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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 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1 Contextualizacdo do problema

A obesidade é frequente na rotina da clinica de pequenos animais. E
uma doenca nutricional caracterizada por acumulo excessivo de tecido
adiposo. Estudos ja observaram que cerca de 40% da populagdo canina
mundial esta em sobrepeso ou com obesidade. A obesidade esta ligada a
diversas condicbes de saude, como resisténcia a insulina, pancreatite, doencas
ortopédicas, doencas renais, neoplasias, osteoartrite, hiperleptinemia e
diminuicdo da expectativa de vida. A relagcdo entre o estresse oxidativo e seus
efeitos deletérios na resposta imune de pacientes obesos esta bem
estabelecida em humanos, porém na espécie canina pouco se sabe sobre o
efeito da obesidade no estresse oxidativo sistémico e sua relagdo com o
metabolismo oxidativo dos neutréfilos. Em humanos, a principal hipétese € que
os neutrofilos circulantes sdo ativados em individuos com obesidade grave,
sendo que os neutréfilos possuem meia vida curta, indicando que a condicdo
inflamatéria crbnica associada com obesidade € caracterizada por uma
ativacdo continua do sistema imune inato. O tecido adiposo secreta uma gama
de substancias biologicamente ativas denominadas adipocinas, como
adiponectina e leptina. A leptina € uma proteina sintetizada principalmente por
adipdcitos e sabe-se que caes obesos apresentam um aumento significativo
nas concentracdes plasmaticas de leptina. Em humanos, ja se sabe que o
receptor de leptina esta presente em neutréfilos sendo capaz de influenciar sua
ativacdo e também favorecer o quadro de estresse oxidativo. Portanto, torna-se
essencial investigar a relacdo da obesidade canina com a fungao neutrofilica e
associar com a hiperleptinemia, orientando novas estratégias de tratamentos

para controlar os efeitos indesejaveis do estresse oxidativo.
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2 Pesquisa bibliogréfica

Foi realizada uma revisdo sistematica com o objetivo de testar a
hipétese de que em caes obesos ocorre uma ativacdo do metabolismo
oxidativo dos neutrofilos e teve como base estudos publicado no periodo de
2007 a 2017. A busca na literatura foi conduzida na base de dado eletrGnico:
MEDLINE (acessada pelo Pubmed). A estratégia de busca foi composta por
descritores para indexacdo de artigos relacionados a populacdo (individuos
obesos) e a intervencdo de interesse (metabolismo oxidativo dos neutrofilos),
com a utilizagdo dos boleanos AND e OR. N&o foi utilizado limite de busca
quanto a espécie e a busca se limitou aos artigos escritos em inglés.

A pergunta foi baseada no critério PICO (STILLWELL et al., 2010): Em
cdes obesos ocorre ativacdo do metabolismo oxidativo dos neutrofilos? e
geraram as seguintes estratégias de busca: (Obese or obesity [Title] AND
Metabolism oxidative neutrophils or polymorphonuclear [MeSH Terms]) e
(obese[Title]) AND neutrophil[Title]) resultando em 47 artigos, apoés leitura dos
resumos foram selecionados somente dois trabalho em humanos. Devido a
escassez de artigos, a revisdo foi expandida para outros bancos de dados
(Portal da Pesquisa e Google Académico) utilizando também a seguinte
estratégia (Weight gain OR obese AND Immunity OR neutrophil AND dog)
selecionando um trabalho na espécie canina e foi ampliada a pesquisa com a
estratégia de busca (obese OR obesity AND neutrophils) selecionando um
trabalho em rato. Além disso, foi realizada uma revisdo nas referéncias dos
artigos selecionados, localizando mais um trabalho em humanos. O periodo da

pesquisa bibliogréfica se estendeu até o dia 15/06/2017.

3 Reviséo Sistematica da literatura

Foram selecionados cinco trabalhos, como critério de seleg&o utilizou-
se apenas estudos que avaliaram efeito da obesidade sobre metabolismo
oxidativo dos neutrofilos, a maior porcentagem dos trabalhos localizados foi

realizada na espécie humana (n=3). Foram encontrados principalmente



16

estudos experimentais (n=4) sendo somente um randomizado (Quadro 1). Na

espécie canina, foi localizado um trabalho experimental randomizado.

Quadro 1- Metodologias e principais resultados de estudos sobre o efeito da obesidade no metabolismo

oxidativo dos neutréfilos

Autores Tipo de Espécie Tratamento Método de Efeito no metabolismo
estudo (n) Analise oxidativo
Determinada pela
Humanos reducéo do S imulo: .
Grupos ferricitocromo C em estimulo: maior
producéo de superdxido
Controle b IMC
IMC 20-25 Estimulo: no 9”:;?050 62570 (
Trottier et (n=9) *PMA 5-63.7)
Experimental (0,01 ymol/L, 0,1
al. (2012) Obesos umol/L e PMA (0,01 I;/JF-OI/L e
IMC 37.5- 1 pmol/L) HmOlL):
63.7 Me,nq(rj produc;ao_det
= o superdxido nos pacientes
(n=30) *'”ngf‘gg ii‘:” c com IMC 50-63,7
Canina
(n=16)
Grupos:
Controle
*ECC
3,03+0,87
(n=8)
Van de Experimental | *Ganho de Quimiluminescéncia N&o houve diferenca
Velde et al. | randomizado peso entre 0s grupos
(2012) ECC Estimulo: PMA
3,91+0,63 (50ug/mL,
(n=8) 20ug/mL e
10pg/mL)
*Escala de
5 pontos
**13
semanas
dieta de
alta
gordura e
proteina

PMA: Acetato miristato de forbol; IMC: Indice de massa corporal; ECC: Escore de condicdo corporal; fMLP: N-formyl-
methionine-leucine- phenylalanine; DCFH: sonda diacetato de diclorofluoresceina; HE: sonda hidroetidina.
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Quadro 1- (continuac&do) Metodologias e principais resultados de estudos sobre o efeito da obesidade no
metabolismo oxidativo dos neutrofilos.

Autores Tipo de Espécie (N) Tratamento Método de Efeito no metabolismo
estudo Analise oxidativo
Rgtos Superéxido
wistar Sem estimulo:
N&o houve diferenca
Grupos: PMA:
Controle Grupo obeso: aumentou
(n=5) Espectrofotometria Obeso + Cha Verde =
*QObeso Sondas: aumentou
Clinico (n=5)
x . Cha verde HE (5 uM)
Albuquerque n&o- Cha verde DCFH (5 uM) Per6xido de hidrogénio
et al. (2016) randomizado (n:5) Dose: H s , lo:
500mg/kg em estimulo:
M Tempo: 60 dias Estimulo: N&o houve diferenca
Cha verde *PMA (20ng)
(n=5) PMA
*15min de . dimin i
. Grupo Obeso: diminuiu
*Dieta de incubacéo P .
cafeteria Obeso + Cha Verde:
por 8 diminuiu
semanas
Sem estimulo:
Humanos Os neutréfilos Nao houve diferenca
foram
Grupos: incubados com PMA:
Saudavel | © sobrenadante Grupo obeso: maior
_ do suco e chips _ _ producé@o de ERO em
22' '\ilfl 6 de beterraba | Citometria de fluxo relagéo ao controle
Zieliska ( T ) c Sonda: DCFH o hios d
: - . n=15 oncentracdes: . i suco e chips de
Przyjemska Experimental Obeso 0,1-10% Estimulo: beterraba diminuiram o
et al. (2009) — (incubado por *PMA (1uMm) metabolismo oxidativo
IMC=34%4.9 | 30 min a 37°C) *incubado por dos neutréfilos no grupo
(n=9) 10min saudavel e obeso na
concentracdo de 10%
Determinada pela Sem estimulo:
Humanos reducgéo do Aumentou a producéo
Grupos: Ferricitocromo C superdxido no grupo
Controle obeso
IMC:9-24 3 _ Estimulado:
Brotfain et . ~ Estimulo: Zymosan e fMLP:
al. (2015) Experimental (n=14) PMA (50ng/mL) | aumento da producéo de
Zymosan superéxido no grupo
Obeso (Img/mL) obeso
IMC:35-69 fMLP PMA: sem diferenca
(n=18)

entre 0s grupos
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A obesidade esta associada a um estado de inflamacg&o crbnica e é
atualmente a doencga nutricional mais encontrada em humanos (FLEGAL et al.,
2016) e caes (ZORAN, 2010). Humanos com obesidade mérbida possuem um
fator de risco maior para infeccdo (KARLSSON; BECK, 2010). Os neutréfilos
integram a primeira linha de defesa do organismo (KAUFMANN, 2008),
possuem uma meia vida curta e quando ativados produzem grandes
qguantidades de espécies reativas de oxigénio (ERO), que exercem importantes
funcdes microbicidas (ARAZNA et al.,, 2013). Existem trés fendtipos de
neutrofilos: os quiescentes, pré-ativados e ativados. Os neutréfilos quiescentes
nao expressam receptores de membrana e nao alteram sua morfologia. Os
neutréfilos pré-ativados ou primed sdo células prontas por expressarem
moléculas de adesdo e alterar sua morfologia para realizar diapedese, no
entanto, diferem dos neutréfilos ativados por produzirem poucas ERO e por
poderem retornar ao estagio quiescente (SWAIN et al., 2002). Para evitar a
producdo excessiva de ERO e lesdes oxidativas, os neutréfilos entram em
apoptose em um curto periodo de tempo apdés ativacdo (DUPRE-CROCHET et
al., 2013) e as ERO também sdo controladas pelas defesas antioxidantes
enddgenas e exogenas (HALLIWELL, 2011).

Podem ser empregadas diferentes metodologias para avaliar o
metabolismo oxidativo dos neutrofilos, durante a revisdo sistematica foram
encontrados: método de ferrocitocromo C, quimioluminescéncia e citometria de
fluxo. A maioria desses métodos mensuram as espécies reativas de oxigénio,
como o0 superoxido e peroxido de hidrogénio, que sdo rapidamente liberados
pelos neutréfilos ativados para realizar a fagocitose dos patdogenos (CHEN;
JUNGER, 2012). Recentemente, a citometria de fluxo vem sendo a
metodologia mais utilizada para quantificar o metabolismo oxidativo dos
neutroéfilos, sendo um método mais sensivel e capaz de mensurar rapidamente
a atividade de milhares de neutrdfilos, utilizando pequena quantidade de
sangue ou neutrdfilos isolados (ELBIN; LIZARD, 2009).

Os resultados encontrados na revisdo sustentam a hipotese de que

ocorra uma ativagdo do metabolismo oxidativo em individuos obesos, ja que a
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maioria dos autores (Quadro 1) observaram uma ativagcdo dos neutrofilos
durante a obesidade na presenca (n=3) ou auséncia de estimulo (n=2). No
entanto, utilizando a metodologia baseada na reducdo do ferrocitocromo C,
dois autores encontraram resultados discordantes na prova estimulada, Trottier
et al. (2012) observaram menor producdo de superdoxido em humanos obesos
com IMC (indice de massa corporal) entre 50-63,7 e Brotfain et al. (2015)
observaram maior producdo de superéxido pelos neutréfilos no grupo obeso
com IMC entre 35-69. O que poderia explicar tal fato é o tipo e a concentracao
do estimulo utilizado por cada autor, ja que o grau de obesidade era similar
entre os estudos.

Existem varios agentes estimuladores de neutrofilos, como por
exemplo, o formil peptideo met-leu-phe (fMLP), lipopolissacarideo (LPS), fator
de agregacdo plaquetéria (PAF), zymosan e o0 acetato miristato de forbol (PMA)
(EI-BENNA et al., 2008). O PMA é o mais utilizado como controle positivo de
ativacdo de neutrofilos em experimentos in vitro. Esse agente atravessa a
membrana plasméatica ativando diretamente a proteina quinase C e pode
induzir uma grande liberacdo de ERO (YAMAZAKI et al., 2011).

Nos trabalhos encontrados durante a revisdo sistematica, todos os
autores optaram pelo estimulo com PMA e somente dois estudos observaram
ativacdo dos neutréfilos durante a obesidade com estimulo de PMA
(ALBUQUERQUE et al., 2016; ZIELISKA-PRZYJEMSKA et al., 2009). A
producdo de superoxido nao foi afetada na presenca do PMA com
concentracdo de 50 ng/mL (BROTFAIN et al., 2015). No mesmo estudo, uma
maior producdo superoxido foi observada em individuos obesos utilizando
outros dois estimulos (fMLP e zymosan) que s&o considerados estimulos
fisiologicos. Ja Trottier et al. (2012) relataram baixa producéo de superoxido
por neutrofilos estimulados por PMA (0,01 pmol/L e 1 ymol/L), porém o estudo
sugere que essa inibicAo nao teria impacto significativo sobre a defesa
imunologica dos individuos obesos, ja que as outras funcdes dos neutrofilos

avaliadas (quimiotaxia e atividade fagocitica) ndo foram alteradas.
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O Unico trabalho com a espécie canina localizado durante a revisao
sistemética (VAN DE VELDE et al., 2012) utilizou protocolo para induzir a
obesidade em um curto periodo de tempo (13 semanas). O método empregado
para avaliar os neutroéfilos foi a quimiluminescéncia dependente de luminol que
mensura a producdo total de ERO (ALVES et al., 2003). Os autores né&o
observaram diferengca entre o0s grupos controle e ganho de peso.
Provavelmente o tempo curto de inducdo e o grau da obesidade podem ter
influenciado nos achados, ja que o grupo ganho de peso era composto por
animais classificados como obesos em conjunto com animais com sobrepeso.

Foram localizados dois estudos (ALBUQUERQUE et al.,, 2016;
ZIELISKA-PRZYJEMSKA et al., 2009) que avaliaram o uso de antioxidantes
durante obesidade para prevenir a producdo excessiva de ERO pelos
neutrofilos. Um estudo realizado in vitro em humanos obesos avaliou o efeito
do uso de subprodutos a base de beterraba no metabolismo oxidativo
(ZIELISKA-PRZYJEMSKA et al., 2009). Os neutrdfilos isolados de individuos
obesos tinham producéo de ERO significativamente maior em compara¢ao com
neutréfilos de pessoas ndo obesas. Quando os neutréfilos foram incubados
com o sobrenadante do suco ou chips de beterraba ocorreu uma diminui¢cao do
metabolismo oxidativo dos neutrdfilos no grupo obeso de forma dependente da
concentracdo utilizada do antioxidante e o suco de beterraba se mostrou mais
efetivo.

Foi localizado um trabalho clinico ndo randomizado que observou
maior producdo de superéxido em neutréfilos de ratos obesos
(ALBUQUERQUE et al., 2016). Esses animais foram tratados com cha verde e
era esperado que ocorresse reducdo da producdo de superoxido nos
neutrofilos no grupo obeso. No entanto, houve um aumento de superoxido na
presenca do estimulo com PMA. Os autores sugerem que as catequinas e seus
metabdlitos, podem ter um efeito pré-oxidante, levando a produgdo ERO Outro
dado interessante observado por Albuquerque et al. (2016) foi a inibicdo na
atividade de superoxido dismutase em ratos tratados com dieta de cafeteria, o

que pode explicar o aumento de superdxido e diminuicdo de peroxido de
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hidrogénio (Quadro 1). Esses dados sugerem que a obesidade pode prejudicar
a atividade de algumas enzimas antioxidantes e aumentar a disponibilidade de
algumas ERO, favorecendo o quadro de estresse oxidativo. J4 se sabe que o
estresse oxidativo sistémico compromete a funcdo celular e participa na
patogenia de inUmeras doengcas em humanos (REUTER et al., 2010) e cées
(ALMEIDA et al., 2013; BOSCO et al., 2017).

Durante a revisdo sistematica, observamos relacdo entre
hiperleptinemia e a obesidade (ALBUQUERQUE et al., 2016; VAN DE VELDE
et al., 2012) e esses dados geraram a seguinte davida: “O aumento da leptina
durante a obesidade interfere no metabolismo oxidativo dos neutréfilos?”

O tecido adiposo branco é altamente vascularizado e inervado,
composto principalmente de células especializadas chamadas de adipdcitos
(FRUHBECK et al., 2001). Recentemente, o tecido adiposo ficou conhecido
como um orgéo enddécrino por produzir inameras adipocidocinas, como leptina,
fator de necrose tumoral, interleucina-6 e resistina que estdo em maior
concentracdo durante a obesidade, enquanto o0s niveis plasmaticos de
adiponectina diminuem (BASTARD et al., 2006). A leptina atua no hipotalamo e
desempenha um papel importante na regulacdo da ingestdo de alimentos e
gasto energético, pode também estar envolvida em transtornos do sistema
imunologico (ABELLA et al., 2017). Em humanos, a deficiéncia de leptina ou do
seu receptor resulta em obesidade severa (ROJANO-RODRIGUEZ et al., 2016)
e caes obesos apresentam aumento significativo nas concentracdes
plasmaticas de leptina (PARK et al., 2014).

O receptor de leptina esta presente em neutréfilos e é capaz de
influenciar a sua capacidade oxidativa em humanos (CALDEFIE-CHEZET et
al., 2001) podendo favorecer o quadro de estresse oxidativo (BLANCA et al.,
2016). Estudo in vitro utilizando neutrofilos isolados de oito individuos
saudaveis observou por citometria de fluxo que o metabolismo oxidativo dos
neutréfilos é ativado em concentracdes de leptina de 250 e 500 ng/mL
(CALDEFIE-CHEZET et al., 2003). No entanto, sdo necessarios mais estudos e

uma revisdo sistematica mais ampla para elucidar o efeito dessa adipocina
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sobre a capacidade oxidativa, uma vez que sabe-se muito pouco sobre os
mecanismos pelos quais a leptina afeta a fungéo neutrofilica.

Analisando o0 conjunto de resultados obtido durante a revisédo
sistematica, a hipoétese inicial foi aceita confirmando que os neutrofilos de
individuos obesos sédo ativados produzindo maior quantidade de superéxido.
Porém foram encontrados somente trés trabalhos em humanos e um na
espécie canina, na qual a obesidade foi induzida em um curto periodo de
tempo. Isso ressalta a importancia de mais estudos sobre o tema, ja que a
obesidade é uma das enfermidades nutricionais mais rotineiras na clinica
veterinaria e pode comprometer a saude do cdo, participando de diversas
enfermidades (GERMAN, 2006). A hiperleptinemia parece ter estreita relacéo
com a capacidade oxidativa dos neutrofilos e maiores investigacdes devem ser

realizadas.

4 Objetivos

Com base nas evidéncias obtidas na revisdo de literatura sistematica,
algumas hipéteses foram formuladas com o objetivo de estabelecer uma
melhor relagéo do estresse oxidativo com a ativagdo do metabolismo oxidativo
dos neutréfilos em cées obesos e com hiperleptinemia.

Testar a hipotese de que em caes obesos ocorre aumento do
metabolismo oxidativo dos neutrdfilos.

Testar a hip6tese de que o aumento do metabolismo oxidativo dos
neutrofilos esta associado ao estresse oxidativo em cdes obesos.

Testar a hipotese de que a ativacdo dos neutréfilos e o estresse

oxidativo sistémico ocorrem em cées com hiperleptinemia.
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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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Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Estadual Paulista (Protocolo
FOA- 2014/01343).

2.1 Selecéo dos animais

Foram selecionados 76 caes adultos, machos e fémeas, castrados e nao
castrados de diferentes racas (Tabela 1). De acordo com o escore de condi¢cao
corporal (ECC) de Laflamme (1997), o grupo controle foi constituido de 24 caes
com ECC 4-5 e considerados clinicamente saudaveis apds realizacdo de
exame clinico completo e avaliagdo laboratorial (hemograma completo,
concentragcdo plasmatica de proteina total, albumina, bilirrubina total, fosfatase
alcalina-FA, gama-glutamiltransferase-GGT, acido arico, alanina
aminotransferase-ALT, aspartato aminotransferase-AST, creatina quinase-CK,
ureia, creatinina, calcio, fésforo, glicose, colesterol total e triglicérides). Outros
25 caes foram categorizados como sobrepeso com ECC 6-7 e 27 como obesos
com ECC 8-9. Os animais de todos 0s grupos realizaram exames clinicos e
laboratoriais (Tabela 2). Foram constituidos mais dois subgrupos: cdes com e
sem hiperleptinemia (obtidos do grupo controle), agrupados conforme o
intervalo confianca de 95% obtido dos valores de leptina plasmatica do grupo
controle. Para tal, foram considerados com hiperleptinemia animais com
valores de leptina plasmatica superiores a 13,09 ng/mL.

As causas associadas a obesidade canina relatadas por German (2006)
foram investigadas, sendo excluidos do estudo todos os cdes suspeitos de
hiperadrenocorticismo e hipotireoidismo. Também foram excluidos céaes
soropositivos para leishmaniose visceral canina por ELISA indireto (LIMA et al.,
2003) e aqueles que recentemente foram tratados com medicamentos que
favorecem a obesidade (acetato de megestrol, cortisona, fenobarbital e
primidona), antioxidantes ou que afetam o0 metabolismo oxidativo dos

neutroéfilos (corticosteroides, vacinas, anti-inflamatérios e antibiéticos).
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TABELA 1- Caracterizacdo dos cées de acordo escore de condicdo corporal (ECC): Controle
(ECC 4-5), sobrepeso (ECC 6-7) e obeso (ECC 8-9).

Controle Sobrepeso Obeso
Caracteristicas (n=24) (n=25) (n=27)
Sexo (%)
Fémea 72 68 74,07
Macho 28 32 25,93
Estado Reprodutivo (%)
Castrado 45,83 48 48,15
N&o Castrado 54,17 52 51,85
Faixa etaria (%)
1-6anos 72 65 59,26
> 6 anos 28 55 40,74
Raca (%)
SRD 50 40 37,04
Poodle 8,33 8 14,81
Labrador 0 12 18,52
Pitt bull 12,5 0 0
Outros 29,17 40 29,63

2.2 Colheita das amostras e anélises laboratoriais

Apos um jejum alimentar de 8 a 12 horas, 10 mL de sangue total foram
colhidos de cada animal por puncédo da veia jugular, sendo nove mililitros
acondicionados em tubos heparinizados estéreis para isolamento dos
neutréfilos e obtencdo de plasma para analises bioquimicas, do estresse
oxidativo e adipocinas. O restante do sangue foi acondicionado em tubo com
EDTA-s6dico para realizacdo do hemograma.

As analises bioquimicas plasmaticas foram realizadas em
espectrofotometro automatizado (BS 200, Shenzhen Mindray Bio-Medical
Eletronics Co., Nanshan, China) previamente calibrado com calibrador e soros
controles niveis | e Il e utilizando reagentes comerciais (Biosystems, Barcelona,
Espain). Foi determinado o teor de ureia (método enzimatico UV
urease/glutamato desidrogenase); fosfatase alcalina (método dietanolamina),
GGT (método enzimatico UV urease/glutamato desidrogenase), creatinina

(método cinético do picrato alcalino); albumina (método do verde de
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bromocresol); colesterol total (método enzimatico oxidase/peroxidase);
triglicerideos (método enzimatico glicerol fosfato oxidase/peroxidase);
bilirrubina total (método sulfanilico diazotado); acido Urico (método enzimatico
uricase/peroxidase); calcio total (método colorimétrico da cresolftaleina
complexona), AST e ALT (método cinético IFCC). Todas as reacdes
bioguimicas foram processadas a 37°C conforme orientacfes dos fabricantes.

O hemograma foi realizado em contador automatizado de células
veterinario (BC-2800Vet, Shenzhen Mindray Bio-Medical Eletronics Co.,
Nanshan, China). A contagem diferencial de leucocitos foi realizada em
esfregaco sanguineo corados com corante hematolégico pandtico rapido

comercial (Instant-Prov, Newprov, Pinhais-PR).

2.3 Determinacgéo do estresse oxidativo plasméatico

A capacidade antioxidante total (TAC) foi determinada pelo método
descrito por Erel (2004) e os resultados expressos em pmol de equivalente de
Trolox/L. A capacidade oxidante total (TOC) foi quantificada pelo método
descrito por Erel (2005) e os resultados expressos em pumol de peroxido de
hidrogénio equivalente/L. O indice de estresse oxidativo foi calculado da
seguinte forma: IEO (%) = 100x [TOC/TAC] (AYCICEK et al., 2005).

A peroxidacéao lipidica foi determinada pela quantificacdo das espécies
reativas ao tiobarbitirico (TBARS) segundo método de Hunter et al. (1985),
com auxilio da leitora automatica de microplacas (Robonik, Elisa Plate

Analyser, India) e absorbancia medida em 540 nm

2.4 Determinacéao das adipocinas plasmaéaticas

As concentracfes de adiponectina (Cloud-clone corp, Houston, TX,
USA) e leptina (Millipore Corp., St. Charles, Missouri, USA) foram determinadas
utilizando-se reagentes comerciais por ELISA espécie-especifico com auxilio
de uma leitora automatica de microplacas de 96 pocos (Robonik, Elisa Plate
Analyser, India) e absorbancia medida em 450 nm.
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2.5 Isolamento dos neutrofilos

Os neutrodfilos foram isolados do sangue total heparinizado conforme
protocolo descrito por Bosco et al. (2017). Resumidamente, quatro mililitros de
sangue heparinizado foram utilizados para o isolamento dos neutréfilos em
duplo gradiente de separacdo contendo 3 mL de Histopaque-1119® e 3 mL de
Histopaque-1070® (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, USA). As células isoladas
foram entdo lavadas duas vezes com solucdo aquosa de cloreto de amonio
(0,14 mol/L) e uma vez com Solucdo Salina Balanceada de Hanks (Sigma-
Aldrich Co., St. Louis, USA). Ap6s contagem em hemocitbmetro, as células
foram diluidas em meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, USA) na
concentracdo 10°mL. A viabilidade foi estimada pelo método de exclusdo do
azul de tripan e a pureza foi determinada por citologia. Apenas 0s isolamentos
gue obtiveram viabilidade e pureza acima de 95 e 93%, respectivamente, foram

incluidos no estudo.

2.6 Avaliacdo do metabolismo oxidativo e apoptose dos neutrofilos

A avaliacdo do metabolismo oxidativo e apoptose dos neutrofilos seguiu
metodologia previamente descrita (BOSCO et al., 2017). Resumidamente, 0s
neutroéfilos isolados foram incubados com a sonda hidroetidina (HE) (Invitrogen,
Eugene, OR, EUA) 10 uM para avaliar a producdo de superdxido e para a
avaliagdo da producéo de peréxido de hidrogénio, utilizou-se a sonda diacetato
de diclorofluoresceina (DCFH) (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, USA) 5 uM,
ambos com e sem o estimulo de 0,55 pM de acetato miristato de forbol (PMA)
(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, USA) a 37°C por 10 minutos. A fluorescéncia
meédia vermelha para superoxido e verde para peroxido de hidrogénio foi
quantificada em um citdmetro de fluxo capilar (BD Accuri C5 Flow Cytometer,
San Diego, CA, USA) com aquisicdo de 10.000 eventos dentro da populacdo
de células caracteristica dos neutréfilos, demonstrando maior complexidade e
tamanho. Para avaliacdo da viabilidade e a apoptose total (apoptose inicial +
apoptose final), foi utilizado o sistema Anexina V-PE (Guava Nexin Kit, Guava
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Technologies, USA), seguindo as recomendag¢des do fabricante com aquisigéo
de 10.000 eventos também no mesmo citdmetro de fluxo capilar.

2.7 Analise estatistica

Todas as variaveis foram testadas quanto a normalidade (teste de
Shapiro-Wilk) e homocedasticidade (teste Bartlett). Para determinar a
significancia das diferencas entre os grupos foi realizado o teste de ANOVA e o
pos-teste de Tukey para variaveis paramétricas e Kruskal-Wallis com o pos-
teste de Dunn para variaveis ndo paramétricas. Para determinacao do grau de
correlagao, foi utilizado o coeficiente de Spearman. Os animais com e sem
hiperleptinemia foram agrupados conforme o intervalo confianca de 95% obtido
dos valores do grupo controle. Foram consideradas estatisticamente
significantes as diferengas com p<0,05. A analise estatistica foi realizada com o
programa GraphPad Prism (GraphPad software, versédo 5.01, 2007). O poder
do teste foi obtido utilizando programa computacional OpenEpi, v. 3.01
(Copyright 2003, 2008 Andrew G. Dean; Kevin M. Sullivan, Atlanta, GA, USA,
2006).

3 Resultados

Foram observados no grupo controle valores do hemograma e do perfil
bioguimico dentro da normalidade, enquanto caes obesos apresentaram maior
concentragcdo plasmatica de triglicerideos, acido urico e da atividade de FA e
ALT (Tabela 2). Tais alteragbes ndo ocorreram nos cdes com sobrepeso,

exceto ao hiperurecemia que foi igualmente significativa (Tabela 2).
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TABELA 2 — Pardmetros hematoldgicos e bioquimicos plasmaticos (média e desvio-padrdo) de cées de acordo com
0 escore de condi¢do corporal (ECC): Controle (ECC 4-5), sobrepeso (ECC 6-7) e obeso (ECC 8-9).

Exames laboratoriais Controle Sobrepeso Obeso p-valor
(n=24) (n=25) (n=27)
Hemograma

Volume globular (%) 49,53 + 4,5° 48,91+ 6,572 49,56 5,86 2 0,9770"
Hemécias (10°/L) 6,76+ 0,6 % 6,95+ 0,82 ° 6,81 +0,73 % 0,1409"
Hemoglobina (g/dL) 16,96 + 1,5 ° 17,76 + 2,15 ° 17,53 2,06 2 0,1343"

VCM (fL) 73,25+1,9° 72,732,622 72,51 +2,88 2 0,3840"
CHCM (%) 3417+1,0° 34,48 2,472 34,95 +2,16 2 0,2376"
Leucécitos totais (10°/L) 1068+3,9° 10,353,292 11,79 43,66 % 0,4546"

Bioguimica plasmatica

Acido Grico (mmo/L) 0,030,042 0,05£0,04° 0,05 +0,07 ° 0,0163"
ALT (UIIL) 35,73+11,7°% 48,33+37,00 % 49,79 +22,75° 0,0492" *
AST (UIL) 28,03+9,12 27,39+10,30 * 28,58 18,80 2 0,6559" *
Colesterol (mmol/L) 537 +2,01° 439+1,272 5,61 +1,50 2 0,0651"
Creatinina (umol/L) 501+0,792 4,99+0,81°2 5,16 +0,82 2 0,3142"*
Glicose (mmol/L) 90,26 + 14,22 89,99 + 14,60 2 92,92 +14,80 2 0,7587"*
Ureia (mmol/L) 6,161,252 517+1,53°% 5,49 +1,83 2 0,1085"
FA (UIIL) 39,87+27,82 50,04+49,95 2 59,62 +37,12° 0,0349"*
Triglicérides (mmol/L) 0,6420,24 2 1,12¢077 % 1,45 +1,27° 0,0008"#
Calcio (mmol/L) 2,380,232 2,3240,33 % 2,50 +0,30 2 0,0939 "
Albumina (g/L) 31,12+¢3,8% 29,855,412 32,88 4,62 2 0,0859 "
Bilirrubina total (umol/L) 11,461,712 11,80+4,46 12,65 +6,33 2 0,6928"
GGT (UIlL) 3,55+1,5 % 4,10+2,40 3,76 +2,26 2 0,8736" "

Letras distintas indicam diferenca estatistica significante (p<0,05) pelo ” teste ANOVA com o pds-teste de Tukey
ou **Kruskal-Wallis com o pos-teste de Dunn.

3.1 Estresse oxidativo sistémico em cées obesos

A peroxidacao lipidica (7,05 = 4,90 vs. 11,96 * 6,40 umol/L, p=0,0142), a
capacidade oxidante total (102,1+ 41,78 vs. 178,0 £ 68,24 umol/L, p=0,0017) e
o IEO (13,59 8,16 vs. 25,47+14,89%, p=0,0036) foram maiores em caes
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obesos em relacdo aos caes controle (Figura 1), no entanto, nao foi observada
alteracdo da capacidade antioxidante total no grupo obeso em relagcdo aos
cées com escore corporal normal (0,92+0,19 vs. 0,85+0,17 mmol/L, p=0,1090)
(Figura 1).

A B
1.5
300-
_ a
- - T
= 2001 31
2 E
K f-
O o
O 1001 <l 0.5
[ -
0 - 0.0 .
Controle  Sobrepeso  Obeso Controle  Sobrepeso  Obeso
C D
50' 20- b
b ab
o = 15-
— o a
~e 30+ E —
= = 10
a -
o —
W 20 v
@ s
10- =
0 T 0 y
Controle  Sobrepeso Obeso Controle  Sobrepeso Obeso

FIGURA 1- Concentracdo plasmatica dos marcadores de estresse oxidativo: Concentracéo
oxidante total (TOC, A/1-$=99,83), Capacidade antioxidante total (TAC, B), indice
de estresse oxidativo (IEO, C/ 1-=85,14) e Peroxida¢ao lipidica determinada pela
substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS, D/ 1-B=80,75) de cées
segundo escore de condicdo corporal (ECC): controle (ECC 4-5, n=24), sobrepeso
(ECC 6-7, n=24) e obesos (ECC 8-9, n=27). Os gréficos séo representados por
média e desvio-padrdo. Letras distintas indicam diferenca estatisticamente
significante (p<0,05) pelo teste ANOVA com o pos-teste de Tukey (A e B) e
Kruskal-Wallis com o pés-teste de Dunn (C e D).
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3.2 Desequilibrio na producédo de leptina e adiponectina na obesidade
canina

Os céaes obesos apresentaram maior concentracao da leptina plasmatica
que caes controle (27,45+£27,72 vs. 9,79+6,62 ng/mL, p=0,0144), enquanto que
0s caes com sobrepeso nao apresentaram diferenca significativa (15,43+11,88
vs. 9,8+6,6 ng/mL) (Figura 2). Houve uma correlagéao positiva da leptina com o
ECC (r= 0,4597; p=0,0004).

Os valores médios de adiponectina plasméatica dos caes obesos foram
menores que 0s dos caes controle (11,79+6,40 vs. 10,27+2,86 pg/mL), porém
tal diferenga néo foi estatisticamente significativa (p=0,7607) (Figura 2).
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FIGURA 2 - Concentracdo plasmatica de leptina (A/1-$=78,95) e adiponectina (B) de caes
segundo escore de condicao corporal (ECC): controle (ECC 4-5, n=17), sobrepeso
(ECC 6-7, n=19) e obesos (ECC 8-9, n=19). Os graficos sdo representados por
média e desvio-padrdo. Letras distintas indicam diferenca estatisticamente
significante (p<0,05) pelo teste Kruskal-Wallis com o pés-teste de Dunn.

3.3 Ativagcdo do metabolismo oxidativo e viabilidade dos neutréfilos em
caes obesos

A producdo esponténea de superoxido de cdes obesos (14,48+3,31) e
com sobrepeso (15,45+5,16) nao diferiu (p=0,3670) dos cédes com escore
corporal normal (13,79+3,78). No entanto, sob estimulo do PMA, a producédo
meédia de superoxido nos neutrofilos de cées obesos (215,62+ 63,87) foi maior

(p=0,0349) que a dos caes controle (173,8£53,01). Foi observada correlacdo
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positiva entre a producdo de superoxido estimulada pelo PMA com o ECC
(r=0,2745; p=0,0164).

Ja a média da producdo espontanea de peroxido de hidrogénio em
neutrofilos de caes obesos (18,78+16,22), sobrepesos (18,56+£11,28) e controle
(18,25+8,33) nao diferiram significativamente (p=0,6864). Na presenca do
estimulo com PMA (Figura 3), tal diferenca também ndo foi significativa
(p=0,3870) entre caes obesos (61,31+28,39), sobrepeso (52,49+19,89) e com
escore corporal normal (48,91+18,84) (Figura 3).
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FIGURA 3 - Producéo neutrofilica de superoxido quantificada pela sonda hidroetidina (HE) e de
peroxido de hidrogénio quantificada pela sonda diacetato de diclorofluoresceina
(DCFH) em citometria de fluxo capilar de cédes segundo escore de condi¢ao corporal
(ECC): controle (ECC 4-5, n=24), sobrepeso (ECC 6-7, n=24) e obesos (ECC 8-9,
n=27) na auséncia (espontaneo) e presenca de estimulo com acetato miristato de
forbol (PMA). Os gréficos sé@o representados por média e desvio-padrdo. Letras
distintas indicam diferencga estatisticamente significante (p<0,05) pelo teste Kruskal-
Wallis com o poOs-teste de Dunn. Sonda HE na presenca de PMA:1-=100.

Os cées obesos apresentaram menor viabilidade e maior apoptose dos
neutrofilos que cdes com escore corporal normal (Tabela 3). Tais diferencas

nao foram observadas na presenca do indutor CAM (Tabela 3).
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TABELA 3 - Viabilidade e taxa de apoptose total (média e desvio-padrdo) dos neutréfilos de
cdes na auséncia (NE) e na presenca do indutor camptotecina (CAM) de acordo
com escore de condicdo corporal (ECC): controle (ECC 4-5, n=24), sobrepeso
(ECC 6-7, n=24) e obesos (ECC 8-9, n=27).

Parametro Controle Sobrepeso Obeso p-valor

*\iabilidade NE (%) 98,82 + 0,57 98,49+0,94% 98,01 +1,39" 0,0289
Viabilidade CAM (%) 79,52 +6,46% 80,85+7,36% 79,64+8,36° 0,5633
*Apoptose total NE (%) 0,62+0,34% 0,87+0,72%  1,34+1,14° 0,0094
Apoptose total CAM (%) 18,59 +8,04% 16,41 +7,20% 19,54 + 8,282 0,4363

Letras distintas indicam diferenca estatistica significante pelo teste Kruskal-Wallis com o pos-teste
de Dunn. * 1-=79,3 **1-3=87,88

3.4 Relacéo entre a hiperleptinemia, a ativacdo do metabolismo oxidativo
dos neutrofilos e o estresse oxidativo sistémico em caes

A hiperleptinemia (>13,09 ng/mL) ocorreu em 44,44% dos caes com
sobrepeso e em 73,70% dos caes obesos. A producdo neutrofilica espontanea
de superéxido ndo foi significativamente maior em caes com hiperleptinemia
(14,92+3,94 vs. 15,20+2,93, p=0,8026). No entanto, apds a ativacdo com PMA,
cdes com hiperleptinemia apresentaram um aumento significante
(159,50+46,00 vs. 216,30+70,13, p=0,0094) na producao de superédxido (Figura
4). Além disso, considerando o ECC de todos os animais houve correlacdo
positiva entre a leptina e a producdo de superéxido estimulada com PMA
(r=0,2990, p=0,0226).
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FIGURA 4 - Producao neutrofilica de superéxido quantificada pela sonda hidroetidina (HE) com
e sem o estimulo de PMA em caes com niveis normais (controle, n=15) e
aumentados de leptina (hiperleptinemia, n=20). Os graficos séo representados por
média e desvio-padrdo. (*) Indica diferencga estatisticamente significante (p<0,05)
pelo teste t ndo pareado.

Em cées com hiperleptinemia observamos uma maior TOC (97,16+45,49
vs. 155,70+64,92 pmol/L, p=0,0070), IEO (11,24+5,27 vs. 20,23+12,19%,
p=0,0114) e peroxidacéo lipidica (6,08+3,63 vs. 10,13+5,57 umol/L, p=0,0228)
gue em caes controle. Nao houve alteracédo da TAC (0,89+0,20 vs. 0,87+0,19
mmol/L, p=0,8170) (Figura 5). A leptina plasmatica também apresentou
correlagdo positiva com a TOC (r=0,3314, p=0,0451), IEO (r=0,3684, p=0,042)
e peroxidacao lipidica (r=0,3543, p=0,0398).
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FIGURA 5 - Concentracao plasmatica dos marcadores de estresse oxidativo: Capacidade
oxidante total (TOC, A/1-=89,91), Capacidade antioxidante total (TAC, B), indice
de estresse oxidativo (IEO, C/ 1-=78,43) e Peroxidacao lipidica determinada pela
substancias reativas ao acido tiobarbitlrico (TBARS, D/ 1-8=79,29) de cdes com
niveis normais (controle, n=15) e aumentados de leptina (hiperleptinemia, n=20).
Os graficos sdo representados por média e desvio-padrdo. (*) Indica diferenca
estatisticamente significante (p<0,05) pelo teste t ndo pareado (B e C) ou pelo
teste Mann Whitney (A e D).

4 Discusséo

Os exames hematologicos e bioquimicos de cédes do grupo controle
(Tabela 1) corresponderam aos valores de normalidade da espécie (THRALL,
2007). As alteragbes laboratoriais (aumento do FA, ALT e triglicerideos)
observados nos cées obesos foram similares aos descritos em outros estudos
(RAFAJ et al., 2016; TRIBUDDHARATANA et al., 2011).

A concentracdo de leptina plasmatica (LP) € considerada um indice ndo

subjetivo de adiposidade de caes independente da idade e raca (ISHIOKA et
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al., 2002), e tem correlacado direta com ECC (PARK et al., 2014). A LP é
considerada uma adipocina pro-inflamatéria (PAZ-FILHO et al., 2012), porém
falta um melhor entendimento de como o acumulo de gordura corporal por si s6
aumenta as espécies reativas de oxigénio (ERO) e qual a contribuicdo da
hiperleptinemia nesta condig&o.

Em humanos, a hiperleptinemia tem sido associada ao aumento do
estresse oxidativo sistémico (EOS) (BLANCA et al., 2016). Neste sentido, nos
qguantificamos marcadores de EOS em cdes com diferentes ECC. Valores
maiores de TOC, peroxidacéo lipidica e IEO permitiram confirmar o EOS em
caes obesos. Os valores intermediarios desses marcadores nos cédes com
sobrepeso sugerem que o EOS é progressivo e dependente do tempo de
exposicao ao aumento da adiposidade corporal.

O acido urico é responsavel por 60% da capacidade antioxidante total do
plasma humano (RUBIO et al., 2016). O aumento do &cido urico relatado na
obesidade humana (ABDUL-MAJEED, 2009) e em roedores (TSUSHIMA et al.,
2013) também ocorreu nos cdes obesos, provavelmente esta maior
concentragdo de acido drico contribuiu para manter a TAC dentro da
normalidade, porém néo foi insuficiente para evitar o EOS nos caes obesos.

A peroxidacao lipidica foi estimada pela concentracdo plasmatica de
espécies reativas ao acido tiobarbitlrico (TBARS) que € uma metodologia
amplamente empregada para avaliar o EOS (LIU et al., 1997). O aumento da
peroxidacdo lipidica tem sido descrito na obesidade humana (OZATA et al.,
2002) e em roedores (BELTOWSKI et al., 2000). Contraditoriamente, o TBARS
nao aumentou em cdes que foram submetidos a regime de engorda num
estudo de curta duragcéo (13 semanas) (VAN DE VELDE et al., 2012). Assim
como ja relatado em outras espécies, a maior peroxidacao lipidica do plasma
dos cdes obesos sugere que o EOS possa em longo prazo contribuir para
outras alteracdes sistémicas associadas a obesidade canina (GERMAN, 2006).

A adiponectina é secretada pelo tecido adiposo e tem efeitos anti-
inflamatorios (PARK et al., 2014). Em humanos, via regulacdo da NADPH
oxidase, inibe in vitro a geracédo de superoxido dos neutrofilos (MAGALANG et
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al., 2006). A diminuicdo da adiponectina relatada em cédes obesos (PARK et
al., 2014), nao foi observada no presente estudo. Comparada a adiponectina, a
leptina tem acdo inversa, ativa o metabolismo oxidativo dos neutrofilos e
potencialmente contribui para o EOS (CALDEFIE-CHEZET et al., 2003). Foi
possivel evidenciar a correlacdo positiva entre o grau de obesidade canina,
EOS e o0 aumento de LP, sendo esta provavelmente a primeira evidéncia de
que a hiperleptinemia em cées esta associada positivamente ao grau de
obesidade e EOS.

Ha evidéncias de que a hiperleptinemia em humanos exerce papel
chave na patogénese das complica¢des associadas a obesidade, incluindo as
inflamacdes crénicas (WISSE, 2004). O mecanismo pelo qual a leptina ativa a
producdo de ERO ainda nao foi totalmente elucidado, ja se sabe que a leptina
estimula a oxidacdo mitocondrial de acidos graxos (KONUKOGLU et al., 2006)
e aumenta a expressdo das subunidades p67phox / p47phox da NADPH
oxidase o que induz a geracdo de anions superoxido em células renais
(BLANCA et al.,, 2016), porém pouco se sabe sobre o efeito da LP nos
neutroéfilos. Estudo in vitro observou que o metabolismo oxidativo neutrofilico €
ativado em concentracdes de leptina de 250 e 500 ng/mL (CALDEFIE-CHEZET
et al., 2003).

Os relatos sobre o efeito da obesidade nos neutrofilos ainda séo
escassos. Em humanos, os neutréfilos aumentam a producéo de superoxido na
auséncia e na presenca de ativadores do metabolismo oxidativo como o
zymosan e n-formil-metionil-leucil-fenilalanina, sugerindo que a ativacdo dos
neutréfilos pode contribuir com as doencas relacionadas a obesidade
(BROTFAIN et al., 2015). No presente estudo, a producdo neutrofilica
espontanea de superéxido e de peroxido de hidrogénio nao diferiu entre os
grupos, porém um grande aumento de superdxido em cdes obesos ocorreu
apés o estimulo com PMA, comprovando o0 estado primed desse
poliformonuclear, assim como ja foi observado em ratos obesos
(ALBUQUERQUE et al., 2016). E provavel que a leptina promova um estimulo

capaz de pré-ativar os neutrofilos dos cées obesos, estes neutrofilos primed
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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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