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RESUMO

Dentre as doencgas cronicas mais incidentes na populacéo, destaca-se a obesidade.
Os fatores de risco incluem uma combinacgao de fatores genéticos, metabdlicos e am-
bientais, que interagem entre si contribuindo para a prevaléncia e consequéncias. Me-
canismos fisiopatolégicos estdo associados a obesidade, como desequilibrio energé-
tico, resisténcia a insulina, inflamagao crénica, alteragdo no sistema nervoso central,
disbiose intestinal, podendo resultar em danos em diversas macromoléculas, como o
DNA. A liraglutida € um agente promissor para o tratamento da obesidade, uma vez
que age no controle glicémico e no mecanismo de saciedade alimentar. Baseado nes-
ses achados, o objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos da liraglutida na instabili-
dade gendbmica em camundongos Swiss que receberam dieta hiperlipidica (DH). Fo-
ram utilizados camundongos Swiss machos entre 40 e 60 dias de vida, divididos em
4 grupos experimentais (n = 6 animais por grupo): Grupo 1 (Controle) — recebeu dieta
padrdo e salina via subcuténea; Grupo 2 (Dieta Hiperlipidica) - recebeu dieta hiperli-
pidica e salina (0,9%) via subcutanea; Grupo 3 (Liraglutida) - recebeu dieta padréao e
liraglutida dose 0,15 mg/kg via subcutanea; Grupo 4 (Dieta hiperlipidica + liraglutida)
- recebeu dieta hiperlipidica e liraglutida 0,15 mg/kg via subcutanea. O experimento
teve duragao de 20 semanas e foi dividido em 2 etapas: Etapa 1) duragéo de 16 se-
manas com dieta hiperlipidica; Etapa 2): duragao de mais 4 semanas, onde junto com
a dieta foi fornecido o tratamento com liraglutida (0,15 mg/kg) diariamente por 4 se-
manas. Nesse periodo foi realizado o controle alimentar, peso corporal e posterior-
mente os animais foram submetidos a eutanasia para as avaliagdes de genotoxicidade
e mutagenicidade através do Ensaio Cometa (sangue e figado) e Teste de Micronu-
cleos (medula dssea), respectivamente. Dentre os resultados obtidos, um aumento no
peso dos animais que consumiram a dieta hiperlipidica em relacdo aos que consumi-
ram dieta padrao foi verificado, isso devido maior ingestdo de calorias por conta da
densidade da gordura fornecida pela DH. Em relagdo aos dados do ensaio cometa em
sangue, a DH e liraglutida, levaram a um aumento de dano ao DNA quando compara-
dos ao controle e a liraglutida ndo se mostrou eficaz na reparagao destes danos. No
figado, foi observado um aumento no grupo DH em relag&o ao grupo controle. Quando
avaliado a mutagenecidade pela dieta DH e pelo uso da liraglutida, os dados mostra-
ram que nao houve diferencas significativas no grupo controle, com uso de liraglutida
e DH + liraglutida. Assim, podemos concluir que a dieta hiperlipidica foi genotdxica e
que o tratamento com liraglutida levou a instabilidade genémica. Mais estudos sao
necessarios para entender o mecanismo da liraglutida na instabilidade genémica e
dose.

Palavras-chave: Obesidade; Instabilidade Genbmica; Liraglutida.
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ABSTRACT

Among the most common chronic diseases in the population, obesity stands out. Risk
factors include a combination of genetic, metabolic and environmental factors, which
interact with each other contributing to prevalence and consequences. Pathophysio-
logical mechanisms are associated with obesity, such as energy imbalance, insulin
resistance, chronic inflammation, alterations in the central nervous system, intestinal
dysbiosis, which can result in damage to several macromolecules, such as DNA. Li-
raglutide is a promising agent for the treatment of obesity, as it acts on glycemic control
and the food satiety mechanism. Based on these findings, the objective of this study is
to evaluate the effects of liraglutide on genomic instability in Swiss mice that received
a high-fat diet (HD). Male Swiss mice between 40 and 60 days of age were used,
divided into 4 experimental groups (n = 6 animals per group): Group 1 (Control) — re-
ceived a standard diet and saline subcutaneously; Group 2 (High-fat Diet) - received a
high-fat diet and saline (0.9%) subcutaneously; Group 3 (Liraglutide) - received a
standard diet and liraglutide dose 0.15 mg/kg subcutaneously; Group 4 (High-fat diet
+ liraglutide) - received a high-fat diet and liraglutide 0.15 mg/kg subcutaneously. The
experiment lasted 20 weeks and was divided into 2 stages: Stage 1) duration of 16
weeks with a high-fat diet; Stage 2): duration of another 4 weeks, where along with the
diet, treatment with liraglutide (0.15 mg/kg) will be provided daily for 4 weeks. During
this period, food and body weight control were carried out and subsequently subjected
to euthanasia for genotoxicity and mutagenicity assessments through the Comet As-
say (blood and liver) and Micronucleus Test (bone marrow), respectively. The results
obtained were an increase in weight in the animals that consumed the high-fat diet in
relation to those that consumed a standard diet, due to a higher calorie intake due to
the density of fat provided by HD. In relation to the data from the comet assay in blood,
DH and liraglutide led to an increase in DNA damage when compared to the control
and liraglutide was not effective in repairing this damage. In the liver, an increase was
observed in the DH group compared to the control group. When evaluating the muta-
genicity of the DH diet and the use of liraglutide, the data showed that there were no
significant differences in the control group, with the use of liraglutide and DH + lirag-
lutide. Thus, we can conclude that the high-fat diet was genotoxic and that treatment
with liraglutide led to genomic instability. Further studies are needed to understand the
mechanism of liraglutide on genomic instability and dose.

Keywords: Obesity; Genomic Instability; Liraglutide.
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1. INTRODUGAO

1.1. EPIDEMIOLOGIA DA OBESIDADE

As doencgas cronicas nao transmissiveis (DCNT) constituem a principal
causa de morbidade, incapacidades e mortalidade da populagao geral, mas principal-
mente nos idosos, se tornando um desafio para todas as regides do mundo e para
paises em desenvolvimento como o Brasil (Campolina et al., 2011; CDC, 2013). Den-
tre as doengas crénicas mais incidentes na populagao, destaca-se a obesidade que
vem atingindo proporgdes epidémicas e se tornando uma das doengas que mais
cresce no mundo, representando um desafio global que transcende barreiras geogra-
ficas, culturais e socioeconémicas (Poblete-Aro et al., 2018; ADA, 2020).

A obesidade emergiu como uma das maiores ameacgas a saude global do
século XXI, definida como uma condigao caracterizada pelo acumulo excessivo de
gordura corporal, que representa um risco significativo para a saude. Mais de 1 bilh&o
de pessoas no mundo sao obesas, dentre elas, 650 milhdes de adultos, 340 milhdes
de adolescentes e 39 milhdes de criangas. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
estima que até 2025, aproximadamente, 167 milhdes de pessoas, adultos e criangas,
ficarao menos saudaveis por estarem acima do peso ou obesas (OMS, 2021). Todos
os paises sao afetados pela obesidade, com alguns paises de rendimento mais baixo
a registarem os maiores aumentos na ultima década. Nenhum pais reportou um de-
clinio na prevaléncia da obesidade em toda a sua populagédo e nenhum esta no bom
caminho para cumprir a meta da Organiza¢gao Mundial de Saude (OMS) de nao au-
mentar os numeros de obesos de 2010 até 2025.

A tendéncia é que esse numero aumente exponencialmente, segundo o
levantamento apresentado pelo Atlas Mundial da Obesidade. Esta organizagao apon-
tou que a estimativa é de que 1 em cada 5 mulheres e 1 em cada 7 homens sejam
obesos em 2030, o que significaria 1 bilhdo de pessoas no mundo. No Brasil, desta-
camos um aumento anual de 2,8 % de adultos obesos, 0 que representa uma projegao
de 41% de adultos obesos, em 2035 (IDF, 2023).

O impacto econémico do excesso de peso e da obesidade de 2020 a 2035,
mostra um impacto de 1,96 bilhdes de dolares em 2020, aumentando para mais de 4

bilhdes de ddélares em 2035. Aqui, o impacto econémico inclui tanto os custos de sa-
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ude decorrentes do tratamento da obesidade e das suas consequéncias, como 0 im-
pacto na produtividade econdémica, a contribuir para o absentismo, o presenteismo
(redugado da produtividade no trabalho), a aposentadoria por invalidez ou a morte
(Banco Mundial, 2022).

Sendo assim, a epidemiologia da obesidade abrange a analise de sua dis-
tribuicdo, determinantes e consequéncias em populag¢des especificas. Como enfati-
zado por Jeffery et al. (2006), quando diz que a obesidade € uma epidemia complexa
com raizes profundas em nossa sociedade moderna. Assim, a compreensao da epi-
demiologia da obesidade é fundamental para a formulacéo de politicas publicas efica-
zes e estratégias de prevencgao e intervencao.

Neste contexto, o reconhecimento precoce dos fatores de risco e a imple-
mentacdo de medidas preventivas sdo de extrema importancia para combater essa
crescente ameaca a saude (Biggs et al., 2010). No entanto, como observado por Po-
pkin et al., (2012), a obesidade é uma epidemia global complexa, enraizada em mu-
dancas sociais, econdmicas e culturais, ndo se limita apenas a analise de dados de-
mograficos, mas requer uma abordagem multidisciplinar para compreender suas cau-
sas e seu controle.

Dados estatisticos atuais refletem a gravidade da epidemia de obesidade.
A pesquisa Global mostrou que a obesidade é responsavel por 4,7 milhdes de mortes
em todo o mundo anualmente. Nos Estados Unidos, por exemplo, a taxa de obesidade
entre adultos atingiu 42,4% em 2017-2018, de acordo com os Centros de Controle e
Prevencao de Doencgas (CDC). A obesidade também esta relacionada a uma série de
doencgas crénicas, incluindo diabetes tipo 2, doengas cardiovasculares, hipertensao,
apneia do sono, cancer e outras comorbidades (IHME, 2017). Vale ressaltar que a
obesidade é uma doencga subdiagnosticada e que possui uma mortalidade subesti-
mada, demonstrando que sua magnitude € maior do que pode ser traduzida com es-
ses dados. Uma preocupacgao € que as pessoas com obesidade diagnosticadas tardi-
amente, provavelmente usardo mais servicos de saude devido a maior probabilidade
de complicagdes, sobrecarregando os sistemas de saude que ja estdo sob pressao
(Dall et al., 2014).

A expectativa de vida de uma pessoa com obesidade pode ser afetada ne-
gativamente, principalmente devido ao aumento do risco a diversas comorbidades,
incluindo a forma grave da obesidade, a qualidade dos servigos de saude e o estilo
de vida do individuo (Ministério da Saude, 2017). Segundo Bhaskaran et al. (2014),
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foram analisados os dados de 239 estudos, onde se concluiu que a obesidade esta
associada a um risco aumentado de morte prematura. A pesquisa destacou que a
obesidade grave pode reduzir a expectativa de vida em até 10 anos.

E crucial ressaltar, que a perda de peso e o gerenciamento da obesidade
podem melhorar a expectativa de vida e reduzir o risco de complicagdes relacionadas
a obesidade. Intervengbes que promovam a adogao de um estilo de vida saudavel,
incluindo uma dieta equilibrada e a pratica regular de atividade fisica, podem ter im-

pactos positivos na expectativa de vida de pessoas com obesidade (Rizza, 2010).

1.2. FISIOLOGIA DA OBESIDADE

A fisiologia da obesidade € um campo complexo que envolve uma série de
processos bioldgicos que resultam no acumulo excessivo de gordura corporal. A prin-
cipal delas é que a obesidade, esta associada a um estado de inflamacgéao cronica,
podendo contribuir para o desenvolvimento de diversas complicacbes metabdlicas
(Lumeng e Saltiel, 2011). O estado inflamatério existente na obesidade induz uma
superproducao de espécies reativas de oxigénio, as quais danificam estruturas celu-
lares e podem culminar no desenvolvimento dessas comorbidades (Carey et al., 1997;
Bellou et al., 2016).

Outro ponto importante € o balango energético, que € a relagéo entre a
ingestao de calorias adquiridas através da ingestao de alimentagao e o gasto energé-
tico através de atividade fisica, fungdes fisioldgicas e metabolismo basal. Quando a
ingestao de calorias excede o gasto energético, ocorre um excesso de energia que €
armazenado na forma de gordura (Hill et al., 2003). O acumulo de gordura no tecido
adiposo € um aspecto fundamental da fisiologia da obesidade pois a regulagao desse
metabolismo, envolve horménios como a insulina, leptina e adiponectina, causando
resisténcia a insulina (Hotamisligil, 2006).

A influéncia do sistema nervoso central, em particular o hipotalamo, desem-
penha a fungéo de regular o apetite e o consumo de alimentos. Estudos mostram que
0S mecanismos neurais envolvidos na regulacdo do apetite e como eles podem estar
disfuncionais na obesidade. A fisiologia da obesidade também ¢é influenciada pela ge-
nética e epigenética. A heranga genética desempenha um papel na predisposi¢ao a
obesidade, enquanto as modificagdes epigenéticas podem afetar a expressao génica

relacionada ao metabolismo (Loos, 2012).
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Além disso, a obesidade associada ao diabetes mellitus tipo 2 (DM2) tam-
bém esta relacionada ao metabolismo prejudicado dos adipdcitos, resultando em lip6-
lise excessiva e consequente aumento nos niveis plasmaticos de acidos graxos livres
e producgéo e secregao excessivas de citocinas pro-inflamatorias como TNF-a (fator
de necrose tumoral) e IL-6. Acredita-se que esse aumento inflamatério seja originario
de macrdéfagos de tecido adiposo ativado e, assim, o metabolismo aberrante do tecido
adiposo no DM2 contribui diretamente para a resisténcia a insulina nos tecidos-alvo
através de um aumento no acumulo de lipidios ou indiretamente através da interrup-
¢cao mediada por citocinas da cascata de sinalizagdo da insulina no figado € no mus-
culo esquelético (Wellen e Hotamisligil, 2005). O aumento do tecido adiposo, tem efei-
tos pleiotropicos nos eventos endocrinos e metabdlicos, o que pode contribuir para a
patogénese das comorbidades associadas a obesidade (Singla, 2010).

A resisténcia a insulina, descrita como o principal elo entre a obesidade e
o diabetes mellitus tipo 2, € uma condigdo na qual os tecidos periféricos alvo, tais
como o0 musculo esquelético, figado e tecido adiposo, tém uma resposta subnormal
aos niveis de insulina circulante, resultando em menor efeito fisioldgico desse hormé-
nio, destacando menor captacgao da glicose. Estudos cientificos nas ultimas décadas
trouxeram grande avango na compreensao dos mecanismos envolvidos na instalagao
da resisténcia insulinica associada a obesidade, especialmente a secrecdo e agao
exacerbadas de mediadores inflamatérios (Tateya et al., 2013). Deste modo, os hor-
modnios secretados pelo tecido adiposo interferem na homeostase energética, no me-
tabolismo lipidico e da glicose, na homeostase vascular, na resposta imune e nas
fungdes reprodutivas.

O diagndstico da obesidade é realizado por meio da avaliagdo do indice de
massa corporal (IMC) e da circunferéncia da cintura, sendo esses, 0os parametros mais
utilizados. O IMC é calculado dividindo o peso corporal (em quilogramas) pela altura
ao quadrado (em metros) e o valor resultante € um indice que classifica a pessoa em
diferentes categorias, incluindo baixo peso, peso normal, sobrepeso e obesidade. A
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) define a obesidade como um IMC igual ou
superior a 30. O IMC é amplamente utilizado como uma ferramenta de triagem para a
obesidade (OMS, 2021).

A medicdo da circunferéncia da cintura é outra ferramenta importante no
diagndstico da obesidade, uma vez que fornece informacgdes sobre a distribuicdo de

gordura corporal, sendo os pontos de corte para a circunferéncia da cintura variam,
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mas a OMS define valores de risco aumentado em 94 cm para homens e 80 cm para
mulheres. O acumulo de gordura na regido abdominal e gordura visceral estdo asso-

ciados a um maior risco de problemas de saude (OMS, 2021).

1.3.  INSTABILIDADE GENOMICA NA OBESIDADE

Nos ultimos anos, tem havido um crescente interesse na investigacéo da
instabilidade gendmica como um fator subjacente a obesidade, sugerindo que as al-
teragdes no DNA e nos mecanismos epigenéticos desempenham um papel funda-
mental. Este conceito é respaldado por pesquisas recentes, como o estudo de Marti-
nez et al. (2014), que destacou as conexdes entre a obesidade e as modificacoes
epigenéticas.

A instabilidade genémica refere-se a mudancgas indesejadas e instaveis no
genoma de um organismo, podendo ser resultado de danos ao DNA, erros na replica-
¢ao do DNA ou alteragdes epigenéticas que afetam a expresséo génica. A integridade
do genoma é fundamental para a regulagdo do metabolismo, o controle do apetite e a
homeostase energética. Estudos de pesquisa mostram que a instabilidade gendmica
pode predispor individuos a obesidade (Yang et al., 2016).

Além disso, a epigenética, que controla modificacdes quimicas no DNA que
regulam a expressao génica, também esta emergindo como um ponto crucial de in-
vestigacdo. O estudo de Barres et al. (2013), identificou mudancgas epigenéticas as-
sociadas a obesidade que podem ter implicagdes importantes na regulacao metabo-
lica, podem ser multifatoriais e incluir fatores genéticos, ambientais e comportamen-
tais.

As mutagdes genéticas sao um fator que pode predispor individuos a obe-
sidade, principalmente mutacdes em genes que regulam o apetite, o metabolismo e 0
armazenamento de gordura podem desempenhar um papel na instabilidade genémica
associada a obesidade (Loos, 2012). As modificagdes quimicas no DNA e nas histo-
nas (proteinas que ajudam a compactar o DNA) podem afetar a regulagéo da expres-
sao génica. Estudos sugerem que alteragdes epigenéticas podem estar envolvidas no
desenvolvimento da obesidade (Barres et al., 2013). Por outro lado, o estresse oxida-
tivo, resultante de um desequilibrio entre a produgéo de espécies reativas de oxigénio

e a capacidade do organismo em neutraliza-las, pode também causar danos ao DNA
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e contribuir para a instabilidade genémica (Bastard et al., 2006). As inflamagdes cré-
nicas, por contribuirem para um estado inflamatério crénico de baixo grau, podem de-
sencadear alteragdes gendémicas que afetam a resposta do organismo a obesidade
(Lumeng e Saltiel, 2011).

Esses mecanismos de instabilidade genémica podem resultar em disfun-
¢Oes metabdlicas, desregulagao do apetite, resisténcia a insulina e outras alteragdes
que contribuem para a obesidade. Além disso, a instabilidade genémica na obesidade
pode estar relacionada a um risco aumentado de comorbidades, como diabetes tipo
2, doencas cardiacas e cancer (Freitas et al., 2014).

Além disso, os diversos mecanismos fisioldgicos no diabetes, que sao a
principal comorbidade na obesidade, podem desencadear diversos outros mecanis-
mos que contribuem para o aumento de dano ao DNA (Al-Aubaidy e Jelinek, 2011;
Shimizu et al., 2016). A hiperglicemia induz a formagao de radicais livres através da
ativacao da via do poliol, glicagdo de proteinas, lipideos e acidos graxos. Assim o DNA
passa a ser frequentemente danificado, causando quebras nos filamentos e modifica-
¢bes nas bases nitrogenadas. Dessa forma os biomarcadores de dano ao DNA sao
importantes na elucidagao da fisiopatologia e na avaliagao das complicagcées e comor-
bidades associadas a obesidade (Broedbaek et al., 2013).

Francisconi et al. (2014) investigaram o surgimento de danos no DNA de
camundongos submetidos ao consumo de dieta hiperlipidica por 24 semanas. Eles
observaram que esses animais apresentaram maior dano no DNA no tecido hepatico
em relagédo ao grupo controle que recebeu apenas dieta padréo, avaliado através do
Ensaio Cometa. Ainda, no estudo de White et al. (2013), utilizou-se a dieta hiperlipi-
dica para inducao de obesidade e diabetes em ratos Swiss machos, concluindo que
esse tipo de dieta favoreceu o desenvolvimento da resisténcia a agao da insulina,
intolerancia a glicose e hiperglicemia, sugerindo uma exaustao das células  pancrea-
ticas.

O figado, sendo um dos principais érgéos relacionados ao metabolismo dos
lipideos, pode estar relacionado ao aumento do ambiente pré-oxidante devido a in-
gestao de lipideos pela dieta, e assim levar a genotoxicidade neste tecido. Este ambi-
ente pro-oxidante € observado devido ao aumento da produgao de espécies reativas
que podem causar o aumento nos danos no DNA. As lesdes no DNA podem ocorrer
devido a oxidacao direta dos acidos nucleicos, ou pela inducdo de quebras em uma

das cadeias do que pode levar a mutagdes (Berra et al., 2006). Vale salientar também
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que a hiperglicemia exerce uma grande influéncia no aumento do estresse oxidativo
e danos no DNA (Silva et al., 2021).

Fagundes et al. (2019) observaram através do ensaio cometa que pacien-
tes com diabetes e obesidade, possuem um aumento de dano ao DNA e que a inter-
vencao com vitamina D3 foi capaz de diminuir a genotoxicidade. Ainda, (Macan et al.,
2022) observaram também um aumento de dano ao DNA em sangue de pacientes
com diabetes, sendo diminuido quando consumido a castanha do Brasil, fonte de se-
Iénio. Dessa forma, buscar alternativas que melhore a instabilidade genémica é es-

sencial para melhor qualidade de vida dos pacientes.

1.4. DIETA HIPERLIPIDICA (DH)

Para estudar a obesidade em modelos animais, empregamos a indugao por
meio de dietas que replicam o padrao alimentar da populagédo humana contempora-
nea, visando gerar resultados que possam potencialmente contribuir para a redugao
dos problemas relacionados a obesidade na populagéao.

Em todo o mundo, o consumo excessivo de gordura e/ou agucar tem au-
mentado consideravelmente, assim acredita-se que dietas ricas em gorduras palata-
veis levam a disturbios metabdlicos, como a obesidade. Além disso, a dieta hiperlipi-
dica é uma ferramenta que corrobora para estudar os mecanismos subjacentes a obe-
sidade e suas comorbidades, bem como para avaliar a eficacia de intervencdes tera-
péuticas (Silva et al., 2021).

Assim, em modelo animal de obesidade, destaca-se a dieta hiperlipidica,
que tem alto poder calérico e de gordura, sendo altamente palatavel pelos camundon-
gos. No trabalho de Silva et al. (2021), foram utilizados um modelo animal de dieta
hiperlipidica para avaliar alteragcbes de parametros comportamentais e cerebrais.
Ainda, acredita-se que uma dieta rica em gordura pode alterar o perfil glicémico e levar
a genotoxicidade em camundongos Swiss machos, uma vez que sao palataveis e es-
timulam o consumo alimentar dos animais (Leffa et al., 2014).

Em uma pesquisa, investigaram os efeitos de uma dieta hiperlipidica no
ganho de peso e na regulagcédo do apetite em camundongos. Eles observaram que a
exposicao a uma dieta hiperlipidica levou a um aumento significativo no ganho de

peso e a alteragdes na expressao de genes relacionados ao apetite. Em outro estudo,
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investigaram os efeitos da obesidade induzida por dieta na fungao metabdlica e de-
monstraram que a dieta hiperlipidica levou a disfungdes no metabolismo de glicose e
insulina, contribuindo para a resisténcia a insulina (Buettner et al., 2007).

O consumo de dietas hiperlipidicas (DH) é capaz de ativar vias inflamato-
rias, aumentando a producéo e secrecado de citocinas pro-inflamatoérias em tecidos
periféricos e centrais, elevando o estresse oxidativo por aumento da produgédo EROs
nesses mesmos tecidos (Furukawa et al., 2004; Yang et al., 2010; Feillet-Coudray et
al., 2019). Com o aumento das EROs, ha interacdo com as macromoléculas, como
lipideos, proteinas e DNA. Acredita-se que a interacdo das EROs no DNA esteja en-
volvida no rompimento de pontes de hidrogénio entre duas hélices, na quebra de uma
ou das duas cadeias (fitas) de DNA e na formacéao de ligagdes cruzadas entre molé-
culas de DNA e proteinas. Todas estas alteragdes, direta ou indiretamente, influen-
ciam a expressao génica que pode levar a disturbios no metabolismo e ao desenvol-
vimento de doengas (Berra et al., 2006). Dessa forma, a DH é considerada uma dieta
eficaz para um modelo animal, a fim de estudar os mecanismos na instabilidade ge-

némica.

1.5. A EVOLUCAO DOS HIPOGLICEMIANTES E SEUS EFEITOS NA PERDA DE
PESO

Por todas as complicagdes que a obesidade causa, surge a necessidade
urgente de desenvolvimento e implementagdo de novas medidas preventivas e estra-
tégias de tratamento para combater o aumento e a prevaléncia em todo o mundo, pois
as consequéncias nao s6 acometem o sistema publico de saude, mas também geram
consequéncias econbmicas marcantes; sejam porque as despesas com o tratamento
da obesidade estdo aumentando devido as suas complicagdes a longo prazo e/ou
pelo surgimento de opgdes mais modernas e com pregos mais elevados no tratamento
medicamentoso (Rizza, 2010).

Hipoglicemiantes sdo medicamentos usados para tratar a hiperglicemia
(aumento do nivel de glicose no sangue) em pessoas com diabetes. Alguns desses
medicamentos podem ter um impacto na perda de peso, embora o efeito possa variar
dependendo do medicamento e das caracteristicas individuais. No estudo publicado
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na revista "Diabetes Care," pesquisadores conduziram um ensaio clinico com pacien-
tes com pré-diabetes e descobriram que a metformina estava associada a uma perda
de peso significativa e reduc&o na incidéncia de diabetes (Knowle et al., 2002).

Bayliss e Starling (1902), descreveram pela primeira vez a conex&o entre o
pancreas, o intestino e os hormdnios incretinas no inicio do século XX. O GLP-1 é um
hormonio produzido no trato gastrointestinal em resposta a ingestao de alimentos, e
desempenha um papel importante na regulagéo do apetite e do metabolismo e quando
o0 hormonio incretina, peptideo 1 semelhante ao glucagon (GLP-1) mostrou ser res-
ponsavel por até 70% da secrecao de insulina em resposta a ingestao de nutrientes,
se considerou o seu potencial como alvo terapéutico no diabetes tipo 2 e consequente
perda de peso, podendo tratar a obesidade. Os agonistas do receptor de GLP-1 (gli-
coproteina semelhante ao peptideo 1) sdo conhecidos por chamar a atencéo pela sua
capacidade de induzir a perda de peso em algumas pessoas, seja pela supressao do
apetite ou retardo do esvaziamento gastrico que mantém a saciedade por maior tempo
(Chacra, 2006).

Desenvolvidos a principio para tratamento do diabetes e prescritos como
“off-label’ para o tratamento da obesidade, os analogos do GLP-1 podem ser usados
a longo prazo, ou até mesmo de forma continua (Gomes e Trevisan, 2021). O uso off
label de medicamentos nada mais é do que a utilizagdo de um farmaco para condigdes
diferentes para o qual o mesmo foi desenvolvido e inicialmente aprovado para uso
(Guimaraes et al., 2021).

Desde entao, varias abordagens tém sido usadas para estender a meia-
vida do GLP-1 nativo, varias das quais resultaram em agentes farmacolégicos que
sao eficazes no tratamento da obesidade, sendo as terapias baseadas em GLP-1 um

avanco significativo no tratamento.

1.6. FARMACOLOGIA DA LIRAGLUTIDA

A liraglutida é um analogo de GLP1, sendo amplamente utilizada para o
tratamento da obesidade e do DM2. Ele foi o primeiro farmaco com agao do GLP-1RA
de acdo prolongada a se tornar disponivel para o tratamento de DM2 e obesidade,
recebendo autorizagdo de comercializagdo em 2009. Os analogos do GLP-1 sao dro-
gas potencialmente promissoras para perda de peso em adultos obesos ou com so-

brepeso e pelo menos uma comorbidade. Eles atuam também promovendo a perda
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de peso corporal; a supressao da liberagao de glucagon; a desaceleragdo do esvazi-
amento gastrico; a melhora a sensibilidade a insulina e, consequentemente, maior
sociabilidade e redugdo do consumo de alimentos (Barros et al., 2021).

O GLP1 € um hormoénio liberado pelas células L enteroenddcrinas, com
multiplas a¢gdes: estimula a secregio de insulina de maneira glicose-dependente, inibe
a secregao de glucagon e o débito hepatico de glicose, retarda o esvaziamento gas-
trico, provoca saciedade, melhora a sensibilidade periférica a insulina, com estimulo
a cardioprotegédo e neuroprotecdo. Fisiologicamente, o GLP1 é rapidamente degra-
dado pela enzima DPP4, por isso, vém sendo desenvolvidos analogos do GLP1 resis-
tentes a degradacdo pela DPP4, denominados analogos do receptor do GLP1
(GLP1RA) (Cuevas Fernandez et al., 2021). E uma substancia sintética que apresenta
97% de homologia com seu analogo, o GLP-1 (Lopes et al., 2020).

Estudos anteriores demonstraram que a liraglutida, numa dose de 3 mg por
dia, pode melhorar significativamente os niveis de glicemia e perda de peso, compa-
rada a outros analogos GLP-1. Além disso, identificou-se que a liraglutida possui efeito
neuroprotetor sobre os nervos e a cogni¢ao (Buse et al., 2009; Holscher, 2012). Os
GLP-1RAs de agao prolongada tém menos efeito no esvaziamento gastrico e nas ex-
cursdes pos-prandiais da glicose, mas um efeito mais pronunciado na glicemia de je-
jum e na perda de peso, diferente dos GLP-1RA de ag¢ao curta que sdo administrados
antes de uma refeigdo e tém um efeito maior no esvaziamento gastrico e na glicose
pos-prandial, principalmente apds a refeicdo (Lautenbach et al., 2022).

Os estudos clinicos realizados no Japao, tém demonstrado a eficacia da
monoterapia da liraglutida para a perda de peso e consequentemente para o controle
do DM2 (Zhao et al., 2014). Somado a isso, um estudo revelou que o tratamento com
liraglutida reduziu areas de gordura visceral e subcutanea abdominal (Garber et al.,
2009; Nauck et al., 2009). Portanto, a liraglutida pode ser um novo agente promissor
para o tratamento de DM tipo 2 e obesidade, que estdo associadas a um alto risco de
doencas cardiovasculares (Inoue et al., 2011).

Investigagdes intensivas mostraram um grande perfil de efeitos metabdli-
cos benéficos da liraglutida em modelos animais. Liu et al. (2019), mostraram que a
liraglutida pode regular positivamente a produgéao do fator de crescimento de fibroblas-
tos hepaticos 21 (FGF21) em modelo animal em camundongos. Em camundongos
tratados com dieta rica em gordura (DH), o tratamento diario com liraglutida (300

mg/kg de peso corporal), por 3 semanas resultou em FGF21 hepatico elevado e a
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expressao de genes relacionados ao metabolismo e tecidos adiposos foram benefici-
ados. Neste estudo concluiu-se que os 3 grupos experimentais mostraram expressao
elevada de genes que codificam piruvato desidrogenase quinase 4, enoil-CoA hidra-
tase e 3-hidroxiacil-CoA desidrogenase associada a concentragdes reduzidas de tri-
glicerideos no plasma. Importante ressaltar que a redugao de peso corporal nos ratos,
também foi observada.

No entanto, pouco se sabe sobre seus efeitos na genotoxicidade e muta-
genicidade, uma vez que ha poucos estudos avaliando a sua seguranga no DNA. Es-
tudos recentes mostraram que tratamentos com a liraglutida levaram a inibicédo da
proliferagdo celular e diminuicdo do risco de cancer de préstata, mama e pancreas
(Ligumsky et al., 2012; Zhao et al., 2014).

Por isso, o uso do farmaco vem sendo cada vez mais testado em neopla-
sias malignas, em virtude dos mecanismos moleculares de algumas patologias apre-
sentarem semelhancgas entre as vias utilizadas pelas células tumorais no desenvolvi-
mento do cancer (Gupta et al., 2002; Wurth et al., 2016).

Segundo Oliveira et al. (2020), que avaliou o efeito da liraglutida em células
de ratos submetidas a dano oxidativo induzido por peréxido de hidrogénios e os resul-
tados indicaram que a liraglutida foi capaz de reduzir o dano ao DNA nessas células.
Neste mesmo estudo, a liraglutida se mostrou capaz de reduzir significativamente o
dano oxidativo no DNA das células AGS tratadas com peréxido de hidrogénio. Além
disso, a liraglutida foi capaz de reduzir a produgdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) e aumentar a atividade das enzimas antioxidantes superéxido dismutase e ca-
talase e descobriram que ela ativou a via de sinalizacdo PI3K/Akt, que é conhecida
por ter um papel importante na protecao celular contra o estresse oxidativo (Oliveira
et al., 2020).

Em outro estudo, investigaram o efeito da liraglutida em células humanas
expostas a radiacao ionizante. Na pesquisa, as células humanas foram pré-tratadas
com a liraglutida antes da exposicéo a radiagao ionizante e os resultados mostraram
que o pré-tratamento com liraglutida reduziu significativamente o dano ao DNA nessas
células e diminuiu a taxa de apoptose induzida pela radiacéo (Battino et al., 2019).

E ainda, Yin et al. (2018), com achados in vitro e in vivo sugeriram que o
agonista do receptor de GLP-1, liraglutida, diminui o dano renal induzido por hipergli-
cemia, reduzindo a proliferagao de células mesangiais, albuminuria, estresse oxidativo

e citocinas inflamatérias. Mostrou uma expressiva reducéo do estresse oxidativo com
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uso da liraglutida em pacientes com DM2 independente do efeito redutor da glicose.
Além disso, um GLP-1 humano recombinante inibiu a proteina quinase C (PKC)-y,
mas aumentou a proteina quinase A (PKA), reduzindo o estresse oxidativo nos glo-
mérulos e tubulos em ratos diabéticos induzidos por streptozotocin (STZ).

Embora esses estudos sugiram que a liraglutida pode ter um efeito protetivo
no dano ao DNA, é importante destacar, que mais pesquisas sdo necessarias para

confirmar e elucidar os mecanismos envolvidos nesse efeito em diferentes tecidos.

1.7.  JUSTIFICATIVA

Sendo a obesidade uma epidemia global de saude, que representa uma
ameaca significativa para a qualidade de vida e o bem-estar da populagdo em todo o
mundo e sendo um fator de risco para uma série de comorbidades graves, incluindo
diabetes tipo 2, doencgas cardiacas, hipertensao, doencgas hepaticas, disturbios respi-
ratérios e até certos tipos de cancer, vé-se a urgéncia em buscar por abordagens mais
eficazes para o tratamento da obesidade.

A crescente prevaléncia da obesidade e suas ramificagdes para a saude
publica exigem a investigacao de intervencgdes terapéuticas inovadoras e a liraglutida
representa uma promissora linha de pesquisa nesse contexto. A liraglutida é um ago-
nista do receptor do GLP-1 (glucagon-like peptide-1), uma medicagado aprovada para
o tratamento do diabetes tipo 2. Além de sua eficacia no controle glicémico, a liraglu-
tida tem demonstrado beneficios adicionais na perda de peso em pacientes com ou
sem diabetes. Esses efeitos de perda de peso se tornaram um foco de interesse con-
sideravel no contexto da obesidade.

Diversos estudos clinicos e experimentais tém sugerido que a liraglutida
pode ser uma opc¢ao de tratamento promissor para a obesidade, especialmente
quando outras intervencdes nao produzem resultados satisfatérios. Essa medicagao
atua reduzindo o apetite, promovendo a sensacédo de saciedade e desacelerando o
esvaziamento gastrico, o que, por sua vez, pode levar a redu¢ao do consumo calérico
€ a perda de peso.

Além disso, a liraglutida também parece influenciar positivamente nos fato-
res de risco metabdlico associados a obesidade, como resisténcia a insulina e dislipi-
demia. Esses beneficios potenciais fazem da liraglutida um candidato interessante

para o tratamento da obesidade e suas comorbidades. Ainda a liraglutida, conforme
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diversos artigos, tem o poder de agado para diminuir esses eventos genotoxicos, po-
rém, necessitando de mais experimentos para avaliar o efeito protetor na instabilidade
genbmica, gerada através do modelo animal de obesidade, no consumo de uma DH.

Portanto, um estudo sobre obesidade e liraglutida se justifica plenamente,
pois pode fornecer dados valiosos sobre a eficacia e a seguranga dessa medicagao

no tratamento da obesidade.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da liraglutida na instabilidade genémica em camundongos

Swiss que receberam dieta hiperlipidica.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Quantificar o consumo alimentar e peso corporal dos camundongos Swiss que
receberam dieta hiperlipidica e tratados com liraglutida;

e Avaliar a genotoxicidade através do ensaio cometa em sangue total periférico
e figado de camundongos Swiss que receberam dieta hiperlipidica e tratados
com liraglutida;

¢ Investigar o efeito mutagénico na medula éssea de camundongos Swiss trata-

dos com dieta hiperlipidica e tratados com liraglutida.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.  ANIMAIS

Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as
recomendacdes internacionais para o cuidado e o uso de animais de laboratorio, além
das recomendacdes para o uso de animais do Conselho Nacional de Controle de Ex-
perimentagdo Animal (CONCEA), lei Arouca n® 11.794/2008. Este projeto foi aprovado
pela Comissdo de Etica para o Uso de Animais da Universidade do Extremo Sul Ca-
tarinense, com o protocolo 58/2022 (anexo A). Os animais foram obtidos do Centro de
Experimentagcdo Animal (CEA) da Universidade do Extremo Sul Catarinense e aloja-
dos em caixas de polietileno, com comida e agua controlada e mantidos em um ciclo
de 12 horas claro-escuro (07:00 as 19:00) (claro 7:00h), com temperatura controlada
de 23 £ 1°C. O tamanho amostral deste projeto foi de 24 animais de camundongos
Swiss machos entre 40 e 60 dias de vida. Os animais foram distribuidos randomica-

mente nas caixas conforme a dieta ofertada (dieta padrao ou DH).

3.2. GRUPOS EXPERIMENTAIS E DESENHO EXPERIMENTAL

Foram utilizados camundongos Swiss machos entre 40 e 60 dias de vida,
divididos em 4 grupos experimentais.
e Grupo 1 (Controle, n = 6): receberam dieta padréo do biotério e salina (0,9%)
via subcuténea;
e Grupo 2 (Dieta Hiperlipidica, n = 6): receberam dieta hiperlipidica e salina
(0,9%) via subcutanea;
e Grupo 3 (Liraglutida, n = 6): receberam dieta padréo do biotério e liraglutida
dose 0,15 mg/kg via subcutanea;
e Grupo 4 (Dieta Hiperlipidica + liraglutida, n = 6): receberam dieta hiperlipidica
e liraglutida 0,15 mg/kg via subcutanea.
O experimento teve duragdo de 20 semanas, onde foi dividido em duas
etapas (Figura 1):
Etapa 1: A primeira etapa teve duragdo de 16 semanas para indugao do
modelo animal de obesidade através do consumo de dieta hiperlipidica, onde durante

esse periodo os animais receberam dieta hiperlipidica ou dieta padrao do biotério,
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conforme os grupos citados anteriormente. Durante esse periodo foi controlado o con-
sumo alimentar, através da quantidade inicial e final da ragédo ofertada. Além disso, os
animais foram pesados no final do experimento.

Etapa 2: Nessa etapa, as dietas continuaram sendo fornecidas livremente
por mais 4 semanas, junto com a liraglutida (0,15 mg/kg) que também foi administrada
diariamente por 4 semanas. Os animais seguiram com a dieta e tratamento por um
total de 20 semanas. Os animais foram submetidos a eutanasia para as avaliacbes de

genotoxicidade e mutagenicidade através do Ensaio Cometa e Teste de Micronucleos.

(e ]

Grupo Controle Grupo 1 (n=6)

(n=12) (n=6) Dieta padrdo +
Dieta padréo Dieta padrao + salina Liraglutida (0,15mg/kg)
ETAPA 1 o eTaPA2 T i

—CGEED—

Eutandsia e

estruturas

Grupo .DH Grupo 2 Grupo 4
(n=12) (n=6) (n=6)
Dieta hiperlipidica Dieta hiperlipidica + salina Dieta hiperlipidica +

Liraglutida (0,15mg/kg)

Figura 1. Desenho experimental. Fonte: Autores (2023).

O inicio do experimento se deu quando os animais atingiram entre 40 e 60
dias de idade. Logo, foi iniciado o fornecimento da dieta hiperlipidica por 12 semanas.
Apos as 16 semanas, os animais continuaram recebendo por mais 4 semanas a dieta
hiperlipidica, junto com o tratamento com a liraglutida. Os animais foram pesados duas
vezes por semana.

Na 202 semana apés inicio do experimento, os animais sofreram eutanasia
por decapitagdo. No momento da eutanasia, foram coletados novamente amostras de
sangue para a realizagao do ensaio cometa. No mesmo dia da eutanasia foi realizada

a dissecacao do figado e medula éssea para o ensaio cometa e teste de micronucleos.
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3.3.  TRATAMENTOS

3.3.1. Dieta hiperlipidica

Os animais receberam via oral de forma livre durante 16 semanas a dieta
hiperlipidica. Estas dosagens e o tempo de tratamento foram escolhidas de acordo
com dados descritos previamente na literatura (Silva et al., 2021). A dieta padrao foi
adquirida de Puro Trato Nutrigdo Animal (cat. Puro Lab 22PB) Santo Augusto, RS,
Brasil (calorias provenientes de 50% carboidratos [amido e agucares], 27% proteinas
e 23% lipideos [gordura animal e 6leo de soja], totalizando 3,3 kcal/g). A aquisi¢do da
dieta hiperlipidica foi de PragSolug¢des Biociéncia, Jau, SP, Brasil (calorias provenien-
tes de 26% carboidratos [amido de milho e sacarose], 15% proteinas e 59% lipideos

[6leo de soja e banha], totalizando 5,3 kcal/g).

3.3.2. Liraglutida

A liraglutida foi administrada via subcuténea nos animais durante 4 sema-
nas, na dose de 0,15 mg/kg. Estas dosagens e o tempo de tratamento foram escolhi-

das de acordo com dados descritos previamente na literatura (Liu et al., 2022).

3.4. PESO CORPORAL E CONSUMO ALIMENTAR DOS ANIMAIS

Os animais foram pesados no final do tratamento. O consumo alimentar foi
calculado semanalmente, pela pesagem da quantidade total de alimentos (g) forne-
cida aos animais e subtraindo a comida (g) e liquidos (mL) do remanescente na gaiola,
sendo feita uma média do consumo alimentar por caixa e animal (Diniz et al., 2004,
2005).

3.5. ENSAIO COMETA

O Ensaio Cometa ocorreu sob condi¢des alcalinas, conforme descrito por
Collins et al. (2023). O sangue foi coletado e colocado em microtubos heparinizados
e refrigerados, e as amostras de figado foram dissecadas e imersas em tampao fos-

fato (PBS) refrigerado. Em seguida elas foram individualmente homogeneizadas com
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o auxilio de uma seringa, através do movimento de vai e vem, a fim de obter uma
suspensao celular.

As células do sangue (aliquotas de 5 pL) e as células obtidas da dissocia-
¢ao do figado (aliquotas de 10 pL) foram embebidas em agarose de baixo ponto de
fusdo (0.75%, w/v, 115 L ou 110 pL, respectivamente). A mistura foi adicionada a
uma lamina de microscépio pré-coberta com agarose de ponto de fusdao normal
(1,5%), coberta posteriormente com uma laminula e levada, entdo, a geladeira por
aproximadamente 5 minutos a 4°C para solidificagdo. Logo apds, as laminulas foram
cuidadosamente retiradas e as laminas imersas em tampao de lise (2,5M NacCl,
100mM EDTA e 10mM Tris, pH 10,0-10,5, com adi¢ao na hora do uso de 1% de Triton
X =100 e 10% de DMSO) a 4°C por um periodo minimo de 1 hora e maximo de 1
semana.

As laminas foram incubadas em solugao alcalina (NaOH 300mM e EDTA
1mM, pH>13) por 20 minutos para desenovelamento do DNA, seguido de eletroforese
a ~1V/cm por aproximadamente 20 minutos. Todas estas etapas foram realizadas sob
luz indireta fraca amarela. Posteriormente as laminas foram neutralizadas com 0,4M
Tris (pH 7,5) e, ao final, o DNA foi corado Sybr Gold (Invitrogen, EUA) para posterior
analise.

Para avaliacdo dos danos, as laminas foram visualizadas em microscopio
de fluorescéncia com ampliagdo de 200x utilizando o programa Comet Assay IV, onde
foram avaliadas 100 células/animal. As células foram classificadas de forma automa-
tica quanto as proporgoes do tail lenght (consiste na distancia do meio do nucleo até
o final da cauda em um) e tail moment (tail length x intensidade da fluorescéncia da
cauda), através do Tail Intensity (%).

Foram utilizados controles negativos e positivos para cada teste de eletro-
forese a fim de assegurar a confiabilidade do procedimento. Todas as laminas codifi-

cadas para analise as cegas.

3.6. TESTE DE MICRONUCLEOS (MN)

O teste de micronucleos foi realizado de acordo com o programa Gene-Tox
da Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA (Mavournin et al., 1990; Krishna e Ha-
yashi, 2000). O mesmo seguiu o protocolo sob numero 474 da Organizacao para a

Cooperacéo e Desenvolvimento Econdmico (a "OCDE"), atualizado em 2016. Sendo
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aceito e frequentemente revisado por agéncias internacionais e comités de harmoni-
zacao (OCDE, 2016).

Para a realizacao do teste foi realizada a extragao da medula éssea. Apos
a extracdo, um esfregaco foi preparado diretamente na lamina com uma gota de soro
bovino fetal. As laminas foram coradas com Giemsa 5%, secas e codificadas para
analises as cegas. Como uma medida de toxicidade na medula éssea, a relagao entre
eritrocitos policromaticos e eritrocitos normocromaticos (EPC/ENC), foi analisada em
500 eritrocitos/animal. A incidéncia de micronucleos (MN) foi observada em 4000
EPCs para cada animal (ou seja, 2000 a partir de cada uma das duas laminas prepa-
radas em duplicata), usando microscopio 6ptico de luz branca com ampliagdo de
1000x. O numero médio de eritrécitos policromaticos micronucleados (EPCMn) indivi-

dual foi utilizado como unidade experimental.

3.7. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como média * desvio padrdo da média. Foi ana-
lisado as variaveis quanto a normalidade da distribuicdo usando o teste de Bartlett’s.
Foi utilizado teste de variancia de uma via (ANOVA) com post hoc de Tukey. As dife-
rengas entre os grupos foram consideradas significativas quando os valores de P fo-

rem menores que 0,05 (p<0,05), utilizando o programa GraphPad Prism 5.0.
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4. RESULTADOS

4.1. CONSUMO ALIMENTAR E PESO CORPORAL DOS ANIMAIS

Os animais foram pesados no final do experimento conforme os tratamen-

tos alimentares, ou seja, dieta padrao e dieta hiperlipidica (Tabela 1).

Tabela 1. Consumo alimentar e peso corporal de camundongos que receberam dieta hiperlipidica e/ou

liraglutida.
Calorias
Tratamento Racao (g) ) Peso Corporal (g)
(kcal/dia)
Controle 54,71 £ 2,77 182,0 £ 10,77 32,23 £ 2,50

Dieta Hiperlipidica (DH) 29,64 + 2,15* 207,2 + 13,68* 36,05 + 2,28*

Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo da média (n = 6 animais por grupo). "Diferenga
significativa em relagdo ao grupo controle (test-t, p<0,05).

Na tabela 1, observamos através do consumo alimentar em gramas que o
grupo controle teve uma ingesta maior em relagédo ao DH. No entanto, ao avaliar o
consumo caldrico foi observado que a dieta hiperlipidica teve maior ingestao de calo-
rias em relagéo ao grupo controle. Em relagdo ao peso corporal, observou-se um au-

mento no grupo DH em relagdo ao grupo controle.

4.2. ENSAIO COMETA

Na figura 2, foram expressos os dados referentes ao ensaio cometa no
sangue total periférico através do Tail Intensity (0-100%). Observou-se um aumento
de danos em DNA no grupo da dieta hiperlipidica (DH), liraglutida e na dieta hiperlipi-
dica com uso da liraglutida em relagédo ao grupo controle.

Na figura 3, foram expressos os dados referentes ao ensaio cometa no fi-
gado e podemos constatar que houve um aumento de danos em DNA no grupo que
consumiu a dieta hiperlipidica em relagao ao grupo controle. Nao houve diferenga es-

taticamente significativa em relagéo ao tratamento com liraglutida.
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Figura 2. Tail Intensity (%) de células de sangue total periférico
de camundongos que receberam dieta hiperlipidica e/ou liraglu-
tida. Os dados estédo expressos como média + desvio padrao da
média (n = 6 animais por grupo). ‘Diferenca significativa em re-
lagdo ao grupo controle (ANOVA seguido pelo post hoc de
Tukey).
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Figura 3. Tail Intensity (%) de células de figado camundongos
que receberam dieta hiperlipidica e/ou liraglutida. Os dados es-
tdo expressos como média + desvio padrao da média (n = 6 ani-
mais por grupo). ‘Diferenga significativa em relagdo ao grupo
controle (ANOVA seguido pelo post hoc de Tukey).

4.3. TESTE DE MICRONUCLEOS
Na tabela 2, podemos observar o numero de eritrocitos policromaticos mi-

cronucleados (EPC/Mn) para avaliar possiveis efeitos mutagénicos causadas pela di-
eta hiperlipidica e pelo uso da liraglutida.
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Tabela 2. Numero de eritrocitos policromaticos micronucleados (EPCMn) observados nas amostras de

medula 6ssea de camundongos que receberam dieta hiperlipidica e/ou liraglutida

Tratamento EPCMn EPC/ENC
Controle 2,72+0,78 0,52 + 0,02

Dieta Hiperlipidica (DH) 3,20 £ 2,77 0,52 + 0,02
Liraglutida 3,00 + 2,07 0,52 + 0,06

DH + Liraglutida 3,0+1,67 0,55+ 0,02

Foram analisadas 4000 células por amostra e estdo demonstradas na tabela como média + desvio
padrao da média (n = 6 animais por grupo). Nao houve diferenga significativa.

Nao houve diferenga em relagao ao numero de micronucleos em eritrocitos
policromaticos. Em relagao a proporcdo EPC/ENC, ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos, demonstrando que a produgao de eri-

trocitos esta ocorrendo normalmente na medula 6ssea, sem indicios de citotoxicidade.
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5. DISCUSSAO

A relagao entre a dieta hiperlipidica e a instabilidade genémica € um tema
relevante e comumente utilizados em experimentos usando ratos, a fim de observar
os efeitos de diversos tratamentos e mecanismos que avaliam a reversdo do dano em
DNA nos animais que receberam DH. As dietas ricas em gordura, principalmente as
gorduras saturadas e acidos graxos livres, tém sido associadas a varios mecanismos
que podem levar a instabilidade genémica (Cabeco et al., 2010).

No atual experimento, podemos observar que a ingesta calérica foi maior
nos grupos que receberam dieta hiperlipidica, quando comparados com 0s grupos que
receberam dieta padrédo. A ingestao alimentar em gramas foi menor nos grupos que
receberam dieta hiperlipidica.

A DH afeta significativamente o ganho de peso corporal devido aumento da
ingesta caldrica/dia (Yin et al., 2018). Estudo descrito por Sampey et al. (2011), com-
para o impacto de uma dieta de cafeteria, que inclui uma variedade de alimentos ricos
em gordura e agucar, com uma dieta hiperlipidica tradicional em ratos. Os resultados
revelam que ambas sao eficazes para o ganho de peso e a inflamagao hepatica e
adiposa.

No atual estudo, foi observado um ganho de peso menor do que o relatado
em estudos anteriores, porém devemos levar em consideragcao que este parametro
guando associado ao indice de adiposidade e percentual de gordura para as avalia-
cbes das condi¢cdes de saude podem complementar a classificacao de obesidade. A
obesidade sendo uma condigao caracterizada pelo acumulo macigo de tecido adiposo,
tem como padrao ouro, a avaliacido da composicado corporal/ indice de adiposidade,
como principal diagndstico (Wanderley e Ferreira, 2010).

E importante ressaltar que dietas hiperlipidicas sdo caracterizadas por uma
alta proporcao de calorias provenientes de gorduras, em comparagao com carboidra-
tos e proteinas. A densidade caldrica pode variar dependendo da composicédo espe-
cifica da dieta, que em geral tem uma alta densidade caldrica devido a concentragao
de gorduras. Portanto, quando uma dieta é rica em gordura, ela naturalmente tera
uma alta densidade caldrica e isso significa que uma pequena quantidade de alimen-
tos ricos em gordura pode fornecer um grande numero de calorias. Essa alta densi-

dade caldrica das dietas hiperlipidicas pode contribuir para o ganho de peso, uma vez
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que uma maior ingestao de calorias do que o corpo requer, leva ao acumulo de gor-
dura. Além disso, dietas hiperlipidicas podem estar associadas a problemas de saude,
como obesidade, doencas cardiovasculares e resisténcia a insulina (Freitas et al.,
2014).

Quanto ao ensaio cometa feito no sangue, foram expressos os dados refe-
rentes a versao alcalina no sangue e podemos constatar que houve um aumento de
danos em DNA, tanto no grupo da dieta hiperlipidica (DH), no grupo que usou a lira-
glutida e no grupo dieta hiperlipidica com uso da liraglutida no tratamento, havendo
um aumento de dano significativo em relagdo ao grupo controle, ou seja, podemos
notar que a propria liraglutida foi causadora de dano, tanto quanto a DH. A de se
considerar que estudos que avaliam o impacto da liraglutida no dano ao DNA séao
poucos, comparado com diversos que ja comprovam sua eficacia no tratamento do
diabetes e na gestao do peso.

Quanto a abordagem sobre a relagao entre a dieta hiperlipidica e o dano
ao DNA, essa é complexa e envolve varios fatores. Dietas ricas em gordura, especi-
almente gorduras saturadas, podem desencadear uma série de mecanismos que con-
tribuem para o dano ao DNA. Isso inclui 0 aumento do estresse oxidativo, a inflamacgéao
cronica, alteragdes no metabolismo lipidico, desregulagao do sistema antioxidante e
efeitos diretos sobre 6rgaos como o figado. Além disso, os componentes da dieta hi-
perlipidica podem afetar a expressao de genes e a composigao da microbiota intesti-
nal, influenciando indiretamente a integridade do DNA. Esses fatores podem aumentar
o risco de condig¢des relacionadas a dieta, como cancer e doencgas cardiovasculares
(Yang et al., 2016).

Por ser uma medicagao nova no mercado e os experimentos envolvendo
danos em DNA ainda serem muito poucos, € importante haver mais experimentos
nesta tematica para o uso mais seguro da medicagao, bem como usufruir de todos os
beneficios e ter consentimentos dos efeitos colaterais.

Analisando o ensaio cometa no figado, constatamos um aumento de danos
em DNA no grupo que consumiu a dieta hiperlipidica, em relagdo ao grupo controle.
Danos no DNA no figado de ratos que consumiram uma dieta hiperlipica € comumente
visto em varios relatos, uma vez que o figado desempenha um papel central no me-

tabolismo lipidico e no processamento de gorduras (Oliveira, 2020).
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A dieta hiperlipidica, caracterizada por um alto teor de gorduras na alimen-
tacao, tem sido associada a danos no figado, incluindo esteatose hepatica nao alcoé-
lica, inflamagao e fibrose. Os mecanismos subjacentes a essa relagao incluem o acu-
mulo de gordura no figado, que sobrecarrega as células hepaticas, causando inflama-
¢ao, causando um aumento da produgao de espécies reativas de oxigénio no figado
e estresse oxidativo. Além disso, a disfungdo mitocondrial e 0 acumulo de lipidios em
macréfagos hepaticos contribuem para o dano hepatico (Browning e Horton, 2004).

Silva et al. (2020), investigaram os efeitos de uma dieta hiperlipidica e o
figado de ratos. Os ratos foram divididos em dois grupos, um grupo de controle que
recebeu uma dieta padrdao e um grupo experimental que recebeu uma dieta hiperlipi-
dica rica em gorduras saturadas e colesterol. Os ratos foram alimentados com suas
respectivas dietas por 12 semanas e os resultados revelaram que os ratos alimenta-
dos com a dieta hipelipidica apresentaram aumento significativo nos niveis de gordura
hepatica, indicando o desenvolvimento de esteatose hepatica ndo alcodlica. Além
disso, os ratos do grupo da dieta hiperlipidica mostraram evidéncias de inflamacgao
hepatica, como aumento nos marcadores de inflamagao, como interleucina-6 (IL-6) e
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) no figado. O dano ao DNA nas células hepaticas
foi avaliado utilizando um ensaio cometa alcalino. Os resultados demonstraram que
houve um aumento significativo na extensao da cauda do cometa, indicando danos
no DNA nas células do figado dos ratos que receberam a dieta hiperlipidica. Podemos
ver através da figura, que a liraglutida ndo apresentou diferenga significativa, cau-
sando danos ao DNA, tanto quanto os ratos que ingeriram a dieta hiperlipidica.

Para avaliar o efeito mutagénico utilizamos o numero de micronucleos em
eritrocitos policromaticos, que € um indicador comumente usados em estudos de ge-
notoxicidade e € capaz de refletir danos ao material genético das células, podendo ser
usado também para avaliar a eficacia de medidas de protecdo, como antioxidantes,
que tém como objetivo reduzir o dano genético causado por agentes genotoxicos.
Com o objetivo de avaliar possiveis efeitos mutagénicos causadas pela dieta hiperli-
pidica e pelo uso da liraglutida, constatou-se neste experimento que nédo houve dife-
rengca em relagdo ao numero de micronucleos em eritrocitos policromaticos e em re-
lagdo a propor¢cao EPC/ENC, nao sendo observadas diferencas estatisticamente sig-
nificativas entre os grupos, demonstrando que a producgao de eritrécitos esta ocor-

rendo normalmente na medula éssea, sem indicios de citotoxicidade.
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A relagao entre dieta hiperlipidica e genotoxicidade tem sido amplamente
investigada, pois em geral, as dietas hiperlipidicas podem estar associadas ao au-
mento do numero de micronucleos, sugerindo potenciais efeitos genotoxicos. No en-
tanto, é importante notar que os resultados podem variar dependendo das condicoes
experimentais, da composicéo da dieta hiperlipidica, do tempo de exposi¢cdo e das
caracteristicas dos modelos animais utilizados (Pacheco-Martinez et al., 2016).

Até o momento, ha poucos estudos que tenham apresentado resultados
demonstrando a mutagenicidade. A pesquisa nessa area tem sido limitada e, em
grande parte, tem destacado a presencga dessas estruturas celulares em contextos
variados. Santos (2017) avaliou a mutagenicidade dos efeitos da farinha de bocaiuva
em figados e intestinos de ratos Wistar tratados com DH (21 dias). Foi realizado o
teste de micronucleos e ndo observaram diferencas significativas no numero de mi-
cronucleo. Chaves (2016) avaliou a mutagenicidade dos efeitos da inalagdo do p6 de
carvao mineral em animais obesos e ndo obesos, sendo 0s animais obesos induzidos
por DH (28 dias). No teste de micronucleo nao foi observado diferengas significativas
no numero de micronucleos, em ambos os grupos de animais, corroborando com os
nossos resultados. Assim sugerimos que um tempo maior de tratamento com DH po-
deria aumentar o numero de MN, uma vez que a alimentagéao teria uma acgao indireta
e crbnica, diferente de um farmaco como o metilmetanosulfonato (MMS), agente sa-
bidamente genotdxico e mutagénico (Damiani et al., 2022).

No entanto, no ensaio cometa observa-se que a DH pode levar a genotoxi-
cidade, como observado no trabalho de Luciano et al. (2021) que avaliou em camun-
dongos obesos (obesidade induzida por uma dieta hiperlipidica de 4 meses) o efeito
do uso do gengibre (Zingiber officinale). Foi observado que a DH foi genotdxica no
sangue e levou ao aumento de citocinas pro-inflamatérias nos figados dos camundon-
gos com obesidade através da DH.

E fundamental ressaltar que a deteccdo de micronucleos é de grande im-
portancia na avaliagdo de danos genéticos e na compreensao de riscos associados a
fatores ambientais e exposigdes a agentes genotoxicos. Portanto, a realizagao de pes-
quisas abrangentes que abordem tanto a presenca quanto a auséncia de micronu-
cleos é crucial para uma compreensao completa dos efeitos potenciais desses fatores.
Estudos adicionais que se aprofundem nessa investigagao sdo necessarios para pre-

encher essa lacuna de conhecimento.
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A obesidade por si s6, € um fator que favorece um ambiente mutagénico
enddgeno na auséncia de uma exposigao evidente a mutagénicos exdégenos. Também
€ plausivel que o excesso de ingestao caldrica de gorduras na dieta utilizada neste
estudo, seja genotdxico e mutagénico. As gorduras s&o macronutrientes dietéticos
importantes e necessarios, mas sob condi¢des de ingestao excessiva, € possivel que
0 aumento da peroxidacao lipidica e 0 metabolismo excessivo dos acidos graxos atra-
vés da oxidagao ou por enzimas metabdlicas aumentem o conteudo sistémico de in-
termediarios genotdxicos. Assim, a genotoxicidade associada a dietas hiperlipidicas e
a obesidade sao areas de pesquisa em evolugao, que geram implicagdes para a sa-
ude humana e a compreensao dos efeitos da dieta na integridade do DNA (Pacheco-
Martinez et al., 2016).

Assim, a obesidade € um importante fator de risco para o desenvolvimento
de uma série de doencgas cronicas, incluindo varios tipos de cancer e que ocorrem
devido a producédo de metabdlitos reativos endodgenos, estresse oxidativo sistémico
e/ou inflamacgao sistémica uma dieta rica em gordura e calorias que induzem a obesi-
dade. A obesidade também pode aumentar a sensibilidade a agentes mutagénicos e
cancerigenos ambientais e outros fatores interajam para aumentar o risco de cancer
(Jeffery et al., 2006).

Em resumo, os resultados deste estudo demonstram que a dieta hiperlipi-
dica e o uso de liraglutida podem afetar a integridade gendmica, evidenciando a com-
plexa relagao entre alimentagao, saude e danos ao DNA. A obesidade e o consumo
excessivo de gorduras desempenham um papel fundamental nesse processo, desta-
cando a necessidade de pesquisas adicionais para compreender plenamente essas

interacdes e seus impactos na saude humana com as intervencodes utilizadas.



43

6. CONCLUSAO

Podemos concluir que a dieta hiperlipidica levou aumento de consumo ca-
l6rico e ganho de peso dos animais. Em relagdo a genotoxicidade observamos que a
DH pode levar a genotoxicidade no sangue e figado. No sangue, observamos um au-
mento de danos ao DNA no grupo tratado com liraglutida + salina e com DH. No en-
tanto, ndo observamos mutagenicidade. Dessa forma, com essa pesquisa, observa-
mos que a liraglutida na dose utilizada pode levar a instabilidade genémica em ca-
mundongos tratados com DH.

Dada a complexidade dos resultados, € fundamental conduzir estudos adi-
cionais, especialmente para explorar as diferentes doses de liraglutida, a fim de obter
uma imagem mais completa dos potenciais riscos a saude. A pesquisa continua sera
fundamental para esclarecer ainda mais as implicagdes desses resultados e para ga-
rantir a seguranga dos pacientes que utilizam a liraglutida como parte de seu trata-

mento na instabilidade gendmica.
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