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Introdugéo

Estudos epidemioldgicos conduzidos ainda na década de 70 sugeriram que 75 a 80% de todas as
neoplasias diagnosticadas nos Estados Unidos poderiam ser prevenidas por alteracdes no estilo de
vida, como a dieta e 0 tabagismo. Subsequentemente, um grande nimero de estudos confirmou
estas conclusdes. No entanto, pesquisadores estimam que a dieta influencie em 30% o risco do
desenvolvimento de cancer, prevaléncia similar encontrada no tabagismo (para revisao ver Béliveau
& Gingras, 2007).

N&o s6 o cancer apresenta correlacdo com os habitos de vida, tais como a dieta, mas também outras
doencas crbnicas podem ter seu risco aumentado por este fator. Este é o caso das doencas
cardiovasculares, que sdo a primeira causa de morte no mundo (IRITI & VITALINI 2012).

Estudos clinicos mostraram que mudancas na dieta podem promover alteracfes nos niveis séricos
de colesterol e evidéncias de que o efeito do colesterol dietético plasmatico pode ser
significativamente modificado pela quantidade e qualidade dos &cidos graxos ingeridos. Além
disso, tem sido demonstrada a existéncia de associacdo entre alguns fatores de risco — obesidade,
hipertenséo, dislipidemias — e a ingestdo de macro e micronutrientes (CERVATO et al 1997). Por
outro lado, ndo é de hoje que existem relatos de um sinergismo entre esses fatores de tal forma que
a presenca simultanea de varios deles aumenta o perigo de desenvolver a doenga em proporgado
maior aquela esperada com a soma de cada um individualmente (Organizacdo Mundial da Saude —
OMS, 1990).

Dessa forma, a ingestdo de dietas hiperlipidicas pode estar associada ao desenvolvimento de
doencas cronicas (GERALDO et al., 2008). Nestas doengas, ocorre um desbalango oxidativo em
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prol do aumento da producdo de pro-oxidantes pelo organismo, denominado estresse oxidativo
(OLIVEIRA & SCHOFFEN 2010). O aumento do estresse oxidativo pode resultar no surgimento
de danos em diversas biomoléculas, dentre elas 0 DNA, resultando em quebras simples ou duplas e
também no surgimento de mutagdes (Braga A; et al, 2002).

Assim, este trabalho tem como objetivo avaliar os danos no DNA de células hepéticas em
camundongos submetidos a dieta hiperlipidica (DHL) desde o periodo pds-desmame.

Materiais e Métodos

Local de execucédo

Este estudo foi realizado no Laborat6rio de Ensaios Biol6gicos — Departamento de Ciéncias da
Vida — Universidade Regional do Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul — UNWUI e foi
aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da UNIJUI (008/2013).

Animais

Foram utilizados 12 camundongos machos da linhagem B6129SF2/J (B6), com 21 dias, no
periodo pos-desmame, provenientes do Biotério da UNIJUI. Os camundongos foram mantidos em
gaiolas semi-metabolicas com temperatura e umidade relativa do ar controlados e com ciclos
claro/escuro de 12 horas e recebendo agua ad libitum.

Intervencéo na dieta

Os animais foram divididos em dois grupos: controle e DHL. O grupo (n=6) recebeu dieta
padronizada para animais de laboratério (Nuvilab CR-1 — 4% de gordura) e o grupo DHL (n=6) foi
submetido a ingestdo de racao com 60% de gordura em kcal (racdo padronizada para animais de
laboratério - Nuvilab CR-1 - com 22% de proteina, 37,4% de gordura suina 13,7% de albumina,
7,4% aminomix - vitaminas e minerais - e 1,1% de pé-tetra - farinha de 0sso e ostra). Apos 24
semanas o0s animais foram eutanaziados e o figado (ou tecido hepético) foi coletado.

Anédlise do dano no DNA

O dano no DNA foi analisado pelo Teste Cometa alcalino de acordo com a metodologia proposta
por Singh et al (1988). Apos sacrificio, o tecido hepatico foi mantido em solugdo tampao Hank’s
suplementado com EDTA até o preparo das laminas. Apos a confec¢do das laminas, estas foram
mantidas em solucdo de lise, e em seguida foi realizado o tratamento alcalino e eletroforese. Apos
eletroforese, as Idminas foram neutralizadas, fixadas e em seguida coradas com solugédo a base de
nitrato de prata. Apds coloracéo, as células foram analisas com o auxilio de um microscopio 6ptico
(50 células/lamina) e o dano no DNA classificado de 0 a 4 (Tice et al., 2000). O indice de danos foi
calculado multiplicando o numero de células pela classe do dano obtido.

Analise estatistica
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Os dados obtidos foram plotados em planilha Excel e em seguida analisados por teste t de student
com o auxilio do programa GraphPad. Foi considerado p<0,05 como nivel minimo de significancia.
Os resultados sdo expressos em média + desvio padrao.

Resultados e discussdes
O presente estudo investigou o surgimento de danos no DNA de camundongos submetidos ao

consumo de dieta hiperlipidica por 24 semanas. Os resultados obtidos indicam que os animais que
foram submetidos a esta dieta apresentaram maior dano no DNA (12,02+8,23) no tecido hepatico,
avaliado pelo ensaio Cometa, do que os individuos controle (6,09+3,48, P=0,0485) como
demonstrado na Figura 1.
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Figura 1: Dano no DNA pelo ensaio cometa em camundongos submetidos a dieta hiperlipidica. P<0,05.

Diversas investigacfes tém sugerido que 25 a 30% da longevidade humana é atribuida a fatores
genéticos, sendo que os demais (75%) correspondem diretamente a fatores ambientais, tais como a
dieta, exercicio fisico, e a ndo utilizagdo de substancias como o alcool e cigarro (MEDAWAR 1952;
KIRKWOOD 2000; HERSKIND et al., 1996).
Sendo o figado um dos principais 6rgdos relacionados ao metabolismo dos lipideos, é relevante
avaliar os danos no DNA de células hepaticas de camundongos submetidos a dieta hiperlipidica.
Observou-se um aumento significativo no dano no DNA das células deste tecido. Isto pode estar
relacionado ao aumento do ambiente pré-oxidante, devido a ingestdo de lipideos pela dieta.

Este ambiente pré-oxidante é observado devido ao aumento da producdo de espécies reativas que
podem causar o0 aumento nos danos no DNA. As lesdes no DNA podem ocorrer devido & oxidagao
direta dos &cidos nucléicos, ou pela inducdo de quebras em uma das cadeias do DNA (quebras
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simples) ou quebras simples em posi¢des aproximadamente simétricas das duas cadeias de DNA
(quebras duplas) (BERRA et al., 2006) que pode levar ao surgimento de mutacbes. Outros
problemas na molécula de DNA relacionados ao estresse oxidativo incluem o rompimento de
pontes de hidrogénio entre duas hélices, a quebra de uma ou das duas cadeias (fitas) de DNA e a
formagdo de ligacOes cruzadas entre moléculas de DNA e proteinas. Todas estas alteragdes direta
ou indiretamente influenciam a expressao génica que pode levar a distirbios no metabolismo e ao
desenvolvimento de doengas (BERRA et al., 2006).

Dentro disso, diversos fatores ambientais podem estar relacionados ao aumento do estresse
oxidativo, e, consequentemente, ao aumento do dano no DNA. Dentre estes fatores, destaca-se a
dieta hiperlipidica, objeto deste estudo.

Conclusao

Os resultados obtidos indicam que houve um aumento no dano no DNA de células hepaticas de
camundongos submetidos ao consumo de DHL. Este aumento de dano pode ser um indicativo de
sobrecarga funcional hepatica, uma vez que o figado constitui um dos principais 0rgaos
responsaveis pela oxidacdo de lipideos.

Palavras chave: dieta hiperlipidica, estresse oxidativo, dano no DNA, teste Cometa.
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