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Resumo

A hiperlipidemia, caracterizada por niveis elevados de triglicerideos no plasma e LDL-
colesterol, acompanhada de niveis reduzidos de colesterol HDL, estd frequentemente
associada a um risco aumentado de doencas cardiovasculares. No entanto, poucos estudos tém
mostrado os efeitos da hiperlipidemia na estabilidade gendmica. O objetivo deste estudo foi
avaliar os danos ao DNA causados pela hiperlipidemia induzida por tiloxapol. A instabilidade
genémica foi avaliada em ratos Wistar, utilizando o ensaio cometa e o teste de micronucleos.
As andlises bioguimicas confirmaram hiperlipidemia em ratos tratados com tiloxapol,
acompanhada de hiperglicemia. Niveis elevados de creatinina e ureia foram observados,
sugerindo lesdo renal. O ensaio cometa indicou um aumento dos danos ao DNA em sangue,
figado e rins, mas ndo no tecido cerebral. No entanto, ndo houve aumento na freqiénciado
micronucleos. Esses achados indicam que a hiperlipidemia induzida por tiloxapol é capaz de
aumentar a instabilidade gendmica, o que esta associada com maior risco de cancer. Portanto,
este surfactante pode ser usado em modelos para avaliar novos farmacos hipolipidémicos com
propriedades quimiopreventivas associadas.
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INTRODUCAO

O tioxapol (Triton WR1339) é um surfactante ndo iénico que tem sido amplamente
utilizado para induzir hiperlipidemia aguda em modelos animais, a fim de detectar farmacos
naturais ou substancias quimicas com potencial hipolipidémico (BALDISSERA et al., 2017).

O objetivo deste estudo foi avaliar se a hiperlipidemia induzida por tiloxapol aumenta danos
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ao DNA, utilizando o ensaio cometa em vérios tecidos eo teste de microntcleo na medula
Ossea de ratos. O ensaio cometa detecta danos ao DNA, tais como quebras de fitas simples e
duplas e danosalcali-labeis, enquanto que o teste de micronicleo indica mutacdes
cromossdmicas induzidas por agentes clastogénicos e aneugénicos (TICE et al., 2000;
MAVOURNIN et al. 1990). Estas avaliagfes podem revelar se a hiperlipidemia induzida por
tiloxapol provoca instabilidade gendmica.

METODOLOGIAS

Utilizaram-se 23 ratos Wistar machos com peso de 300-360 g. Todos os
procedimentos experimentais foram realizados de acordo com o Guia do Instituto Nacional de
Salde para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratério (Publicacdes NIH No. 80-23)
(revisado, 1996) e foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
ULBRA (protocolo nimero 2015-6P). Os animais foram divididos em quatro grupos (n =5
animais por grupo) e receberam duas doses de 10 mL/kg (peso corporal), a primeira por
gavagem eo segunda 150 min ap0s a primeira por injecdo intraperitoneal (ip), como se segue:
PBS + PBS; PBS + T; Sim + PBS; Sim + T. As doses administradas foram tiloxapol 400
mg/kg e simvastatina 10 mg/kg. Vinte e quatro horas ap6s a segunda administracéo, todos o0s
ratos foram eutanaziados por decapitacdo para coleta de amostras biolégicas. O ensaio de
cometa alcalino foi conduzido como previamente descrito em Tice et al. (2000). Analisaram-
se as imagens de 100 células selecionadas aleatoriamente, coradas com prata (50 células de
cadaduas laminas replicadas) de cada tecido. Foram calculados o indice de danos (DI) e a
frequéncia de danos (DF), ambos utilizados como parametros para avaliacdo genotoxica. O
ensaio do microndcleo foi realizado de acordo com as diretrizes internacionais descritas em
Mavournin et al. (1990). Determinou-se a proporcao de eritrocitos policromaticos e eritrocitos
normocromaticos (PCE/NCE) em 1000 células. A incidéncia de micronucleos foi observada
em 2.000 EPC para cada animal usando microscopia Optica. Os dados obtidos foram
analisados utilizando a analise de variancia unidirecional (ANOVA) seguida dos testes de

comparacdo maltipla de Tukey com significancia estatistica em p <0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os niveis de CT, TG, glicose, albumina, creatinina e ureia aumentaram no grupo
PBS + T quando comparados com o grupo PBS + PBS. O grupo Sim + T teve baixos niveis

de CT e TG, em comparagdo com PBS + T, indicando um efeito hipolipidémico (Tabela 1).



Tabela 1. Andlises bioquimicas em soro coletadas 24 h apds tratamento agudo com tiloxapol.

PBS+PBS PBS+T Sim+PBS Sim+T
CT (mg/dL) 85.7+9.2 585.6 + 55.7*** 67.0 + 3.7 313.8 + 71.5**"
HDL (mg/dL) 247+12 28021 24307 263+22
TG (mg/dL) 69.9 +12.0 1714.0 + 123.8** 77.7 £10.97 1278.0 + 264.7***"
Glicose (mg/dL) 98.0+5.7 241.9 + 40.8** 87.4+7.0% 207.4+299*
AST (U/L) 63.7+9.7 58.3 + 10.6 67.4+6.7 56.1+2.9
ALT (U/L) 949+95 113.7 +45 104.0 + 8.4 116.1+ 14.3
ALP (U/L) 337+44 411+33 35.7+56 324+43
Albunina (g/dL) 2.18+0.16 340+ 042 * 2.22 £0.10° 3.16 £ 0.43
Creatinina (mg/dL) 1.24+0.04 2.20 + 0.14*** 1.24 + 0.02" 1.76 £0.19 *
Ureia (mg/dL) 351+78 121.2 + 34.5** 36.9+7.6" 86.2+49%

N= 5 animais por grupo.Os dados foram expressos como médias + erro padrdo.*P <0,05; ** P <0,01; *** P
<0,001 em compara¢do com o grupo PBS + PBS.”P <0,05; ## P <0,01; ### P <0,001 em comparacdo com o

grupo PBS + T. ANOVA, teste de Tukey.

O grupo PBS + T apresentou aumento de danos ao DNA no sangue periférico (DI: p
<0,05), figado (DI e DF: p <0,001) e rins (DI: p <0,001; DF: p <0,01) em comparacdo ao
grupo PBS + PBS (Tabela 2). O grupo Sim + T nédo apresentou diminuigéo significativa de

danos ao DNA em comparagdo com o grupo PBS + T. No tecido cerebral, ndo foi observado

aumento no dano ao DNA no grupo PBS + T, mas os valores de ID registrados para 0s grupos

Sim + PBS e Sim + T foram elevados em comparacdo com o grupo PBS + PSB, indicando

que a simvastatina induziu danos ao DNA independentemente da presenca de tiloxapol.

Tabela 2. Ensaio cometa em varios tecidos de grupos de ratos Wistar tratados e nao tratados com tiloxapol.

indice de danos

Frequéncia de dano

Média + DP Média + DP
Sangueperiférico
PBS+PBS 18.942.2 17.1#5.0
PBS+T 27.9+8.8* 25.8+10.4
Sim+PBS 21.045.4 20.745.4
Sim+T 22.146.8 19.946.7
Figado
PBS+PBS 65.6+26.4 51.8+19.1
PBS+T 182,547 .3%** 89.047.4%**
Sim+PBS 82.4 +28.7" 62.0+16.6™




Sim+T 164.7+£36.2 *** 82.7+4.9**

Rim

PBS+PBS 109.2 £ 30.0 50.3+17.3
PBS+T 179.8 £ 30.5** 74.2 £10.0*
Sim+PBS 125.0 + 23.4" 62.8+6.0
Sim+T 131.3+26.1 55.0+£7.0
Cérebro

PBS+PBS 138.3+23.8 78.8+6.1
PBS+T 156.6+17.4 77.2+7.5
Sim+PBS 187.5+14.4** 87.3+11.3
Sim+T 186.3 £12.3* 87.0+3.5

N =5 animais por grupo.O indice de danos pode variar de 0 (completamente intacto, 100 células x 0) a 400 (com
danos méximos de 100 x 4). A freqliéncia de dano foi calculada com base no nimero de células com cauda
versus aquelas sem cauda.*P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001 em comparagdo com o grupo PBS + PBS."P
<0,05; ## P <0,01; ### P <0,001 em comparacdo com o grupo PBS + T. (ANOVA, teste de Tukey).

N&o houve aumento do MNPCE em nenhum dos grupos estudados, com exce¢éo do
grupo controle ciclofosfamida. A relacdo EPC/ENC foi semelhante para todos os grupos,
indicando falta de toxicidade na medula 6ssea ap6s os tratamentos (Tabela 3).

Tabela 3. Avaliacdo da atividade mutagénica em grupos de ratos Wistar tratados e ndo tratados com tiloxapol,
utilizando o teste de micronicleos na medula 6ssea.

MNPCE 2 em 2.000 PCE Relagéo PCE / NCE”
Grupo de Tratamento o o

Média + DP Meédia + DP
PBS+PBS 6.2£35 22+09
PBS+T 74+£25 3.3£0.8
Sim+PBS 82x26 3.0+0.7
Sim+T 6.3+15 24+04
Ciclofosfamida® 21.0 £ 3.6 *** 24+0.2

N = 5 animais por grupo.* MNPCE: microncleo em eritrécitos policromaticos. "Relacdo PCE / NCE: Relago
eritrocitos policromaticos/eritrécitos normocromaticos. °Positivo de controle (40 mg kg “i.p., N = 3).*** p
<0,001: diferenca significativa em comparacdo com todos os outros grupos. (ANOVA, teste de Tukey).

CONCLUSAO

Hiperlipidemia induzida por tiloxapol aumenta danos ao DNA em sangue, figado e
rins, mas ndo no tecido cerebral. A genotoxicidade parece estar associada ao aumento dos
niveis de TG e CT, sugerindo que a hiperlipidemia induz danos ao DNA em diferentes
tecidos. Em adicdo, o modelo de hiperlipidemia induzida por tiloxapol pode ser uma

ferramenta na descoberta de novos alvos terapéuticos envolvendo moléculas com



propriedades hipolipidémicas, hipoglicémicas e quimiopreventivas combinadas, tornando este

modelo promissor para futuras investigagoes.
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