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ESTRESSE OXIDATIVO SISTEMICO NA OBESIDADE CANINA

RESUMO - A obesidade € uma doenca nutricional cada vez mais comum em
animais de companhia, cuja prevaléncia ja atinge propor¢des epidémicas. Este
disturbio tem sido associado com diversas enfermidades, afetando a qualidade
de vida e reduzindo a longevidade dos animais. Em humanos ja se sabe que a
obesidade esta fortemente associada ao aumento do estresse oxidativo. Foi
realizada uma revisao bibliografica sobre o estresse oxidativo em cées obesos,
utilizando-se dois bancos de dados (Portal CAPES e PubMed), tendo sido
localizado apenas dois estudo experimentais na espécie canina que nao
comprovam o estresse oxidativo ja descrito em humanos. Neste sentido foi
realizado estudo observacional transversal com controle para confirmar a
nossa hiopotese de que a obesidade canina causa estresse oxidativo sitémico.
Para tal, um grupo controle constituido de 19 caes saudaveis (escore corporal
de 4 a 5) foi comparado com um grupo constituido de 25 caes obesos (escore
corporal de 8 e 9). De ambos os grupos foram mensurados os marcadores de
estresse oxidativo plasmatico (indice de estresse oxidativo (IEO), concentragao
oxidante total (TOC), capacidade antioxidante total, peroxidagao lipidica, acido
urico, albumina e gamaglutamil transferase). Foi possivel comprovar que ocorre
aumento do estresse oxidativo sistémico na obesidade canina, caracterizado
pelo aumento da peroxidagdo lipidica e do IEO associado a maior

concentracao de TOC.

Palavras chaves: cies, oxidantes, antioxidantes, peroxidacao de lipideos



SYSTEMIC OXIDATIVE STRESS IN CANINE OBESITY

SUMMARY- Obesity is a nutritional disease becoming more common in small
animals, whose prevalence has reached epidemic proportions. This disorder
has been associated with various diseases, affecting the quality of life and
reducing the longevity of animals. In humans it is known that obesity is strongly
associated with increased oxidative stress. A literature review on oxidative
stress in obese dogs was conducted using two databases (CAPES Portal and
PubMed) and was located just two experimental study in dogs that did not prove
oxidative stress been described in humans. In this sense was a cross-sectional
observational study with control to confirm our hiopétese that canine obesity
causes sitémico oxidative stress. For such a control group consisting of 19
healthy dogs (body condition score of 4 to 5) was compared to a group
consisting of 25 obese dogs (body condition score of 8 and 9). Of both groups
were measured the plasma oxidative stress markers (oxidative stress index
(OSI), total oxidant concentration (TOC), total antioxidant capacity, lipid
peroxidation, uric acid, albumin and gamma glutamyl transferase). t was
possible to prove that there is an increase of systemic oxidative stress in canine
obesity, characterized by increased lipid peroxidation and IEO associated with a

higher concentration of TOC.

Key words: dogs, oxidants, antioxidants, lipid peroxidation
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CAPITULO 1 — CONSIDERAGOES GERAIS

1 Introdugao

A prevaléncia da obesidade em caes, como nos seres humanos vem
aumentando, atingindo 41% da populagédo canina na Australia (MCGREEVY et al.,
2005). Embora seja considerada uma doenga nutricional, outros fatores podem
predispor 0 cao ao excesso de peso, sendo a raga, sexo, idade, fatores genéticos,
atividade fisica e densidade energética da dieta (BLAND et al., 2009; GERMAN,
2006). A obesidade tem sido associada ao aumento da morbidade e mortalidade,
com maior incidéncia de doencgas cardiacas, hipertensdao (MONTOYA et al., 2006),
diabetes, dislipidemias e osteoartrites (IMPELLIZERI et al., 2000).

O estresse oxidativo € um desequilibrio entre a produgcdo de oxidantes e as
defesas antioxidantes do organismo (PEAKE; SUZUKI, 2004), sendo que a
producao exagerada e continua de oxidantes consome as defesas antioxidantes,
causando aumento da peroxidacao lipidica e dano celular (ZAMZAMI et al., 1996).

Consideramos que é fundamental confirmar se a obesidade causa estresse
oxidativo sistémico em caes e dessa maneira contribuir para orientar novas
estratégias de prevengdo das doencas sistémicas associadas a este disturbio

nutricional.

2 Obesidade canina

A obesidade € caracterizada pelo acumulo excessivo de gordura corporal
(KOPELMAN, 2000), tal como no homem, a incidéncia de obesidade em animais
tende a aumentar, sendo considerada a doenga nutricional mais comum na espécie
canina (BLAND et al., 2009), embora seja considerada uma doenga essencialmente
nutricional, outros fatores podem predispor o cdo ao excesso de peso como a raga,
idade, sexo, fatores genéticos, atividade fisica e densidade energética da dieta
(CARCIOFI et al., 2005; DIEZ; NGUYEN, 2006; GERMAN, 2006). Caes de meia
idade a velhos sao os mais predispostos, com prevaléncia entre 5 a 10 anos (DIEZ;
NGUYEN, 2006; LAFLAMME, 2006). A castracao € um importante fator de risco para
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a obesidade em cées, possivelmente devido a diminuicdo da taxa metabdlica basal
ap6s a gonadectomia, aumento da ingestdo de alimentos e também pelo
consequente sedentarismo, sendo as fémeas castradas mais predispostas do que
0os machos castrados ao ganho excessivo de peso (DIEZ; NGUYEN, 2006;
GERMAN, 2006). Fatores dietéticos como a alta densidade energética, numero de
refeicbes, quantidade de alimento oferecido, fornecimento de sobras de mesa e
petiscos também apresentam estreita relacdo com a obesidade (GERMAN, 2006). O
nutriente que mais eleva o teor energético e a palatabilidade das ra¢des € a gordura,
que, por sua vez, é mais bem digerida, utilizada e estocada que os carboidratos e
proteinas (ROLLS, 2000). A obesidade também pode estar associada a disturbios
enddcrinos, tais como, hipotireoidismo, hiperadrenocorticismo, porém esses
disturbios enddcrinos respondem apenas por 5% da populagdo obesa em caes e
gatos (BORGES; NUNES, 1998; MORGANTE, 1999).

A prevaléncia de caes sobrepeso e obeso alcangca a taxa de 41% na
populagdo canina (MCGREEVY et al., 2005), sendo associada ao aumento da
morbidade e mortalidade (IMPELLIZERI et al., 2000; MONTOYA et al., 2006).

Existem varios métodos para avaliar composi¢cao corporal como absormetria
de raios X de energia dupla (DEXA), tomografia computadorizada, ressonancia
magnética, ultrasonografia, indice de massa corporal (IMC), bioimpedancia e escore
de condicao corporal (ECC), alguns destes, que sdo de custo mais baixo, ja estéo
sendo utilizados na rotina clinica da medicina veterinaria.

O tecido adiposo é considerado um novo 6rgao enddcrino, conhecido por
expressar e secretar uma variedade de péptidos bioactivos, conhecida como
adipocitoquinas, que atuam tanto no local (autdcrino / paracrino) e nivel sistémico
(enddcrino). Assim, além do repertorio bioldgico necessario para armazenar e liberar
energia, o tecido adiposo contém a maquinaria metabdlica para permitir a
comunicagéo com 6rgaos distantes, incluindo o SNC (KERSHAW; FLIER, 2004).

As consequéncias do excesso de peso sobre a saude dos cies € bastante

preocupante, implicando um transtorno prejudicial na saude deste.
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3 Estresse oxidativo em caes obesos

A producao de espécies reativas de oxigénio (ERO), entre outras espécies
reativas, € parte integrante do metabolismo humano e é observada em diversas
condigdes fisiolégicas. ERO tém importante fungdo bioldgica, como na fagocitose,
fendmeno em que essas espécies sao produzidas para eliminar o agente agressor.
Por outro lado, quando ocorre uma produgdo exacerbada, o organismo dispde de
um eficiente sistema antioxidante que consegue controlar e restabelecer o equilibrio
(PENDYALA et al., 2008).

Porém quando ha um desequilibrio entre as defesas antioxidante e a
producao de oxidante, ocorre o quadro de estresse oxidativo (KAO et al., 2010).

O estresse oxidativo pode comprometer a funcédo celular (REUTER et al.,
2010), além de estar envolvido na patogenia de doengas como anemia hemolitica
FIBACH ; RACHMILEWITZ, 2008), alteracbes de reperfusdo teciduais (PARK;
LUCCHESI, 1999) e possuir potencial carcinogénico (WEINBERG; CHANDEL,
2009).

Ferreira et al. (2011) revisaram o impacto do estresse oxidativo na
patogénese da sindrome metabdlica (SM) da obesidade que se caracterizada pela
resisténcia insulinica, alteragdes na insulina, hiperglicemia, disfungdo endotelial,
dislipidemia e obesidade. Segundo estes autores, em ratos com SM a resisténcia
insulinica estd associada ao estresse oxidativo devido a maior lipoperoxidacao
gerada pela producdo exagerada do peroxinitrito, um derivado do superoxido.

Pouco se sabe sobre os mecanismos responsaveis pelo estresse oxidativo na
obesidade canina e quais as relagbes do status antioxidante com a doenca. A
obesidade canina tem sido objeto de varias investigagbes, porém ainda sé&o
escassos trabalhos que se refere ao estresse oxidativo nesta espécie.

Nessa espécie Van de Velde et al. (2012) observaram que a obesidade
experimentalmente induzida ndo altera a capacidade antioxidante total (TAC). Ja em
humanos obesos 0 quadro de estresse oxidativo esta bem estabelecido, ficando
evidente uma diminuigdo da TAC (CATOI et al., 2013; PIRGON et al., 2013) e em
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roedores também observou-se uma falha capacidade antioxidante (BELTOWSKI et
al., 2000; FURUKAWA et al., 2004).

O antioxidante enddégeno GGT, & controverso na obesidade, esta enzima foi
fortemente associada com a obesidade canina (TRIBUDDHARATANA et al., 2011) e
em humanos associada a gordura corporal total (CHOI et al., 2003).

Ha relatos de que o emagrecimento causa diminuicdo da albumina
sanguinea, entretanto os valores de caes obesos permaneceram dentro da faixa
normalidade da espécie (FORSTER et al., 2012; GERMAN et al., 2009; YAMK et al.,
2006; YAMK et al., 2007).

O AU é um poderoso sequestrador de radicais livres e fornece 60% da
capacidade antioxidante do plasma humano (AMES et al., 1981). A alta
concentracdo de AU no soro foi associada a obesidade humana (ABDUL-MAJEED,
2009) e em roedores (TSUSHUMA et al., 2013). As alteragdes do perfil bioquimico
de caes obesos foi escassamente investigado (FORSTER et al., 2012; GERMAN et
al., 2009; TRIBUDDHARATANA et al., 2011), entretanto a associagdo entre o AU
plasmatico e a obesidade nesta espécie ainda nao foi determinada.

Os principais alvos das ERO s&o as gorduras poli-insaturadas das
membranas celulares, o que resulta na peroxidacao lipidica e consequente danos na
estrutura e funcdo das células (ESTERBAUER et al., 1993). O TBARS é um
indicador indireto dessa oxidacdo empregado para quantificar o aumento do
estresse oxidativo. Na obesidade humana (KONUKOGLU et al., 2006; OZATA et al.,
2002); e roedores (BELTOWSKI et al.,, 2000; FURUKAWA et al., 2004) esse
aumento foi evidente, sendo divergente na obesidade canina, o aumento de TBARS
nao foi observado em caes submetidos a uma dieta de engorda por um curto
periodo de tempo (VAN DE VELDE et al., 2012).

O IEO é considerado o marcador mais sensivel quando comparado a analise
individual de outros marcadores de estresse (AYCICEK et al., 2005). Estudos em
humanos (CATOI et al., 2013; PIRGON et al., 2013) e ratos (BELTOWSKI et al.,
2000, FURUKAWA et al., 2004) investigaram o estresse oxidativo causado pela
obesidade, entretanto apenas Pirgon et al. (2013) quantificaram IEO e confirmaram

que este indice aumenta em pessoas obesas com e sem comprometimento hepatico
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devido a um aumento de TOC e diminuicdo de TAC. Até entdo n&o ha registros de
estudos que tenham quantificado o IEO em cées obesos.

Existe uma gama de métodos para avaliagdo do estresse oxidativo, sendo
necessario utilizar mais de um marcador, pois a alteragdo de um pode mascarar o
resultado do outro parédmetro. Desta forma o IEO é um novo parédmetro sugerido
para mostrar o nivel de estresse nas doengas sistémicas, considerado mais
vantajoso na determinagdo do estresse oxidativo em comparagdo a outros
parametros. Este marcador proposto por Aycicek et al. (2005) € mensurado com a
relacdo TOC/TAC, sendo considerado pelos autores como um marcador mais
sensivel, porém apenas um estudo em humanos obesos foi encontrado (PIRGON et
al., 2013). Neste estudo verificou o aumento do indice de estresse oxidativo
demonstrando que a relagdo TOC/TAC pode ser utilizada como um parametro de
diagnostico para determinar o aumento do estresse oxidativo na presenca da
obesidade (PIRGON et al.,2013).

A importancia clinica desta revisao foi verificar que o estresse oxidativo € um
importante mecanismo na obesidade canina e esta associado ao dano de varios
orgaos. Além disso, a obesidade em humanos esta relacionada com maior risco de
desenvolver outras doencgas inflamatodrias sistémicas crénicas, como doencas
cardiovasculares, diabetes, cancer e osteoporose (KOPELMAN, 2000). Porém, tais
observagbes foram feitas em humanos, sendo necessarios mais estudos na

medicina veterinaria para obter os mesmos resultados.
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CAPITULO 2 - ESTRESSE OXIDATIVO SISTEMICO NA OBESIDADE
CANINA

G. Q. Issa', A. M. Bosco', R. B. P. Torrecilha', D. Matono', L. Morais, P. C.

Ciarlini’

RESUMO - A obesidade € uma doenca nutricional cada vez mais comum em
animais de companhia, cuja prevaléncia ja atinge propor¢des epidémicas. Este
disturbio tem sido associado com o estresse oxidativo e diversas outras
enfermidades nos seres humanos, porém ndo em caes. NOs investigamos a
hipdtese de que o estresse oxidativo sistémico ocorre na obesidade canina.
Para tal, um Grupo controle (n=19) de caes saudaveis (escore corporal 4 e 5)
foi comparado com um Grupo obeso (n=25) de caes com escore corporal 8 e 9.
De ambos os grupos foram mensuradas as concentragdes de marcadores
plasmaticos de estresse oxidativo (indice de estresse oxidativo (IEO),
concentracdo oxidante total (TOC), capacidade antioxidante total (TAC),
peroxidacgao lipidica, acido urico, albumina e gamaglutamil tranferase). Os caes
obesos apresentaram maior IEO (p=0.0037), resultante da maior TOC
plasmatica (p=0.0063). O estresse oxidativo sistémico dos caes obesos
também foi caracterizado por uma maior peroxidacado lipidica plasmatica
estimada pelo aumento de TBARS (p=0.0137). O acido urico foi o unico
antioxidante endogeno mensurado que aumentou significativamente nos caes
com obesos (p=0.0003), entretanto esta alteracdo ndao promoveu aumento
significativo da TAC (p=0.9373). Esta é provavelmente a primeira evidéncia de
que a obesidade canina causa um estresse oxidativo sistémico. Outras
investigacdes sao necessarias para avaliar o significado desse achado, em
especial avaliar se este estresse oxidativo sistémico estd associado as

complicagbes comumente relatadas em caes obesos.

Palavras chaves: caes, oxidantes, antioxidantes, peroxidacao de lipideos
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SYSTEMIC OXIDATIVE STRESS IN CANINE OBESITY

ABSTRACT - Obesity is a nutritional disease that is increasingly common in
small animals, while its prevalence has reached epidemic proportions. This
disorder has been associated with oxidative stress and numerous other
diseases in humans, but not in dogs. We investigated the hypothesis that
systemic oxidative stress occurs in canine obesity. To achieve this, a control
group (n=19) of healthy dogs (body score, 4 and 5) was compared with an
obese group (n=25) with body scores of 8 and 9. In both groups, we measured
the concentrations of plasma markers for oxidative stress (oxidative stress
index, OSi), total oxidant concentration (TOC), total antioxidant capacity (TAC),
lipid peroxidation (Thiobarbituric acid reactive substances, TBARS), uric acid,
albumin and gamma-glutamyl transferase. Obese dogs had higher OSi values
(p=0.0037) resulting in higher plasma TOC (p=0.0063). Systemic oxidative
stress in obese dogs was also characterized by increased plasma lipid
peroxidation, estimated by the increase in TBARS (p=0.0137). Uric acid was the
only endogenous antioxidant measured that increased significantly in dogs with
obesity (p=0.0003); however, this change did not promote a significant increase
in TAC (p=0.9373). To our knowledge, this is the first evidence that canine
obesity causes systemic oxidative stress. Further research is required to assess
the significance of this finding, particularly focusing on whether the systemic
oxidative stress is associated with complications commonly reported in obese

dogs.

Keywords: dogs, oxidants, antioxidants, lipid peroxidation
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1 Introducgao

A obesidade ¢é caracterizada pelo acumulo excessivo de gordura
corporal (KOPELMAN, 2000), sendo considerada a doenga nutricional mais
comum na espeécie canina (BLAND et al., 2009). A prevaléncia de caes
sobrepeso e obeso atinge 41% da populagdo canina (MCGREEVY et al.,
2005). Nesta espécie a obesidade tem sido associada ao aumento da
mortalidade e maior incidéncia de doencgas cardiacas, diabetes, dislipidemias e
osteoartrites (GERMAN, 2006).

O estresse oxidativo € um desequilibrio entre a producao de oxidantes e
as defesas antioxidantes do organismo (PEAKE; SUZUKI, 2004), sendo que
grande parte dos oxidantes derivam dos neutréfilos ativados por citocinas pro-
inflamatorias (NATHAN, 2006). A produgédo exagerada e continua de oxidantes
consome as defesas antioxidantes, causando aumento da peroxidacgao lipidica
e dano celular (ZAMZAMI et al., 1996). Sendo que na obesidade, o estresse
oxidativo ja foi observado em humanos (CATOI et al., 2013; PIRGON et al,,
2013; WANG et al., 2014) e ratos (BELTOWSKI et al., 2000; FURUKAWA et
al., 2004).

Na obesidade humana, a capacidade antioxidante diminui
independentemente da idade e estilo de vida (CHRYSOHOOU et al., 2007),
sendo que o ganho de peso aumenta a produgcédo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) (CATOI et al., 2013; SKALICKY et al., 2008). Este aumento de
ERO tem sido associado ao aumento de peroxidacao lipidica (substancias
reativas ao acido tiobarbiturico- TBARS), um indicador indireto de oxidagao que
tem sido empregado para comprovar o aumento do estresse oxidativo na
obesidade humana (KONUKOGLU et al., 2006; OZATA et al., 2002) e ratos
(BELTOWSKI et al., 2000; FURUKAWA et al., 2004). Em caes submetidos a
dieta de ganho de peso nao foi observado aumento de TBARS (VAN DE
VELDE et al., 2012).

Os estudos sobre as alteragdes dos marcadores de estresse oxidativo

de caes obesos sao escassos e contraditorios. O acido urico (AU) fornece 60%
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da capacidade antioxidante do plasma (AMES et al., 1981) e tem sido
associado a obesidade humana (ABDUL-MAJEED 2009) e de ratos
(TSUSHIMA et al., 2013). A associagao entre o AU plasmatico e a obesidade
canina ainda nao foi determinada. Ja a atividade da gama-glutamil transferase
(GGT) foi fortemente associada com a obesidade canina
(TRIBUDDHARATANA et al., 2011), entretanto este achado néo foi confirmado
em outros estudos (FORSTER et al., 2012; RICCI et al., 2010). Ha relatos de
que a albumina em caes obesos corresponde aos maiores valores sérico de
referéncia da espécie e que este antioxidante diminui apés o emagrecimento
(FORSTER et al., 2012; GERMAN, 2006; YAMKA et al., 2006; YAMKA et al.,
2007).

O indice de estresse oxidativo (IEO) é considerado o marcador mais
sensivel de estresse oxidativo (AYCICEK et al., 2005), entretanto apenas
Pirgon et al. (2013) quantificaram IEO e observaram que este indice aumenta
em pessoas obesas devido a um aumento de concentragdo oxidante total
(TOC) e diminuicao da capacidade antioxidante total (TAC). N&o ha registros
de estudos que tenham quantificado o IEO e TOC em cées obesos. Um unico
estudo evidenciou que na obesidade induzida em cées nido ocorre diminuicio
de TAC (VAN DE VELDE et al., 2012).

Confirmar a hipétese de que a obesidade também causa estresse
oxidativo sistémico em cées € fundamental para orientar novas estratégias de

prevencao das doencas sistémicas associadas a este disturbio nutricional.

2 Material e métodos

2.1 Delineamento experimental

Foi realizado um estudo observacional transversal controlado para

comparar os marcadores de estresse oxidativo de caes considerados

saudaveis e obesos.
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De acordo com os principios éticos em uso de animais do Comité de
Etica em Experimentagdo Animal da Universidade Estadual Paulista (Protocolo
FOA- N° 2014/01343).

2.2 Selecao dos animais

Quarenta e quatro cées castrados, alimentados diversas ragdes
comerciais, adultos de diferentes idades (1,5 a 13 anos), racas e sexo (31 ¢,
13 &) foram selecionados conforme o escore de condigdo corporal (ECC)
descrita por (LAFLAMME, 1997). Todos os cdes foram submetidos a exame
clinico, incluindo hemograma completo, quantificacdo plasmatica dos
marcadores plasmaticos de estresse oxidativo (TAC, TOC, TBARS, AU,
albumina e GGT) e concentragao plasmatica de uréia, proteina total, creatinina,
colesterol, triglicerideos, fosfatase alcalina, ALT e AST.

Os critérios de inclusdo adotados para o grupo controle (n=19) foram
apresentar ECC 4 ou 5 e auséncia de qualquer alteragdo no exame fisico e
laboratorial. O grupo obeso (n=25) foi constituido por cdes com ECC 8 ou 9
(LAFLAMME, 1997). Os critérios de exclusdo adotados para ambos 0s grupos
foi o uso recente (ultimas 72 horas) de qualquer droga anti-inflamatdria ou
antioxidante. Foram excluidos cées que apresentavam pelo menos duas
alteragdes clinica compativeis com hipotireoidismo (alopecia, letargia, anemia
nao responsiva) e hipoadernocorticismo (Depressao, fraqueza muscular, pulso
fraco, hipoglicemia, linfocitose). Caes soro positivos para leishmaniose visceral
pelo método ELISA (LIMA et al., 2003) também foram excluidos.

2.3 Obtengoes de amostras e analises laboratoriais

Apos um jejum alimentar de oito horas, 4,5 mL de sangue total colhidos
por flebocentese da jugular, sendo 4 mL acondicionados em tubos plasticos
com 40 Ul de heparina sodica (Vacutainer plus plastic Heparin, Becton-

Dickson, New Jersey, USA) e 0,5 mL acondicionado em tubos plasticos
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contendo 10 mg de EDTA-sddico para a realizagdo do hemograma. O plasma
heparinizado foi obtido pds-centrifugacdo do sangue total (2750 g/ 10 minutos)
e armazenado sob protegdo da luz a -20°C até o momento das andlises
laboratorial (maximo 15 dias).

As taxas totais de leucdcitos, eritrocitos, hemoglobina, volume globular,
indices hematimétricos (VCM, CHCM e RDW) foram realizadas com auxilio de
contador eletrénico de células sanguineas (BC-2800 Vet, Shenzehen Mindray
Bio-Medical Eletronics Co.Nanshan, China). A contagem diferencial de
leucdcitos foi realizada em esfregagos sanguineos corados com corante
hematoldgico pandtico rapido comercial (Instant-Prov, Newprov, Pinhais- PR.),
segundo as recomendacdes e critérios de Jain (1986).

Todas as anadlises bioquimicas plasmaticas foram realizadas em
analisador bioquimico automatizado (BS 200, Shenzhen Mindray Bio-Medical
Eletronics Co., Nanshan, China), previamente ajustado com calibrador
comercial e controles niveis | e Il (Biosystems, Barcelona, Spain). Utilizando
conjunto de reativos comerciais (Biosystems, Barcelona, Spain), foi mensurada
a concentracdo plasmatica de acido urico pelo método enzimatico
(uricase/peroxidase); albumina pelo método do verde de bromocresol; gama-
glutamil transferase (GGT) pelo método enzimatico UV (urease/glutamato
desidrogenase); fosfatase alcalina pelo método dietanolamina; colesterol pelo
meétodo enzimatico oxidase/peroxidase; creatinina pelo método cinético (picrato
alcalino); proteina total pelo método do biureto; triglicerideos pelo método do
glicerol fosfato oxidase/peroxidase e uréia pelo método enzimatico UV
(urease/glutamato desidrogenase). Todas as reagdes bioquimicas foram
processadas a 37°C conforme orientagdes dos fabricantes.

A TAC plasmatica foi determinada pelo método descrito por Erel (2004)
e os resultados expressos em umol de equivalente de Trolox/L. A TOC no
plasma foi quantificada método descrito Erel (2005) e os resultados expressos
em pmol de peréxido de hidrogénio equivalente/L. O indice de estresse
oxidativo foi calculado da seguinte forma: IEO (%) = 100x [TOC/TAC], conforme
preconizado por Aycicek et al. (2005).
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A peroxidagao lipidica plasmatica foi determinada pelo método de
TBARS, conforme Hunter (1985), com auxilio de uma leitora ELISA automatica

(Robonik, Elisa Plate Analyser, india) e absorbancia 540 nm.

2.4 Analise estatistica

As variaveis foram testadas quanto a normalidade (teste de Shapiro-
Wilk) e homocedasticidade (teste Bartlett). Para a significancia das diferengas
entre os grupos foram empregados os testes de Mann-Whitney e teste t ndo
pareado para distribuicdes ndo paramétricas e paramétricas, respectivamente.
Foram consideradas significantes as diferencas com p-value menor que 0,05.
Toda a anadlise estatistica foi realizada com o programa GraphPad Prism

software (GraphPad software, version 5.01).

3 Resultados

Os parametros laboratoriais do grupo controle corresponderam aos
valores de normalidade para o hemograma (JAIN, 1986) e perfil bioquimico
(KANEKO et al.,, 1997) considerado para espécie canina. As alteragbes
laboratoriais do perfil plasmaticos mais frequentes observadas nos caes
obesos foram hipertrigliceridemia 40% e hipercolesterolemia 20%.

Em céaes obesos ocorreu aumento significativo do IEO (Figura 1A) e do

TOC plasmatico (Figura 1B).
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FIGURA 1 - Comparagao dos marcadores de estresse oxidativo plasmaticos de caes controle e
obesos. indice de estresse oxidativo (IEQ) (A), Capacidade oxidante total (TOC) (B), Acido
Urico (C) e peroxidacgdo lipidica mensurada pelas substancias reativas ao acido tiobarbitdrico-
TBARS (D).* indica diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05).

Os antioxidantes endogenos (albumina e GGT) de caes obesos néo
diferiram (Tabela 1). O AU foi o unico antioxidante endégeno que aumentou
significativamente nos caes obesos (Figura 1C), porém tal alteracdo néao
promoveu aumento significativo da TAC (Tabela 1). Ja a elevagédo de TOC

coincidiu com o aumento significativo da TBARS em caes obesos (Figura 1D).
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Tabela 1- Média e desvios padrdo dos valores plasmaticos da capacidade
antioxidante total (TAC), Albumina e Gamaglutamil transferse (GGT) de caes

saudaveis (controle) e obesos.

Parametros

Antioxidantes Controle Obeso P valor
TAC (umol/L) 486.87 £170.63 481,87 +185.40 0.9373
Albumina (g/L) 31.61 +£3.16 30.67 +4.78 0.4634

GGT (U/L) 4.76 £1.31 4.09 +2.05 0.2317

TAC — capacidade antioxidante total; GGT — gama glutamil transferese.

4 Discussao

Refletindo o estado de higidez dos caes do grupo controle, os valores
variaram dentro da faixa de referéncia do perfil hematologico (JAIN, 1986) e
bioquimicos plasmaticos considerados para a espécie (KANEKO et al., 1997).
As alteragcdes laboratoriais observadas nos cées obesos (colesterol,
triglicerideos) sdo compativeis com o grau de obesidade e concordantes com
os relatos de outros estudos (GERMAN et al., 2009, TRIBUDDHARATANA et
al., 2011; YAMKA et al., 2006).

O estresse oxidativo em caes foi escassamente investigado, nao
havendo até o momento valores de referéncia confiaveis para o TAC e TOC
plasmatico de cdo. Os valores de TAC e TOC no plasma de cades do grupo
controle foram inferiores aos dos relatados por Almeida et al. (2013), ndo
divergindo quanto ao TBARS. Considerando que a metodologia empregada em
ambos os estudos foi a mesma, € provavel que tal diferenga reflita a grande
variabilidade desses parametros entre individuos na espécie canina, conforme
indicam os respectivos desvios-padrao. Outro fator que dificulta a comparacao
desses indicadores de estresse oxidativo com os da literatura é que
sabidamente diferencas quanto a sensibilidade de equipamentos, assim como
a forma e tempo de conservagdo das amostras e reagentes interferem nos
resultados (EREL 2004; 2005). Para fins de comparagao, ndo ha registros de

outros estudos que tenham quantificado o IEO em caes saudaveis, sendo esta
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provavelmente a primeira vez que foi estabelecida a relagcado entre oxidantes e
antioxidantes no plasma dessa espécie.

O IEO é considerado o marcador mais sensivel quando comparado a
analise individual de outros marcadores de estresse (AYCICEK et al., 2005).
Estudos em humanos (CATOI et al., 2013; PIRGON et al., 2013; WANG et al.,
2014) e ratos (BELTOWSKI et al., 2000; FURUKAWA et al., 2004)
investigaram o estresse oxidativo causado pela obesidade, entretanto apenas
Pirgon et al. (2013) quantificaram IEO e confirmaram que este indice aumenta
em pessoas obesas com e sem comprometimento hepatico devido a um
aumento de TOC e diminuigdo de TAC. Até entdo nido ha registros de estudos
que tenham quantificado o IEO em caes obesos. Nossa hipétese inicial de que
na obesidade canina também ocorre aumento do IEO foi confirmada.
Diferentemente do estresse oxidativo descrito em humanos obesos (PIRGON
et al., 2013), em cées obesos 0 aumento do IEO foi associado a elevagao de
TOC, porém sem diminuicdo significativa de TAC. Na obesidade
experimentalmente induzida em caes também nao foi observada diminuigao de
TAC (VAN DE VELDE et al., 2012).

A atividade da GGT como marcador de estresse oxidativo na obesidade
€ controversa embora tenha sido associada com a obesidade canina
(TRIBUDDHARATANA et al., 2011) e a gordura corporal total em humanos
(CHOI, 2003). No presente estudo n&o foi observado alteragdo na atividade
plasmatica de GGT, assim como em outros estudos realizados em cées obesos
(FORSTER et al., 2012; RICCI et al., 2010) Portanto, é razoavel supor que a
associagao entre GGT e a obesidade canina ja descrita (TRIBUDDHARATANA
et al., 2011) tenha sido um efeito da colestase que ocorre devido ao depdsito
de gordura no tecido hepatico. Diferentemente, no presente estudo a colestase
parece nao ter ocorrido uma vez que a atividade de FA de cdes obesos néo se
alterou.

Ha relatos de que o emagrecimento de cdes obesos causa diminuigao
da albumina sanguinea, porém a variagao ocorre dentro da faixa normalidade
da espécie (FORSTER et al.,, 2012; GERMAN, 2006; YAMKA et al., 2006;
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YAMKA et al.,, 2007;). Concordando que estes estudos ndo observaram
alteracdes significantes na concentragdo plasmatica de albumina nos caes
obesos, ficando os valores nos limites superiores considerados para espécie.

As alteragdes do perfil bioquimico de caes obesos foram escassamente
investigadas (FORSTER et al., 2012; GERMAN, 2006; TRIBUDDHARATANA
et al., 2011) e a associagao entre o AU plasmatico e a obesidade nesta espécie
ainda nao foi determinada. O AU é um poderoso sequestrador de radicais livres
e fornece 60% da capacidade antioxidante do plasma humano (AMES et al.,
1981). A alta concentracdo de AU no soro foi associada a obesidade humana
(ABDUL-MAJEED, 2009) e em roedores (TSUSHIMA et al., 2013). Assim como
descrito na obesidade humana e em roedores, o0 aumento de AU plasmatico
também ocorre na obesidade canina. Este provavel aumento compensatorio de
AU nao foi suficiente para equilibar a relagado entre antioxidantes e oxidantes
plasmaticos.

Os principais alvos das ERO sao as gorduras poli-insaturadas das
membranas celulares, o que resulta na peroxidacao lipidica e consequente
danos na estrutura e fungédo das células (ESTERBAUER, 1993). O TBARS é
um indicador indireto dessa oxidagao empregado para quantificar o aumento do
estresse oxidativo na obesidade humana (KONUKOGLU et al. 2006; OZATA et
al., 2002); e roedores (BELTOWSKI et al., 2000; FURUKAWA et al., 2004). O
aumento de TBARS plasmatico n&o foi observado em cées submetidos a uma
dieta de engorda por um curto periodo de tempo (VAN DE VELDE et al., 2012).
A semelhanga ao que é descrito na obesidade humana, o aumento de TBARS
plasmatico em caes obesos coincidiu com a elevagao do TOC plasmatico.

Foi possivel confirmar a ocorréncia de estresse oxidativo sistémico em
caes obesos e que o maior IEO deveu-se ao aumento de TOC plasmatico. A
elevagcao do antioxidante AU plasmatico nao foi suficiente para aumentar o
TAC e prevenir a peroxidacao lipidica plasmatica. E razoavel supor que este
estresse oxidativo sistémico pode em longo prazo contribuir para os problemas
renais (CHAGNAC et al., 2000), hepatico e cardio-vascular (GERMAN, 2006) ja

relatados em caes obesos.
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Esta € provavelmente a primeira evidéncia de aumento do IEO em caes
obesos, portanto torna-se necessario ampliar esta investigagdo para melhor
entender os mecanismos desse estresse oxidativo sistémico e suas
implicagbes clinicas. Este estudo € um ponto de partida para futuras
investigagées, uma vez que confirma o quanto é fundamental melhor
compreender este tema a fim de orientar novas estratégias terapéuticas e
nutricionais para controle do estresse oxidativo da obesidade e
consequentemente prevenir complicagdes clinicas que podem estar associadas

a este disturbio nutricional.

5 Conclusao

A obesidade causa estresse oxidativo sistémico em céo.
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