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RESUMO

O estresse oxidativo é resultado do desequilibrio entre substancias oxidantes, como os radicais livres
produzidos pelo metabolismo celular, e os mecanismos antioxidantes do organismo, gerando quebra da
homeostase redox e contribuindo para o dano celular observado em diversas condi¢des patoldgicas.
Gatos podem apresentar predisposicdo a esse desequilibrio devido a particularidades metabdlicas e
possivelmente hepaticas. O objetivo deste estudo foi avaliar alteracdes laboratoriais e de estresse
oxidativo em gatos com hepatopatias diagnosticadas por exame bioquimico. Foram selecionados 20
felinos divididos igualmente em dois grupos: grupo controle sem alteracdes clinicas e laboratoriais e
grupo hepatopatia, que apresentaram aumento de atividade sérica das enzimas hepéticas alanina
aminotransferase (ALT) e/ou gama-glutamiltransferase (GGT). As varidveis foram testadas quanto a
normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e as diferencas entre grupos pelos testes t ndo pareado ou Mann-
Whitney, sendo significativas quando p<0,05. Felinos com hepatopatias apresentaram diminuicdo de
plaguetas, aumento de proteinas plasmaticas, colesterol total, ALT, AST, FA, GGT e peroxidacao lipidica
(TBARS) que felinos controle saudaveis, sem alteracdes significativas nas capacidades antioxidante e
oxidante. Conclui-se que, mesmo sem sinais clinicos evidentes, felinos com hepatopatias apresentam
alteracBes laboratoriais inespecificas, além de apresentarem alteracdo dos marcadores d e estresse
oxidativo.
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ABSTRACT

Oxidative stress results from an imbalance between oxidizing substances, such as free radicals produced
by cellular metabolism, and the body's antioxidant mechanisms, causing a breakdown in redox
homeostasis and contributing to the cellular damage observed in various pathological conditions. Cats
may be predisposed to this imbalance due to metabolic and possibly hepatic peculiarities. The objective
of this study was to evaluate laboratory and oxidative stress changes in cats with liver disease diagnosed
by biochemical examination. Twenty cats were selected and divided equally into two groups: a control
group with no clinical or laboratory changes and a liver disease group, which showed increased serum
activity of the liver enzymes alanine aminotransferase (ALT) and/or gamma-glutamyltransferase (GGT).
The variables were tested for normality using the Shapiro-Wilk test, and differences between groups were
tested using unpaired t-tests or Mann-Whitney tests, with p<0.05 considered significant. Cats with liver
disease had decreased platelets, increased plasma proteins, total cholesterol, ALT, AST, FA, GGT, and
lipid peroxidation (TBARS) compared to healthy control cats, with no significant changes in antioxidant
and oxidant capacities. It is concluded that, even without obvious clinical signs, cats with liver disease
present nonspecific laboratory changes, in addition to changes in oxidative stress markers.
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INTRODUCAO
O organismo dos animais envolve diversos processos bioquimicos para
gue se mantenha em homeostase, um deles € a homeostase redox, que se trata do
equilibrio entre a producéo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (substancias
oxidantes produzidas a partir do metabolismo celular) e a capacidade antioxidante do
organismo para neutralizar essas moléculas (Birben et al., 2012).

Diversas organelas podem gerar subprodutos oxidantes como os radicais livres
e as espécies reativas, principalmente a mitocéndria, sendo descrita como a organela
mais relevante em termos quantitativos na producdo de radicais livres, fruto do
metabolismo energético. Na respiracao celular, o oxigénio é reduzido a agua e como
consequéncia disso geram-se moléculas oxidantes, como o anion superoéxido, peroxido
de hidrogénio e o radical hidroxil, todos eles sendo considerados lesivos as células
guando em grande quantidade (Arruda, 2023).

As espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo moléculas altamente reativas que
tém a capacidade de gerar danos aos tecidos quando acumuladas, condicdo que pode
ocorrer no desequilibrio da homeostase redox, levando ao quadro de estresse oxidativo
(Moosavian et al., 2024). Frequentemente, 0 estresse oxidativo tem sido relacionado
ao agravamento de patologias como inflamacgBes, hepatopatias, nefropatias e
periodontites (Birben et al., 2012). Portanto, manter o equilibrio deste sistema se mostra
viavel a fim de manter a viabilidade, func@es e proliferacdes celulares.

Os felinos podem apresentar particularidades que os tornam mais susceptiveis
ao desequilibrio da homeostase redox por conta de fatores como maior facilidade para
oxidacdo de hemoglobina e capacidade hepatica limitada para a glucuronidacéo e
sulfuracdo. Em decorréncia disso, existe uma alta casuistica de disturbios que podem
gerar esse desequilibrio entre a producdo e a neutralizacdo de ERO, ja tendo sido
descritos processos patolégicos como insuficiéncia renal cronica, periodontite,
hipertiroidismo e hepatopatias (Castillo et al., 2013).

Considerando-se o sistema hepatico dos felinos, existem varios disturbios locais
ou sistémicos que podem levar a esse desequilibrio, como lipidose hepatica, complexo
colangite-colangiohepatite, neoplasias hepaticas, desvio portossistémico, intoxicacdes
agudas, entre outros (Andrade et al., 2016). Em um estudo utilizando ratos, machos e
fémeas, com hepatite induzida por etanol, demostrou aumento de marcadores de

peroxidacéo lipidica no soro, tendo aumento em produtos ativos de peroxidacgao lipidica



determinada pelas substancias reativas ao 4cido tiobarbitirico TBARS), conjugados de
dienol/trieno, bases de Schiff, superdxido dismutase e catalase, sendo mais expressivo
em fémeas (Denefil et al., 2024). Em um outro estudo descrito por Biezus et al. (2017)
em felinos com FelLV sintomatico, propds que conforme a progressao clinica da doenca
também h& maior estresse oxidativo, isso foi medido a partir de enzimas antioxidantes,
como superoxido dismutase e glutationa reduzida, que demonstraram diminuicdo e
simultaneamente houve aumento de peroxidacao lipidica medida por TBARS, portanto,
esses dados colaboram com a ideia de desequilibrio na homeostase redox.

Nesse contexto, o objetivo do presente estudo foi verificar as alteragdes
laboratoriais e de estresse oxidativo em felinos diagnosticados com hepatopatia por

analise bioquimica sérica.

MATERIAL E METODOS

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais do
Centro Universitario das Faculdades Integradas de Ourinhos (Unifio) sob protocolo
numero 01/2024 e a inclusédo dos animais no estudo ocorreu mediante assinatura do
termo de consentimento livre e esclarecido pelo tutor do animal.

Inicialmente, foram selecionados 76 felinos oriundos de tutores na regido de
Ourinhos-SP, de diversas idades, sexos e padrdes raciais, sendo submetidos a
avaliacdo laboratorial com hemograma e perfil bioquimico (albumina, proteina total,
globulina, creatinina, ureia, alanina aminotransferase - ALT e gama glutamiltransferase
- GGT). Apos avaliacgao clinica e laboratorial, os felinos foram divididos em dois grupos
experimentais:

- Grupo controle: composto por 10 felinos saudaveis sem altera¢cdes clinicas e
laboratoriais, com padrdo de sexo e idade pareados ao grupo com hepatopatia.

- Grupo com hepatopatia: composto por 10 felinos diagnosticados com
hepatopatia a partir de exame bioguimico com aumento da atividade sérica de ALT
(Intervalo de referéncia: 6-83 UI/L) e/lou GGT (Intervalo de referéncia: 1,3-5,1 UI/L)
(KANEKO et al., 2008).

Nos dois grupos, foram selecionados somente individuos domiciliados, que se
alimentam exclusivamente de ragcdo comercial, que ndo faziam uso de medicagao
alguma, ndo possuiam histérico prévio de doencga, ndo eram obesos e ndo possuiam

alteracbes clinicas evidenciadas pelos seus tutores. O exame fisico consistiu na



afericdo da frequéncia cardiaca, frequéncia respiratéria e temperatura retal com
termdmetro digital e tempo de preenchimento capilar.

O sangue foi colhido por puncao jugular (cerca de 3 mL) e acondicionado em
tubos com K:EDTA (BD Vacutainer®, Becton-Dickson, New Jersey, USA) para a
realizacdo do hemograma e em tubo com ativador de coagulo (BD Vacutainer®,
Becton-Dickson, New Jersey, USA) para obtencdo de soro para demais andlises. O
tubo destinado a obtencdo de soro foi centrifugado 20 min apés a colheita e todo o
processamento da amostra ocorreu na auséncia de luz, sendo as amostras
armazenados a -20°C sob protecdo da luz até o momento das determinacdes.

Para realizacdo do hemograma, as contagens totais de hemacias, leucécitos e
plaquetas, determinacdo do hematdcrito, teor de hemoglobina, amplitude de
distribuicdo eritrocitaria (RDW), concentracdo hemoglobinica corpuscular média
(CHCM) e volume corpuscular meédio (VCM) foram realizadas em contador
automatizado de células veterinario (ABX Micros ESV 60, Paris, Franga) previamente
verificado com controles comerciais niveis baixos, normal e alto (ABX Minotrol 16, Paris,
Franca). A contagem diferencial de leucocitos, estimativa de plaguetas por campo e
avaliacdo morfologica de hemacias, leucoécitos e plaguetas, foram realizados em
esfregaco sanguineo corado com corante hematolégico comercial (Instant-Prov,
Newprov, Pinhais, PR, Brasil), seguindo-se recomendacfes de Jain (1986). O teor de
proteina plasmatica total (PPT) foi determinado em refratdmetro portatil (ATAGO, Mod.
Master-SUR-NM, Tokio, Japan).

O estresse oxidativo foi avaliado pela mensuracao da CAT por quatro diferentes
metodologias, da COT, da determinacdo dos antioxidantes acido urico e albumina,
segundo metodologia previamente descrita (Almeida et al., 2013; Almeida et al., 2017).
A CAT foi determinada em bioquimico automatizado (SX-260, Sinnowa Medical, China),
sendo que o primeiro método foi 0 da capacidade antioxidante equivalente a trolox pela
inibicdo da reducdo do cation 2,2'-azino-bis 3- ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid
(ABTS, CAT-ABTS) descrito por Erel (2004), o segundo método foi pela inibicdo da
reducéo do céation ABTS associado a peroxidase (CAT-ABTS+HRP) descrita por Rubio
et al. (2016a), o terceiro pela capacidade antioxidante cuprica redutora (CAT-CUPRAC)
descrito em cées por Rubio et al. (2016b) e o quarto pela capacidade de reducéo férrica
do plasma (CAT-FRAP) descrito por Benzie e Strain (1996). A COT foi determinada em
bioquimico automatizado pelo método colorimétrico do xilenol laranja descrito por Erel

(2005). Todos os reagentes foram provenientes da Sigma Aldrich Chemical Co.



As variaveis foram testadas quanto a normalidade (Teste de Shapiro-Wilk) e as
diferencas entre os grupos foram verificadas pelos testes de t ndo-pareado ou Mann-
Whitney. Todas as andlises estatisticas foram efetuadas em programa computacional
(GraphPad Prism, v.6.00 para Windows, GraphPad Software, La Jolla, CA, USA,

www.graphpad.com), sendo considerados significantes quando p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 20 felinos selecionados para o estudo, 10 desses animais foram destinados
ao grupo controle, sendo 4 machos e 6 fémeas, com idade minima de 10 meses,
maxima de 12 anos, e idade média de 6 anos, todos sem raca definida; e 10 felinos
compuseram o grupo com hepatopatia, sendo 7 machos e 3 fémeas, comidade minima
de 10 meses, maxima de 12 anos, e idade média de 6 anos, novamente todos sem
raca definida. Além disso, no grupo dos felinos com hepatopatias, 4 tinham atividades
de ALT e GGT aumentadas e 6 tinham apenas a de ALT.

Ao se avaliar o hemograma, nao foram observadas diferencas entre 0os grupos
nos parametros do eritrograma hemacias (Figura 1A), hemoglobina (Figura 1B),
hematdcrito (Figura 1C), VCM (Figura 1D), CHCM (Figura 1E) e RDW (Figura 1F). A
auséncia de diferenca entre 0os grupos nos parametros eritrocitarios evidencia o que
demonstra a literatura, que as principais alterac6es hepaticas em felinos, como lipidose
hepatica, complexo colangite-colangiohepatite, neoplasias, desvio portossistémico,
hepatopatia toxica aguda, dentre outras sdo descritas com poucas ou nenhumas
alteracoes relevantes no hemograma (Andrade et al., 2016). Quando ocorrem, as
alteracoes eritrocitarias mais frequentes incluem poiquilocitoses, corpusculos de Heinz
e/ou anemia leve transitoria, que muitas vezes ndo possuem relacdo direta com a
hepatopatia, ou seja, sdo consequéncias secundarias a enfermidade (Andrade et al.,
2016), logo o comparativo feito no estudo pode sugerir o mesmo efeito.

No que se refere ao leucograma, também ndo foram observadas diferencas
entre 0S grupos para 0s parametros leucécitos totais (Figura 2A), neutrdfilos
segmentados (Figura 2B), linfécitos (Figura 2C), mondcitos (Figura 2D), eosinéfilos
(Figura 2E) e basofilos (Figura 2F). Outros estudos ja demonstraram que felinos com
disturbios hepéaticos apresentam leucograma inalterado. Entretanto, se no momento da
coleta houver uma situacéo de estresse agudo/excitacdo pode ocorrer a leucocitose
por excitagdo com notavel aumento de neutréfilos (Dimski, 1997, CENTER, 2005).

Segundo Gagne et al. (1999), felinos com colangiohepatite tendem a ter neutrofilia e



desvio nuclear de neutrdfilos & esquerda. No presente estudo, foi observado que alguns
animais com hepatopatia apresentaram aumento da contagem de neutréfilos
bastonetes, porém tal alteracdo ndo foi relevante o suficiente para demonstrar
diferenca estatisticamente significativa.

Felinos com hepatopatias apresentaram redugao da concentracao de plaquetas
(Figura 3A) e aumento da PPT (Figura 3B) em relacéo aos felinos controles saudaveis.
As plaquetas, sdo pequenos fragmentos do citoplasma dos megacariécitos, que séo
originarios na medula 6ssea. A liberacao desses fragmentos na corrente sanguinea é
mediada pelo horménio trombopoetina e eritropoetina (Diaz Gonzaléz et al., 2008).
Segundo Kozat e Sepehrizadeh (2017), animais podem apresentar trombocitopenia
leve a moderada devido a diminuicdo da producéo de trombopoetina pelo figado, mas
essa analise deve levar em consideracéo inflamagdes concomitantes ou coagulopatias.
Com isso, os dados obtidos no estudo sugerem essa possivel relacdo na diferenca
significativa da concentracao de plaquetas em felinos diagnosticados com hepatopatia.

Em relacdo ao maior teor de PPT observado nos felinos com hepatopatia no
presente estudo, Thrall et al. (2024) afirmam que as proteinas plasmaticas sao
produzidas majoritariamente no figado e sdo compostas por dois tipos principais de
proteinas, a albumina e as globulinas que, por sua vez, sdo classificadas como
proteinas de fase aguda negativas ou positivas. Dessa forma, a albumina tende a
diminuir nos processos inflamatdrios enquanto as globulinas tendem a aumentar (Thrall
et al., 2024). Assim fica evidenciado que provavelmente o aumento de PPT observado
nos felinos com hepatopatia seja decorrente de inflamacdo ou de leve
hemoconcentracdo, uma vez que néao foi detectado aumento significativo de globulinas
no exame bioquimico.

Nas analises bioquimicas, felinos com hepatopatia apresentaram maior
atividade sérica de ALT (Figura 4A), AST (Figura 4B), FA (Figura 4C) e GGT (Figura
4C) que felinos controle saudaveis. Nos demais parametros bioquimicos, ainda
apresentaram aumento de colesterol total (Figura 5B) e ndo houve diferenca
significativa para creatinina (Figura 5A), fosforo (Figura 5C), glicose (Figura 5D),
globulina (Figura 5E), proteina total (Figura 5F), triglicerideos (Figura 5G) e ureia
(Figura 5H). Considerando a avaliacdo laboratorial das enzimas hepéticas, enzimas
hepatobiliares como ALT, AST, FA e GGT tendem a aumentar em animais com
hepatopatias, porém em felinos, a GGT é mais sensivel em casos de colestase

(Santana, 2018). Além disso, Center (2009) e Grace (2011) afirmam que felinos com



acometimento do complexo hepatobiliar tendem a aumentar moderadamente ALT, AST
e um aumento modesto de GGT, mas FA tende a ter valores dentro do intervalo de
referéncia. Assim fica evidenciado que mesmo AST e FA que néo apresentam altas
sensibilidade e especificidade para felinos, podem estar com atividade aumentada em
hepatopatias nessa espécie.

Em relacdo aos demais parametros bioquimicos, Wang et al. (2025) afirma que
felinos com lipidose hepética demonstraram aumento de LDL e diminuicdo de HDL, o
gue poderia justificar o aumento de colesterol total em felinos com hepatopatia no
presente estudo.

Quanto aos parametros para avaliacdo do estresse oxidativo, ndo houve
diferenca significativa de albumina (Figura 6A), acido urico (Figura 6B), bilirrubina direta
(Figura 6C), bilirrubina indireta (6D), bilirrubina total (6E), CAT-ABTS (Figura 6F), CAT-
ABTS+HRP (Figura 6G), CAT-CUPRAC (Figura 6H), CAT-FRAP (Figura 61) e COT
(Figura 6J), porém a peroxidacao lipidica avaliada pelas TBARS (Figura 6K) nos felinos
com hepatopatia foi maior que felinos controle. O ensaio de TBARS ¢é derivado da
peroxidacdo de acidos graxos polinsaturados (Zini et al., 2019). Estudos em ratos, que
tiveram a inducdo de doencas hepaticas por dietas ricas em ésteres de acidos graxos,
apresentaram elevacao dos niveis de peroxidacao lipidica (Polavarapu, 1998). Além
disso, pode-se relacionar o aumento de lipideos estruturais com a peroxidacao lipidica
aumentada conforme a literatura sugere, visto que a analise também demonstrou
aumento nas concentracdes de colesterol, juntamente com o aumento de TBARS em

felinos do grupo com hepatopatia.



Figura 1 - Heméacias (A), hemoglobina (B), hematdcrito (C), volume corpuscular médio (VCM, D),
concentracdo hemoglobinica corpuscular média (CHCM, E), amplitude de distribuicao
eritrocitaria (RDW, F) em felinos controle saudaveis (n=10) e felinos com hepatopatia (n=10)
diagnosticados a partir de perfil bioquimico. As barras indicam valores minimos e méaximos e
0 quadro representa o primeiro e terceiro quartis e a diferenca estatisticamente significante é
indicada por * (p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001) ou **** (p<0,0001).
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Figura 2 - Leucdcitos totais (A), neutréfilos segmentados (B), linfdcitos (C), mondcitos (D), eosindfilos
(E), basofilos (F) em felinos controle saudaveis (n=10) e felinos com hepatopatia (n=10)
diagnosticados a partir de perfil bioquimico. As barras indicam valores minimos e maximos e
0 quadro representa o primeiro e terceiro quartis e a diferenca estatisticamente significante é
indicada por * (p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001) ou **** (p<0,0001).
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Figura 3 - Plaquetas obtidas de forma automatizada (A) e proteina plasmatica total (PPT, B) em felinos
controle saudaveis (n=10) e felinos com hepatopatia (h=10) diagnosticados a partir de perfil
bioquimico. As barras indicam valores minimos e maximos e 0 quadro representa 0 primeiro
e terceiro quartis e a diferenca estatisticamente significante € indicada por * (p<0,05), **
(p<0,01), *** (p<0,001) ou **** (p<0,0001).
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Figura 4 - Alanina Aminotransferase (A), Aspartato Aminotransferase (B), Fosfatase Alcalina (C), Gama-
glutamil Transferase (D) em felinos controle saudaveis (n=10) e felinos com hepatopatia
(n=10) diagnosticados a partir de perfil bioquimico. As barras indicam valores minimos e
maximos e o quadro representa o primeiro e terceiro quartis e a diferenca estatisticamente
significante é indicada por * (p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001) ou **** (p<0,0001).
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Figura 5 — Creatinina (A), colesterol (B), fésforo (C), glicose (D), globulina (E), proteina total (F),
triglicérides (G), ureia (H) em felinos controle saudaveis (n=10) e felinos com hepatopatia
(n=10) diagnosticados a partir de perfil bioquimico. As barras indicam valores minimos e
maximos e o quadro representa o primeiro e terceiro quartis e a diferenca estatisticamente
significante é indicada por * (p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001) ou **** (p<0,0001).
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Figura 6 — Albumina (A), &cido Urico (B), bilirrubina direta (C), bilirrubina indireta (D), bilirrubina total (E),
CAT-ABTS (F), CAT-ABTS+HRP (G), CAT-CUPRAC (H), CAT-FRAP (1), COT (J), TBARS (K)
em felinos controle saudaveis (n=10) e felinos com hepatopatia (n=10) diagnosticados a partir
de perfil bioquimico. As barras indicam valores minimos e maximos e o quadro representa o
primeiro e terceiro quartis e a diferenca estatisticamente significante é indicada por * (p<0,05),
** (p<0,01), *** (p<0,001) ou **** (p<0,0001).
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CONCLUSAO
Em suma, conclui-se que os felinos com hepatopatias selecionados pelo
aumento da atividade sérica das enzimas hepaticas sem alteracdes clinicas evidentes
apresentaram alteracGes laboratoriais inespecificas como diminui¢cdo de plaquetas e
aumento de proteinas plasmaticas, além de maior peroxidacao lipidica e colesterol total,
sem alterac&o nas capacidades antioxidante e oxidante.
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