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ASSOCIACAO DA OBESIDADE COM A ATIVACAO DO METABOLISMO
OXIDATIVO DOS NEUTROFILOS EM CAES

RESUMO - A obesidade apresenta alta incidéncia e esta associada com a
hiperleptinemia. Ha evidéncias de que a leptina tem um receptor presente em
neutrofilos e é capaz de influenciar a sua capacidade oxidativa. Além disso,
sabe-se que a ativacdo do metabolismo oxidativo nos neutrofilos de humanos
obesos contribui para o estresse oxidativo. Até o momento, 0S mecanismos
pelos quais a hiperleptinemia altera a producéo de superoxido pelos neutrofilos
em caes sdo desconhecidos. Nesse sentido, foi investigada a hip6tese de que
caes com hiperleptinemia apresentam uma ativacdo do metabolismo oxidativo
dos neutrdfilos. Para tal, um grupo controle (n=24) foi constituido de cdes com
bom escore corporal e foi comparado com um grupo obeso (n=25) e sobrepeso
(n=27). Foram constituidos mais dois subgrupos: cdes com hiperleptinemia e
sem hiperleptinemia, agrupados conforme o intervalo de confianca de 95%
obtido dos valores de leptina plasmatica do grupo controle. Foram mensuradas
as alteragbes dos marcadores de obesidade (adiponectina e leptina
plasméticas) e marcadores de estresse oxidativo sistémico (capacidade
antioxidante total, concentracdo de oxidante total, indice de estresse oxidativo
e peroxidacao lipidica plasmatica). O metabolismo oxidativo dos neutrdfilos foi
avaliado por citometria de fluxo capilar utilizando as sondas hidroetidina e 2',7'-
diacetato de diclorofluoresceina com ou sem estimulo de acetato miristato de
forbol (PMA). Nos animais com hiperleptinemia, assim como no grupo obeso,
foi observada maior producao de superdxido pelos neutréfilos sob estimulo do
PMA e presencga de estresse oxidativo sistémico. Essa &€ provavelmente uma
das primeiras evidéncias de que ocorre uma pré-ativacdo do metabolismo
oxidativo dos neutrofilos circulantes de caes com hiperleptinemia, condi¢do que
favorece o estresse oxidativo sistémico na espécie canina.

Palavras-Chave: Leptina, polimorfonuclear, apoptose, estresse oxidativo.



ASSOCIATION OF OBESITY WITH THE ACTIVATION OF NEUTROPHIL
OXIDATIVE METABOLISM IN DOGS

SUMMARY - Obesity has a high incidence and is associated with
hyperleptinemia. It is already known that leptin has a receptor present in
neutrophils, regulating its oxidative capacity. In addition, the activation of
oxidative metabolism of neutrophils from obese humans contributes to oxidative
stress. To date, the mechanisms by which hyperleptinemia alters the production
of superoxide by neutrophils in dogs are still unknown. In this sense, we
investigated the hypothesis that dogs with hyperleptinemia present an activation
of oxidative metabolism of neutrophils. For this, a control group (n=24) was
composed of dogs with good body score and was compared with an obese
(n=25) and overweight (n=27) groups. Two more subgroups were formed: dogs
with and without hyperleptinemia, grouped according to the 95% confidence
interval obtained from the plasma leptin levels of the control group. Changes in
the markers of obesity (plasma adiponectin and leptin), markers of oxidative
stress (total antioxidant capacity, total oxidant concentration, oxidative stress
index, and plasma lipid peroxidation) were measured. The oxidative metabolism
of neutrophils was evaluated by capillary flow cytometry using the probes
hydroetidine and 2',7'-dichlorofluorescein diacetate with or without phorbol
myristate acetate (PMA) stimuli. In animals with hyperleptinemia, as well as in
obese group, we observed higher superoxide production by neutrophils under
PMA stimulation and presence of systemic oxidative stress. This is probably
one of the first evidences that a pre-activation of the oxidative metabolism in
circulating neutrophils occurs in dog with hyperleptinemia, a condition that
favors the systemic oxidative stress in dogs.

Keywords: Leptin, polymorphonuclear, apoptosis, oxidative stress.
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CAPITULO 2 - PRE-ATIVACAO DOS NEUTROFILOS E ESTRESSE
OXIDATIVO SISTEMICO EM CAES COM HIPERLEPTINEMIA

A.M. BOSCO, B.F.M. ALMEIDA, T.C. VALADARES, L. BAPTISTIOLLI, D.J.
HOFFMANN, A.A.F. PEREIRA, V.M.F. LIMA, P.C. CIARLINI.

Resumo - A obesidade apresenta alta ocorréncia e atualmente constitui a
principal doenca nutricional da espécie canina. Ha evidéncias de que ocorre
aumento de leptina durante o quadro de obesidade. A hiperleptinemia esta
associada a ativacdo do metabolismo oxidativo nos neutréfilos de humanos
obesos e contribui para o estresse oxidativo. No entanto, em cées obesos, a
provavel relacdo entre esta condicdo e a ativacdo do metabolismo oxidativo
dos neutréfilos ainda nao foi estabelecida. Neste sentido, foi investigada a
hip6tese de que a ativagdo dos neutrdfilos e o estresse oxidativo sistémico
(EOS) ocorrem em cées com hiperleptinemia. Para tal, foi constituido um grupo
controle de 24 cées com escore corporal 4-5, um grupo sobrepeso de 25 caes
com escore corporal 6-7 e 27 cédes obesos com escore corporal 8-9. Foram
formados mais dois subgrupos: cdes com hiperleptinemia e sem
hiperleptinemia, agrupados conforme o intervalo confianca de 95% obtido dos
valores de leptina plasmatica do grupo controle. De todos os caes
selecionados, foram mensuradas as alteracées dos marcadores de obesidade
(escore de condicao corporal, adiponectina e leptina plasmatica), estresse
oxidativo plasmatico (peroxidacao lipidica, capacidade antioxidante total,
capacidade oxidante total e o indice de estresse oxidativo). O metabolismo
oxidativo dos neutrdfilos foi avaliado em citometria de fluxo pela producédo de
superéxido com a sonda hidroetidina e pela producdo de peroxido de
hidrogénio com a sonda 2',7'-diacetato de diclorofluoresceina, com ou sem
estimulo de acetato miristato de forbol (PMA). A apoptose e a viabilidade dos
neutrofilos foram quantificadas em citdmetro de fluxo capilar utilizando sistema
Anexina V-PE, com ou sem efeito indutor de apoptose da camptotecina. Nos

cées obesos, foi observado maior estresse oxidativo sistémico, hiperleptinemia
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e neutréfilos pré-ativados com apoptose acelerada. Nos animais com
hiperleptinemia, assim como no grupo obeso, observamos maior producdo
superoéxido pelos neutréfilos sob estimulo do PMA e presenca de EOS. Essa €
provavelmente uma das primeiras evidéncias de que na hiperleptinemia ocorre
uma pré-ativagdo do metabolismo oxidativo dos neutrofilos circulantes,

condicao que favorece o estresse oxidativo sistémico na espécie canina.

Palavras-Chave: obesidade, superoxido, apoptose, polimorfonuclear, leptina.

1 Introducéo

A obesidade é a doenca nutricional mais comum em cdes e sua
incidéncia, assim como ocorre com a obesidade humana, vem crescendo muito
rapidamente, tornando-se um dos mais importantes problemas de saude atual
(ZORAN, 2010). O sobrepeso e a obesidade associam-se a varias doencas,
afetando a qualidade de vida e reduzindo a expectativa de vida média dos
animais (GERMAN, 2006).

O tecido adiposo secreta uma grande quantidade de substancias
biologicamente ativas denominadas adipocinas, como adiponectina e leptina
(GERMAN et al.,, 2010). A leptina € uma proteina sintetizada e secretada
principalmente por adipdcitos (ISHIOKA et al.,, 2002) e tem efeito proé-
inflamatério e correlaciona-se positivamente com tecido adiposo (ABELLA et
al., 2017). Os cédes obesos tém aumento significativo nas concentragdes de
leptina sérica e uma diminuicdo de adiponectina que tem acao anti-inflamatoria
(PARK et al., 2014). Um dos efeitos adversos da hiperleptinemia inclui o
estresse oxidativo mediado pela ativacdo da NADPH oxidase (BLANCA et. al.,
2016). Ja se sabe que em humanos, receptores de leptina estédo presente em
neutréfilos e sdo capazes de ativar o seu metabolismo oxidativo (CALDEFIE-
CHEZET et al., 2003), diferentemente da adiponectina, que inibe a geracéo de
superéxido neutrofilico (MAGALANG et al., 2006) e estad associada ao baixo
risco de doencas cardiovasculares (HAN et al., 2007).
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A producdo de superoxido e seus derivados exerce importante funcéo
bactericida, entretanto uma producgéo excessiva desses oxidantes pode resultar
no estresse oxidativo (BABIOR, 2000), induzindo o aumento da peroxidacao
lipidica e apoptose (KATO et al.,, 2008). O estresse oxidativo tem um papel
importante na fisiopatogenia de diversas doengas (KAO et al., 2010; RUSSO;
BRACARENSE, 2016).

Até mesmo em humanos sabe-se muito pouco sobre o impacto da
obesidade na funcdo neutrofilica. A principal hipétese é a de que o sistema
imunoldgico inato é ativado (NIJHUIS et al., 2009). Os neutréfilos de individuos
obesos se encontram ativados na auséncia e na presenca de estimulo (N-
Formylmethionyl-leucyl-phenylalanine e zymozan) favorecendo o estresse
oxidativo (BROTFAIN et al.,, 2015). Entretanto, em cdes ndo se observou
diferenca na atividade antioxidante, peroxidacdo lipidica e na producédo
neutrofilica de espécies reativas de oxigénio (ERO) em animais com obesidade
induzida em um curto periodo de tempo (VAN DE VELDE et al., 2012). A
alteracdo da viabilidade neutrofilica na obesidade ainda € pouco estudada,
porém ja se sabe que existe um aumento de um marcador apoptotico (M30) no
sangue periférico de humanos obesos (TRELLAKIS et al., 2012).

As evidéncias de que as adipocinas regulam a funcdo dos neutrofilos e o
estresse oxidativo de humanos obesos ainda ndo foram estabelecidas na
obesidade canina. Neste sentido, foi realizada uma investigagcao que objetivou
confirmar a hipétese de que a ativacdo dos neutréfilos e o estresse oxidativo
sistémico ocorrem em caes obesos com baixas concentracfes plasmaticas de
adiponectina e hiperleptinemia. Aditivamente foi analisada a associacao entre
as adipocinas e as alteracdes do metabolismo oxidativo dos neutrofilos e o

estresse oxidativo sistémico.

2 Material e métodos
Foi realizado um estudo observacional transversal e o experimento

ocorreu de acordo com os principios éticos em uso de animais do Comité de
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produzem maior quantidade de superéxido ao longo do tempo e esse aumento
pode levar ao estresse oxidativo (FARAH et al.,, 2010). Fortalecendo tal
hipotese, foi possivel estabelecer uma correlagcéo positiva entre a LP, o ECC e
a producdo de superoxido dos neutrdéfilos primed dos caes obesos.

Pouco se sabe sobre as implicagcdes desse aumento do metabolismo
oxidativo dos neutrofilos na resposta imune inata na obesidade. Em humanos
obesos foi descrito um aumento de M30 no sangue, um marcador utilizado para
quantificar a apoptose epitelial (TRELLAKIS et al., 2012). N6s observamos uma
menor viabilidade e maior taxa de apoptose de neutréfilos em cées obesos.
Essa é provavelmente a primeira evidéncia que na obesidade canina pode
ocorrer comprometimento da resposta imune inata ja descrita em humanos
(MILNER; BECK, 2016). Ja se sabe que o estresse oxidativo € um indutor de
apoptose celular (KANNAN; JAIN, 2000; YAMAMOTO et al., 2002), porém o
estado primed dos neutrofilos indica que sua funcdo bactericida esta
preservada.

Uma vez que a hiperleptinemia e o EOS da obesidade canina estédo
associados entre si e com a pré-ativacdo do metabolismo oxidativo dos
neutrdfilos, fica evidente a necessidade de entender melhor tais alteracbes e
suas implicacfes clinicas, a fim de orientar novas estratégias terapéuticas e

nutricionais para controle do EOS no céo obeso.

5 Concluséo
A hiperleptinemia na obesidade canina causa pré-ativacdo dos
neutrofilos circulantes, o que parece estar associado ao quadro de estresse

oxidativo.
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