos experimentais em ratos, demonstram que
em um quadro induzido de hipdxia nos adipdcitos pode induzir a insulino resisténcia
por impedir a atuagcdo do GLUT-4 (Wood et al; 2009).

Ocorre também, o estimulo para o aumento da expressdo de citocinas
inflamatdrias como, TNF-a e IL-6 pelos macréfagos (SILVEIRA et al., 2009, WOOD
et al., 2009). Quimiotaxia e produgéo de neutrofilos, células natural killer e de células
T CD4 +/CD8 + (MAKKI et al., 2013).

Outra associagao, esta relacionada aos radicais livres, como o oxido nitrico
sintetase (NOS) e espécies reativas de oxigénio (ROS) resultantes da acdo da
leptina, estes estimulam a ativacdo, proliferagdo e migracdo de mondcitos
circulantes (SILVEIRA et al., 2009), assim como a resposta dos receptores toll like 4
(TLR4) (MILANSKI, 2009).

Em resposta ao quadro de suposta resisténcia periférica a leptina, pode-se
notar uma incompeténcia imunolégica elevada nos quadros infecciosos. A
insensibilidade do receptor de leptina € a mais fulgente proposta, dessa forma, as
células T na auséncia da agao da leptina interpretam como um estado fisiologico
semelhante ao da desnutricao (ALVEZ, 2006).

Em contrapartida, Leite et al. (2009), cita que provavelmente n&o ha
resisténcia periférica a leptina, mas sim a nivel de SNC. Assim sendo, a
hiperleptinemia resulta em estimulo para multiplicacéo das células Th1 e ativagao de
neutréfilos e mondcitos, resultando em um estado inflamatério crénico de baixo grau,
essa cronicidade pode ser crucial para a progressdo da obesidade e de suas
comorbidades decorrentes (ALVEZ, 2006; MAKKI et al., 2013).

Ainda, em estudos em humanos, verifica-se correlagao positiva entre leptina
e proteinas de fase aguda como a PCR, concluindo que leptina e PCR
desempenham papel de ligagdo entre mecanismos metabdlicos, inflamatérios e
doencas cardiovasculares (GOMES et al., 2009).

Pleasant et al. (2013) citam que niveis elevados de leptina predispbéem a
ocorréncia de laminite em equinos, principalmente se associados ao sobrepeso.
Além disso, Bruynsteen et al. (2013) relatam elevada expressdo de mRNA de leptina

e IL-6 em coleta de tecido gorduroso de equinos na regi&o da cernelha.
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A dosagem plasmatica de glicose €& outro parametro importante de
monitoramento no paciente obeso ou com sobrepeso, entretanto, poucas variagdes
sdo encontradas ou quando se encontram, o paciente ja avangou no processo
patolégico. Além disso, a dosagem de glicose reflete apenas a variagao glicémica do
momento. Por outro lado, alguns testes podem ser utilizados como método de
acompanhamento pregresso da glicemia, dentre eles destacam-se a frutosamina e a
hemoglobina glicosilada.

A hemoglobina glicosilada, conhecida também por glicohemoglobina,
hemoglobina glicada ou HbA1c (figura 1), refere-se a um conjunto de substancias
formado a partir de reagdes entre a hemoglobina A e alguns agucares (NETTO et al.,
2009). Apesar de ser uma denominacao dessa substancia, o termo "hemoglobina
glicosilada" ¢é utilizado de forma equivocada, uma vez que 0O processo de
"glicosilagao" de proteinas envolve uma ligagdo enzimatica e instavel, ja o processo
que ocorre com a hemoglobina A € de "glicagao", ou seja, envolve uma ligacao nao
enzimatica e permanente com agucares redutores como a glicose, formando a
HbA1c (NGSP, 2008).

AHbA _é adnica fragdo que
deve ser usada como um
Hemoglobina indice de glicemia média e
Hb como uma medida do risco

de complicagées.
|

Hb, Hb,
Hemoglobina Hemoglobina
nao-glicada glicada
HbA,, HbA,, HbA -

Figura 1. As diferentes fragdes da hemoglobina. Fonte: Netto et al. (2009)

As hemacias sdo permeaveis a molécula de glicose, sendo que a
hemoglobina fica, praticamente, exposta as mesmas concentragdes da glicose
plasmatica. A HbA1c ou hemoglobina glicada se acumula dentro das hemacias,
apresentando portanto, uma meia vida dependente da delas (SACKS, 2006).

O processo de glicacao de proteinas nao se restringe apenas a ligagdo da
glicose com a hemoglobina. Esse processo estende-se a muitas proteinas do

organismo, contribuindo para a geracao dos chamados produtos finais da glicacao
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avancgada, os quais desempenham papel fundamental no aumento do risco das
complicacgtes crbnicas relacionadas a hiperglicemia (NETTO et al., 2009).

Outro teste que tem como base a glicacdo de proteinas, € a dosagem de
frutosamina, sendo essa, resultante da interacao entre a glicose plasmatica e a lisina,
presente na molécula de albumina e de outras proteinas. Esse teste reflete o
controle glicémico de curto prazo em relagdo a HbA1c, uma vez que a albumina
(maior componente da frutosamina), possui uma meia vida curta, cerca de duas a
trés semanas (ADA, 2016).

2.4. Adipocinas e Proteinas de fase aguda

As citocinas sdo definidas como substancias soluveis de baixo peso
molecular sintetizadas por diversos tecidos, que medeiam a comunicdo entre a
célula sinalizadora e a célula alvo, via interagdes com receptores de alta afinidade
da membrana celular, e podem atuar de forma autécrina, paracrina e enddcrina na
indugcao da expressao génica, secregao de anticorpos e outras citocinas (TONET e
NOBREGA, 2008).

Equinos obesos e idosos em comparagdo com equinos com menor
adiposidade possuem maior quantidade de linfécitos e mondcitos no sangue, que
produzem mais citocinas inflamatérias, sugerindo um cross-talk molecular entre
tecido adiposo e esses leucdcitos (ADAMS et al., 2009).

Volp et al. (2008) observaram que no homem, a maior produgéo de citocinas
se da pelo tecido adiposo. Com isso, Hotamisligil et al. (1993) e Hotamisligil et al.
(1995) ja descreviam a presenga do sinalizador proteico secretado pelo tecido
adiposo (TNF-a), necessitando de uma nomenclatura para melhor defini-lo.
Inicialmente deu-se o nome de adipocitocinas por Funahashi et al. em 1999. Esse
termo foi atualizado para adipocinas, uma vez que, se refere a um termo universal
adotado para descrever substancias proteicas que sao secretadas (e sintetizadas)
pelo tecido adiposo, sendo esta proteina uma citocina ou nao.

Essas adipocinas sdo marcadores que podem ser encontrados através de
uma amostra de sangue, urina, ou amostra tecidual (CASELLA FILHO et al., 2003).
Possuem diversas funcbes desde controle do apetite, homeostase energética,
sensibilidade a insulina, angiogénese, protecao vascular, controle da pressao e
coagulagéo sanguinea (GALIC et al., 2009)

Entre todas as adipocinas pautadas com processos inflamatério, IL-6, TNF-q,
leptina e adiponectina vém ganhando atengao especial nos ultimos anos (WOOD et
al., 2009; SIPPEL et al., 2014). A IL-6, TNF-a e leptina sdo adipocinas langadas pelo
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tecido adiposo, descritas com acao pro inflamatérias e geradoras de um quadro
inflamatdrio considerado de baixo grau (CASELLA FILHO, 2007; GALIC et al., 2009).
A adiponectina com ac¢ao antinflamatéria € expressa em condi¢cdes de baixa carga
energética (TRAYHURN, 2013). Equinos obesos adultos possuem elevados niveis
plasmaticos de TNF-a (ADAMS et al., 2009)

Outro excelente parametro clinico epidemiolégico é a PCR (GUPTA et al.,
2016). De acordo com os autores, a elevagao dessa proteina de fase aguda, duas a
trés vezes acima dos valores de referéncia basais confirma o processo inflamatoério
cronico.

Mayer et al. (2010) afirmam que o TNF-a e a IL-6 sdo induzidos em conjunto
na resposta inflamatéria, e podem ter efeitos positivos e negativos para o organismo
dependendo da quantidade e do sistema que os expressa. Ainda descrevem que o
TNF-q, IL-1 e IL-6 induzem a sintese de PCR.

2.5. Resposta de Fase Aguda

A resposta de fase aguda é um mecanismo fisiopatolégico de defesa
associado a inflamacao que, apesar do termo, ocorre tanto nas inflamacbes agudas
quanto nas crbnicas. Caracteriza-se pela variagdo (aumento ou diminuicdo) da
concentragdo sérica de determinadas proteinas em decorréncia de algum estimulo
que cause injuria tecidual. Atualmente, opta-se por utilizar o termo biomarcador
inflamatério ao se referir as proteinas envolvidas nessa resposta (NETO e
CARVALHO, 2009).

A resposta de fase aguda pode resultar em variagdes de mais de 200
proteinas, que podem ser denominadas de proteinas de fase aguda positivas,
quando ha elevacgao das concentragdes séricas, ou negativas, quando ha diminui¢cao
(CRAY, ZAIAS e ALTMAN, 2009). De acordo com os autores, essas proteinas
podem apresentar fungdes pré ou anti inflamatoérias, e ainda, podem estimular ou
inibir a producéo de outras proteinas.

Uma vez que as alteragbes da concentracdo de proteinas de fase aguda
acontecem poucas horas apdés o estabelecimento da inflamagdo (RUBIO et al.,
2014), estudos apontam sua eficacia como biomarcadores precoces para o
diagndstico e prognoéstico de doencas na medicina veterinaria (SIMPLICIO et al.,
2013). Contudo, muitos estudos ainda sdo realizados para descrever o
comportamento dessas proteinas nas diferentes espécies animais diante das
diversas doencas as quais estdo submetidas, buscando compreender e detectar

suas variagdes em cada caso.



18

A variagdo das proteinas de fase aguda ocorre precocemente quando
comparada a leucocitose (figura 2), aumento da velocidade de hemossedimentagao
elou febre (JAIN, 1993). Entretanto, é considerada uma resposta inespecifica, pois
desenvolve secundariamente e especificamente a diversas condi¢gdes que podem
ser capazes de produzir injuria tecidual (CERON et al., 2005), e por isso deve ser
pesquisada em cada situagcao e/ou enfermidade individualmente.

Nos ultimos anos, muito se avangou em relagéo as proteinas de fase aguda,
sendo aplicada no monitoramento de animais de companhia ou animais para fins
experimentais. A quantificacdo dessas proteinas no sangue € importante para se
estabelecer diagnostico, progndstico e/ou monitorar o tratamento nestas espécies
(MURATA et al., 2004).

A eletroforese consiste no método mais importante para identificar proteinas
presentes no sangue (KANEKO, 2008). A eletroforese em acetato de celulose e em
gel de agarose foram utilizadas para analisar as concentragdes de proteinas séricas,
mas essas técnicas sao limitadas, porque podem identificam poucos grupos de
proteinas (EDINGER et al., 1992).

Em contrapartida, a técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida com
dodecilsulfato de soédio (SDS-PAGE), permite identificar uma maior quantidade de
20 fragbes proteicas, podendo separa-las claramente mesmo em quantidades
pequenas (GORDON, 1975).
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Afeccdo
Trauma, Infecgdo efou Inflamagdo, Estresse, Neoplasia

a LPS, Opsoninos e Sinois neurais

Resposta local e liberagdo de citocinas pro inflamatérias

u I-1, 1-6, THF-a, Abvagda neutrofilica

Figado (Hepatocitos) — Modulagdo da sintese de proteinas

U

Resposta de Fase Aguda

Leucocitose
Ativacao do Complemento

Inibigdo de proteases E: RESOLUGAO
Coagulagdo

Opsonizagdo

Figura 2. Demonstragao esquematica da sintese de proteinas de
fase aguda. Adaptado de Cray, Zaias e Altman, 2009.

A utilizacdo das proteinas de fase aguda pode ser considerada uma das
ferramentas laboratoriais mais promissoras na medicina veterinaria. Embora os
mecanismos fisiopatologicos envolvendo estas proteinas sejam conhecidos, ainda
ha desafios, como a padronizacdo de técnicas e desenvolvimento de testes
automatizados acessiveis financeiramente, tornando possivel aplica-las na rotina
como biomarcadores de infeccdo, inflamagdo, neoplasias, entre outros (CERON et
al., 2005; CRAY et al., 2009; ECKERSALL e BELL, 2010).

Segundo JAIN et al. (2011) as proteinas de fase aguda podem ser
classificadas de acordo com sua concentragao plasmatica, quanto ao seu modo de

acao e também de acordo com o mecanismo de sintese.

2.5.1. Classificagao baseada na concentracao plasmatica
Proteinas de fase aguda negativas

Na inflamagdo o figado responde produzindo um grande numero de

proteinas de fase aguda. Ao mesmo tempo, a produgdo de uma série de outras
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proteinas é reduzida. Estas s&o conhecidas como proteinas de fase aguda
negativas. Nesta categoria se enquadram a albumina, a transferrina, a transtiretina,

a transcortina e a proteina de ligagao do retinol (JAIN et al., 2011).

Proteinas de fase aguda positivas

S&0 consideradas proteinas de fase aguda positivas, aquelas que
apresentam elevacdo da concentragcdo sérica durante a resposta inflamatoria. A
proteina C reativa, o dimero-D, a proteina ligadora de manose, a alfa-1 antitripsina,
a alfa-1 antiquimiotripsina, a alfa-2 macroglobulina, o fibrinogénio, a protrombina, o
fator VIII, o fator de Von Willebrand, o plasminogénio, os fatores do complemento, a
ferritina, a amildide A sérica, a ceruloplasmina, a haptoglobina e a glicoproteina
acida (CERON et al., 2005; KANECO et al., 2008, JAIN et al., 2011).

As proteinas de fase aguda positivas desempenham diversas fungdes
fisiolégicas para o sistema imunolégico, como destruicdo ou inibigdo do crescimento
de microorganismos, atuacdo nas situacdes de inflamacéo sistémica associada a

anorexia e alteragdes metabdlicas (JAIN et al., 2011).

2.5.2. Classificagao baseada no modo de acao

De acordo com Volanakis (2005), as proteinas de fase aguda podem ser
divididas em quatro grupos em relagdo ao modo de acéo;

Proteinas de defesa do hospedeiro: participam do reconhecimento e
eliminagcdo de patogenos; dentre elas, destacam-se a proteina C reativa, lectina
ligadora de manose, proteina ligadora de lipopolissacarideo, proteinas do
complemento e fibrinogénio;

Inibidores de proteinases séricas: atuam na limitagdo do dano tecidual,
neutralizando enzimas proteoliticas e metabdlitos de oxigénio (a1-antiproteinase, a1-
antitripsina, a2-antiplasmina e inibidor do C1);

Proteinas de transporte com atividade antioxidante: responsaveis pela
contencdo da reagao inflamatéria e restauracdo da estrutura original lesada

(ceruloplasmina, hemopexina e haptoglobina);

Outras proteinas de fase aguda: amildide sérica A, antagonista do receptor

de IL-1, glicoproteina acida e fosfolipase A2.

2.5.3. Classificagao baseada no mecanismo de sintese

Segundo Jain et al. (2011) as proteinas de fase aguda sao produzidas devido
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a reacgdes inflamatdrias de fase aguda, que estimulam a producao hepatica pelos
hepatocitos e/ou pela estimulagdo extra-hepatica de células epiteliais, células
endoteliais e tecido conectivo.

Ha diferencas significativas em termos de cinética, intensidade e duracao da
resposta entre as proteinas de fase aguda (NETO e CARVALHO, 2009).

2.5.4. Proteinas de fase aguda negativas
Albumina

A albumina é uma proteina de fase aguda negativa, que tende a diminuir sua
concentracdo seérica diante de um processo inflamatorio. Isto ocorre devido a
inibicdo da sua sintese pelas citocinas pro-inflamatérias e ao aumento da
permeabilidade vascular, com consequente saida para os espagos extravasculares
(THRALL, 2015).

E a proteina mais abundante no plasma, sintetizada no citoplasma dos
hepatdcitos, correspondendo a aproximadamente 35 a 50% da concentragdo de
proteinas totais e tem um peso molecular de 66,4 kDa. A sintese de albumina é
controlada pela pressdao coloidosmoética, embora possa ser influenciada por
horménios como insulina, tirosina e cortisol. Apenas parte desta proteina esta
presente no sangue, o restante se encontra no espaco intersticial e seu catabolismo
ocorre em diferentes tecidos como, musculo, figado e rim. Outra fungao importante é
o transporte de diversos metabdlitos que circulam no sangue. Acidos graxos, calcio,
colesterol, bilirrubina, circulam ligados a albumina, e além destes, diversos farmacos
podem se ligar a esta proteina (ECKERSALL, 2010).

Transferrina

E uma proteina responsavel pelo transporte de ferro no sangue e também é
considerada uma proteina de fase aguda negativa nos mamiferos, mas a sua maior
aplicabilidade diagnostica esta relacionada em mamiferos com doengas ligadas ao
metabolismo do ferro (ECKERSALL, 2010). A transferrina possui vida média de
aproximadamente oito a 10 dias e responde com rapidez a mudangas no estado
nutricional, porém, seus niveis sdo afetados por varias doencas (FUHRMAN et al.,
2004).

A transferrina esta relacionada a imunidade inata por se ligar aos ions ferro
prevenindo a proliferacdao de patégenos e parasitas que utilizam este nutriente.
Concentragbes diminuidas de transferrina podem ser consequéncia da produgéo

inadequada desta proteina por lesdo nos hepatdcitos, doenca renal, leucemias,
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inflamagao aguda e/ou cronica (MURATA et al., 2004).

2.5.5. Proteinas de fase aguda positivas
Ceruloplasmina

E uma glicoproteina com peso molecular de 151 kDa, fracdo a-1, descrita
como uma proteina transportadora do cobre, essencial para a eritropoiese, com
efeito antioxidante nas células e tecidos, a fim de protegé-los de compostos gerados
pela fagocitose de microorganismos e debris de tecidos e reducdo de neutréfilos
aderidos ao endotélio (CERON et al., 2005).

A elevacdo na sua concentragao sérica revela uma resposta de fase aguda
durante a inflamacao, infeccdo e trauma como resultado do aumento da expressao
génica desta proteina em tecido hepatico e extra-hepatico, como baco, pulméao,
testiculo e cérebro (ECKERSALL, 2010).

Fagliari (2008) utilizou a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)
para monitorar os teores plasmaticos de proteinas de fase aguda de 20 equinos
portadores de abdbmen agudo, submetidos a laparotomia, dos quais dez se
recuperaram sem intercorréncia pés-operatoria (G1) e os outros dez equinos foram
a 6bitos com sinais de choque séptico (G2) entre 7 a 10 dias apds a cirurgia. O autor
verificou que, dentre as proteinas, a haptoglobina e a ceruloplasmina sao as
melhores indicadoras no prognéstico para o estudo em questdo, mostrando-se mais

sensiveis.

al-antitripsina

A a1-antitripsina € uma glicoproteina da familia das inibidoras de proteases
séricas sintetizadas, principalmente, pelo figado e, em menor quantidade, pelos
mondcitos, macrofagos broncoalveolares e glandula mamaria. A sua principal fungcao
€ inibir a elastase dos neutrdfilos, que, ao ser liberada nos locais de inflamagao,
promove destruicdo tecidual. A a1-antitripsina é a proteina responsavel pela maior
parte da protegcao antiproteasica do sistema respiratério e sua sintese é estimulada
durante a resposta inflamatéria aguda (ECKERSALL, 2010).

Em humanos, é possivel observar uma deficiéncia desta proteina, sendo um
disturbio hereditario e muitas vezes letal. Nestes casos, os individuos desenvolvem
doencgas respiratorias graves e hepatite. No entanto, ndo ha relatos disponiveis na
literatura sobre esta condicdo em animais (CRYSTAL, 1990).

Di Filippo et al. (2011) analisaram as proteinas de fase aguda em equinos

com codlica, submetidos a laparotomia, e que apresentavam lesdes em intestino
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delgado. Os autores verificaram o0 aumento nas concentragdes séricas de ail-
antitripsina e justificaram a alteracdo em funcao da gravidade das lesdes entéricas,
uma vez que essa proteina € um componente importante para neutralizar as

atividades das enzimas proteoliticas, durante o processo inflamatério agudo.

Haptoglobina

A haptoglobina pode ser secretada pelo figado e tecido adiposo branco, e no
homem a obesidade e o diabetes podem causar a elevacdo de seus indices
plasmaticos, 0 que sugere que o processo inflamatério brando fruto do tecido
adiposo pode elevar seu valor plasmatico (BUENO, 2007).

E uma glicoproteina, formada por duas subunidades alfa e beta que se
estabilizam ao ligarem-se especificamente a hemoglobina impedindo a formagao de
radicais livres, formando um complexo que sera direcionado da circulagdo para o
sistema fagocitico mononuclear onde ocorrera a reciclagem do ion ferro durante o
processo de hemocaterese e na defesa contra patdogenos (ECKERSALL e BELL,
2010). E considerada uma das principais proteinas de fase aguda em todas as
espécies (MARTINEZ-SUBIELA et al., 2001). Segundo CERON et al. (2005) a
haptoglobina pode ser detectada na circulacdo 24 horas apds o trauma e suas
concentragcdes chegam ao pico maximo em quatro dias. Além da sua funcido como
ligante de hemoglobina, pode atuar como fator estimulador de angiogénese,
ademais de participar no metabolismo de lipidios e possuir um importante efeito
imunomodulador, sendo responsiva a IL-6, IL-1 e TNF-a. Eckersall (2008), afirma
que a haptoglobina pode apresentar, ainda, uma atividade antibacteriana indireta,
uma vez que o complexo haptoglobina hemoglobina, reduz a disponibilidade do
residuo heme e seu ion ferro, para utilizagdo bacteriana (ECKERSALL, 2008).

Bullone et al. (2015), mensuraram a concentragcdo de haptoglobina e
amildide sérica A em equinos sadios e com doencga inflamatdria das vias aéreas, e
concluiram que ambas podem ser utilizadas como biomarcadores de diagnéstico

quando associados a outros achados clinicos e laboratoriais.

Glicoproteina acida

Também chamada de alfa-1 glicoproteina acida, essa proteina possui
diversas fungbes tais como antiinflamatéria e imunomoduladora, aumentando a
secrecao da IL-1. Dentre suas fungdes estdo a inibicdo da resposta quimiotatica e
da produgéao de superoxidos por neutrofilos, a inibicdo da agregagao plaquetaria e a

indugao da liberagdo de citocinas de mondcitos (IL-1B, IL-6, IL-12, TNF-a)
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(VOLANAKIS, 2005).

A elevagao sérica da glicoproteina acida depende do tipo de estimulagao;
geralmente inicia cinco dias apés sua ativacdo, atingindo o pico maximo em sete
dias. Em relacdo a magnitude de resposta, a glicoproteina acida apresenta resposta
moderada (CERON et al., 2005).

A glicoproteina acida é composta por alta porcentagem de carboidratos e
residuos de acido sialico, apresentando grande carga negativa e solubilidade em
agua. E sintetizada pelo figado, granulécitos e mondcitos. Durante a fase aguda
inflamatdria, ela sofre mudanga do padréo de glicosilagdo, o que altera sua fungao
bioldgica (VOLANAKIS, 2005).

Di Filippo et al. (2014), avaliaram a resposta de fase aguda em equinos
submetidos a orquiectomia e verificaram aumento na concentragdo sérica de alfa-1
glicoproteina acida e haptoglobina. De acordo com Busk et al. (2010), alteragbes
nas concentracdes de proteinas de fase aguda apods procedimentos de orquiectomia
sdo esperadas, visto que a técnica acarreta , aos tecidos envolvidos , um trauma
cirargico severo. E segundo os mesmos autores, o conhecimento da resposta de
fase aguda, frente a um pds -operatério sem intercorréncias pode permitir o uso

desses marcadores inflamatérios no diagndstico precoce de complicagoes.

Proteina C Reativa (PCR)

A PCR pertence a classe de proteinas de fase aguda sintetizada
principalmente pelo figado (WINDGASSEN et al., 2011), entretanto, células
endoteliais, mondcitos, macrofagos, células musculares lisas e células epiteliais
tubulares renais também podem sintetiza-la (ANSAR e GHOSH, 2013). Leclere et al.
(2015), sugerem o pulm&o como mais uma fonte da PCR.

Sua descoberta se deu em 1941 por Macleod e Avery que observaram uma
proteina que necessitava de calcio para reagir; no homem, é um dos biomarcadores
mais expressivos associados a diversos processos inflamatorios, dentre esses, as
desordens inflamatdrias do tecido adiposo, e uma vasta gama de estimulos tendo
ainda, sequencia homologa entre os mamiferos (ANSAR e GHOSH, 2013).
Yamashita et al. (1991), em estudos com equinos submetidos a estimulos
inflamatodrios, verificaram moderada elevagao. Leclere et al. (2015), citam uma
elevacdo e reducdo dos valores de normalidade mais lenta em equinos do que em
outras proteinas de fase aguda.

A indugéo da expressdo do RNA mensageiro para sintese de PCR hepatica

se da principalmente através da elevagao da citocina IL-6, na obesidade o infiltrado
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inflamatério e os adipdcitos langam citocinas como a IL-6 e o TNF-a, estado
inflamatdrio de baixo grau, que estimulam a sintese da PCR (MUHAMMAD et al.,
2016). Ao mesmo tempo, a PCR atua estimulando os mondcitos e macréfagos a
induzirem a producgao das citocinas IL-6 e TNF-a por meio da estimulacao do fator
de transcri¢gdo nuclear kappa-, 0 que mantém ativa a retroalimentacdo (MAYER et
al., 2010).

No homem a elevacao ocorre cerca de 4 a 6 horas depois da inflamacgao e
volta aos valores de normalidade rapidamente com a resolugdo do processo
inflamatorio (WINDGASSEN et al., 2011). A sua meia vida plasmatica gira em torno
de 19 horas, coatuando nos processos de imunomodulacdo, com a ativagao do
complemento, modulacdo plaquetaria e fagocitose (MAYER et al., 2010).
Capacidade de aglutinacdo e morte bacteriana (ANSAR e GHOSH, 2013).
Yamashita et al. (1991), observaram elevacao 24 horas apos estimulo inflamatério
em equinos.

Gomes et al. (2010), relataram que a elevacao do indice plasmatico da PCR
em humanos obesos esta diretamente relacionada ao acumulo de gordura visceral e
abdominal. Windgassen et al. (2011), sugeriram a elevacao relacionada a obesidade
e as suas comorbidades; hipertensdo, diabetes mellitus e sindrome metabdlica,
funcionando como uma ferramenta diagndstica e prognéstica. Ansar e Ghosh (2013)
por sua vez, mencionaram a aterosclerose, resisténcia a insulina e também a um
variado numero de enfermidades.

No quadro de resisténcia a insulina, o comprometimento do fornecimento de
glicose para os tecidos resulta em um quadro de sofrimento celular que eleva o
estresse oxidativo e também os valores de IL-6 e TNF-a. Esses fatores exercem
efeitos seletivos na sintese de proteinas hepaticas, e por sua vez os valores
elevados da IL-6 e do TNF-a advindos do tecido adiposo também s&o sugeridos
como impeditivos da sinalizagéo da insulina nas células (MUHAMMAD et al., 2016).
A leptina também é uma adipocina de correlagcédo positiva com a PCR e obesidade
(CHOI et al., 2013; HRIBAL et al., 2014).

Uma outra sugestdo ao quadro de resisténcia a acao da insulina nos tecidos,
se da em grande parte, pela presenca de grandes quantidades de acidos graxos
livres que sdo langados através da lipdlise, que de forma simplificada impede a
sinalizagdo aos receptores de insulina e ao préprio GLUT-4, competindo com a
glicose pelo acesso aos tecidos-alvo, isso ocorre principalmente na musculatura

esquelética e no tecido adiposo (WOQOD et al; 2009).



26

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Verificar a influéncia do sobrepeso sobre o metabolismo glicémico e

biomarcadores inflamatérios em equinos da raga Mangalarga Marchador.

3.1. Objetivos especificos

Detectar possiveis variagbes nos niveis sanguineos da adipocina leptina,
outros parametros bioquimicos como glicose, frutosamina, hemoglobina glicosilada,
insulina e proteinas de fase aguda em equinos higidos, com escore de condi¢ao

corporal normal e com escore de condigao corporal elevado.

4. MATERIAL E METODOS
4.1. Comissao de Etica

O estudo experimental seguiu as Normas de Condutas para o Uso de
Animais no Ensino, Pesquisa e Extensdo do Departamento de Veterinaria da
Universidade Federal de Vicosa, o Cédigo de Etica Profissional do Médico
Veterinario, os principios éticos para pesquisa animal estabelecidos pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal e a Legislacdo brasileira vigente. O
delineamento experimental foi submetido & Comissdo de Etica no Uso de Animais —

CEUA/UFV e devidamente autorizado pelo registro numero 78/2015.

4.2. Local de Execucéo do Estudo

A pesquisa foi conduzida em Haras particular e no setor de equideocultura do
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa, localizados na
Zona da Mata Mineira, no estado de Minas Gerais, cuja altitude ¢é de

aproximadamente 660 metros, e temperatura média anual de 22°C.

4.3. Delineamento Experimental

Foram utilizados no presente estudo 18 animais, 9 do grupo controle (C) - 6
machos castrados e 3 fémeas e 9 do grupo sobrepeso (O) - 4 machos castrados e 5
fémeas, da raga Mangalarga Machador, com idade entre 5 e 15 anos (dados obtidos

através do histérico dos animais), peso corporal médio de 400 Kg (utilizando fita
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métrica para pesagem). Foram realizados exame fisico, hemograma e perfil
bioquimico (ALT, AST, fosfatase alcalina, GGT com metodologia cinética) e (uréia e
creatinina com metodologia colorimétrica) com o objetivo de atestar a sanidade geral
dos animais. Também foi realizado anamnese para a verificagao de historia
pregressa de colica, claudicagao e/ou laminite, os quais foram utilizados como
critérios de exclusdo dos animais. Os animais foram pesados com fita métrica e
avaliados quanto ao escore de condigéo corporal e adiposidade regional por meio da
circunferéncia do pescoco, descritos por Henneke et al. (1983), em uma escala de 1
a 9 de acordo com a visualizagdo e palpagao e Frank et al. (2006) utilizando a
medida do comprimento do dorso do pescogo (cabecga a cernelha) e separando nas
proporcoes de 25%, 50% e 75%, respectivamente.

Nao houve modificagdes nos sistemas de manejo utilizados no Haras, a base
da alimentacdo é a silagem de milho e pastagem de Panicum maximum (“capim-
mombaga”), e no setor de equideocultura, a base da alimentagdo é racao
balanceada produzida na proépria Universidade, “capim-elefante” picado (Pennisetum
purpureume) e pastagem de capim Tifton sp, locais onde foram realizados os
estudos.

Os animais foram distribuidos em dois grupos: o grupo C (controle) composto
por animais dentro do peso normal e com escore de condi¢c&o corporal < 5; o grupo
O (sobrepeso) formado por animais com escore de condi¢cao corporal = 6. Ambos os
grupos foram, ainda, caracterizados por medigbes ultrassonograficas da gordura
subcutanea da base da cauda, abdomen ventral e medicdo da circunferéncia do
pescogo.

Apos essa etapa, foram colhidas amostras de sangue por venopungao
jugular, utilizando sistema & vacuo' em tubos estéreis contendo EDTA 10%, fluoreto
de sédio e em tubo sem anticoagulante de cada animal, para posteriores analises.
Todas as amostras foram devidamente alicotadas, identificadas, e refrigeradas a -
20°C até o momento do processamento. Todas a coletas aconteceram no mesmo
horario (8:00h), para n&o haver enventuais interferéncias.

A etapa do experimento do grupo com sobrepeso (Grupo O) ocorreu no dia 8
de agosto de 2016, com duracao 4 horas, € inicio as 8:00h e término as 12:00h. Ja a
etapa do experimento do grupo controle (Grupo C) ocorreu no dia 21 de setembro
de 2016, com duracédo de 4 horas e com inicio as 8:00h e término as 12:00h, em
ambas etapas os animais foram monitorados pelos parametros clinicos descritos no
item 4.4.

' Vacutainer, BD, Plymouth, Reino Unido.



28

4.4. Exame Clinico

O exame clinico de cada animal foi realizado da seguinte forma:

Anamnese: a identificacdo e o historico do animal foram realizados conforme
descrito por Speirs (1999);

Temperatura retal: mensurada em graus Celsius (°C) mediante a utilizagao
de um termémetro de mercurio? mantido intrarretal durante trés minutos;

Coloragdo das mucosas (conjuntival e oral): avaliadas e classificadas em:
hipocoradas, normocoradas, hipercoradas ou cianéticas;

Frequéncia cardiaca: mensurada com um estetoscopio® durante um minuto
(batimentos por minutos — bpm), entre 0 4° e 5° espaco intercostal esquerdo;

Frequéncia respiratéria: mensurada por meio de observagdo dos movimentos
costo-abdominais durante um minuto (movimentos por minuto — mpm);

Motilidade: realizada com estetoscdpio® nos flancos superiores e inferiores
do abddmen, durante trés minutos por quadrante, de acordo com a seguinte
classificacao: atonia, hipomotilidade, normomotilidade ou hipermotilidade;

Tempo de enchimento capilar: foi feita uma pressao digital na mucosa
gengival acima dos dentes incisivos superiores, em seguida, observou-se o tempo

de enchimento total da mesma.

2 Termometro de mercurio - Walmur. Shop Veterinario Ltda Me. Vigosa — MG.
% Estetoscopio Cardioldgico Premium. Shop Veterinario Ltda Me. Vigosa — MG.
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4.5. Avaliagao do escore de condi¢ao corporal e adiposidade regional

Foram realizadas duas avaliagbes para determinar o escore de condicio
corporal (figura 3 e quadro 1) e a adiposidade regional (figura 4), seguindo as

recomendagoes de Henneke et al. (1983) e Frank et al. (2006), respectivamente.

Pescoco

Processos espinhosos
lombares

Insercao da
Cernelha

Posterior da
escapula

Figura 3. Areas avaliadas para estimar a gordura corporal e escore de condi¢cdo
corporal. Adaptado de Henneke et al. (1983).
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Quadro 1. Classificagéo do escore de condi¢ao corporal em equinos

Escore

Descricao

Emaciado: animal extremamente emaciado; processos espinhosos,
costelas, insercdo da cauda, estruturas da garupa e projecdo do isquio
proeminentes; estruturas Osseas da cernelha, ombros e pescoco
facilmente visiveis; o tecido adiposo nao é palpavel.

Muito magro: animal emaciado; fina camada de gordura cobrindo a base
dos processos espinhosos, processos transversos das vértebras
lombares arredondadas; processos espinhosos, costelas, insercdo da
cauda, estruturas da garupa e projecdo do isquio proeminentes;
estruturas 6sseasda cernelha, ombros e pescogo facilmente observadas.

Magro: gordura cobrindo cerca de metade dos processos espinhosos,
processos transversos nado sao palpaveis; insercdo da cauda
proeminente, porém as vértebras ndo sdo mais observadas
individualmente; estruturas da garupa arredondadas, entretanto,
facilmente observadas; projecédo do isquio nao visivel; costelas, ombros e
pescogo acentuados.

Moderadamente magro: sulco ao longo da regido lombar; linha das
costelas visivel; gordura pode ser palpada na insergdo da cauda de
acordo com a conformacdo do animal; estruturas da garupa néo sao
visiveis; costelas, ombros e pesco¢o ndo sao facilmente visiveis.

Moderado: costelas ndo sao observadas, porém, facilmente palpaveis;
gordura na regido da inser¢cdo da cauda comeca a se tornar esponjosa;
cernelha arredondada sobre o0s processos espinhosos; ombros e pescogo
ligados suavemente ao corpo do animal.

Moderadamente gordo: pode haver pequena depressao na linha dorsal;
gordura sobre as costelas se torna esponjosa; gordura na regido da
insercdo da cauda se torna macia; gordura comega a ser depositada ao
longo da cernelha, atras dos ombros e ao longo do pescogo.

Gordo: pode haver uma depressao na linha dorsal; costelas podem ser
individualmente palpaveis, porém, é possivel sentir gordura entre elas;
gordura na regido da insercdo da cauda se torna macia; gordura
depositada ao longo da cernelha, atrds dos ombros e ao longo do
pescogo.

Obeso: depressdo na linha dorsal; dificuldade para palpar as costelas;
gordura na regido da inser¢do da cauda € muito macia; regiao proxima a
cernelha preenchida com gordura; visivel aumento na espessura do
pescoc¢o; gordura depositada nas nadegas.

Muito obeso: acentuada depress&o na linha dorsal; gordura macia sobre
as costelas; dobras de gordura na regiao de inser¢ao da cauda, ao longo
da cernelha, atras dos ombros e ao longo do pescogo; gordura ao longo
da parte interna das coxas; flanco preenchido com gordura.

Fonte: Henneke et al. (1983).

A mensuragao da adiposidade regional foi realizada a partir da medigcao da

circunferéncia do pescogo, conforme protocolo utilizado por Frank et al. (2006). Para

isso, os animais foram mantidos com a cabeca normalmente elevada, em um
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angulo de 45° na posigao vertical e foi tragada uma linha reta da base do cranio até
a cernelha. A circunferéncia do pescoco foi medida com uma fita métrica,
perpendicularmente a essa linha, em trés pontos diferentes (25%, 50% e 75%) a
partir da cernelha. Foi calculado o valor médio da circunferéncia de cada animal
(figura 4).

Figura 4. Esquema demonstrando os trés diferentes pontos

mensurados a partir da cernelha, utilizados no experimento.
Fonte: Frank et al. (2006)

4 .6. Analises Laboratoriais

Foram realizados hemograma e exames bioquimicos de avaliagdo renal
(uréia e creatinina) e hepatica (ALT, AST, GGT, fosfatase alcalina, proteina total e
fragdes) de todos os animais, por metodologia cinética e/ou colorimétrica e
mensurados em equipamentos automatizados, para auxiliar no monitoramento do
estado geral de saude dos animais.

Foram mensurados os niveis plasmaticos de glicose (método colorimétrico?),
hemoglobina glicada (separacgéo por resina de troca idnica®) e os niveis séricos de

frutosamina (método colorimétrico®). As dosagens de leptina (ELISA), insulina

* Glicose Enzimatica - In Vitro Diagnéstica Ltda. Itabira/MG, Brasil.
5 Glycohemoglobin HbA1 TEST - In Vitro Diagndstica Ltda. Itabira/MG, Brasil.
® QUIBASA Quimica Basica Ltda. Belo Horizonte/MG, Brasil.
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(radioimunoensaio) e proteina C reativa (nefelometria) foram enviadas para
processamento em um laboratério de apoio’.

As concentragbes de proteinas totais do soro foram mensuradas pelo
método de biureto (colorimetria®), com reagentes comerciais especificos e obtidas as
leituras em espectrofotdmetro automatico.

Para o fracionamento dos diferentes constituintes proteicos do soro, foi
realizada corrida eletroforética das respectivas amostras de soro em gel de
poliacrilamida contendo dodecil sulfato de soédio (SDS-PAGE), conforme técnica
descrita por Laemmli (1970) modificada. Para a corrida, utilizou-se o sistema vertical

de eletroforese® (figura 5).

Figura 5. Sistema vertical de eletroforese utilizado no experimento.

Fonte: Laboratério de Imunobiolégicos

Apés montado o aparato de sustentagdo do gel com espassadores de 1mm
foi preenchida a placa com o gel de separagéo a 10% e, apds polimerizagao, com o
gel de empilhamento a 4%. Entdo, aguardou-se a polimerizagao final do material. O
préximo passo consistiu no preparo das amostras para o fracionamento das
proteinas. Para isso adicionou-se 10 yL de soro sanguineo, diluidos em 30 uL de
tampao-fosfato (PBS) e 20 uL de gel mix e aquecido sobre agua em ebulicdo por 10
minutos. Uma aliquota de 5 yL de cada amostra de soro sanguineo foi depositada

em uma determinada cavidade do gel, tendo a primeira e a ultima amostra de cada

7 VetLab Laboratério Veterinario Ltda. Petropolis/RJ, Brasil.
® Proteina Total - In Vitro Diagndstica Ltda. Itabira/MG, Brasil.
® PROTEAN I XI - Vertical Eletrophoresis Cells® - BIO-RAD, Brasil.
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gel em duplicata, além da amostra padrdo (marcador de peso molecular'®) como
referéncia.

Apods colocadas as amostras, o conjunto da cuba foi submetido a corrente
elétrica inicial de 20 mA por gel, fornecido por uma fonte de energia apropriada.
Apods a passagem das amostras do gel de empilhamento para o gel de separacgao, a
corrente elétrica foi aumentada em 25% do valor inicial, perfazendo um total de
40mA.

Terminada a corrida, a fonte elétrica foi imediatamente desligada e o gel,
retirado da placa para ser corado durante duas horas em solugcdo de azul de
Coomassie 0,2% sob agitacdo horizontal constante para uma coloragdo uniforme.
Em seguida o gel foi submerso em solugdo descorante a base de metanol para
retirar o excesso de corante, até que todo o gel se apresentasse nitido.

Os pesos moleculares e as concentracbes das fracbes protéicas serdo
determinados por densitometria computadorizada (Software Imaged), a partir do
escaneamento das amostras. Para o calculo do peso molecular foram utilizados
marcadores de pesos moleculares de 200, 116, 97, 66, 55, 45, 36, 29, 24 e 20 kDa,
além de proteinas purificadas. Para a avaliacdo densitométrica das bandas protéicas
confeccionaram-se curvas de referéncia a partir da leitura do marcador padrao. O
processamento das amostras ocorreu no Departamento de Veterinaria da

Universidade Federal de Vigosa.

4.7. Analise Estatistica

Foi realizada andlise descritiva (média + desvio padrdo) das variaveis
analisadas. Os dados obtidos foram submetidos aos testes de Lillefors para
verificagcdo da normalidade, e de Cochran e Bartellet para a homogeneidade de
variancia do erro. Os dados que atenderam as premissas para analise de variancia
(ANOVA), foram submetidos a esta, e comparados pelo teste F. Os dados que nao
atenderam as premissas, foram comparados pelo teste Wilcoxon. Foi considerada a
significancia de 5% de probabilidade de erro (p<0,05), utilizando o programa
estatistico SAEG (SAEG-UFV, 9.1, 2007).

'° Marcador Sigma Marker 6.5 — 200kDa. SIGMA-ALDRICH, Brasil.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os animais utilizados no experimento apresentaram exame clinico
geral e exames laboratoriais de triagem (hemograma e bioquimica clinica de funcéo
renal e hepatica) dentro dos parametros de referéncia descritos por Feitosa (2014) e
Kaneko (2008).

Os valores médios e desvio padrao dos pardmetros ultrassonograficos da
camada de gordura da base da cauda, abdémen ventral, medidas de circunferéncia
do pescoco e escore de condicdo corporal estdo descritos na tabela 1 e no anexo.
Foi observada diferenga estatistica significativa para a avaliagdo ultrassonogréfica
da base da cauda, abdémen ventral e circunferéncia do pescoco entre o grupo de

animais normais (Grupo C) e sobrepeso (Grupo O).

Tabela 1. Valores médios e desvio padrao das medidas utilizadas na
caracterizagcao do grupo controle (C) e grupo sobrepeso (O).

Grupo C Grupo O
Parametros
Média + DP Média + DP
Escore de condigéo corporal (ECC) 4,0 7,0
US da base da cauda (cm) 0,64 + 0,152 1,72 + 0,36°
US do abdémen ventral (cm) 0,86 + 0,222 1,52 + 0,37°
Circunferéncia do pescogo (cm) 90,4 +7,0° 97,9+5,0°

US (Ultrassonografia); Letras diferentes na mesma linha, indicam diferenca estatistica significativa
entre os grupos (p<0,05).

De acordo com Gobesso et al. (2014) da mesma forma que no homem a
avaliagdo ultrassonografica de massa muscular e de deposicdo de gordura
subcutanea sao excelentes parametros nao invasivos da condicao fisica de equinas,
uma vez que, somente a avaliagdo do escore de condi¢do corporal torna-se um
recurso sujeito a duvidas resumido a visualizacdo e palpagdo, sendo assim, a
mensuracéo de gordura subcutanea da garupa pode ser um excelente indicativo de
gordura corporal, e pode ser utilizado como um instrumento adicional da avaliagao
do escore de condi¢ao corporal, auxiliando no controle nutricional e treinamento dos

equinos.

Westervelt et al. (1976) iniciaram as primeiras mensuragcdes de gordura
corporal em equinos atravéz da ultrassonografia na regido da garupa. Gobesso et al.

(2014) citam, que a porcentagem de gordura da garupa é um excelente indicativo de
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gordura corporal ndo invasivo, sendo um instrumento de avaliagdo do escore de
condicado corporal, para controle da nutrigdo e treinamento dos equinos.

El-Maaty et al (2014), utilizaram 15 cavalos machos da raga arabe, com
idade de 7 a 23 anos com média de escore de condigdo corporal 6,7. Os autores
utilizaram a garupa para a marcagdo da espessura de gordura por ultrassom com
média de 0,48 cm, valores inferiores aos nossos resultados (1,72 cm). Nesse
aspecto é importante lembrar que se trata de equinos da raca arabe que se
encontram dentro do escore adequado para a raga, dessa forma, o valor encontrado
se aproxima ao valor do nosso grupo controle.

Em estudo Gentry et al (2004), utilizaram dieta e coleta de dados ao longo do
tempo para verificagdo de deposigdo de gordura subcutdnea sendo 24 éguas de
racas variadas, 12 com média de escore de condi¢ao corporal, 8,0 a 8,5 e 12 com
escore de condicao corporal 3,0 a 3,5, um ponto estabelecido foi na parte plana da
garupa encontrando valor médio inferior a 1 cm no final do experimento,
possivelmente as variadas racgas utilizadas no estudo podem ter influenciado nos
valores encontrados, ja que a espessura de gordura subcuténea é variavel entre as
ragas.

Manso Filho et al. (2009) determinaram a espessura da camada de gordura
na regidao da garupa em 121 equinos de diferentes ragas e atividades, dentre essas
o Mangalarga Marchador e Campolina treinados para marcha, com espessura de
gordura de 1,30 cm, porém, ndo relataram o escore dos animais. Por utilizarem
Mangalarga Marchador, os valores se aproximaram com o nosso estudo para grupo
sobrepeso, e os autores justificaram que por serem animais atletas necessitam de
reserva de gordura para disponibilizar energia durante esse tipo de exercicio.

Paz et al. (2013) pesquisaram a relagao entre obesidade, insulina plasmatica
e posicionamento da falange distal em 30 éguas da raga Crioula. Para isso, os
autores consideraram dois grupos com base no ECC, sendo um grupo de individuos
normais (ECC 5-7) e outro de obesos (ECC 8-9). Diferencas estatisticas entre
grupos ocorreram para circunferéncia do pescogo, seguindo a mesma metodologia
adotada por Frank et al. (2011), assim como demonstrado em nosso trabalho,
corroborando que essa medida pode ser um pardametro importante na mensuragao
da adiposidade.

Os valores médios e desvios padrédo das dosagens de glicose, frutosamina,
HbA1c, leptina e insulina estdo descritos na tabela 2. Foi observada diferenga
estatistica significativa para a avaliagdo das concentragdes de frutosamina, HbA1c e

leptina entre o grupo de animais normais (Grupo C) e sobrepeso (Grupo O).
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Tabela 2. Valores médios e desvio padrdo das dosagens
bioquimicas e hormonais de equinos do grupo controle (C) e grupo
sobrepeso (O).

Grupo C Grupo O
Parametros
Média + DP Média + DP
Glicose (mg/dL) 70,3+7,7° 71,1 +9,5°
Frutosamina (umol/L) 222,8 + 14,8° 284,1+19,1°
HbA1c (%) 13,1+1,0° 17,3+2,1°
Leptina (ng/mL) 0,7 +0,2° 1,5+0,3°
Insulina (mUI/mL) 1,0+0,6° 1,54 +0,6°
I(_etl:zsd)iferentes na mesma linha, indicam diferenca estatistica significativa entre os grupos
p<0,05).
Glicose

Os valores encontrados para concentragdo plasmatica de glicose foram de
71 mg/dl para o grupo com sobrepeso e de 70,3 mg/dl para grupo controle. Nao foi
observada diferenga estatistica significativa entre os grupos.

Nos equinos, assim como em humanos, a disfungao do transporte de glicose
(GLUT-4) ou em receptores de superficie para insulina, estdo associados com a
resisténcia a insulina principalmente no tecido adiposo e no musculo esquelético
(KRONFELD et al. 2005). Porém, a maioria dos autores relatam sobre a expressao
da proteina Glut-4, limitada ao metabolismo da glicose e a sua expressdo na
musculatura esquelética e sua relagdo com o exercicio (LACOMBE et al., 2003).

De acordo com Malazdrewich (2007), em equinos, 0 sobrepeso parece estar
relacionado com o inicio da sindrome metabdlica. Uma das causas sugeridas para o
desencadeamento da resisténcia a insulina & que certas células de gordura induzem
a producdo de hormdnios, dentre eles, o cortisol, que interferem com a habilidade da
insulina em mover a glicose para dentro da célula. Como cavalos obesos possuem
mais adipdcitos, mais cortisol € produzido, gerando maior interferéncia na insulina.
Porém, o mesmo autor relata que nem todo cavalo obeso possui hiperinsulinemia
elou hiperglicemia, devido a efetividade da homeostase glicémica dessas duas

substancias.
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Da mesma forma, os valores de insulina e glicose sao variaveis entre os
individuos, tipo de alimento e em paises temperados podem sofrer variagao
climatica (Borer et al; 2015). Carter et al. (2009b), obteve valor de glicose de 94,2
mg/dl para equino, e 93,8 mg/dl para pdneis com sobrepeso. Bruynsteen et al.
(2013) avaliaram equinos obesos e com sobrepeso, de ragas europeias variadas, e
encontraram niveis plasmaticos de glicose de 106 + 16mg/dL. Bamford et al. (2015),
utilizaram 12 cavalos da raca Andaluz e 6 pbéneis da raca Standardbred com média
de escore corporal 4,9; para inducdo da elevacdo do escore de condigdo corporal
através de dietas ricas em carboidrato e gordura, durante 20 semanas. Ao final do
experimento os autores verificaram média de escore de condigao corporal maior
igual a 7, com média de glicose plasmatica de 90mg/dl para grupo com dieta
isocalérica de gordura vegetal, 91mg/dl para dieta rica em carboidratos, ndo foram
observadas diferencas estatisticas, porém, foi observado em teste que a disposi¢ao
de glicose foi mais ativa na dieta com carboidratos. Esses estudos vao de encontro
ao nosso, demonstrando que apesar da elevacéo do escore de condigao corporal e
da dieta, os niveis plasmaticos de glicose se encontram dentro do intervalo de
referéncia proposto por Kaneko (2008) para a espécie (70 a 115 mg/dL), o que
afirma que a normoglicemia é mantida mesmo em condi¢cbes adversas de sobrepeso
com dieta hipercaldrica, garantindo a homeostase. Entretanto, é importante ressaltar
que a dosagem de glicose por si s, reflete apenas a concentragdo da mesma no
momento da coleta, nado refletindo as eventuais flutuagbes que possam ocorrer

durante um intervalo de tempo.

Frutosamina

Os niveis séricos de frutosamina encontrados foram significativamente mais
elevado nos animais com sobrepeso, quando comparados ao grupo controle. De
acordo com Pattullo e Kidney (2014), o sobrepeso em seres humanos e animais
continua a aumentar, assim como a investigagdo dos efeitos da obesidade e/ou
sobrepeso sobre o organismo. Os autores relatam, ainda, que foi observado um
aumento dos niveis séricos de frutosamina em caes obesos e normoglicémicos
guando comparados a animais de peso normal. Esse aumento foi detectado também

em felinos nas mesmas condicdes, de acordo com os autores.
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Figura 6. Grafico das concentragdes séricas de frutosamina por animal utilizado no experimento.

Knowles et al. (2012) pesquisaram as concentragbes séricas de frutosamina
em cavalos com laminite. Os valores encontrados foram significativamente maiores
em animais com a enfermidade quando comparados ao grupo controle de animais
sem laminite. Segundo os autores, os motivos para essa alteracdo, ndo esta
completamente esclarecida. As alteracbes na glicemia podem estar associadas a
fatores nutricionais e/ou uma reducdo na acdo da insulina. A redugcao da acao da
insulina pode resultar de uma resposta tissular reduzida (como ocorre na resisténcia
a insulina), insuficiéncia na secre¢ao de insulina ou uma combinagdo de ambas,
conforme descrito também por Firshman e Valberg (2007).

O estudo relatado por Knowles et al. (2012), conclui que valores
significativamente maiores em equinos com laminite, podem representar anomalias
de meédio prazo na glicemia, podendo ser, inclusive, utilizado como potencial
biomarcador.

Os niveis séricos de frutosamina encontrados em nosso trabalho foram
maiores no grupo O, demonstrando que além de ser uma consequéncia do aumento
de adiposidade, os niveis elevados de frutosamina podem predispor os animais
desse grupo a laminite.

Por fim, a frutosamina ndo pode ser considerada apenas um marcador de
hiperglicemia. As concentragbes séricas de proteinas glicadas podem estar
aumentadas ou diminuidas em diversas situacbes e enfermidades. No entanto,

ainda é pouco estudada e merece maior atengao.
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Nossos valores sugerem que a dieta hipercaldrica oferecida aos animais do
grupo O, pode interferir na glicacdo de proteinas, principalmente albumina, gerando
a diferenca encontrada entre os grupos.

Hemoglobina glicada (HbA1c)

Nao foi encontrado na literatura valores de referéncia de HbA1c em equinos,
apenas um relato de caso de insuficiéncia beta pancreatica em um animal da raga
Mustang que apresentou hiperglicemia importante, porém, sem elevagao plasmatica
da HbA1c (JOHNSON et al., 2005).
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Figura 7. Grafico das concentragdes plasmaticas de HbA1c por animal utilizado no experimento.

Segundo Netto et al. (2009) a HbA1c tem sido considerada como uma
representacdo da meédia das glicemias diarias (incluindo glicemias de jejum e pds-
prandial) durante os ultimos meses. A glicacdo da hemoglobina ocorre ao longo de
todo o periodo de vida das hemacias, que no equino é de, aproximadamente, 140
dias. Porém, nesse periodo, a glicemia recente € a que mais influencia o valor da
HbA1c.

Modelos teodricos e estudos clinicos sugerem que um individuo apresenta
50% da HbA1 formada no més que precede o exame, 25% no més anterior a este e
os 25% remanescentes no terceiro ou quarto més antes do exame (CHANDALIA e
KRISHNASWAMY, 2002)

De acordo com Netto et al. (2009), os niveis plasmaticos de HbA1c nao
retornam ao normal imediatamente apds a normalizacdo dos niveis de glicose,
demorando aproximadamente oito a dez semanas, para serem totalmente

normalizados. Portanto, para uma avaliagdo da eficacia do tratamento, os niveis de
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HbA1c deverdao ser avaliados apds um a dois meses do inicio da terapia e/ou
modificacédo da dieta.

Nossos valores sugerem que a dieta hipercalérica oferecida aos animais do
grupo O, pode interferir na glicagdo da hemoglobina e consequente diferenca
encontrada entre os grupos. Também se deve ressaltar a importancia de estudos
utilizando as proteinas glicadas, para melhor entendermos o comportamento da

glicose em diferentes condigdes.

Leptina

A hiperleptinemia no equino esta correlacionado com elevagdo da
adiposidade. Os valores encontrados em nosso estudo foram 1,5 ng/ml para o grupo
de equinos com sobrepeso e 0,7 ng/ml para o grupo controle, corroborando com
autores que afirmam que a leptina aumenta em animais conforme o aumento de
adiposidade. Os valores descritos por outros autores sao superiores aos
encontrados em nosso frabalho, apesar disso, houve diferenca estatistica
significativa entre os grupos, o que confere a importancia da mensuragcao desse
horménio em diferentes experimentos, além do quadro de sobrepeso, e também ha

a necessidade de se estabelecer valores de referéncia para a espécie em questao.
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Figura 8. Grafico das concentragdes plasmaticas de leptina por animal utilizado no experimento.

Carter et al. (2009a), no estudo de pontuagdo para a avaliagdo da
adiposidade do pescogo observou valores plasmaticos para leptina de 3,8 ng/mL
para equinos com sobrepeso. Pleasant et al. (2013), encontraram valor médio de

leptina de 3,5 ng/mL. Ambos autores citam que a elevagédo plasmatica desse
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horménio esta relacionada a resisténcia a insulina em cavalos com sobrepeso.
Bruynsteen et al. (2013), para controle de estudo da expressido adipocinas em
diferentes locos adiposos em equinos com sobrepeso de variadas ragas europeias
observaram valor plasmatico médio de 3,3 ng/mL, com expressao significativa do
gene da leptina para o tecido adiposo localizado na cernelha. Gimenez et al. (2016),
compararam a concentragao plasmatica de leptina com medi¢gdes morfométricas e
ultrassonografica do pescogo de equinos da raga Andaluz de diferentes escores de
condicdo corporal e verificaram uma elevagao na concentracdo plasmatica de
leptina (5,03ng/mL) nos animais com sobrepeso e obesos, 0 que segundo 0s
autores é justificado pela raga Andaluz que pode ter valor de corte mais elevado;
outra possibilidade descrita pelos autores é em relagdo a adiposidade na regido da
cernelha contribuindo para elevagdo da leptina, justificando os achados de
Bruynsteen et al. (2013). Por sua vez, Bamford et al. (2015), no estudo ja descrito
acima observaram ao final do experimento uma concentracdo média de 6,5 ng/mL
para o grupo com dieta rica em gordura, e 6,7 ng/mL para a dieta hiperglicemiante,
além disso, os autores detectaram claramente que esses animais elevaram a massa
adiposa corporal elevaram a concentragcdo de leptina plasmatica, sendo essa
proporcional a massa adipocitaria, assim, o grupo controle que nao sofreu alteracao
de dieta consequentemente mantiveram a concentracdo de massa gordurosa e
obtiveram concentragcdes médias de 2,0 ng/mL. Dessa forma, é importante ressaltar
que os valores de leptina podem variar entre as ragas o que pode ser justificado no
estudo de Gimenez et al. (2016), também pode sofrer elevagdo em resposta a
obesidade como observado por Bamford et al. (2015). Sendo o principal sinal ao
sistema nervoso central de ajuste da adiposidade (MANCINI 2015). Além disso, a
leptina no homem é reconhecida como um dos mecanismos de regulacdo
neuroenddcrina responsaveis pela saciedade, trabalhando no acréscimo do gasto
energético aumentando o metabolismo de repouso e em parceria com a insulina
atua no hipotalamo induzindo a diminui¢do da ingestao alimentar (MANCINI 2015).
Assim, os seus valores podem flutuar de acordo com a quantidade e qualidade
nutricional da dieta utilizada. Pleasant et al. (2013), citam a influencia da
hiperinsulinemia na elevacdo da leptina. Em nosso estudo a ocorréncia da
normoinsulinemia € um fator pré determinante para justificar o sobrepeso como
causa da elevagao Portanto, todas as observag¢des descritas justificam a diferenca
estatistica observada entre os animais com sobrepeso e os do grupo controle, o que

ressalta a importancia da mensuracédo desse hormdnio na clinica de equideos.
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Insulina

Os resultados de insulina sérica encontrados em nosso trabalho ndo
apresentaram diferenca estatistica significativa entre os grupos; o grupo com
sobrepeso apresentou valores médios de 1,54 mUIl/ml e o grupo controle de 1,0
mUI/ml, sendo inferiores aos encontrados por outros autores.

Paz et al. (2013), observaram elevacao dos valores médios de insulina de
2,36 mUI/mL para animais estroficos e 2,55 mUI/mL para obesos, entretanto, sem
diferenca estatistica entre os grupos. Os autores sugeriram que o tempo para as
analises das amostras, metodologia de dosagem de insulina em diferentes tempos e
a auséncia de estudos sobre a insulinemia na raca crioula dificultaram a justificativa
dos valores encontrados.

Carter et al. (2009b), selecionaram 109 animais, 34 equinos com ECC médio
de 6 e 75 pbneis com ECC médio de 7, machos e fémeas de variadas idades, que
apresentaram concentracdes séricas de 9,6 mUIl/ mL em média para equinos e 16,0
mUIl/ mL para péneis.

Bamford et al. (2015), no experimento citado acima observaram média de
insulina de 4,6 mUI/mL para dieta gordurosa e de 8,5mUlI/mL para dieta
hiperglicemiante com carboidratos, os autores observaram diferenca estatistica para
o segundo grupo. Os mesmos autores avaliaram a resisténcia a insulina em teste de
resposta aguda da insulina a glicose, e observaram que a indugéo de obesidade por
dieta durante os 20 dias de experimento nao afetaram a resposta a esse horménio,
pelo contrario, no grupo com dieta hiperglicemiante houve elevagédo da sensibilidade
a insulina celular, entretanto, os autores ndo excluem a possibilidade dos
mecanismos regulatérios humorais e celulares descompensarem com o maior tempo
de exposi¢cao a obesidade e maiores concentragdes de agucar.

Gimenez et al. (2016), avaliaram 127 cavalos, 78 machos e 49 fémeas, com
idade entre 2 e 15 anos, com média de escore corporal 6.06, da raga Andaluz e
obtiveram concentracdes de insulina 3,74 mUIl/ mL.

Carter et al. (2009b), sugerem que alteragdes no balango energético em
equinos interferem nos valores de insulina sistémico, essas alteragbes variam de
acordo com o escore de condigdo corporal, composicdo dietética e em paises
temperados pode variar de acordo com a sazonalidade, por mudancgas na
composi¢ao da pastagem.

Dessa forma, podemos concluir que valores de referéncia para dosagem
sérica de insulina precisam ser melhor estabelecidos no pais e/ou regionalmente,

pois podem sofrer influéncias de dieta, raca, ECC, sazonalidade e localidade.
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Da mesma forma que a glicose, a insulina no nosso experimento se mostrou
discretamente elevada no sobrepeso mas estatisticamente estavel, mesmo sendo
um importante horménio dindmico no ganho de massa adiposa, atuando no
metabolismo de gordura estimulando a modificagdo de pré-adipdcitos em adipécitos.
Possivelmente a introducdo de refei¢gdes diarias ricas carboidratos estruturais
poderiam causar uma sobrecarga energética acarretando na desregulagdo dos
receptores de insulina nas células ou mesmo induzir a hiperinsulinemia
compensatodria pelo pancreas. Essa elevagdo da insulina em pbneis € um fator
predisponente a ocorréncia de laminite (CARTER et al; 2009b). Pleasant et al.
(2013), também falam da importédncia da correlacdo da hiperinsulinemia com a

ocorréncia de laminite e fortalecem a importancia da mensuracao desse parametro.

Os valores médios e desvios padrao das concentracdes séricas de proteinas
de fase aguda estdo descritos na tabela 3. Foi observada diferenga estatistica
significativa nas concentracbes séricas de ceruloplasmina, a1-antitripsina e

haptoglobina entre o grupo de animais controle (Grupo C) e sobrepeso (Grupo O).

Tabela 3. Valores médios e desvio padrdo das concentragbes séricas de
proteinas de fase aguda de equinos do grupo controle (C) e grupo
sobrepeso (O).

Grupo C Grupo O
Parametros
Média + DP Média + DP
Proteina total (mg/dL) 6988,9 +619,4%  7311,1 +544.2°
IgA (mg/dL) 170,3 + 36,3° 204,7 +76,1°
Ceruloplasmina (mg/dL) 66,7 + 26,9° 104,3 + 44,5°
Transferrina (mg/dL) 370,2 + 207,8° 362,7 + 153,1°
Albumina (mg/dL) 3102,6 +240,2° 29247 + 367,7°
al-antitripsina (mg/dL) 18,3 +12,4° 357,9 +56,0°
IgG (mg/dL) 1627,9 + 264,6°  1489,9 + 256,9°
Haptoglobina (mg/dL) 152,7 + 48,9° 231,5 + 46,3"
Glicoproteina acida (mg/dL) 86,1 +27,7° 79,7 +33,5°
PCR (mg/dL) 0,75 +0,1° 0,73+0,2°

Letras diferentes na mesma linha, indicam diferenca estatistica significativa entre os grupos
(p<0,05).
Apesar da elevacdo nas concentragdes séricas de ceruloplasmina, ail-
antitripsina e haptoglobina no grupo sobrepeso, ndao foram observadas alteragdes

leucocitarias quantitativas e qualitativas (anexo). Segundo FAZIO et al. (2010), o
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organismo responde a inflamagdao promovendo modificacdbes na contagem de
leucécitos e induzindo estas células a liberarem mediadores (TNF-a, IL-1 e IL-6) da

sintese de proteinas de fase aguda.
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Figura 9. Grafico das concentragbes plasmaticas de proteinas de fase aguda (média e desvio padréo)

que apresentaram diferencga estatistica entre os grupos.

De acordo com Eckersall (2010), em equinos, as proteinas amiléide sérica A,
glicoproteina 4&cida, haptoglobina e ceruloplasmina s&do consideradas as mais
importantes. Destas, a amildide sérica A € uma proteina de fase aguda maior,
enquanto as demais (glicoproteina &cida, haptoglobina e ceruloplasmina) sao
proteinas de fase aguda moderadas. As proteinas de fase aguda moderadas,
respondem a estimulos com uma elevacdo de 5 a 10 vezes sua concentragao,
durante a ativagao, alcancando pico apds 2 a 3 dias e diminuem sua resposta mais
lentamente que as proteinas de fase aguda maiores.

A ceruloplasmina € uma enzima com papel de eliminar radicais livres,
possuindo ainda, atividades de ferroxidase, cuproxidase, superéxido-dismutase,
peroxidase glutationa dependente e NO-oxidase. A ceruloplasmina equina é
classificada como uma a2-globulina. Segundo Murata et al. (2004) e Ceron et al.
(2005), as a2-globulinas s&o induzidas pela IL-6, elevam-se mais tardiamente e,
assim permanecem por varias semanas.

Fagliari e Silva (2002), Saquetti et al (2008), Di Filippo et al (2010) e
Nogueira (2014), observaram aumento das fragdes cerulosplasmina, haptoglobina e
glicoproteina acida em equinos com codlica submetidos a laparotomia para correcéo

de torcdo de cdélon maior, compactacdo de cdélon maior e encarceramento
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nefroesplénico de cdlon maior, demonstrando que essas fragdes sao importantes no

monitoramento das reacdes inflamatérias de fase aguda em equinos.

6. CONCLUSOES

Algumas ragas de equinos associadas ao ambiente de manejo podem ser
mais predispostas a obesidade e suas comorbidades, a gordura depositada é a
imagem da falta de balanceamento entre ingestdo e gasto energético

Nas condi¢des do presente experimento é possivel concluir que a dosagem
de leptina plasmatica € um bom indicador em equinos da raga Mangalarga
Marchador que apresentam quadro de sobrepeso.

As dosagens de frutosamina e HbA1c, fornecem dados mais precisos quanto
a variacao glicémica pregressa ao momento da coleta e, portanto, reflete melhor o
histérico do metabolismo energético dos animais.

Glicose e insulina, apesar de ndo demonstrarem diferenga estatistica, séo
parametros que devem ser avaliados em conjunto com as proteinas glicadas, para
se excluir qualquer interferente correlacionado a variacao glicémica.

O aumento nas concentragoes séricas de ceruloplasmina, haptoglobina e a1-
antitripsina nos animais com sobrepeso sugerem que adipocinas pro inflamatérias e
efeitos danosos dos radicais livres possam atuar induzindo a liberagdo das mesmas,
uma vez excluidas outras possiveis causas inflamatdrias.

A haptoglobina em especial pode estar relacionada ao processo inflamatério
brando gerado pelo tecido adiposo.

As medidas de adiposidade regional também apresentaram diferenga
estatistica, demonstrando a importancia do uso da ultrassonografia na mensuragao
da adiposidade subcutédnea em equinos, destacando que individuos com sobrepeso
podem ter diferentes espessuras de gordura subcutanea, sendo a ultrassonografia
uma importante ferramenta no auxilio da mensuragdo do escore de condigao
corporal, este que se limita a visualizagédo e palpagéo cutanea.

Portanto, estudos em equinos com sobrepeso devem ser incentivados em
diferentes racas, dietas, condigbes climaticas e em condicbes de comorbidades,
para melhor entendermos o comportamento do sobrepeso assim como se faz na

medicina humana.
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8. ANEXOS

Anexo 1. Valores individuais, médios, desvio padrédo, maximo e minimo dos parametros clinicos, ultrassonograficos, escore de condigdo corporal* e adiposidade regional dos
equinos do grupo controle (C) e grupo com sobrepeso (O).

us us CIRCUNFERENCIA DO
GRUPO IDENTIFICACAO IDADE FC FR TPC TEMPEDRATURA PESO BASE DE CAUDA ABDOMEM VENTRAL ECC* PESCOCO
(segundos) (°C) (Kg)
(cm) (cm) (cm)
Animal 1 3,5 36 24 2 38,2 440 1,65 1,63 8 102,8
Animal 2 6 32 36 2 37,5 425 1,46 1,55 7 102,3
Animal 3 3 28 30 2 37,8 430 1,95 1,95 8 89,6
Animal 4 10 40 24 2 36,9 465 1,40 1,59 7 95,6
Animal 5 8 32 22 2 36,8 350 2,00 1,64 5 100,5
Animal 6 3 34 38 2 38,2 410 1,90 1,09 6 94,2
Sobrepeso Animal 7 3 44 26 2 37,5 400 1,51 1,07 6 95,3
Animal 8 8 24 16 2 37,6 440 2,36 2,08 7 95,6
Animal 9 16 40 24 2 36,9 440 1,25 1,07 7 104,8
MEDIA 6,7 34,4 26,7 2,0 37,5 422,2 1,72 1,52 7 97,9
DP 4,4 6,3 6,9 0,0 0,5 33,0 0,36 0,37 1 5,0
MINIMO 3 24 16 2 36,8 350 1,25 1,07 5 89,6
MAXIMO 16 44 38 2 38,2 465 2,36 2,08 8 104,8
us us CIRCUNFERENCIA DO
GRUPO IDENTIFICACAO IDADE FC FR TPC TEMPEDRATURA PESO BASE DE CAUDA ABDOMEM VENTRAL ECC* PESCOCO
(segundos) (°C) (Kg)
(cm) (cm) (cm)
Animal 1 3,3 48 24 2 36,5 304 0,45 0,40 3 82,6
Animal 2 3,5 38 28 2 37,4 355 0,57 0,72 3 88,9
Animal 3 4,5 46 20 2 37,8 430 0,76 0,85 6 95,2
Animal 4 3 34 20 2 37,4 380 0,71 0,95 7 93
Animal 5 16 32 19 2 36,8 440 0,55 0,81 6 97,6
Animal 6 3,5 44 30 2 38,1 440 0,90 1,20 8 99,4
Controle Animal 7 17 28 16 2 37,5 380 0,62 0,90 5 87
Animal 8 8 34 16 2 37,6 390 0,71 0,83 4 92
Animal 9 12 43 19 2 37,3 300 0,47 1,05 5 78
MEDIA 7,9 38,6 21,3 2,0 37,4 379,9 0,64 0,86 5 90,4
DP 5,7 7,0 5,0 0,0 0,5 53,2 0,15 0,22 2 7,0
MINIMO 3 28 16 2 36,5 300 0,45 0,40 3 78
MAXIMO 17 48 30 2 38,1 440 0,90 1,20 8 99,4




Anexo 2. Valores individuais, médios, desvio padrdo, maximo e minimo dos parametros hematimétricos dos equinos do grupo controle (C) e grupo com sobrepeso (O).

~ Hemacias Hb VG VCM | CHCM | RDW | Leucdcitos | Seg | Lin | Mon | Eos | Bas | Plaquetas PPT
GRUPO | IDENTIFICACRO | (ilhdes/ut) | (e/dL) | () | () | (%) | (%) V) | ) |6 | ) | ) | <) | (miul) | (g/dL)
Animal 1 7,98 12,2 40,0 50,1 30,5 20,2 11000 37 59 2 2 0 187 7,4
Animal 2 8,19 12,8 43,5 53,1 29,4 19,7 6600 47 45 5 3 0 193 7,2
Animal 3 6,72 10,7 35,0 52,1 30,6 19,9 8200 40 51 1 8 0 264 7,0
Animal 4 9,22 14,4 47,0 51,0 30,6 21,0 10300,00 27 69 1 2 1 182 7,0
Animal 5 9,17 14,2 47,0 51,3 30,2 20,6 8200 42 41 1 16 0 91 7,6
Animal 6 7,17 11,0 37,7 52,6 29,2 19,90 11200 56 30 8 6 0 308 8,0
Sobrepeso Animal 7 7,94 13,0 37,7 47,5 34,5 17,70 14700 42 48 0 10 0 222 6,6
Animal 8 9,47 14,7 47,0 49,6 31,3 19,6 9500 33 64 0 3 0 186 7,2
Animal 9 8,28 12,7 41,5 50,1 30,6 18,2 16700 41 52 0 4 3 240 8,0
MEDIA 8,24 12,9 41,8 50,8 30,8 19,64 10711 41 51 2 6 0 208 7,3
DP 0,93 1,4 4,6 1,7 1,5 1,1 3226 8 12 3 5 1 61 0,5
MINIMO 6,72 10,7 35 47,5 29,2 17,7 6600 27 30 0 2 0 91 6,6
MAXIMO 9,47 14,7 47 53,1 34,5 21 16700 56 69 8 16 3 308 8,0
o Hemdcias Hb VG VCM CHCM RDW Leucdcitos Seg Lin Mon | Eos | Bas Plaquetas PPT
GRUPO | IDENTIFICACRO | vithges/ul) | (e/dl) | () | (f) | (%) | (%) u) | o) |8 | ) | ) | ) | (miul) | (g/dL)
Animal 1 7,14 10,9 35,2 49,3 31,0 18,4 10400 73 26 0 1 0 178 7,6
Animal 2 7,98 12,1 39,2 49,1 30,9 19,9 8300 65 32 1 2 0 198 6,6
Animal 3 8,57 14,2 40,1 46,8 35,4 17,9 9600 48 46 2 3 1 156 7,2
Animal 4 7,24 11,2 34,3 47,4 32,7 17,7 8900 53 39 6 1 1 179 6,6
Animal 5 6,74 11,4 33,3 49,4 34,2 18,4 7100 48 40 3 9 0 184 6,8
Animal 6 8,16 13,4 39,0 47,8 34,4 18,2 12600 47 42 4 6 1 200 7,6
Controle Animal 7 5,31 10 31,0 58,4 32,3 19,2 5800 41 51 6 2 0 101 8,0
Animal 8 5,75 10,6 32,0 55,7 33,1 20,2 9000 46 51 2 1 0 174 8,0
Animal 9 6,29 10,9 31,3 49,8 34,8 19,1 10700 69 28 2 1 0 131 8,0
MEDIA 7,02 11,6 35,0 50,4 33,2 18,8 9156 54 39 3 3 0 167 7,4
DP 1,11 1,4 3,6 3,9 1,6 0,9 2009 12 9 2 3 1 32 0,6
MINIMO 5,31 10 31 46,8 30,9 17,7 5800 41 26 0 1 0 101 6,6
MAXIMO 8,57 14,2 40,1 58,4 35,4 20,2 12600 73 51 6 9 1 200 8
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Anexo 3. Valores individuais, médios, desvio padrdo, maximo € minimo ds dosagens bioquimicas e hormonais dos equinos do grupo controle (C) e

grupo com sobrepeso (O).

GRUPO IDENTIFICACAO Glicose (mg/dL) Frutosamina (umol/L) HbA1C (%) Leptina (ng/mL) Insulina (mcU/mL)
Animal 1 88 256 15,4 1,9 1,21
Animal 2 82 293 19,5 1,4 0,79
Animal 3 78 285 18,2 1,1 3,00
Animal 4 64 317 17,3 1,7 2,10
Animal 5 66 298 17,5 1,5 1,59
Animal 6 72 291 15,2 1,0 1,47
Sobrepeso Animal 7 60 277 21,2 2,0 1,15
Animal 8 66 282 16,1 1,6 1,60
Animal 9 64 258 15,2 1,3 0,99
MEDIA 71,1 284,1 17,3 1,5 1,54
DP 9,5 19,1 2,1 0,3 0,67
MINIMO 60 256 15,2 1,0 0,79
MAXIMO 88 317 21,2 2,0 3,00
GRUPO IDENTIFICACAO Glicose (mg/dL) Frutosamina (umol/L) HbA1C (%) Leptina (ng/mL) Insulina (mcU/mL)
Animal 1 68 196 14,7 0,5 1,50
Animal 2 67 216 13,5 0,7 0,50
Animal 3 64 219 12,9 0,7 0,40
Animal 4 73 226 11,1 0,5 1,10
Animal 5 67 253 12,6 0,5 0,60
Animal 6 83 228 12,7 1,1 1,30
Controle Animal 7 69 226 13,1 0,8 2,18
Animal 8 60 218 13,6 0,6 0,93
Animal 9 82 223 13,9 0,5 0,52
MEDIA 70,3 222,8 13,1 0,7 1,00
DP 7,7 14,8 1,0 0,2 0,59
MINIMO 60 196 11,1 0,5 0,40
MAXIMO 83 253 14,7 1,1 2,18
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Anexo 4. Valores individuais, médios, desvio padrao, maximo e minimo ds dosagens bioquimicas dos

equinos do grupo controle (C) e grupo com sobrepeso (O).

GRUPO IDENTIFICAGAO Uréia (mg/dL) Creatinina (mg/dL) AST (UI/L) | GGT (UI/L)

Animal 1 24 1,5 147 19

Animal 2 22 1,2 192 14

Animal 3 33 1,6 164 14

Animal 4 25 1,3 122 15

Animal 5 27 1,6 178 16

Animal 6 38 1,3 169 15

Sobrepeso Animal 7 35 1,5 133 16
Animal 8 22 1,6 170 14

Animal 9 45 1,6 134 17

MEDIA 30,1 1,5 156,6 15,6

DP 8,1 0,2 23,6 1,7

MINIMO 22 1,2 122 14

MAXIMO 45 1,6 192 19

GRUPO IDENTIFICACAO Uréia (mg/dL) Creatinina (mg/dL) AST (UI/L) | GGT (UI/L)

Animal 1 22 0,9 133 16
Animal 2 20 0,6 179 8

Animal 3 51 1,9 140 11
Animal 4 13 1,1 128 9

Animal 5 27 1,2 135 13

Animal 6 30 1,4 174 17

Controle Animal 7 42 0,9 124 18
Animal 8 46 1,1 127 12

Animal 9 59 0,8 125 15

MEDIA 34,4 1,1 140,6 13,2

DP 15,7 0,4 21,0 3,5
MINIMO 13 0,6 124 8

MAXIMO 59 1,9 179 18
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Anexo 5. Valores individuais, médios e desvio padrdo do proteinograma dos equinos do grupo controle (C) e grupo com sobrepeso (O).

Proteina Total IgA Ceruloplasmina Transferrina | Albumina al-antitripsina IgG Haptoglobina Glicoproteina acida

GRUPO IDENTIFICACAO (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Animal 1 7500 307,8 171,9 240,2 3029,3 379,7 1731,3 186,3 40,8
Animal 2 7400 275,8 140,4 296,6 3450,5 389,9 1119,9 171,8 25,9
Animal 3 6600 265,5 84,2 391,6 2194,6 395,9 1291,1 236,7 73,9
Animal 4 7200 229,46 144,86 289,8 2718 236,02 1694,74 172,3 68,25

Animal 5 7800 187,98 132,6 618,54 2667,6 383,76 1717,56 283,92 123,24
Sobrepeso Animal 6 7900 226,73 97,17 210,14 3049,4 395 1672,19 271,76 89,27
Animal 7 7900 152,47 59,25 195,13 3184,49 300,99 1697,71 255,96 86,9
Animal 8 7100 109,34 53,25 488,48 3177,96 340,09 1229,72 219,39 80,94

Animal 9 6400 87,04 55,04 534,4 2850,56 399,36 1254,4 285,44 128,64
MEDIA 7311,11 204,68 104,30 362,77 2924,71 357,86 1489,85 231,51 79,76
DP 544,16 76,18 44,49 153,15 367,76 56,03 256,92 46,32 33,56

Proteina Total IgA Ceruloplasmina Transferrina | Albumina | al-antitripsina IgG Haptoglobina | Glicoproteina acida

GRUPO IDENTIFICACAO (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Animal 1 7400 163,54 96,2 561,66 3402,52 321,16 1536,98 193,88 76,22
Animal 2 7100 182,47 56,8 147,68 3035,25 39,76 2063,26 200,93 97,98
Animal 3 6200 112,22 44,64 386,26 2950,58 6,88 1848,84 112,84 42,96
Animal 4 7500 102,75 37,27 452,25 3596,25 6,92 2205,12 117 66,97
Animal 5 6400 240,64 63,36 505,6 2921,6 7,12 1177,6 108,16 94,72
Controle Animal 6 7100 293,94 121,41 548,12 2844,97 8,91 1711,1 73,84 49,48

Animal 7 8000 128 51,36 232 3295,21 14,21 1458,61 305,6 136,21
Animal 8 7000 124,21 62,11 345,66 2981,23 21,33 1245,61 122,52 90,12

Animal 9 6200 184,76 66,96 152,52 2896,04 127,1 1404,32 140,12 120,91
MEDIA 6988,89 170,28 66,68 370,19 3102,63 61,49 1627,94 152,77 86,17
DP 619,36 36,35 26,95 207,79 240,25 172,74 264,64 48,95 27,71
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