ANALISE METABOLOMICA APONTA INFLUENCIA DE BIOMARCADORES
CONSEQUENTES A OBESIDADE FELINA NA EVOLUCAO DE OUTRAS
COMORBIDADES
Resumo: A obesidade felina € uma afeccdo cada vez mais recorrente que pode
implicar no desenvolvimento de diversas comorbidades, tais como resisténcia
insulinica, diabetes e hiperlipidemia. Porém, pouco se sabe sobre o metaboloma
destes animais, que por meio da correlacdo dos metabdlitos alterados com rotas
metabdlicas pode possibilitar a obtencéo de marcadores que alertem as comorbidades
decorrentes da obesidade antes do surgimento dos sinais clinicos. Portanto, o objetivo
desse estudo foi caracterizar e comparar o metaboloma sérico de gatos saudaveis e
obesos. Foram incluidos 20 animais distribuidos em dois grupos de acordo com o
escore de condicado corporal (ECC), sendo o grupo controle “CO” composto por
animais em ECC ideal (5/9) e o grupo obeso “OB” por animais com ECC indicativo de
obesidade (8-9/9). Apds triagem para verificar a higidez, os animais receberam uma
dieta controle por 21 dias, a fim de padronizar a resposta nas analises. ApOs essa
etapa os animais foram avaliados quanto a composi¢cdo corporal pelo método de
isétopos estaveis, analise de metabolémica sérica pelo método de cromatografica
gasosa acoplado a espectrometria de massas. Os dados obtidos foram submetidos a
analise multivariada, onde foram realizados testes de robustez e reprodutibilidade pela
técnica de PCA e andlises de modelos supervisionados por PLS e OPLS, através da
ferramenta Metaboanalyst. Também foi realizada analise estatistica univariada dos
dados para comparacédo entre os grupos e, foram considerados significativos valores
de p<0,05. Os gatos obesos apresentaram maior quantidade de massa muscular (em
kg), de massa gorda (em kg e %), ECC e peso corporal quando comparado ao grupo
controle. No total, foram identificados 47 metabdlitos e, os que apontaram diferenca
entre 0s grupos (p<0,05) foram valina, isoleucina, fenilalanina, tirosina, acidos
estedrico (AE), linoleico (AL), araquiddnico (ARA) e alfa-tocoferol. Conclui-se que nas
condicOes de realizacéo do presente estudo, o metaboloma de gatos saudaveis difere
do de gatos obesos. Os metabdlitos encontrados nesse estudo destacam a influéncia
de biomarcadores presentes na obesidade na evolucéao de outras comorbidades como

resisténcia insulinica, diabetes e alteracdes do perfil lipidico.




1. Introducéo

A obesidade é definida pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como sendo
0 acumulo anormal ou excessivo de gordura que pode prejudicar o bem-estar e a vida
saudavel. Em animais de companhia, esta condi¢do é considerada presente quando o
animal esta 20% ou mais acima do seu peso corporal ideal (BURKHOLDER e TOLL,
2000). Esse acumulo excessivo de gordura corporal pode resultar em comorbidades
como resisténcia insulinica e diabetes em gatos (HOENIG et al., 2007). O status
inflamatoério ocasionado pela producédo de adipocinas parece ter influéncia direta na
origem destas alteracdes (VAN DE VELDE et al., 2013). Além disso, gatos obesos
podem apresentar também dislipidemia, caracterizada por alteragcdes no perfil de
lipoproteinas e aumento de triglicerideos e colesterol na circulagdo (HOENIG et al.,
2013).

Estudos de metabolébmica sdo comumente empregados na medicina humana
afim de caracterizar e descobrir possiveis biomarcadores, demonstrar intervencdo de
dietas em rotas metabdlicas especificas (BRENNAN, 2014), associar o tipo de dieta a
doencas, ou a influéncia das dietas sobre uma determinada doenca (CANUDO et al.,
2018). Devido a abundancia de informacdes, enorme diversidade de estruturas
guimicas e complexidade no estudo dos metabdlitos, inUmeras informacfes podem
ser obtidas através desta metodologia, porém poucos estudos buscaram avaliar o perfil
metabolémico de gatos e nenhum deles com gatos obesos em comparacao a gatos
saudaveis. Portanto, o presente trabalho objetivou caracterizar e comparar o perfil de

metabdlitos séricos de gatos em condi¢ao corporal ideal e obesos.

2. Material e métodos

Todo o protocolo experimental deste projeto foi conduzido de acordo com 0s
principios éticos de experimentacdo animal e, sob aprovacdo da Comissdo de Etica
no Uso de Animais (CEUA) n°® 8713140219. Foram utilizados 20 gatos, os quais foram
divididos em grupos de acordo com o escore de condi¢cdo corporal (ECC), proposto
por Laflamme (1997). O grupo controle (CO) foi constituido por 10 gatos com ECC
ideal e o grupo obeso (OB) foi constituido por 10 animais com ECC 8 e 9. Os animais

foram selecionados na rotina de uma clinica veterinaria. Estes tiveram sua higidez




avaliada previamente por meio de exame fisico, hemograma e exames bioquimicos.
Gatos com alteracBes laboratoriais ou sinais clinicos compativeis com doencas
enddcrinas foram avaliados por meio de exames hormonais e, se positivos, ndo foram
incluidos no estudo.

Posteriormente, os animais foram alimentados durante o periodo de 21 dias
com alimento experimental de manutencao (Alimento Controle) com a finalidade de
padronizacdo, uma vez que todos os gatos eram domiciliados em lares diferentes. A
equacao utilizada para o calculo da necessidade energética diaria dos gatos em escore
de condicéo ideal foi a de 100 x PC%%7 = kcal/ dia e, para os gatos obesos 130 x PC%4
= kcal/dia. A quantidade diaria de alimento fornecida para cada animal foi determinada
considerando-se a energia metabolizavel do alimento.

Apébs a padronizacdo da dieta foi determinada a composicédo corporal pelo
método de diluicdo de isotopos de deutério (FERRIER et al., 2002; BRUNETTO et al.,
2011). Para realizac&o das coletas, os animais foram colocados em jejum alimentar
prévio de 8 horas e hidrico por duas horas. Primeiramente, uma amostra de 2mL de
sangue foi coletada através de punc¢do da veia jugular. Posteriormente, foi inoculado
0,4g9/Kg de 2H20 por via subcutanea. Passadas duas horas da inoculacdo, nova
amostra de 2mL de sangue foi coletada e, na sequéncia foram processadas para
extracdo de soro e entdo armazenadas a -20°C. Apds a quantificacdo da agua
corporea, foi calculada a massa magra total e por diferenca a massa gorda (expressa
na forma de porcentagem).

Para a avaliacao de metabolémica, foram coletados 2mL de sangue por pun¢ao
da veia jugular. As amostras foram centrifugadas por 15 min a 3000g e 4-C; o soro
sobrenadante foi transferido para tubos plasticos rotulados e armazenado a - 80°C, até
a andlise de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GCMS)
através de metodologia descrita por Vallejo et al. (2009) e Naz et al. (2013).

Para a comparacao da condicao corporal entre os grupos foi realizado teste de
ANOVA através do PROC MIXED do SAS. Ja a analise dos perfis metabalitos foram
verificados por analise univariada (ANOVA pelos pacotes do R) e multivariada pelo

metaboanalyst. Valores de p<0,05 foram considerados significativos.




3. Resultados
Foram excluidos dois gatos de um mesmo tutor, um pertencente ao grupo obeso
e 0 outro ao grupo controle por dificuldades de participagéo nas coletas experimentais.
Ao final do projeto, 9 animais compuseram cada um dos dois grupos experimentais.
Os gatos obesos apresentaram maior quantidade de massa muscular (em kg),
de massa gorda (em kg e %), ECC e peso corporal quando comparado ao grupo nao
obeso (Tabela 1; p<0,05).

Tabela 1. Média dos valores de massa magra (MM) e de massa gorda (MG) em gatos

obesos e em escore de condicdo corporal (ECC) ideal.

o Trat

variaveis o7 o5 EPM P valor
ECC! 5,05 8,66 0.124 <0,0001
PC? (kg) 3,86 5,84 0,296 0,0002
MM® (KQ) 3,10 4,18 0,197 0,0010
MM?® (%) 82,58 72,40 2,294 0,0072
MG® (Kg) 0,69 1,61 0,173 0,0018
MG® (%) 17,41 27,59 2,356 0,0072

1ECC: Escore de condigédo corporal; 2PC: Peso Corporal; 3CO: Grupo controle, com escore de condicdo
corporal 5; “OB: Grupo obeso, com escore de condicdo corporal 8 e 9; “EPM: Erro padrdo da
média;*MM: Massa magra; *®MG: Massa gorda.

Foram identificados 47 metabdlitos, porém aqueles com coeficiente de variacao
no controle de qualidade (QCs) acima de 30% para analises em GCMS foram
removidos da lista do grupo de metabdlitos que fizeram parte das analises estatisticas
uni- e multivariada. Inicialmente os modelos testados de PLS para individuos tanto do
grupo controle quanto do grupo de obesos ndo mostraram separacao entre eles,
apontando também variaveis preditivas e de validagdo cruzada muito baixas para o0s
modelos propostos.

Devido a impossibilidade de evidenciar as diferengas metabolicas nos modelos
multivariados analisados, foi realizado também teste estatistico de natureza

univariada, utilizando o algoritmo estatistico de Analise de Variancia com nivel de




significancia de 5%. Os metabdlitos que apontaram diferenca entre os grupos (p<0,05)

foram valina, isoleucina, fenilalanina, tirosina, acidos estearico (AE), linoleico (AL),

araquidonico (ARA) e alfa-tocoferol, descritos na tabela 2.

Tabela 2: Metabdlitos que apresentaram diferenca entre os grupos obeso e em

condicao corporal ideal.

Efeito de Grupo

Metabdlito
Valor de p

Dihidrouracil 0,017
Valina 0,048
Isoleucina 0,031
Fenilalanina 0,002
Tirosina 0,039
Acido estearico 0,002
Acido linoleico 0,024
Acido araquidénico 0,007
Alfa-tocoferol 0,004
Colesterol 0,021
Campesterol 0,001

4. Discusséao

Os metabolitos sdo produtos intermediarios ou finais do metabolismo em uma

amostra bioldgica (FIEHN, 2002). O conjunto desses metabdlitos que possuem massa

molecular de até 1500 Da, presentes em um sistema biol6gico, é chamado de

metaboloma (CANUDO et al., 2018). A metabolémica pode ser utilizada para dois

objetivos: A analise de metabolémica alvo ou "targeted metabolomics"”, definida como

a andlise quantitativa de um ou mais metabdlitos pré-selecionados de determinada

classe quimica, ou que estejam associados a rotas metabdlicas especificas; e Analise

de metabolémica global ou "untargeted metabolomics”, que esta baseada na analise

qualitativa do maior nimero de metabdlitos possivel, pertencentes a diversas classes

guimicas, contidas no sistema biolégico avaliado (CANUDO et al., 2018). No presente




estudo foi realizada andlise de metabolomica untarget, com intuito de caracterizar o
metaboloma desses grupos.

O estudo realizado por Pallotto e colaboradores (2021) avaliou gatos obesos
durante o programa de perda de peso por um periodo de 16 semanas e, 0s autores
observaram diferencas principalmente no metabolismo das gorduras nos animais, ao
longo do emagrecimento, o que corrobora com os achados deste estudo, uma vez que
ao se comparar os grupos foram observadas diferencas nas concentragdes de AE, AL
e ARA. Os autores sugeriram que provavelmente ocorreu diminuicdo desses
metabdlitos conforme os gatos do estudo foram perdendo peso.

Os lipidios presentes na corrente sanguinea podem ser derivados da dieta, do
tecido adiposo ou do figado. Esses lipidios sdo uma importante fonte de energia para
0 hospedeiro e sdo armazenados principalmente como triglicerideos no tecido adiposo
(PALLOTTO et al., 2021). A obesidade esta geralmente associada a concentracées
elevadas no plasma, soro e figado de acidos graxos nao esterificados (WANG et al.,
2003). Além disso, concentracdes mais altas de AE associadas a concentragdes mais
baixas de &cido linoleico AL foram relatadas em homens obesos (KIM et al., 2010). Em
humanos ocorrem varias alteracbes nos biomarcadores relacionados a obesidade,
incluindo concentracbes mais elevadas de insulina, glicose, indice HOMA e,
concentra¢gfes mais baixas de adiponectina; e metabolismo anormal do acido linoleico,
como observado no presente estudo. Embora os gatos sejam considerados carnivoros
e nao desenvolvam doencas cardiovasculares da mesma forma que os humanos, o
perfil lipidico verificado por meio do metaboloma sérico é um indicativo de seu estado
metabolico (PALLOTTO et al., 2021).

O ARA é precursor de metabdlitos eicosandides, como prostaglandinas,
tromboxanos, leucotrienos e lipoxinas (HAEGGSTROM et al.,, 2010). Eles sdo
mediadores de inflamacdo aguda, febre e doencas como céancer, aterosclerose e
trombose em humanos, comumente encontrados em pacientes com obesidade
moérbida (LOPES & EGAN 2006).

Pallotto et al. (2021) observaram diferengas nos aminoacidos de cadeia
ramificada (AACR) e aromaticos (AAA), que ao longo do emagrecimento foram

apresentando diminuicAo em suas concentracbes. Em humanos obesos as




concentracdes plasmaticas de valina e leucina séao cerca de 23% e 14%, maior do que
homens magros. O catabolismo de AACR pode ser inibido com a obesidade, isso ja
foi observado em camundongos e ratos obesos, 0s quais apresentaram diminui¢cao na
atividade da aminotransferase e do complexo enzimatico a-cetodcido desidrogenase
de cadeia ramificada (SHE et al., 2007).

Em estudo retrospectivo, concentracdes elevadas de AACR foram relacionadas
a idade avangada, sexo masculino, sindrome metabdlica, obesidade, risco de doenca
cardiovascular, dislipidemia, hipertenséo e &cido urico (HU et al., 2016). Em humanos,
a resisténcia a insulina e o risco aumentado ao desenvolvimento de diabetes mellitus
tipo 2 foram associados a ingestdo e concentracbes elevadas de aminoacidos
aromaticos (AAA) como tirosina e fenilalanina e AACR como isoleucina, leucina e
valina, sendo relatado que os AA e AACR diminuem apds a perda de peso em
individuos obesos (SHE et al.,, 2007; WANG et al., 2011; WURTZ et al.,, 2012;
NEWGARD, 2012).

As diferengas no perfil de metabdlitos encontrados no presente estudo
corroboram as informacdes publicadas em estudos com humanos, que ja
comprovaram a influéncia desses biomarcadores consequentes a obesidade no
desenvolvimento de outras comorbidades: AAA e AACR na ocorréncia de resisténcia
insulinica e diabetes do tipo 2; e alteracdes do perfil lipidico, como aumento de AE e
diminuicdo de AL em pessoas obesas.

5. Conclusbes

Conclui-se que nas condic¢des de realizacao do presente estudo, o metaboloma
de gatos saudaveis difere do de gatos obesos. Os metabdlitos que se diferiram
destacam a influéncia de biomarcadores consequentes a obesidade na evolugédo de
outras comorbidades como resisténcia insulinica, diabetes e alteragcdes do perfil

lipidico.
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