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La suplementacion con Resveratrol y
a-Tocoferol pueden reducir el riesgo de
sarcopenia en perros por contrarrestar
el stress oxidativo.
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REesumEN. Diversas evidencias cientificas muestran que el estrés oxidativo estd asociado con el origen, progresion y la grave-
dad de las enfermedades crénicas no transmisibles. Debido a la duracién mds prologada de la vida, la sarcopenia, osteopenia,
osteoporosis y caquexia estan considerados sindromes emergentes para perros y gatos. El objetivo fue investigar el impacto de
la complementacion con resveratrol y a-tocoferol JUVENIA®) en los efectos dafiinos del estrés oxidativo en perros adultos.
El estudio fue capaz de demostrar que esta complementacion pudo modular positivamente la creatin fosfoquinasa y la fosfatasa
alcalina, que son considerados marcadores bioldgicos titiles para sarcopenia, formacién de huesos y velocidad de remodelacién
6sea. Como resultado de la vida mds prolongada en animales domésticos y en particular de perros, el uso de complementos
alimenticios con actividad antioxidante podria jugar un rol critico en reducir/retrasar la aparicién de enfermedades crénicas
degenerativas. Sobre la base de este estudio, el uso de productos que contengan resveratrol y acetato de a-tocoferol pareciera
ser un enfoque prometedor para mejorar la salud de los perros.
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1. INTRODUCCION

La incidencia de enfermedades cardiovasculares, metabo-
licas, neurodegenerativas y cancer se ha incrementado signi-
ficativamente en los dltimos diez afios [1] y ha mostrado que
el estrés oxidativo es uno de los factores de riesgo mds impor-
tantes en el desarrollo de estas patologias [2, 3]. Los procesos
metabdlicos dependen de la contribucion permanente de ener-
gia a través de la sintesis de ATP por la fosforilacién oxidativa
mitocondrial.

El ATP obtenido es la fuente de energia para todos los sis-
temas celulares, pero las mitocondrias en la misma actividad
bioldgica producen mds de 95% de las especies reactivas de
oxigeno y los radicales libres presentes en el organismo [4].

La inestabilidad quimica de los radicales libres, que tienen
uno o dos electrones en la drbita atomica externa sin aparearse,
es responsable por sus fuertes propiedades oxidativas en com-
paracion con todas las moléculas bioldgicas, como ADN, ARN,
proteinas, carbohidratos, lipidos estructurales, representando el
punto de partida para la mayoria de las enfermedades crénicas
[5]. Durante la evolucién de las especies, los sistemas biold-
gicos desarrollaron una bateria de herramientas antioxidativas
enzimdticas y no enzimdticas a fin de contrarrestar los peligro-

sos efectos de los radicales libres. Esta evolucién adaptativa no
es siempre suficiente para proteger las moléculas bioldgicas, ya
que el balance redox puede cambiar hacia el estrés oxidativo [6].

Se sabe que la masa dsea y la habilidad para reparar fractu-
ras en humanos disminuye después de los 30 afios de edad [7].
Estos pardmetros estdn inversamente asociados con el estrés
oxidativo tanto en humanos como animales [8,9].

La incidencia de enfermedades no infecciosas estd aumen-
tando también en pequefios animales; entre ellos, sarcopenia,
osteopenia y caquexia son considerados importantes sindromes
emergentes para perros y gatos [10, 11, 12]. Varios autores su-
girieron biomarcadores para sarcopenia en perros; entre otros,
creatina fosfoquinasa y aspartato aminotransferasa fueron su-
geridas por Tvarijonaviciute [13]. Sarcopenia es la disminucién
de la funcién muscular, que es frecuentemente observada en
animales y humanos adultos [8, 9]. Sarcopenia es el resultado
de la interaccion de diferentes mecanismos biolégicos.

La International European Working Group on Sarcopenia
defini6 Sarcopenia como un desorden progresivo y expansivo
del musculo esquelético, que estd asociado con una alta proba-
bilidad de morbilidad tales como caidas, fracturas, discapaci-
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dad fisica y mortalidad [14]. En humanos luego de los 30 afios
de edad, la fuerza y masa muscular esquelética se reduce gra-
dualmente cada afio aproximadamente de 1% a 2% [15].

Algunos autores [16, 17] describieron con claridad cémo el
estrés oxidativo y la inflamacion crénica pueden contribuir a la
sarcopenia. De hecho, algunos caminos pueden ser activados o
desactivados durante el estrés oxidativo y la inflamacién. Uno
de los pasos criticos del camino sugerido es el incremento de la
produccion de moléculas dafiadas (oxidadas), como ADN, pro-
tefnas y lipidos oxidados. Los procesos oxidativos que contri-
buyen a la sarcopenia, reducen el nimero y funcién de células
satélites (células madre miogénicas). La funcién de las células
satélites es afectada por el estrés oxidativo, que es elevado en
musculos envejecidos.

La intervencion nutricional podria ser una nueva estrategia
para mejorar el ambiente y los factores sistémicos de las células
satélites, con el objetivo de optimizar la funcién de las células
satélites en el envejecimiento muscular [18]. Varias moléculas
se han propuesto como biomarcadores para el estrés oxidativo.
Para la f4cil cuantificacion, algunos de estos parecen particular-
mente interesantes para evaluar este estado en los perros:

Fosfatasa Alcalina para la velocidad de remodelacion de
hueso [19] y 8-hidroxi-deoxi-guanosina (§(OH)dG) como un
marcador del dafo del ADN [20,21].

Sobre estas bases, el objetivo de este estudio fue la evalua-
cién de los posibles efectos protectores de una intervencién nu-
tricional en el estrés oxidativo y consecuentemente, en la inci-
dencia de la sarcopenia. Entre las posibles soluciones dietarias,
un producto conteniendo resveratrol y acetato de o-tocoferol
fueron seleccionados para la complementacidn, gracias a su
conocida e importante actividad como antioxidantes [22], [30].

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Animales

Los perros incluidos en este estudio fueron 22, adultos de ta-
mafio medio (5.4 + 1.4 afios), incluyendo 10 machos y 12 hem-
bras, castrados y desparasitados; su peso era de 194 + 4.4 kg
(promedio + desvio estandar). Los animales estaban libres de
enfermedades como se establecié en el examen clinico y en los
andlisis bioquimicos. Los perros de este estudio fueron identifi-
cados con tarjetas descriptivas y fotografias también soportados
con microchips compatibles con todos los estindares ISO de la
marca DATAMARS. Los microchips se insertaron de manera
subcutdnea en la zona de la cruz del animal.

Los perros se mantuvieron con las mismas condiciones hi-
giénicas y de dieta sin y con la adicién del complemento dietario
que es el objetivo del estudio. Ninguna otra medicacion ni suple-
mento dietario fueron permitidos. En el dia O del estudio (DO)
se realizé un examen clinico basal y se tomé una muestra de
sangre individual para realizar pruebas bioquimicas. Durante los
siguientes 45 dias, los perros recibieron dos veces al dia el suple-
mento cuya composicion se muestra en la Tabla 1. Los perros re-
cibieron una dosis de 5 gramos por comida de JUVENIA DOGS
(laboratorio Microsules Argentina; patente de USA requerida:
62659885, que contenfa 30 miligramos de resveratrol y 20 UIL
de acetato de a-tocoferol; el ultimo caso corresponde al 4% de
la dosis diaria recomendada de Vitamina E para perros adultos
de tamafio mediano. Al final del tratamiento (dia 45, D45) se
realizaron nuevos exdmenes clinicos y andlisis de sangre. Desde
el dia 45 al dia 90 (D45 — D90), todos los perros mantuvieron las
condiciones generales del principio, pero la dieta no incluia el
suplemento. En el D90, se realizaron nuevos exdmenes clinicos
y andlisis de sangre.

Tabla 1l

Composicion del Complemento Dietario JUVENIA® DOGS
Componentes Composicion % Ca:zi:::s(;ng)
Hidrolizado de higado de ave 54,15 2706
Resveratrol 0.60 30
Vitamina E como acetato DL 0.80 40 equivalent to
a tocoferol 50% 20 Ul
Grasa de gallina 38,36 1920
Agua 54 270
Tween 80 0,56 28
Nipagin sodium 0,108 54
Nipasol sodium 0,028 1,24

Composicion del Complemento Dietario JUVENIA® DOGS. En la primera co-
lumna se muestra la composicion de principios activos; en la segunda columna
se muestra sus porcentajes. La tercera, muestra las cantidades por dosis/racion
administrada a cada perro.

2.2. METODOS

2.2.1. Medicion del daiio oxidativo del ADN/ARN

Tanto el ADN como el ARN se dafian por la oxidacién du-
rante el envejecimiento y en una variedad de estados de enfer-
medad. Los procesos de reparacién que se inician para corregir
este dafio liberan mdltiples especies de guaninas oxidadas en la
sangre y la orina. Un ensayo inmunolégico (kit del dafio oxi-
dativo del ADN/ARN) de Cayman Chemical (Cayman Chemil
item No. 589320) fue usado para cuantificar los biomarcadores
del dafio oxidativo del ADN/ARN: las tres especies de guaninas
oxidadas; 8-hidroxi-2’deoxiguanosina del ADN, 8-hidroxigua-
nosina de ARN y 8-hidroxiguanina proveniente de ADN y ARN.
El suero de los perros se mantuvo a -80°C y fue analizado acorde
a las instrucciones del kit.

Creatina fosfoquinasa (CPK) fue cuantificada por el método
de Creatina Quinasa en el sistema ARCHITECT c y en el siste-
ma AEROSET (Abbot Clinical Chemistry).

Fosfatasa Alcalina Total (FAS) y las sub-fracciones de hueso
(FASO) fueron cuantificadas por espectrofotometria (Kit ALP —
AMP Biosystems).

Estadisticas: El andlisis estadistico fue realizado utilizando el
Student t-test para muestras pareadas (Prim 7.0, GraphPad, San
Diego, CA, USA). El student t-test fue seleccionado para evaluar
de a un tinico biomarcador a la vez, en 3 series de datos pareados
(DO vs D45, D45 vs D90 y DO vs D90) de cada perro antes y
después de la intervencion nutricional.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

En este ensayo, los animales fueron observados por dos pe-
riodos consecutivos de 45 dias, donde a la dieta basica se le
agrego o no, un complemento dietario que contenia antioxidan-
tes (30 mg de resveratrol y 20UI de acetato de a-tocoferol). La
inclusion de los mismos perros en el control y el grupo tratado
minimiza la posibilidad sesgos, como variabilidad intraespe-
cies o entre individuos.

Como se menciona anteriormente, la Creatina Fosfoquinasa
(CPK) es considerada un buen biomarcador para sarcopenia en
perros.

En relacion a los efectos observados en la Fosfatasa Alcalina,
nuestra hipdtesis es que la intervencién nutricional puede modi-
ficar la velocidad de remodelacion del hueso, modulando el ba-
lance entre la formacion de hueso y la reabsorcion de este tejido.
En ausencia de enfermedad hepdtica o embarazo, la Fosfatasa



Tabla 2
Resultados. Los valores expresados son promedios + desvio estandar

. . . . P P P
Biomarcador Dia0 Dia 45 Dia 90 Dia45vs Dia0 Dia 90 vs Dia 45 Dia90 vs Dia0
Creatina Fosfoquinasa
(CPK) UI/L 252+107.1 176.5+69.4 218.4+67.9 <0.01 <0.05 NS
Fosfatasa Alcalina Sérica
(FAS). Subfraccién 6sea
(FASO), promedio 82% de 99.3+43.0 76.3+27.3 140.7493.7 <0.05 <0.01 NS
FAS. UI/L
Fosfatasa Alcalina Sérica
Total (FAS) macho 87,9+40.9 85,8+36.5 1324525 NS <0.05 <0.05
Fosfatasa Alcalina Sérica
Total (FAS) hembra 103,5+46,67 T4,41+24,77 144,90+116.87 <0.05 <0.05 NS

Se muestra la concentracion de los biomarcadores séricos de sarcopenia (Creatina Fosfoquinasa), de remodelacion dsea (Fosfatasa Alcalina), y daiio de ADN (8(OH)
dG) evaluada en el final de cada periodo. Basal en dia 0, final al dia 45 (con Resveratrol y acetato de a-tocoferol). Fue significativo en la comparacion de los resulta-
dos del dia 45 vs dia 0. Igual que los resultados del dia 90 vs dia 45. La evidencia es que el suplemento conteniendo Resveratrol y acetato de a-tocoferol produjo una
modulacion positiva de la sarcopenia, de remodelacion dsea 'y de dario oxidativo del ADN.
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Fig. 1. Creatina Fosfoquinasa (CPK) en tiempos y tratamientos diferentes. Los
animales fueron observados por dos periodos consecutivos de 45 dias, donde a la
dieta base se le adiciond o no un complemento dietario conteniendo antioxidantes
(30 mg de Resveratrol y 20 Ul de acetato de a-tocoferol). CPK es considerada
un buen biomarcador de sarcopenia en perros. Después de 45 dias de suplemen-
tacion, hubo una reduccion estadisticamente significativa de las concentraciones
séricas de CPK (ver Tabla 2). Estos valores retornaron a sus niveles basales des-
pués de 45 dias de dieta de base sin suplementacion (control).

Alcalina es un biomarcador indirecto de la formacion de hue-
so; cabe mencionar, que las muestras de sangre fueron tomadas
siempre a la misma hora, de tal forma que la remodelacién del
hueso fue evaluada sin interferencia del ritmo circadiano. Dife-
rentes investigaciones mostraron que, después de comenzar un
tratamiento con drogas para reducir la reabsorcion Osea, existe
una disminucidn significativa en los dos biomarcadores de reab-
sorcion (entre 4 y 6 semanas), y en biomarcadores de formacioén
Osea (entre 2 'y 3 meses).

En un gran numero de casos, el nivel de meseta es alcanzado
alos 2 o 3 meses desde el comienzo del tratamiento y se mantie-
ne constante mientras el tratamiento continua.

Por lo tanto, las modificaciones van a depender del agente
terapéutico usado y el biomarcador estudiado [23-24 -25]. En
ejemplares jovenes, el alto valor de fosfatasa alcalina indica que
hay remodelacién de hueso con predominio de formacion; en
adultos con estrés postmenopdusico y oxidativo, la fosfatasa al-
calina sigue siendo alto, pero la remodelacion es asociada con
una predominancia de reabsorcion neta [19].

De los resultados de la elaboracion estadistica, se ha mostra-
do que el complemento dietario con antioxidantes (resveratrol y
acetato de a-tocoferol) puede modular positivamente estos bio-
marcadores. Como se muestra en Tabla 2, después de 45 dias de
suplementacion, hubo una reduccion estadisticamente significa-
tiva de las concentraciones de Creatina Fosfoquinasa (Fig.1) y
Fosfatasa Alcalina Total en suero (Fig. 2).

Fosfatasa Alcalina Sérica total
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Fig. 2. Fosfatasa Alcalina Sérica (FAS) en diferentes tiempos y tratamientos. Los
animales fueron observados por dos periodos consecutivos de 45 dias, donde a la
dieta bdsica se le agregd o no, un complemento dietario conteniendo antioxidan-
tes (30 mg de Resveratrol y 20 UI Acetato de a-tocopherol). De los resultados de
los andlisis estadisticos, se ha mostrado que el complemento alimenticio con an-
tioxidantes (Resveratrol y Acetato de a-tocoferol) puede modular positivamente la
FAS. Después de 45 dias de suplementacion, hubo una reduccion estadisticamente
significativa de las concentraciones de FAS. Estos indicadores volvieron a sus
valores basales después de 45 dias alimentando a los perros con la dieta base sin
suplementos (control). Ademds, en este caso, el incremento fue estadisticamente
significativo, mientras que no se observo diferencia entre el valor basal y los re-
sultados al dia 90 (Ver Tabla 2).

Los cambios en los valores de fosfatasa alcalina fueron dife-
rentes entre machos y hembras: los valores basales de la fosfata-
sa alcalina fueron superiores en hembras, donde la intervencién
nutricional influencid significativamente en la tasa de la remode-
lacion 6sea al D45. Los machos mostraron una disminucién en
la concentracion de fosfatasa alcalina en el mismo tiempo, pero
no se alcanz6 la significancia estadistica. Después del retiro de
suplementacion, un significado incremento en la tasa de la remo-
delacidn 6sea fue observada en D90 en ambos subgrupos (Fig. 4
y Fig. 5). Todos los perros eran castrados y libres de enfermedad
hepatica, por lo tanto la reduccion observada en la Fosfatasa Al-
calina Total valuada en D45, debe ser debido a la disminucion
de la velocidad de remodelacién 6sea como resultado de la acti-
vidad antioxidante de la suplementacion nutricional con Resve-
ratrol y Acetato de a-Tocoferol. Esta hipdtesis fue confirmada
por el hecho de que los valores medidos en D90, después de 45
dias de dieta sin suplementacién (control), retorné a los datos
basales. También, en este caso, el aumento fue estadisticamen-
te significativo, mientras que ninguna diferencia fue observada
entre los resultados basales y los datos del dia 90 (Tabla 2). A
pesar de la no significancia estadistica, la reduccién del 13% de
8-Hidroxi-deoxi-guanosina [8(OH)dG] fue también observada
entre el dia 0 y 45 (3226.7 + 1966 vs 2856.1 + 1380.6 pg/mL,
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Fig. 3. 8(OH)dG sérica en diferentes tiempos y tratamientos. Los animales fueron
observados en dos periodos consecutivos de 45 dias, donde a la dieta bdsica se le
adiciond o no, un complemento conteniendo antioxidantes (30 mg de Resveratrol y
20 Ul de Acetato de a-tocoferol). Aunque no haya habido significancia estadistica,
el 13% de reduccion que pudo verse en la media de 8-hidroxi-deoxi-guanosina
(8 (OH) dG), fue también observada entre los dias 0y 45 (ver Tabla 2). La alta
variabilidad (desvio estdndar) de los datos fue probablemente la responsable de
este resultado. Ademds, cambios positivos en la oxidacion de ADN probablemente
necesiten periodos mds prolongados de tratamiento que también son modulados
por la dieta basal utilizada.

Fosfatasa Alcalina Sérica total en machos
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Fig. 4. Fosfatasa Alcalina en machos en diferentes tiempos y tratamientos. DO
vs D45 NS: D45 vs D90<0.05: DO vs D90<0.05. Fosfatasa Alcalina Sérica en
machos. Después de 45 dias de suplementacion, las concentraciones séricas de
la Fosfatasa Alcalina Total decrecieron pero no alcanzd significancia estadistica.
Estos valores retornaron al inicio después de 45 dias adicionales de la dieta basal
sin suplementacion (control). En este caso, el incremento en valores desde D45 a
D90 st fue estadisticamente significativo, mientras que no se observaron diferen-
cias entre los valores basales y los datos del dia 45 (ver Tabla 2).

p=0.4273), la alta variabilidad (desvio estandar) de informacion
probablemente fue responsable por este resultado (Fig. 3). Ade-
mds, los procesos oxidativos en el ADN probablemente necesi-
ten periodos mas largos de tratamiento.

Urquiaga I. y col [26] mostré que el consumo moderado
de vino (conteniendo resveratrol), tanto en dietas occidentales
como Mediterrdneas, incrementan la capacidad antioxidante del
plasma, decrece el dafio oxidativo del ADN, y normaliza la fun-
cién endotelial. Los resultados fueron mds significativos atin en
el grupo que consumen dietas occidentales. La mejora de la ali-
mentacion y el cuidado veterinario han permitido una extensién
considerable de la esperanza de vida de mascotas en general y en
perros y gatos en particular. Por lo tanto, los perros muestran mas
frecuentemente una decreciente capacidad de reaccionar frente
al stress, y mds aun, desbalances homeostéiticos y un aumento de
riesgos de enfermedades. Existen muchas evidencias cientificas
que la nutricién influencia el epigenoma. Esta relacién dindmica
entre nutricién y genes a lo largo de la vida de un organismo
ha sido reconocida como un subcampo llamado Epigenémica
Nutricional o Nutrigenémica. Esto provee informacién prome-
tedora para mejorar la salud y prevencién de enfermedades [27,
28,29].

Numerosas evidencias muestran la caida del stress oxidati-
Vo y sarcopenia por suplementacién con Resveratrol, gracias al
incremento de la biogénesis mitocondrial, un mejorado control
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Fig. 5. Fosfatasa Alcalina en hembras en diferentes tiempos y tratamientos DO vs
D45 NS: D45 vs D90<0.05: DO vs D90<0.05. Fosfatasa Alcalina Sérica en hem-
bras. Después de 45 dias de suplementacion, hubo una reduccion estadisticamente
significativa de las concentraciones de Fosfatasa Alcalina Sérica. Estos valores
retornaron a su nivel basal luego de 45 dias de dieta de base sin suplementacion
(control). También, en este caso el incremento fue estadisticamente significativo,
mientras que ninguna diferencia fue observada entre los datos basales y los del
dia 90 (ver Tabla 2).

de la calidad de fusion/fision mitocondrial, un incremento de la
sintesis de enzimas antioxidantes via SIRT1, y los efectos simi-
lares a la restriccion caldrica [30, 31,32, 33]. Varios estudios han
mostrado que el efecto antioxidante del Acetato de a-tocoferol
estd directamente correlacionado a la disminucién del stress oxi-
dativo intracelular y mejora de la fuerza y masa muscular [34].
Esta investigacion en perros fue realizado en una biologia que
envejece aproximadamente 7 veces mds rapido que el humano
[35] y soporta la hipdtesis de que la sarcopenia y el aumento
de la velocidad de la remodelacion dsea, la cual frecuentemente
afecta perros adultos gerontes, que puede al menos, prevenirse
parcialmente por la suplementacion con antioxidantes. El pre-
sente estudio, creemos que abre interesantes interrogantes para
futuras investigaciones en el campo del envejecimiento huma-
no y animal que requeriria mayor tiempo de intervencién con
Resveratrol solo o con combinaciones con otros polifenoles. En
efecto, la suplementacion con Resveratrol y Acetato de a-toco-
ferol causé la reduccién de las concentraciones séricas de CPK
y FA, que pueden estar asociadas con las patologias antes men-
cionadas, en perros adultos. La correlacion entre suplementacion
y efecto fue confirmada por el segundo periodo del tratamiento,
en el cual los valores de los dos biomarcadores regresaron a sus
niveles basales.

En conclusion, la presente investigacién ha mostrado que la
suplementacion de la dieta con una férmula conteniendo Res-
veratrol y Acetato de a-tocoferol puede modular biomarcadores
séricos, como la CPK y FA, que estdn asociadas con sarcopenia
e incremento de la remodelacién 6sea. Desde estas condiciones
de envejecimiento acelerado y el crecimiento de la poblacién de
perros debido a su mayor expectativa de vida, el uso de suple-
mentacion antioxidante puede ser util en la mejora de la calidad
de vida de las mascotas.
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