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RESUMO

Introducdo: A frutose é um acucar simples, de ocorréncia natural,
metabolizada principalmente pelo figado e possui potencial lipogénico. Tem sido
amplamente utilizada na industria alimenticia ligado a glicose para formar sacarose,
contida em alimentos altamente processados e bebidas hipercaléricas. O selénio é
um micronutriente essencial com potencial antioxidante e anti-inflamatoério importante
na nutricdo humana e essencial em muitas funcdes bioldgicas. De grande importancia,
determina a expressao de selenoproteinas e desempenha um papel fundamental na
regulacao do nivel de espécies reativas de oxigénio (ERO) podendo reduzir o estresse
oxidativo e prevenir a lesdo hepatica. Objetivo: Avaliar o potencial protetor e/ou
redutor do selénio na esteatose hepéatica de peixes-zebra expostos a frutose.
Materiais e Métodos: Estudo experimental conduzido em peixe-zebra (Danio rerio),
de ambos 0s sexos, em quatro grupos: controle (C) — sem suplementacédo de selénio
e sem inducdo de esteatose; frutose (F) — sem suplementacdo de selénio e com
inducao de esteatose; selénio (SE2) - com suplementacao de selénio e sem indugao
de esteatose e frutose-selénio (F-SE2) - com suplementacdo de selénio e com
inducdo de esteatose. A esteatose foi induzida por exposicao a frutose 2% realizada
por 45 dias consecutivos apos 15 dias do inicio da dieta suplementada ou ndo com
selénio 2ug/g, totalizando 60 dias de experimento. No dia 61, animais foram
eutanasiados, pesados e medidos individualmente e apdés foi realizada a coleta dos
tecidos. Andlise histologica: 5 figados para cada tipo de analise (Hematoxilina &
Eosina e Oil Red), de cada grupo. Expressdo génica: 6 amostras (pool de 5 figados
por amostra). Resultados: Expressos em média e desvio padrdo para variaveis
quantitativas simétricas e mediana e intervalo interquartilico (IQR) das variaveis
guantitativas assimeétricas. Nao houve diferenca significativa no peso (C: 0,068+0,109;
F: 0,078+0,097; SE: 0,132+0,116; F-SE: 0,087+0,116). Houve diferenca significativa
no IMC (C: 0,0428+0,01027; F: 0,0474+0,00843; SE:0,0548+0,00960; F-SE:
0,0469+0,00850 p<0,001). Foi observado acumulo de lipideos nos hepatdcitos do
grupo frutose (p=0,018) quando comparados ao controle, sem melhora significativa
quando suplementado com selénio. Nao foram observadas diferengas significativas
para expressao génica de SEPP1 e GPx1 (p=0,311 e p=0,064 respectivamente).
Conclusdes: A suplementacdo de selénio 2ug/g por periodo de 45 dias, ndo foi
efetiva para protecéo da esteatose causada por frutose em peixe-zebra.



ABSTRACT

Introduction: Fructose is a naturally occurring simple sugar, metabolized
mainly by the liver and has lipogenic potential. It has been widely used in the food
industry linked to glucose to form sucrose, contained in highly processed foods and
high-calorie drinks. Selenium is an essential micronutrient with important antioxidant
and anti-inflammatory potential in human nutrition and essential in many biological
functions. Of great importance, it determines the expression of selenoproteins and
plays a key role in regulating the level of reactive oxygen species (ROS), which can
reduce oxidative stress and prevent liver damage. Objective: To evaluate the
protective and/or reducing potential of selenium against hepatic steatosis in zebrafish
exposed to fructose. Material and Methods: Experimental study conducted in
zebrafish (Danio rerio), of both sexes, in four groups: control (C) — without selenium
supplementation and without steatosis induction; fructose (F) — without selenium
supplementation and with steatosis induction; selenium (SE2) - with selenium
supplementation and without steatosis induction and fructose-selenium (F-SE2) - with
selenium supplementation and with steatosis induction. Steatosis was induced by
exposure to 2% fructose for 45 consecutive days, 15 days after starting the diet
supplemented or not with selenium 2ug/g, totaling 60 days of experiment. On day 61,
animals were euthanized, weighed and measured individually and after that tissue
collection was performed. Histological analysis: 5 livers for each type of analysis
(Hematoxylin & Eosin and Oil Red), from each group. Gene expression: 6 samples
(pool of 5 livers per sample). Results: Expressed as mean and standard deviation for
symmetric quantitative variables and median and interquartile range (IQR) for
asymmetric quantitative variables. There was no significant difference in weight (C:
0.068+0.109; F: 0.078+0.097; SE: 0.132+0.116; F-SE: 0.087+0.116). There was a
significant  difference in BMI (C: 0.0428+0.01027; F: 0.0474+0.00843;
SE:0.0548+0.00960; F-SE: 0.0469+0.00850 p<0.001). Accumulation of lipids was
observed in hepatocytes in the fructose group (p=0.018), without significant
improvement when supplemented with selenium. No significant differences were
observed for SEPP1 and GPx1 gene expression (p=0.311 and p=0.064 respectively).
Conclusion: Selenium supplementation 2ug/g for a period of 45 days was not effective

in protecting steatosis caused by fructose in zebrafish.

Keyword: Zebrafish; Fructose; Hepatic steatosis; Selenium.
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1. INTRODUCAO

Atualmente observamos uma epidemia mundial de obesidade, diabetes tipo 2
e sindrome metabdlica. A doenca hepatica gordurosa néo alcodlica (DHGNA) é uma
manifestacdo hepatica da sindrome metabdlica, sendo uma condigdo em que ocorre
a deposicdo aumentada de gordura nos hepatocitos, e pode compreender desde
esteatose simples até inflamacéao, fibrose, cirrose e hepatocarcinoma. Acomete cerca
de 25% da populacdo mundial, e recentemente estd aumentando entre criancas tendo
se tornado a doenca hepatica cronica mais comum na infancia e adolescéncia, assim
como entre adultos.

Na infancia, o aumento da obesidade tem impulsionado o desenvolvimento de
condigbes metabdlicas que promovem a DHGNA. O balango energético positivo,
impulsionado pelo aumento da ingestdo calérica e pela diminuicdo da atividade fisica,
sao pré-requisitos para o desenvolvimento da obesidade e da DHGNA, juntamente
com fatores genéticos e componentes do microbioma intestinal.

Inicialmente acreditava-se que o responsavel pela epidemia de obesidade
fosse 0 aumento do consumo de dietas ricas em gorduras observado no ultimo século.
A pouco se observou 0 aumento da obesidade juntamente com a liberagéo do uso da
frutose industrializada. Nas ultimas décadas constatou-se um aumento marcante na
ingestdo de agucar, impulsionado pela ingestdo de bebidas industriais acucaradas e
de alimentos altamente processados. A frutose, contida na sacarose, é metabolizada
principalmente no figado e possui elevado potencial lipogénico. A inadequacao
alimentar com a consequente geracao de alteracdes bioquimicas tais como espécies
reativas de oxigénio (ERO) é fator crucial de risco para esteatose hepatica.

A partir disso, o presente estudo teve como objetivo principal investigar a
influéncia do selénio que, por apresentar reconhecido poder antioxidante em seres

humanos, poderia proteger e/ou reduzir a esteatose hepatica em peixe-zebra.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. DOENCA HEPATICA

O figado é um 6érgdo essencialmente metabdlico com capacidade para
orquestrar um complexo conjunto de processos bioquimicos. Como resultado da
melhoria das condi¢cdes sanitarias, socioeconémicas e de comportamento social
houve, nos dltimos anos, uma mudanca significativa no padréo das doencas hepaticas
nos paises em desenvolvimento. Houve reducdo na frequéncia de doencas
infecciosas e aumento significativo no diagnéstico de doencas genéticas e
metabdlicas. O crescimento dramatico da obesidade associado a progressédo das
taxas de hospitalizacdo e de mortalidade por hepatopatia no Brasil demonstram a
relevancia do problema a ser enfrentado (NADER; DE MATTOS; BASTOS, 2014).

A doenca cronica do figado mais comum no ocidente, atualmente, € a doenca
hepatica gordurosa ndo alcodlica (DHGNA) reconhecida como um problema
importante de saude. Estima-se que ocorre, em termos globais, em 25% da
populacdo. (YOUNOSSI et al., 2016). No Brasil foi observada em aproximadamente
30% dos individuos adultos em atendimento ambulatorial (COTRIM et al., 2016). A
prevaléncia de DHGNA esta aumentando entre criancas e se tornou a doenca
hepatica crénica mais comum na infancia e adolescéncia, assim como entre adultos. A
DHGNA afeta 25% aproximadamente da populacdo global, mas a prevaléncia varia
consideravelmente por regido. E maior no Oriente Médio (32%) e América do Sul
(30%) e menor na Africa (13%). Na América do Norte e Europa, a prevaléncia é de
24% e é de 27% na Asia. A pandemia de sobrepeso e obesidade impulsiona o
desenvolvimento de condi¢cdes metabdlicas que promovem a DHGNA. Os encargos
econdmicos e de saude aumentam continuamente, também alimentados pelo boom
da obesidade infantil e pelo envelhecimento da populagéao (RIVES et al., 2020).

O acumulo de gordura nos hepatécitos € um achado histolégico comum,
determinado tanto por causas benignas quanto pelas mais complexas condi¢cdes
genético-metabdlicas. O denominador comum é a deposicdo aumentada de lipidios
no citoplasma dos hepatocitos, sobretudo de triglicerideos. Uma das entidades mais
comuns gue se caracteriza pela presenca de esteatose hepatica € a DHGNA, que ndo
afeta apenas o figado, mas envolve, em graus variaveis, outros 6rgaos tais como rins
e sistema cardiovascular (SOFTIC; COHEN; KAHN, 2016).
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O diagnostico de DHGNA, do ponto de vista histologico, baseia-se na presenca
de esteatose em mais de 5% nos hepatdcitos. E considerada uma condi¢do benigna
e geralmente assintomatica. No entanto pode evoluir para formas mais severas
quando, além da esteatose, apresentar dano hepatocelular, infiltracao inflamatéria do
parénquima (VANNI et al., 2010; CHALASANI et al., 2012; MCPHERSON et al., 2015)
passando a ser definida, como esteato-hepatite ndo alcodlica (EHNA). A progressao
da DHGNA pode conduzir ao desenvolvimento de cirrose e até de carcinoma
hepatocelular (RIVES et al., 2020).

Em torno de 20% dos pacientes com DHGNA apresentam progressao para
EHNA e desses, aproximadamente 40% evoluem com fibrose. 4% dos pacientes com
figado gorduroso néo alcodlico e 20% dos pacientes com EHNA desenvolvem cirrose.
Com o tempo, até 5% dos pacientes com EHNA experimentardo regressao
espontanea. A EHNA esta fortemente associada ao grau de fibrose hepéatica, que é
preditiva da mortalidade geral em pacientes com DHGNA (RIVES et al., 2020).
Atualmente EHNA é considerada uma das principais causas de cirrose e de
transplante hepético no Ocidente.

Muito recentemente essa entidade patolégica recebeu uma nova
denominacéo: MAFLD — Metabolic associated fatty liver disease, mas que ainda ndo
esta plenamente aceita (MOHAMMED ESLAM et al., 2020). Na definicdo classica de
DHGNA esta implicita a inexisténcia de consumo abusivo de &lcool, mas na recente
proposta de MAFLD o alcool pode coexistir. O diagnéstico MAFLD nao é mais “de
exclusao” e sim da presencga de alteragcdo metabdlica associada a esteatose.

A DHGNA pode ser considerada como a manifestacdo hepatica da Sindrome
Metabdlica e os principais fatores de risco incluem obesidade, dislipidemia e diabetes
mellitus (DM) (RIVES et al., 2020). Nos pacientes com DM cerca de 70% apresentam
DHGNA (ARAB et al.,, 2017). Embora a resisténcia a insulina, dislipidemia e a
obesidade sejam os mais conhecidos fatores de risco para DHGNA, a condicéo
também ocorre em pacientes sem aumento de peso. Pacientes com baixo indice de
massa corporal (<25 kg / m 2), também podem desenvolver esta patologia, uma
condigcéo conhecida como DHGNA magra (RIVES et al., 2020). Em estudo recente foi
comparada a variabilidade transcontinental das caracteristicas de pacientes obesos e
magros com DHGNA. Os autores demonstraram que o fenotipo dos individuos magros
com DHGNA ¢é variavel nos paises analisados; no Brasil, mas ndo na Franca, 0s

acidentes séo geralmente insulino-resistentes (OLIVEIRA et al., 2020).
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Os mecanismos da patogénese pelos quais ha o acumulo de lipidios intra-
hepatico sdo complexos e ndo bem esclarecidos. H4 aumento da liberacéo de acidos
graxos (AG) para o figado, assim como maior e mais intensa sintese de AG a partir
da lipogénese e/ou da diminuicdo da depuracao de lipidios (NASSIR et al., 2015).

A lipogénese de novo é um processo pelo qual os lipidios sdo sintetizados
endogenamente a partir de fontes alimentares, geralmente carboidratos ou depdsitos
de energia armazenados (SOFTIC; COHEN; KAHN, 2016).

A hipotese do “Multiple hit” ou dano mdltiplo considera varios elementos para o
desenvolvimento da DHGNA: dieta, fatores ambientais, resisténcia a insulina,
liberacdo de marcadores inflamatorios e alteracdes no microbioma intestinal (figura 1).
Além disso, h4 fatores genéticos e epigenéticos que podem influenciar a lipogénese
de novo (BUZZETTI; PINZANI; TSOCHATZIS, 2016).

Fatores genéticos e epigenéticos

71 Tecido Adiposo
Adipocinas - e s et
’ SN T Y Fatores da dieta
4 Lipolise 1 colesterol sérico r Obesidade

" 1 AGL séricos

Resisténcia a insulina

-
L

Microbioma
intestinal

4

TLPS
TPermeabilidad

(Inflamassoma)

Figura 1: Hipotese de “Multiple hit” para o desenvolvimento da DHGNA.

Fonte: Adaptado de BUZZETTI; PINZANI; TSOCHATZIS, 2016.

AGL, acidos graxos livres; TG, triglicerideos; DNL, lipogénese de novo; ERO, espécies reativas de
oxigénio; LPS, lipopolissacarideos; ER, reticulo endoplasmatico; UPR, resposta ao ndo dobramento

proteico; EHNA, esteato-hepatite ndo alcodlica; DHGNA, doenca hepatica gordurosa néo alcodlica.
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Uma analise de pacientes obesos com DHGNA constatou que, enquanto 60%
dos triglicerideos hepaticos sédo derivados de acido graxo livre do plasma, 26% da
gordura hepética nesses individuos é proveniente da lipogénese de novo e outros 15
% de gordura na dieta (SOFTIC; COHEN; KAHN, 2016).

A infiltracdo gordurosa do figado ocorreria em consequéncia da resisténcia
periférica a insulina e do hiperinsulinismo resultante. Haveria maior liberacdo de
acidos graxos do tecido adiposo para o figado, diminuicdo da beta-oxidacdo dos
acidos graxos além de defeito na secrecdo hepatica da lipoproteina de muito baixa
densidade(VLDL). O surgimento da lipoperoxidacdo e ativagcdo de enzimas
microssomais (citocromo P450), resultaria em estresse oxidativo e liberacdo de
citocinas com a consequente alteracdo da membrana celular, inflamagé&o e potencial
ativacdo de fibrogénese. Dentre os produtos que propiciam glicogénese e/ou
lipogénese um dos mais significativos, pela frequéncia do seu uso, é a frutose
(FEDERICO et al., 2021).

A frutose é um acgucar simples, de ocorréncia natural, amplamente utilizado na
indastria alimenticia ligado a glicose formando sacarose, contida em alimentos e
bebidas hipercaldricas (FEDERICO et al., 2021). E metabolizada principalmente pelo
figado em humanos e aumenta as taxas de lipogénese hepatica de novo por meio de
varios mecanismos: alterando a regulacéo transcricional e alostérica, interferindo na
deteccdo de energia celular e interrompendo o equilibrio entre a sintese lipidica e a
oxidacao lipidica (HENGIST; KOUMANOV; GONZALEZ, 2019).

Nas ultimas décadas, houve um aumento marcante na ingestdo desse acucar,
sendo impulsionado pela ingestdo de bebidas industriais acucaradas (SOFTIC;
COHEN; KAHN, 2016; TER HORST,; SERLIE, 2017). Antes de 1900, os americanos
consumiam aproximadamente 15g de frutose por dia (4% do total de calorias)
principalmente através do consumo de frutas e legumes. Na década de 1940, a
ingestdo de frutose aumentou para 24g por dia (5% das calorias totais); em 1977, o
consumo passou para 37g por dia (7% das calorias totais); e até 1994, 55¢g por dia
(10% do total de calorias). Atualmente os adolescentes consomem 15% do total de
calorias e 10% da populacdo consome 25% ou mais de suas calorias totais de agucar
refinado (SOFTIC; COHEN; KAHN, 2016). Estudos clinicos recentes e bem
embasados mostram que a reducdo da ingestdo de frutose tem efeito positivo na
prevencédo de DHGNA e de outras condic¢des relacionadas a obesidade (TER HORST;
SERLIE, 2017).
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Apesar da grande frequéncia de DHGNA e do progressivo conhecimento das
situacdes que estdo associadas a EHNA o tratamento dessa condicdo ndo é
plenamente satisfatério. Mudancas no estilo de vida, incluindo alteracdes na dieta e
na valorizacdo dos exercicios fisicos, acompanhados do controle de comorbidades
nao sao suficientemente eficazes ( NASSIR et al., 2015; ARAB et al., 2017).

2.2. FATORES ENVOLVIDOS NA PATOGENESE DA DHGNA

Diversos fatores estdo envolvidos na patogénese da doenca hepatica
gordurosa nao alcodlica (DHGNA), incluindo fatores metabdlicos, microbiota do
aparelho digestério e fatores ambientais (RIVES et al., 2020).

Sabe-se que nas sociedades ocidentais, atualmente, dietas ndo saudaveis,
falta de exercicios, tabagismo e consumo de alcool sédo fatores de risco que
contribuem para o desenvolvimento de doencgas crénicas. Em particular, o consumo
excessivo de frutose e acidos graxos saturados, combinado com estilos de vida
sedentarios, contribuiram para o aumento global da obesidade, da DHGNA e EHNA
(RIVES et al., 2020). A sobrecarga lipidica induz a lipotoxicidade que afeta diferentes
geradores de espécies reativas de oxigénio (ERO), como peroxissomos (RIVES et al.,
2020), mitocondrias e reticulo endoplasmatico (RE) dos hepatécitos (CICHOZ-LACH,;
MICHALAK, 2014). A geracdo de ERO desencadeia por meio de danos oxidativos as
proteinas a geracao de proteinas carboxiladas, mudancas na sensibilidade a insulina,
na atividade de enzimas-chave do metabolismo lipidico, na sinalizacdo do sistema
imunoldgico inato, nas respostas inflamatdrias e na apoptose hepatica. Altos niveis de
ERO aumentam o estresse oxidativo, contribuindo para o desenvolvimento e
progressado da DHGNA (RIVES et al., 2020).

Sob condicdes fisioloégicas saudaveis, as células sdo equipadas com
estratégias moleculares especiais que controlam o nivel de estresse oxidativo e
mantém um equilibrio entre particulas oxidantes e antioxidantes (CICHOZ-LACH,;
MICHALAK, 2014), necessarias para varios processos, como metabolismo celular,
diferenciacdo e sobrevivéncia celular, defesa imunologica e modulacéo da atividade
do fator de transcricdo e estado epigenético (RIVES et al., 2020). Uma quantidade
elevada de ERO é altamente toxica para as células (CICHOZ-LACH; MICHALAK,
2014).

O estresse oxidativo é considerado um dos fatores causadores de dano
hepatico (REZZANI; FRANCO, 2021). Um excesso de agentes oxidativos esta
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envolvido na peroxidacéo lipidica, o que aumenta a permeabilidade mitocondrial e
altera sua funcéo (CICHOZ-LACH; MICHALAK, 2014).

Membranas celulares e de organelas, devido ao alto teor de acidos graxos
poliinsaturados (PUFAs), sdo especialmente suscetiveis a danos por ERO. A
peroxidacdo lipidica € um processo no qual espécies reativas de oxigénio,
principalmente radicais livres, removem elétrons dos lipidios e subsequentemente
produzem intermediarios reativos que podem sofrer reac¢Bes adicionais. A
peroxidacgéo lipidica danifica diretamente os fosfolipidios e indiretamente proteinas e
acidos nucleicos. Os fosfolipidios oxidados também podem desempenhar um papel
importante em muitas doencas inflamatorias e frequentemente mediar alteracdes pro-
inflamatérias (SU et al., 2019).

Sob estresse oxidativo, a enzima antioxidante superoxido dismutase (SOD)
gera peroxido de hidrogénio (H 2 O 2) a partir do radical superéxido (O 2-7), que &
entdo processado em oxigénio (O 2) e agua (H 2 O) por meio glutationa peroxidase
(GPx) ou da enzima catalase. No interior das células, as ERO sao produzidas nas
mitocondrias, nos peroxissomos e no RE e citoplasma (figura 2). Altos niveis de ERO
alteram as organelas, aumentando o estresse oxidativo e criando um circulo vicioso
(RIVES et al., 2020).
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Figura 2: Representagdo esquematica do mecanismo de dano hepatico induzido por dietas.
Fonte: : Adaptado de KATOCH; PATIAL, 2021.
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SREBP-1c, inibidor da proteina 1C ligadora do elemento regulatério de esterol; ACC, acetil-CoA
carboxilase; ATP, trifosfato de adenosina; CPT1a, carnitina palmitoiltransferase 1A; ddit3, transcrito 3
induzivel por danos no DNA; FAS, acido graxo sintase; GPx1, glutationa peroxidase 1; grp78, proteina
regulada por glicose 78; IL-1B, interleucina 1B; IL-6, interleucina 6; keapl, proteina Kelch associada a
ECH 1; trxR2, tiorredoxina redutase 2; TNF-alfa, fator de necrose tumoral-alfa; TGF-B, fator de

transformacédo do crescimento beta

2.3.  SELENIO E SELENOPROTEINAS

Selénio é um micronutriente essencial com potencial antioxidante e anti-
inflamatério (MAIYO; SINGH, 2017) importante na nutricdo humana e essencial em
muitas fungdes bioldgicas (REJA et al., 2020), metabdlicas e fisiologicas em todas as
espécies de vertebrados (POLYZOS et al.,, 2020), incluindo os peixes (PETTEM,;
WEBER; JANZ, 2017).

E encontrado em duas formas diferentes, ou seja, organico e inorganico. As
formas orgéanicas de selénio estao presentes como selenocisteina e selenometionina
no corpo humano. Formas inorganicas como selenito e selenato se acumulam nas
plantas através do solo (HARIHARAN; DHARMARAJ, 2020).

O selénio inorganico é principalmente acumulado nas plantas pela via de
assimilacao do enxofre, enquanto os animais e 0s humanos consomem essas fontes
mais tarde como vegetais, carnes e suplementos dietéticos (HARIHARAN;
DHARMARAJ, 2020). Os frutos do mar e as carnes sdo 0s primeiros a serem incluidos
nos alimentos ricos em selénio. Os outros, incluem gréos, nozes (REJA et al., 2020),
laticinios, cereais, ovos (ROMAN; JITARU; BARBANTE, 2014), cogumelos, castanha-
do-paré e brécolis (HARIHARAN; DHARMARAJ, 2020).

De grande importancia, o selénio determina a expressao de selenoproteinas e
desempenha um papel fundamental na regulacédo do nivel de ERO (SHANG et al.,
2018), sendo considerado uma boa estratégia terapéutica para o tratamento de
distarbios hepéaticos (CICHOZ-LACH; MICHALAK, 2014). Shang et al. (2018), referem
gue as selenoproteinas podem reduzir o estresse oxidativo e prevenir lesdo hepatica.

Em 1973 o mecanismo biologico para as capacidades antioxidantes do Selénio
(Se) foi elucidado por Rotruck e colegas que demonstraram a incorporacao de Se na
enzima glutationa peroxidase (agora referida como glutationa peroxidase 1,
GPx1). Nos anos seguintes, mais proteinas contendo Se foram identificadas: a

selenoproteina P (SELENOP, anteriormente conhecida como SEPP1), seguida pela
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identificacdo de fosfolipidio hidroperoxido glutationa peroxidase (agora referida como
GPx4) (SHORT,; PILAT; WILLIAMS, 2018).

Segundo Misra et al. (2012), o selénio apresenta efeito antioxidante no figado,
aumentando a atividade do GPx, enzima que em situacao de esgotamento contribui
para a patogénese da inflamacdo hepatica e fibrose (POLYZOS et al.,, 2020).
Conforme ja referido, tem diversos papéis promissores no corpo humano, como
antioxidante, anti-inflamatério, anti-mutagénico, anti-carcinogénico, antiviral,
antibacteriano e efeitos antifungicos (MAIYO; SINGH, 2017).

A principal fonte dietética de selénio € a selenometionina (SeMet) (POLYZOS
et al., 2020). Nos hepatdcitos € metabolizada em seleneto através de transulfuracéo
para a sintese de selenoproteina (selenoproteina P - SEPP1/SelP), e enzimas,
incluindo glutationa peroxidase (GPx) (HARIHARAN; DHARMARAJ, 2020). Pettem et
al. (2017), reforcam a importancia inclusive para os peixes (PETTEM; WEBER; JANZ,
2017).

Para os peixes, em condi¢cbes fisiolégicas normais, séo requeridos
concentragdes dietéticas de 0,1 a 0,5 yg Se / g de massa seca (dm) para manter a
funcao normal da selenoproteina. Concentragdes superiores a 3 ug / g dm podem se
bioacumular rapidamente causando toxicidade para os peixes (MISRA et al., 2012;
PETTEM; WEBER; JANZ, 2017).

2.4. PEIXE-ZEBRA COMO MODELO DE DOENCA HEPATICA

O peixe-zebra, conhecido também como paulistinha ou peixe zebra, é um
pequeno teledsteo da espécie Danio rerio. E tropical de agua doce e se desenvolve
passando pelos estagios larval, juvenil e adultos. Em biotério, os peixes adultos (com
mais de 90 dias) inicialmente tem um tamanho médio de 2 a 3 cm quando criados em
condi¢bes ideais, mas continuam a crescer ao longo da sua vida, de 2 a 3 anos,
podendo alcancar tamanhos de até 4 a5 cm (NATH et al., 2012).

Descoberto no rio Ganges no final do século 19, peixes-zebra foram
inicialmente usados por embriologistas devido a sua capacidade de produzir grandes
guantidades de embrides transparentes. Apdés o0 primeiro relatério sobre o
desenvolvimento do peixe-zebra publicado na década de 1930, pesquisadores
usaram o peixe-zebra para estudar os efeitos das toxinas e alcool na embriogénese e
hepatocarcinogénese. A exposicdo dos animais a toxinas e produtos quimicos,

simplesmente adicionando compostos a cultura na agua facilita a sua utilizacao



19

(NATH et al., 2012). Estudos com o peixe-zebra ganharam importancia em 1981,
quando o professor da universidade de Oregon, George Streisinger, biblogo,
percebeu vantagens na utilizacdo do peixe em estudos genéticos, e publicou artigo na
revista Nature (HORSTGEN-SCHWARK, 1981). A partir de entdo, estudos
envolvendo o peixe-zebra cresceram de maneira extraordinaria (NATH et al., 2012).

O peixe-zebra tem atraido a atencdo da comunidade cientifica por ser de
pequeno porte, facil manutencdo, econdmico para criagcdo, com alta taxa de
reprodutibilidade e importante homologia com mamiferos (HAMMES et al., 2012).
Algumas das caracteristicas importantes do peixe zebra sdo: embrides transparentes,
prole numerosa (200 — 300 ovos cada 2 a 3 dias) e desenvolvimento rapido
(GOESSLING; SADLER, 2015) pois em 48 a 72 horas evolui do estado de ovo para
larva e tornando-se adulto aos 3 meses de vida (SILVEIRA; SCHNEIDER; HAMMES,
2012; HANYANG et al., 2017). Os 6rgaos do aparelho digestivo estdo desenvolvidos
nas larvas aos 5 dias pos fertilizacao.

Comparados com humanos, 0s peixe-zebra tem alta semelhanca com o
sistema digestorio em relacdo as funcdes absortivas e secretdrias. Nao possui
estbmago, indicando que a acidificacdo ndo seja necessaria para digestao e acredita-
se gue a funcionalidade do bulbo intestinal substitua esse érgdo (DAMMSKI et al.,
2011). Apresenta 70% de homologia com genes humanos (GOESSLING; SADLER,
2015; HANYANG et al., 2017).

A medida que a incidéncia de doencas hepatobiliares aumenta, precisamos
melhorar nossa compreensao dos fatores moleculares, celulares e fisiolégicos que
contribuem para a patogénese da doenca hepética, e o desenvolvimento rapido e
externo de embrides de peixe-zebra fornece uma vantagem para estudos de
crescimento e diferenciacédo de 6rgdos. O figado e outros 6rgdos internos podem ser
visualizados em larvas de peixe-zebra usando um microscoépio simples (GOESSLING;
SADLER, 2015).

O figado de peixe-zebra (figura 3) é organizado em 3 lobos contiguos (2 laterais
e 1 ventral) e esses lobos ndo possuem o pediculo, como no figado dos mamiferos.
Os hepatécitos do figado do peixe-zebra estdo dispostos em tubulos, com os ductos
biliares percorrendo entre 2 fileiras hepatdcitos (GOESSLING; SADLER, 2015).
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Figura 3: Anatomia comparativa de figados humanos e de peixe-zebra.
Fonte: Adaptado de GOESSLING; SADLER, 2015

Com excecédo das células de Kupffer, os outros tipos de células do figado de
mamifero estdo presentes no peixe-zebra (WANG et al., 2017). As células hepéticas
parecem desenvolver fungcdes semelhantes a dos hepatécitos dos humanos, incluindo
secrecao biliar, glicogénio e armazenamento lipidico, resisténcia a insulina,
metabolismo de xenobidticos e amobnia e secre¢éo de proteinas séricas, como fatores
de coagulacédo e complemento, transferrina e proteina semelhante a alboumina. Como
69% de todos os genes do peixe-zebra tém um ortélogo humano, mutacdes
relacionados ao figado em peixe-zebra podem ser investigadas por sua relevancia a
desordens humanas (GOESSLING; SADLER, 2015).
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3. JUSTIFICATIVA

O aumento do consumo de acucar observado no ultimo século tem despertado
grandes preocupacdes com relacédo ao efeito que pode desencadear no organismo,
dentre os quais podemos citar a DHGNA.

Este aumento se deve principalmente pelo crescente consumo dos alimentos
processados e altamente processados.

A frutose, monossacarideo presente na sacarose, € principalmente
metabolizada pelo figado e possui potencial lipogénico e consequentemente risco
para desenvolvimento da esteatose hepatica.

Atualmente, ndo dispomos de tratamentos satisfatorios para a DHGNA, por isso
a busca por alternativas terapéuticas é necesséaria.

O selénio é um micronutriente essencial para o organismo, que apresenta
poder antioxidante, podendo apresentar beneficios na reducéo da geracdo de ERO.

Até o presente momento, ndo foram identificados estudos avaliando de forma
isolada o poder da suplementacéo do selénio na protecao e/ou reducéo da esteatose
hepética em peixe-zebra. Desta forma, poderia apresentar valor a utilizacdo da

suplementacao de selénio como uma opcao terapéutica para a DHGNA.
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4. HIPOTESE
A hipotese deste estudo € que devido aos efeitos antioxidantes, o selénio pode
vir a contribuir para a protecdo e/ou reducdo da esteatose hepatica induzida pela

frutose, através da manutencao da homeostase redox.
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5. OBJETIVO

5.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da suplementacdo com selénio no tratamento da esteatose
hepética em peixe-zebra expostos a frutose.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Reproduzir o modelo animal de esteatose hepatica ndo alcodlica em peixes-
zebra expostos a frutose.

- Avaliar ganho de peso durante experimento e IMC ao término do estudo.

- Avaliar do ponto de vista histolégico a esteatose hepatica em peixe-zebra no
término do experimento.

- Analisar o efeito da suplementagdo com selénio no tratamento da esteatose
por meio de andlise histolégica hepética.

- Determinar expressao génica de SEPP1, GPx1, GPx4 e Seleno 15 nos quatro

grupos experimentais.
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6. MATERIAIS E METODOS

6.1. DELINEAMENTO DA PESQUISA

Estudo aninhado no Projeto: “Estudo do papel do selénio e das selenoproteinas
em peixe-zebra (Danio rerio)”, aprovado pelo CEUA Parecer 661/19.

Estudo experimental prospectivo em peixes-zebra submetidos a intervencao
com frutose por 45 dias apds 15 dias recebendo somente racéo especifica por grupo,
para andlise do efeito da suplementacdo de selénio no tratamento da esteatose
hepatica.

6.2. LOCAL

Os animais foram alocados no Biotério da Universidade Federal de Ciéncias da
Saude de Porto Alegre (UFCSPA) - 4° andar do prédio 3 - Sala do peixe-zebra.

As amostras do presente estudo foram analisadas nos seguintes laboratorios:

Laboratorio de Fisiologia Comportamental e Metabdlica da UFCSPA - 5° andar
do prédio 3 - Sala 502

Laboratério de Biologia Molecular da UFCSPA - 3° andar, prédio 3 — Sala 304

Laboratorio de Patologia da UFCSPA - 5° andar prédio 3 - Sala 514

6.3. AMOSTRA

Foram utilizados peixes-zebra (Danio rerio), ambos o0s sexos, adquiridos em
loja de aquarismo. Os peixes foram mantidos em aquarios (no maximo 5 peixes para
cada litro de 4gua), a 28°C + 2°C, com ciclo de 10 horas de escuro e 14 horas de luz
e aeracdo constante (Figura 4). Os peixes foram alimentados duas vezes ao dia com

racdo conforme grupo de experimento.

Figura 4: Aquarios do experimento
Fonte: Biotério UFCSPA
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O numero de animais utilizados para cada tipo de analise, teve como base
estudos prévios do grupo e da literatura. Para andlises histolégicas, o numero
amostral calculado foi de 5 peixes para cada tipo de analise (Hematoxilina & Eosina e
Oil Red), para cada grupo, sendo o total de 40 peixes. Para andlises de PCR, cada
amostra representou um pool de 5 peixes, sendo necessario 6 amostras por grupo,
sendo que o total de peixes utilizados foi de 120.

Uma margem de 20% foi calculada para a compra dos animais, visto que a
mortalidade dos peixes durante a aclimatacdo e o experimento é bastante variavel.

Segue na tabela 1 o nimero total de animais necessarios para a realizacdo das

analises.

Tabela 1: NUmero amostral de animais para as analises.

H&E | Oil Red | PCR Total
CT 5 5 30 40
F 5 5 30 40
SE-2 5 5 30 40
F-SE-2 5 5 30 40
160

O percentual de mortalidade foi de 11%.

6.4. DESENHO EXPERIMENTAL

6.4.1. ALIMENTAQAO DOS PEIXES

A racéo oferecida foi calculada semanalmente conforme o peso dos peixes. O
calculo utilizado foi de 5% do peso corporal por dia (LAWRENCE et al., 2012). Esta
alimentacao foi oferecida aos animais porcionada em duas vezes ao dia com ragdo
conforme periodo e grupo de estudo. A racao foi oferecida 1x pelo pesquisador e 1x
pelos técnicos do biotério. O tempo total do experimento foi de 60 dias para cada
grupo.

Os animais foram alimentados com racdo especifica para peixes,
encomendada em empresa especializada na confeccdo de ragcdes animais para
experimentos (DOMENEGHETTI& CORREA LTDA — ME).
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As racdes apresentam a mesma composicao, exceto com relacéo ao selénio,
ao qual a racdo suplementada recebeu o acréscimo de selénio 2ug/g de racao (tabela
2).

Tabela 2: Composicéo das ragfes padrédo / suplementada com selénio 2g/g.

Ingredients Content (%)
Fish meal 5.0
Soybean meal 594
Com 31.1
Soy oil 0.4
Dicalcium phosphate 2.6
Limestone 0.3
Mineral and vitamin mix" 0.5
F {}-5
BHT (antioxidant) 0.02

Wit A, 1,200,000 IU; Vit. D3, 200,000 UL; Vit. E, 12,000 mg:
Vit. K3, 2400 mg; Vit. B1, 4800 mg; Vit. B2, 4800mg: Vit. B6,
4000 mg; Vi, BI2, 4800mg; Folic acid, 1200mg; Calcium
pantothenate, 12,000 mg; Vit. C, 43.000mg; Biotin, 48mg; Cho-
line, 65,000 mg; Niacin, 24,000 mg; Iron, 10.000mg; Copper,
6000 mg; Manganese, 4000 mg: Zinc, 6000 mg; Iodine, 20 mg;

Cobalt, 2mg; Selenium, 20 mg.
L]

Racdo 1 (BASE): conforme tabela acima para ser usada nos peixes controles.

Racdo 2 =racdo 1 + suplementacdo de selénio em 2ug de selénio/g de ragdo ou 2mg/kg.

6.4.2. PESO E COMPRIMENTO

Todos os animais foram pesados no inicio do experimento, a cada semana e
ao término dos 60 dias do experimento.

A pesagem dos peixes foi realizada em uma balanca de precisdo (Marte,
Modelo AD3300), em um recipiente com apenas agua do aquario. Todos o0s peixes de
cada grupo foram retirados do aquario com uma rede apropriada, colocados nesse
recipiente para pesagem e rapidamente colocado de volta em um novo aquario, a fim
de que o estresse fosse minimo. Apds foi realizada a média de peso dos peixes de
cada grupo. No final do experimento, ap0s eutanasia, 0s peixes foram levemente
secos em papel absorvente e pesados individualmente colocados diretamente na
balanca.

A afericdo de comprimento dos animais foi realizada ao término do periodo de
experimentacdo (dia 61), através de uma régua. Apos eutanasia, 0s peixes foram

colocados lateralmente sobre uma régua para a medida do comprimento normalizado:
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medida do comprimento entre o ponto da extremidade do focinho e a extremidade
posterior da Ultima vértebra ou a extremidade posterior da parte lateral média da placa
hipural. Ou seja, esta medida exclui o comprimento da barbatana caudal (figura 5)
(COMISSAO EUROPEIA, 2016).

Comprimento
norrmalizado

—————————————————— Comptimento §  -= mm——————
forquilha

Cormprimento total o S ——-

_____________________

Figura 5: Avaliacdo ictiométrica dos animais.
Fonte: COMISSAO EUROPEIA, 2016

O indice de massa corporal dos peixes foi calculado, segundo Oka e
colaboradores, dividindo o peso do animal em gramas pelo seu comprimento
(comprimento normalizado) em centimetros ao quadrado (OKA et al.,, 2010;
GHADDAR et al., 2020).

6.4.3. INDUCAO A ESTEATOSE: PROTOCOLO DE FRUTOSE

Para a indugédo de esteatose foi utilizado frutose na concentracdo de 2%.
Diariamente foi preparado aquério com frutose 2%, onde 0s animais permaneciam por
10 minutos. Apés este periodo os peixes passavam por aquario de limpeza por 5
minutos e retornavam para o aquario de domicilio devidamente limpo.

A agua dos aquarios domicilio foi trocada diariamente a fim de eliminar excesso

de componentes do experimento.

6.4.4. GRUPOS EXPERIMENTAIS
Os animais foram divididos em quatro grupos (tabela 3) e mantidos 15 dias
somente recebendo as racgdes. A partir do 16° dia, iniciou-se a exposicéo a frutose por

45 dias, totalizando 60 dias de experimento para cada grupo.



28

Apoés cada experimento, os animais foram eutanasiados e os tecidos retirados

para posteriores analises histologicas e de expressao génica.

Tabela 3: Grupos experimentais.

Grupo Descrigcéo

Controle (CT) Animal controle sem suplementacdo de selénio e sem
inducdo de esteatose hepatica.

Frutose (F) Animal controle sem suplementacao de selénio e
COM inducéo de esteatose hepatica.

Selénio 2ug (SE) Animal controle com suplementacédo de selénio na
dose de 2ug de selénio/g de dieta e sem inducéao de
esteatose hepatica.

Frutose + Selénio 2ug Animal com suplementacéo de selénio na dose de

(F-SE) 2ug de selénio/g de dieta e COM inducdo de
esteatose hepatica.

6.4.5. EUTANASIA E COLETA DE MATERIAIS

Para eutanasia, os animais foram colocados em um recipiente com agua e
solucdo de eugenol (6leo de cravo) adquirido comercialmente (CONCEA, 2015).
Como o 6leo de cravo é insoluvel em agua, foi preparada uma solucdo estogue com
alcool etilico. Esta solugcédo consiste de 1-3ml de 6leo de cravo diluidos em 10ml de
alcool etilico. Para eutanésia, foram colocados 10ml dessa solucdo estoque em 1 litro
de 4gua gelada. Cada animal foi imerso nessa solucédo até a perda de equilibrio e a
parada da abertura das guelras (FAVORETTO; SEABRA; OLIVATO, 2019).

Os peixes foram mantidos em jejum por 24 h antes da eutanasia. Apés, 0s
animais foram pesados e medidos. Logo em seguida colocados em decubito lateral a
direita e fixados com agulha em chapa de isopor coberta por papel manteiga. A fixacao
foi feita pela sua nadadeira caudal e a outra no olho.

A retirada do figado ocorreu em 3 etapas:

- Etapa 1: incisdo com micro tesoura a partir do ventre do peixe, imediatamente
anterior ao anus. O corte seguia ao longo do abdome em direcdo ao opérculo - 0

revestimento rigido sobre as guelras proximo a nadadeira peitoral (Figura 6 - etapa 1).
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- Etapa 2: do opérculo o corte subia até a parte posterior da cabeca, seguia
subjacente a coluna (em direcdo a nadadeira dorsal) e entdo descia até a nadadeira
anal.

- Etapa 3: O fragmento foi retirado com auxilio de pinca de microcirurgia no

sentido cabeca-cauda (Figura 6 - etapas 2 e 3).

Figura 6: Remocao da pele e dos musculos da parede corporal para expor os 6rgéos internos.
Fonte: Adaptado de GUPTA; MULLINS, 2010

A pele e os musculos subjacentes da parede lateral do peixe foram removidos,

deixando os 6rgaos internos visiveis.

6.4.6. ANALISE HISTOLOGICA

Para andlise histologica os figados foram removidos com auxilio de pinca e
alfinete e armazenados em paraformaldeido 4% tamponado - pH 7,2. Permaneceram
nesta solucdo em refrigeracdo de 2 a 8° C por 48h. Transferidos para solucédo de
sacarose 30% com solucdo de azida de sodio, mantidos também em refrigeracéo de
2 a 8° C por 2 a5 dias até a peca submergir.

As pecas foram retiradas da sacarose e secadas em papel absorvente. Foi
acrescentada solugéo de Tissue Tek nas amostras e apos realizado o congelamento
em camara fria a -26°C por 15 a 30 minutos. Em seguida foi realizado o corte no
criostato com espessura de 5 micrometros para H&E e 10 micrometros para Oil Red.
As laminas permaneceram por 24h em temperatura ambiente e apos armazenadas
em freezer a -20°C até realizagdo das coloracdes.

Oil Red: As laminas contendo o material congelado foram lavadas em agua
destilada e colocadas em propileno glicol absoluto por 2 minutos. Apos foram
colocadas em solucao de Oil Red por 16h e em solucao de propilenoglicol a 85% por
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1 minuto. ApdGs foram enxaguadas em agua destilada (2 trocas), coradas em solucéo
de hematoxilina de Mayer por 15 a 60 segundos e enxaguadas com agua destilada
(vérias trocas). O fechamento das laminas foi realizado com meio de montagem
(resina) e laminula.

Hematoxilina e Eosina: As laminas foram desidratadas em alcool etilico 100%
por 5 minutos e lavadas em agua destilada por 2 minutos. Apés lavagem, foram
coradas em Hematoxilina por 90 segundos, e lavadas em agua sem agitar, até
completa remogao da hematoxilina. Em seguida foram coradas em eosina por 60
segundos, e desidratadas em alcool etilico 5x por 2 minutos cada (50%, 70%, 80%,
100%I, 100%ll respectivamente). ApOs desidratacdo, foi realizada a fixacdo do
corante e conservacao do material em xilol 2x por 5 minutos cada. As laminas foram
mantidas no xilol até fechamento.

A avaliacao histoldgica foi feita por patologista cegada quanto aos grupos para
analise das eventuais alteracbes hepaticas. As imagens foram capturadas em
microscoépio (Leica DM6-B - [ampada dfc7000-T — sistema operacional Leica Las X)
com aumento de 20X em lente 10x sendo amplificagao 200x.

6.4.7. ANALISE DA EXPRESSAO GENICA

Extracdo de RNA

Foi adicionando 750uL de trizol para cada tecido e homogeneizado até
completa dissolugdo com pistilos para microtubos. ApGs 2 a 3 minutos em temperatura
ambiente, foi adicionado 150uL de cloroférmio e agitado vigorosamente por 15
segundos. ApGs 2 a 3 minutos em temperatura ambiente, foi colocado em centrifuga
refrigerada a 4°C, a 12000xg (rcf) por 15 minutos.

Ap6s foi retirada a fase aquosa (sobrenadante) com auxilio de pipeta para um
tubo limpo. Adicionado 375uL de isopropanol e agitado no vortex por 15 segundos.
Apds 10 minutos em temperatura ambiente, foi levado para centrifuga a 4°C, a
12000xg (rcf) por 10 minutos para formacao do pellet (RNA). Apds este processo foi
retirado o sobrenadante por inverséo do tubo.

Adicionado etanol 75% e agitado com cuidado para soltar o pellet. Colocado na
centrifuga refrigerada a 4°C, 7500xg (rcf) por 5 minutos. Desprezado o sobrenadante
por inversao e retirado o restante com pipeta. Colocado para secar em banho

seco por aproximadamente 5 minutos a 50°C. Acrescentado 20uL de agua Milli-Q®
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e aquecido em estufa por 5 minutos a 50°C para completa dissolucdo. A quantificacéo
de RNA presente na amostra foi feita utilizando um nano espectrofotbmetro (BioSpec-
nano Shimadzu Biotech).

Sintese de cDNA

Foi utilizado o kit comercial GoScript™ Reverse Transcriptase (Promega USA).
O procedimento foi usado para converter o RNA usando Primer Oligo (dT)15 em cDNA
de primeira cadeia. O RNA e misturas de primers [Oligo(dT)15 (0,5ug/reacao) e agua
livre de nuclease] foram incubados a 70°C por 5 minutos e armazenado em gelo por
5 min e apds, a mistura de transcricdo reversa foi adicionada. O volume de agua e
RNA foi calculado proporcionalmente para uma conversao de até 5ug de RNA total.

A mistura da reacédo de transcri¢do reversa foi preparada gerando um volume
de 12pl para cada reacdo de cDNA (GoScript™ 5X Tampéao de reacédo (4ul) , MgClI2
(1,2ul), mistura de nucleotideos de PCR (1ul), Transcriptase reversa GoScript™ (1pl).
O volume final da sintese de CDNA foi de 20,2ul. O procedimento foi realizado de
acordo com Kits do sistema de transcricdo reversa GoScript™.

RT-qPCR

Foi realizado utilizando GoTaq® gPCR Master Mix (Promega USA). O sistema
contém um corante fluorescente de ligacdo ao DNA, o BRYT Green® Dye. Preparada
mistura de reacdo combinando Go Taq gPCR Master Mix, agua livre de nuclease e
primers (tabela 4) na seguinte ordem:

GoTaq gPCR Master Mix — 7,5ul X n amostra + 2 para possiveis perdas de
pipetagem

ROX — 0,1ul X n de amostras

Forward Primer — 0,5ul X n de amostras

Reverse Primer — 0,5ul X n de amostras

Nuclease free water — 5,4ul X n de amostras

14ul do Master Mix foi adicionado em cada pocgo e apés adicionado 1pl da
amostra de cDNA na mistura. Selada a placa e centrifugada em baixa velocidade por
1 minuto. Programado o termociclador com as condicbes de ciclagem térmicas
desejada de acordo com as instrucbes do fabricante. A reacédo foi realizada em

termociclador (StepOnePlus™ Real-Time PCR System, Applied Biosystems™ USA).
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Tabela 4: Sequencias primarias especificas de genes para PCR em tempo real

Gene |GenelD Sequéncia

B-Actin | AFO57040 F: AAGATCAAGATCATTGCTCC R: CCAGACTCATCGTACTCCT

GPx1 |AW232474 F: AGATGTCATTCCTGCACACG R: AAGGAGAAGCTTCCTCAGCC

GPx4b |BC095133.1 |F: TGAGAAGGGTTTACGCATCCTG |R: TGTTGTTCCCCAGTGTTCCT

SEPPla |NM178297.3 |F: AGGAGCCCGCTGTAAACTTC R: GGAGGTAAGCCACCACTGTC

Sepl5 [NM_178294.5 | F: GCGTCATATGGAGCAGAGCT |R: AGCCCCTCAGCAACAATCAA

B-actin foi medida e usada para normalizar os niveis de expressdo dos genes pesquisados
usando o método 224CT,

F, primer direto; R, primer reverso

6.5. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados das variaveis categoricas foram apresentados em frequéncia
absoluta e relativa e das quantitativas simétricas em média e desvio padrao e mediana
e intervalo interquartilico (IQR), quando assimétricas. A normalidade foi verificada
pelo teste Shapiro-Wilk. Os grupos foram comparados pela andlise de variancia
(ANOVA), com teste de Tukey para as comparacfes multiplas e para a intensidade
da reacdao foi usado o teste de Kruskal-Wallis com teste de Dunn para as comparacoes
multiplas. O nivel de significdncia adotado foi de a = 0,05. As analises foram
realizadas no software estatistico SPSS (IBM SPSS Statistics for Windows, Version
25.0. Armonk, NY: IBM Corp.).

6.6. CONSIDERACOES ETICAS

Todos os procedimentos foram realizados em conformidade com a legislacao
vigente no Brasil (Lei 11.794, de 08 de outubro de 2008) que estabelece
procedimentos para o uso cientifico de animais e segue regulamentos da utilizacdo
humanitaria dos animais das resolucfes normativas n°12 (Diretriz Brasileira para o
Cuidado e a Utilizagdo de Animais para Fins Cientificos e Didaticos -
DBCA)(CONCEA-MCT, 2016) e n°13 (Diretrizes da Préatica de Eutanéasia) do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal - CONCEA. O projeto
“Estudo do papel do selénio e das selenoproteinas em peixe-zebra (Danio rerio)”, foi
aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFCSPA com Parecer
n° 661/19;
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7. RESULTADOS

O presente estudo utilizou 160 peixes, sendo 120 para as analises bioquimicas
e 40 para as histologicas. A coleta do material foi realizada no 61° dia de experimento
em que os peixes foram divididos em quatro grupos: controle (CT), frutose (F), selénio
2 ug (SE-2), frutose+selénio (F-SE2).

Peso e IMC dos Animais

O peso dos animais foi aferido antes e depois do periodo experimental. O indice
de massa corporal (IMC) foi calculado dividindo-se o peso corporal (g) pelo quadrado
do comprimento (cm?) (OKA et al., 2010; GHADDAR et al., 2020).

N&o houve diferenca significativa no ganho de peso entre os grupos (p= 0,108).
O teste estatistico utilizado foi ANOVA (tabela 5 / figura 7).

Tabela 5: Média de ganho de peso de peixe por grupo.

Grupo n Média DP IC95% p-valor
Controle 30 0,068 0,109 0,028 0,107
Frutose 30 0,078 0,097 0,043 0,114
Selénio 2ug 30 0,132 0,116 0,089 0,175 0,108
Frutose + Selénio 30 0,087 0,116 0,044 0,130

2ug

Teste ANOVA foi utilizado para a analise estatistica dos dados (p = 0,108).

Média de Ganho de Peso por Peixe

0,30000
0,25000
0,20000
0,15000
0,10000
0,05000
0,00000
-0,05000 Controle Frutose Selénio 2ug Frutose - Selénio

-0,10000 2ug
Grupos

Ganho de Peso (g)

Figura 7: Média de Ganho de peso por peixe — comparacdo de ganho de peso por peixe entre 0s
grupos controle, frutose, selénio 2ug e frutose + selénio 2ug. Teste utilizado para analise estatistica
dos dados teste ANOVA (p=0,108)
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Ao analisar a comparacdo do IMC dos grupos foi observada diferenca
significativa nesta medida. Foi observado maior IMC para o grupo SE-2 (0,0548 +
0,00960 g/cm?, p<0,001), quando comparado aos demais grupos. O teste estatistico
utilizado foi o teste de Tukey (tabela 6 / figura 8).

Tabela 6: Média de IMC dos grupos ao final do experimento.

Grupos N Meédia DP IC95% p-valor
Controle 31 0,0428 0,01027 0,0390 0,0466 <0,001
Frutose 31 0,0474 0,00843 0,0443 0,0505
Selénio 2ug 31 0,0548 0,00960 0,0513 0,0583
Frutose + Selénio2ug 31 0,0469 0,00850 0,0438 0,0500
Total 124 0,0480 0,01010 0,0462 0,0498

Teste utilizado para andlise estatistica dos dados teste Tukey (p<0,001).

IMC no dia da coleta

0,0800
*
— 0,0600
NE I H Controle
O
E 0,0400 Frutose
Q .
= Selénio 2ug
= 0,0200
B Frutose-Selénio 2ug
0,0000

Grupos

Figura 8: IMC no dia da coleta - Média por peixe — comparacao da média do IMC por peixe aos 61 dias
entre 0s grupos controle, frutose, selénio 2ug e frutose + selénio 2ug.

Teste utilizado para andlise estatistica dos dados teste Tukey (*p<0,001).

Analise histolégica

Na avaliacéo histolégica dos figados foram utilizadas as técnicas de coloracao
Hematoxilina & Eosina e Oil Red. Houve acumulo de lipidio no figado dos peixes
expostos a frutose (F). Foi constatada presenca de goticulas de gorduras indicando
esteatose de ambos os tipos, macro e microvesicular. A presenca de gordura foi

comprovada pela coloracéo especifica de Oil Red. As alteracdes hepaticas dos grupos
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selénio 2ug (SE) e frutose+selénio 2ug (F-SE), exibiram menor intensidade quando
comparados com aquelas do grupo F e maior quando comparados com O grupo

controle (C) (figura 9 e 10).

Figura 9: Fotomicrografia de figado de peixe-zebra com a coloracdo de HE.

A- Controle; B- Frutose; C- Controle mais selénio; D- Frutose mais selénio. Nucleo centralizado (seta
amarela). Esteatose microvesicular (seta azul). Esteatose macrovesicular (seta vermelha). Goticulas de

gordura agrupadas (seta verde). Amplificacdo 200x.
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A) 7 B)

Figura 10: Fotomicrografia de figado de peixe-zebra com a coloracdo de Oil Red.
A- Controle; B- Frutose; C- Controle mais selénio; D- Frutose mais selénio. A coloragdo avermelhada no

citoplasma das células indica depésito de gordura. Amplificagdo 200x.

Ao analisarmos os dados histolégicos (analise quantitativa por intensidade de
reacdo) observa-se que os animais do grupo F, apresentaram esteatose apos 45 dias
de exposicao a frutose apresentando diferenca significativa do controle (p=0,018), e
que os do grupo SE e F-SE apresentaram reducdo da esteatose com a racao
suplementada com selénio, porém sem significAncia estatistica. O teste estatistico

utilizado foi teste de Kruskal-Wallis com teste Dunn de post-hoc (tabela 7).

Tabela 7: Resultado da analise com Oil Red: comparagédo entre 0s grupos.

Grupos n Mediana IQR p-valor

Selénio 2ug: 5 2+ 1+ 3+ ab

Frutose+Selénio 2ug: 5 2+ 1+ 3+ ab
0,018

Controle: 4 1+ 1+ 1+

Frutose: 5 3+ 2+ 3++ a

Medianas que compartilham letras ndo diferem entre si: Teste de Dunn
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Andlise da expressao génica

A analise da expresséao génica foi realizada para os genes SEPP1, GPx1, GPx4
e Sepl5. Os genes GPx4 e Sepl5 n&o amplificaram.

A expressdao do gene SEPP1 apresentou maior expressao no grupo
suplementado com selénio seguido por frutose (F) e frutose+selénio 2ug (F-SE),
porém nao apresentou diferenca estatisticamente significante (p=0,311). O teste
realizado foi ANOVA (tabela 8 / figuras 11).

O gene GPx1 apresentou regulagdo negativa no grupo suplementado com
selénio, e maior expresséao nos grupos frutose (F) e frutose+selénio 2ug (F-SE), porém
estatisticamente ndo apresentou diferenca significante (p=0,064). O teste realizado foi
ANOVA (tabela 8 / figuras 12).

Tabela 8: Andlise da expresséo génica da SEPP1 e GPx1 no figado.

N Média DP F p-valor

ACT SEPP1A CT 5 0,1292 0,36388 1,307 0,311
FRUT 4 -0,1914 0,56647
SE 4 -0,5180  0,32705
FRUT+SE 5 -0,1585 0,61684

FC SEPP1A CT 5 1,0274 0,28426 1,241 0,332
FRUT 4 1,3212 0,49602
SE 4 1,5984  0,39325
FRUT+SE 5 1,3127 0,55255

ACT GPx-1 CT 5 -0,0623 0,16980 2,957 0,064
FRUT 4 -0,5168  0,54590
SE 5 0,2511  0,58478
FRUT+SE 6 -0,4735 0,48211

FC GPx-1 CT 5 1,0058 0,12495 2,387 0,129
FRUT 4 1,4448 0,53118
SE 5 0,8625 0,37996

FRUT+SE 6 1,3945 0,48091
Teste ANOVA foi utilizado para a analise estatistica dos dados.
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Figura 11: Expressédo génica da SEPP1 no figado.

Teste ANOVA foi utilizado para a analise estatistica dos dados.
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Figura 12: Expressao génica da GPx1 no figado.
Teste ANOVA foi utilizado para a analise estatistica dos dados.
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8. DISCUSSAO

O presente estudo se propds a investigar o efeito da suplementacéo de selénio
no tratamento da esteatose hepética em peixe-zebra expostos a frutose, por meio da
avaliacdo histologica e da expresséo de genes envolvidos no metabolismo do selénio.
Embora varios estudos sobre esteatose causada por diferentes fatores tenham sido
realizados em peixe-zebra (SAPP et al., 2014) (FERRARI et al., 2018) (SCHNEIDER
et al., 2021) ndo registramos na literatura nenhum relacionado a utilizacdo de selénio

como suplemento terapéutico.

Alimentacao dos peixes

No presente estudo em relacédo a racao fornecida aos peixes utilizamos uma
racdo especifica para peixes, produzida por empresa especializada na confeccéo de
produtos para experimentos em animais conforme ja relatado no item 6.4.1 (pagina
25).

O calculo para avaliar a quantidade da racao oferecida diariamente para os
peixes foi baseada em estudos anteriores (LAWRENCE et al., 2012; FOWLER et al.,
2019). Conforme Lawrence et al. (2012), os peixes alimentados com dieta a 5% do
peso corporal 1x, 3x ou 5x ao dia mostraram desempenho de crescimento superior
guando comparado a um controle "padrdao" com dieta / regime alimentar
de Artemia (3% ao dia) até a saciedade e peixes alimentados com ragao para peixe
(Gemma Micro300e) a 5% do peso corporal uma vez a cada dois dias. Em outro
experimento, comparando crescimento, composicdo corporal e reproducdo entre
peixe-zebra alimentados com cinco dietas comerciais e uma dieta de referéncia
(formulada quimicamente), todos 0s grupos receberam uma racdo diariamente que
consistiu em ndo menos que 5% do peso corporal. Para manter este percentual
durante todo o teste de alimentacéo, as racdes foram ajustadas para crescimento a
cada 2 semanas (FOWLER et al., 2019).

Com base nestes dados, utilizamos em nosso estudo o céalculo de 5% do peso
corporal ao dia, oferecido em 2 momentos (almoco e jantar). O célculo foi reajustado
semanalmente, conforme a afericdo de pesos dos peixes. Comparando nossos dados
de média de ganho de peso com os estudos de Lawrence et al. (2012) e Fowler et al.

(2019) entendemos que o calculo exato de 5% do peso corporal foi adequado.
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Protocolo de frutose na inducéo de esteatose hepéatica em peixe-zebra

O consumo de frutose tem sido relacionado ao desenvolvimento e progressao
da doenca hepética gordurosa ndo alcoodlica (DHGNA). Estudos em modelos animais
com dieta rica em frutose mostraram que ela promove lipogénese de novo, formacéo
de espécies reativas de oxigénio, aumento da microbiota intestinal e aumento do risco
de doencas cardiovasculares (FERRARI et al., 2018).

A frutose ja foi utilizada para desenvolver esteatose em larvas e embrides de
peixe-zebra e em animais adultos, tanto machos quanto fémeas. Sapp et al. (2014),
realizaram tratamentos com exposicao a frutose nas concentracoes de 2% e 4% do 5
ao 7 dpf, com o desenvolvimento da esteatose hepatica e ativacdo de genes
inflamatorios e lipogénicos nas larvas tratadas com a exposi¢cao mais aguda (4%). Em
estudos anteriores do nosso grupo, realizado com peixe-zebra adultos, foram testadas
as concentracdes de 4% e 6% de frutose com exposi¢cdes diarias (14 dias de
experimento) e a cada 2 dias (20 dias de experimento), concluindo como melhor
modelo experimental para o desenvolvimento da esteatose hepética, a exposicdo
diaria a 6% de frutose (FERRARI et al., 2018).

Mais recentemente, nosso grupo realizou a exposicdo dos animais a uma
concentracdo de 2% de frutose diariamente por um periodo de 8 semanas. A
exposicao diaria dos animais por 10 min a 2% de frutose mostrou-se eficaz para
induzir doenca hepética e aumentar significativamente o peso dos animais
(SCHNEIDER et al., 2021).

Assim, no presente estudo optamos por utilizar a concentracdo de 2% de
frutose por 10 minutos diariamente por 45 dias. Observamos que o0 tempo e a
concentracdo adotados foram eficazes para a inducdo de esteatose hepatica nos

animais.

Drogas anestésicas e realizagcdo da eutanasia

O bem-estar animal € um aspecto fundamental para um exitoso protocolo de
pesquisa. O peixe-zebra pode apresentar sinais de desconforto e estresse durante a
anestesia ou inducdo da eutanasia, inclusive com o anestésico mais utilizado, a
tricaina (VON KROGH et al., 2021).

Estudos atuais estdo sendo realizados para analisar drogas anestésicas

previamente a realizacdo da eutanasia dos peixes. Dentre os anestésicos testados
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podemos citar o isoeugenol, 6leo de cravo, 2-fenoxietanol, tricaina, benzocaina,
cloridrato de lidocaina e etomidato (VON KROGH et al., 2021).

O metanossulfonato de tricaina (MS222) é o anestésico mais comumente
usado nesse cenario. Este agente blogueia os canais de ions de sodio, levando a
inconsciéncia, imobilidade e, finalmente, colapso vascular e morte causada por
hipéxia (FERREIRA et al., 2022). No entanto, houve relatos alarmantes da droga
desencadeando comportamentos aversivos durante a inducdo da eutanasia em peixe-
zebra (espasmos, natacao erratica e aumento da atividade) que podem afetar até 30-
90% dos animais (VON KROGH et al.,, 2021). Diversos experimentos utilizam a
tricaina associada a agua gelada. Gupta e Mullins (2010) relataram o uso de tricaina
0,2% seguido por incubacdo em agua gelada por 15 minutos. De acordo com Fowler
et al. (2019), os peixes foram mortos por submerséao rapida em agua gelada com MS-
222 (metanossulfonato de tricaina )(300 mg/L) por um minimo de 10 minutos apos o
movimento opercular ter cessado. Ghaddar et al. (2020), em seu estudo, realizaram a
eutanasia dos peixes com agua gelada (2-4°C) para evitar flutuacdes da glicemia
devido ao uso de tricaina.

O 6leo de cravo tem sido proposto como um agente anestésico tdo ou mais
eficaz do que o0 MS222. O 6leo de cravo € um anestésico natural derivado de flores
destiladas, caules e folhas da arvore de cravo, Syzgium aromaticum, contendo
eugenol como principal ingrediente ativo (70-95%) (VON KROGH et al., 2021). Desde
a antiguidade, o 6leo de cravo tem sido usado como um anestésico topico leve para
dor de dente, dor de cabeca e dor nas articulagdes em humanos. Em peixes, o 6leo
de cravo ja foi usado com sucesso para imobilizar peixes e suprimir 0s sistemas
sensoriais durante o manuseio, cirurgia e procedimentos invasivos. Embora a maioria
dos relatos sobre sua eficacia sejam anedoticos, detalhes do mecanismo de acéo do
6leo de cravo fornecem suporte para seu uso (DAVIS et al., 2015). O 6leo de cravo é
altamente lipofilico e é rapidamente absorvido pela pele e branquias, entrando assim
na corrente sanguinea. Sua acdo no ceérebro induz depressao do sistema nervoso
central, morte por inibicdo respiratoria e, por fim, parada cardiaca (FERREIRA et al.,
2022). As Diretrizes da AVMA (American Veterinary Medical Association) de 2013
para a anestesia de animais afirmam que as vantagens do 6leo de cravo incluem sua
ampla disponibilidade, baixo custo, curto tempo de inducéo e ampla gama de eficacia,
sendo agente aceitavel para uso em peixes ndo destinados ao consumo (DAVIS et
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al., 2015). As desvantagens incluem a falta de aprovacdo da FDA (Food and Drug
Administration) para uso como agente anestésico.

Outra modalidade anestésica é o uso do choque hipotérmico ou resfriamento
rapido, que consiste em adicionar gelo na dgua até que a temperatura da agua atinja
2°C-4°C (FERREIRA et al., 2022). O tempo de 10 minutos foi o adotado por Fowler
et al. (2019), para submersao rapida em agua gelada apds a cessacéo de todos os
movimentos operculares. Este método é aceito nos Estados Unidos para peixe-zebra
adultos, de acordo com as diretrizes mais recentes da American Veterinary Medical
Association (AVMA), mas nao na legislacédo da Diretiva Europeia (UE) (FERREIRA et
al., 2022).

Pensando no bem estar animal, em nosso estudo, optamos por utilizar 2 dos
métodos citados acima afim de minimizar desconforto e estresse durante a indugéo
da eutanasia. Constatamos uma rapida perda de equilibrio e a parada da abertura das
guelras em questdo de até 1 minuto. Os peixes permaneciam imersos nesta solucéo
por aproximadamente 5 minutos para a confirmacdo da morte e posterior coleta de

tecidos.

Peso, IMC dos animais e suplementacdo com selénio na dieta

A utilizacdo do IMC (indice de Massa Corporal) é amplamente utilizada em
seres humanos para avaliagdo do estado nutricional. E importante ressaltar que a
utilizacdo do IMC em peixe-zebra € recente, e raros sao os estudos que utilizaram
este parametro (OKA et al., 2010; GHADDAR et al., 2020).

Fowler et al. (2019), utilizaram para afericdo destas medidas o método de pesar
e fotografar os animais em grupos a cada 2 semanas, utilizando a pesagem e a
realizacdo das fotos de forma individual somente no término do experimento.
Diferentemente, Ghaddar et al. (2020) realizaram medi¢cdo de peso e comprimento
individual no primeiro e no ultimo dia de experimento. Em nosso estudo optamos por
realizar a pesagem dos peixes no inicio, a cada semana e no final do experimento (61
dias). O peso inicial e a cada semana foi aferido em grupos por aquario e realizada a
média de peso por peixes, para entdo podermos realizar o calculo das racdes.
Optamos por peso em grupo para minimizar o risco de estresse dos animais. No final
do experimento o peso dos peixes foi realizado individualmente apés a eutanasia dos

mesmos. O método que utilizamos foi semelhante a Williams et al. (2021), que
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realizaram a pesagem total dos peixes do tanque a cada 2 semanas para estimar a
biomassa da populacéo e ajustar a racao alimentar.

Observamos maior ganho de peso no grupo SE, porém, sem apresentar
diferenca significativa no ganho de peso entre os grupos. Nossos resultados séo
parcialmente semelhantes aos de Jahanbakhshi et al. (2021). Os autores avaliaram,
os efeitos de diferentes fontes dietéticas de selénio, nanoparticula de selénio (nSe) e
selenometionina (SeMet) como aditivos alimentares sobre o desempenho de
crescimento, atividade de enzimas hepéticas, parametros bioquimicos, imunolégicos
da mucosa, aspectos histologicos e transcricdo do gene relacionado ao apetite em
peixinho dourado (Carassius auratus). Os resultados mostraram que 0s peixes
alimentados com dietas fortificadas com 0,6 mg nSe/kg e 0,6 mg Se/kg apresentaram
um ganho de peso maior do que os peixes alimentados com dietas basais.

Ha relato também que em outras espécies animais a suplementacdo com
selénio determinou maior ganho de peso. Assim, experimento realizado com
camundongos machos com 8 semanas de idade, alimentados com dieta padr&o (0.41
ppm Se) e 4gua a vontade e outro grupo com tratamento com selénio (Na2Se0O4, 20
Mmol/L) em agua purificada por 16 semanas, foi observado maior ganho de massa
corporal nos animais suplementados com selénio (55% * 5%) comparados com
controles (40% + 3%) (HU et al., 2018). Neste experimento, nenhuma diferenca foi
observada no contetdo de selénio no figado, transcricdo de selenoenzima ou
atividade enzimatica. O selénio foi maior no coracédo, rim e urina destes camundongos
suplementados, e foram observadas alteragdes nas vias de lipidios e metabolismo de
energia com a suplementacdo de selénio (genes para homeostase de colesterol,
sinalizacdo de células B pancreaticas e metabolismo de acidos graxos). De acordo
com Hu et al. (2018), essas caracteristicas sugerem que a suplementacao de selénio
altera a oxidacdo de AG e cria um desequilibrio com o metabolismo energético a
jusante dependente de acetil-CoA, contribuindo para um aumento da massa corporal,
indicando que as respostas fazem parte de sistemas interorganicos que controlam o
balanco energético. A falta de efeito sobre o conteudo hepéatico de selénio sugere que
a sinalizacao envolve um mecanismo extra-hepéatico (HU et al., 2018).

Em resumo, embora o peso do grupo com suplementacao de selénio tenha sido
maior, ndo houve diferenca estatisticamente significante em relagdo aos demais
grupos, mas o IMC do grupo suplementado foi maior e apresentou diferenca

estatistica na comparacdo com o0s outros grupos, indicando que 0s peixes
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apresentaram maior ganho de peso proporcionalmente quando comparado com o

ganho de crescimento.

Andlise histologica

Embora a estrutura do figado do peixe-zebra apresente particularidades que a
distingue da dos mamiferos, os processos fisiolégicos fundamentais, mutacbes
genéticas e manifestacfes de respostas patogénicas a insultos ambientais exibem
muita semelhanca (KATOCH; PATIAL, 2021). Nosso grupo vem estudando em
peixes-zebra adultos diferentes agentes causadores de esteatose hepatica: etanol,
obesidade, frutose e toxicos (HAMMES et al.,, 2012; SCHNEIDER et al.,, 2014;
FERRARI et al., 2018; SCHNEIDER et al., 2021).

Em larvas, estudo realizado por Chen, Zheng e Zhang, (2018) estabelece trés
modelos de dietas enriquecidas em colesterol, em frutose e em calorias. Foram
utilizadas larvas com 5dpf alimentadas por 10 dias. A concentracdo de frutose utilizada
foi de 0,25% (p/v). Os resultados mostraram que as trés dietas induziram o acimulo
de gordura no figado em larvas de peixe-zebra. Foi identificado acimulo substancial
de gordura na forma de pequenas e grandes goticulas lipidicas nos hepatdcitos. Os
figados dos grupos rico em colesterol e em frutose apresentaram leve acumulo de
lipidios e focos de esteatose microvesicular, enquanto que o grupo rico em calorias
desenvolveu acumulo de lipidios no figado e esteatose macrovesicular grave.

A suplementacéo de nSe e SeMet nas dietas oferecidas para peixes-dourados
por Jahanbakhshi et al. (2021) ocasionou anormalidades no figado dos animais. As
principais lesGes histolégicas foram detectadas nos tratamentos com 0,9 mg de
nanoparticula de selénio (nSe) e selenometionina (SeMet)/kg. A maior dose de fontes
de selénio (SeMet e nSe) induziu dano hepatico com presenca de caridlise, lipidose e
hiperemia, sendo semelhante aos dados de nosso estudo, onde também observamos
alteracdo do tecido hepatico com presenca de gordura nos hepatdcitos dos animais
gue receberam dieta com suplementacéo de selénio.

Na atual pesquisa, observamos que 0s animais expostos a frutose
desenvolveram esteatose hepatica demonstrada por meio de material histoldgico
corado com Hematoxilina & Eosina e confirmado o conteudo lipidico pela coloragéo
de Oil Red. Observamos a presenca de gordura microgoticular e macrogoticular nos
hepatocitos com deslocamento dos nucleos para a periferia celular nos grupos

expostos a frutose.
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Andlise da expressao génica

Peixe-zebra possui 37 genes de selenoproteina em contraste com os 25 que
foram relatados em humanos tendo esta diferenga possivelmente devido a duplicacédo
do genoma (BETANCOR et al., 2015). Estes genes sao altamente conservados entre
humanos e peixes-zebra, tornando-os um sistema util para estudar os mecanismos
basicos da doenca hepatica (GOESSLING; SADLER, 2015).

O selénio (Se) é um micronutriente essencial tendo suas funcfes biolégicas
mediadas em parte por selenoproteinas que contém selenocisteina (Sec) em seu sitio
ativo (BETANCOR et al., 2015).

Pesquisas recentes sugerem que, embora o baixo nivel de selénio cause
estresse oxidativo e distirbios metabdlicos, o alto nivel de selénio também aumentou
a prevaléncia de hipertensédo, dislipidemia, diabetes (LIU et al., 2022). O selénio é
conhecido por ter uma margem estreita entre a essencialidade e a toxicidade
(ROMAN; JITARU; BARBANTE, 2014).

Pouco se sabe sobre os papeis das selenoproteinas nos peixes (PENGLASE
et al., 2014; BETANCOR et al., 2015; PETTEM; WEBER; JANZ, 2017). Betancor et
al. (2015), em seu estudo investigaram os efeitos da suplementacdo de Se no estado
oxidativo do peixe-zebra, juntamente com a expressao de selenoproteinas quando
submetidos a uma dieta rica em DHA (Acido docosahexaenoico) e suplementacdo de
Se organico (7 mg/kg), por 8 semanas. Por meio da avaliacdo de valores TBARS
(Substancias reativas ao acido tiobarbitarico), um indicador de peroxidacéao lipidica,
observaram reducao do estresse oxidativo nos animais com suplementacéo de Se.
No entanto, a avaliacdo da GPx3 e GPx4 apresentou menor expressiao em peixes
alimentados com altos teores de DHA, independentemente da suplementagdo de Se e
independente dos teores de TBARS , e SEPP1 no figado apresentou regulacdo negativa,
sugerindo que a protecdo contra 0 estresse oxidativo associada a alta ingestédo
dietética de Se pode néo ter sido mediada por alteracdes transcricionais, e que a
regulacéo pode estar a nivel proteico (BETANCOR, 2015).

Em nosso estudo, optamos por analisar 4 genes que sdo expressos no figado
do peixe-zebra: GPx1, GPx4, Seleno P(SEPP1) e Seleno 15. Observamos regulacéo
negativa na expressao da GPx1 hepatica na dieta suplementada com selénio, e maior
expressdo nos grupos F e F-Se respectivamente (ACT -0,0623; 0,2511; -0,5168; -

0,4735 sendo controle, selénio, frutose e frutose + selénio respectivamente. P=0,064).
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Em contrapartida, Penglase et al. (2014), observou correlacédo positiva entre
status de Se e a expressao de GPx1, sendo importante destacar que a avaliagdo das
expressdes génicas ocorreram no corpo inteiro ao invés de um tecido (como realizado
em nosso experimento com avaliagdo da GPx1 no figado). Em seu estudo avaliando
o efeito de diversas doses de selénio dietético (0,09mg/Kg a 30mg/Kg) em peixe-zebra
de 27 a 254dpf com relacdo aos principais parametros do metabolismo e utilizacao
do Se, observou resposta transcricional diferencial para SEPP1 quando alimentacéo
acima de 0,03mg/kg de Se na forma de selenometionina (PENGLASE et al., 2014).
Estes dados foram semelhantes o0 nosso estudo em que observamos tendéncia maior
da expressado de SEPP1 no grupo suplementado com selénio (ACT 0,1292; -0,5180;
-0,1914; -0,1585 sendo controle, selénio; frutose; frutose+selénio respectivamente.
P=0,311), refletindo sensibilidade deste gene para expresséo dose dependente.

Assim como Penglase et al. (2014), o estudo realizado por Pettem, Weber e
Janz (2017) com peixes-zebra adultos oferecendo racdo controle (1,1ug/g Se) e
suplementada com selénio (10,3 ou 28,8ug/g Se) por 90 dias, para avaliar os
mecanismos de toxicidade subletal com implicacdes cardiovasculares por exposicao
cronica a selenometionina. Os autores observaram aumento dose dependente na
expressdo de SEPP1 no figado (com maior expressao no tratamento de 28,8ug/g Se),
e tendencia a aumento com relacdo a avaliagcdo da expressdo de GPx1 (PETTEM,;
WEBER; JANZ, 2017).

Sabe-se que o0 SEPP1 ¢é sintetizado e secretada principalmente pelos
hepatocitos e liberado na corrente sanguinea (DI GIUSEPPE et al.,, 2017),
funcionando como principal transportador de Se do figado para outros tecidos, onde
outras selenoproteinas podem ser sintetizadas (SAITO, 2020). Observamos na atual
pesquisa que os dados parecem sugerir um efeito positivo do selénio no SEPP1 (gene
sensivel a suplementacédo de selénio), porém ndo sendo suficiente para alteracdo na

expressao da GPx1.
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9.  CONCLUSOES

O presente estudo onde avaliamos o efeito da suplementacédo de selénio na
esteatose hepatica de peixe-zebra expostos a frutose, nos permite concluir que:

a) Reproduzir o modelo animal de esteatose hepatica ndo alcodlica em peixe-

zebra expostos a frutose:

Houve inducdo de esteatose hepatica por exposicdo a frutose com baixa
mortalidade dos animais durante protocolo.

b) Avaliar ganho de peso durante experimento e IMC ao término do estudo.

Foi observado maior ganho de peso para o grupo SE, porém sem diferenca
estatistica significante. Em relacdo ao IMC houve maior ganho de massa para o grupo
SE quando comparado com 0s outros grupos.

c) Avaliar do ponto de vista histologico a esteatose hepatica em peixe-zebra

no término do experimento:

As colorac6es Hematoxilina & Eosina e Oil Red possibilitaram a visualizagéo
das alteracdes histoldégicas hepaticas: demonstraram depdsitos de goticulas de
lipidios nos hepatécitos. No padréo macrovesicular, o vacuolo lipidico desloca o
nacleo rumo a periferia celular, enquanto no padrdo microvesicular o nucleo
permanece na posicao central de célula.

d) Analisar o efeito da suplementacéo de selénio no tratamento da esteatose

por meio de analise histoldgica hepética:

N&o foi demonstrada reducédo dos depdsitos de lipidios intra-hepéticos com a
suplementacado de selénio na dieta

e) Determinar expressdo génica de SEPP1, GPx1, GPx4 e Seleno 15 nos

quatro grupos experimentais:

N&o houve amplificagdo dos genes GPx4 e Seleno 15. GPx1 apresentou
regulacdo negativa para o grupo suplementado com selénio e maior expressdo nos
grupos F seguido de F-SE. Em relacdo ao SEPP1 houve maior expressao no grupo
suplementado com selénio, porem sem diferenca estatistica significante quando
comparado com 0s outros grupos. Estes resultados parecem indicar que um possivel
efeito protetor da suplementacg&o de selénio possa ndo estar associado as alteracdes

transcricionais.
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