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RESUMO

De acordo com a Organizagao Mundial da Saude, estima-se que 310 milhdes de pessoas
sejam obesas. Os experimentos envolvendo roedores foram importantissimos para o
conhecimento patofisiologico da obesidade, porém estes exigem estruturas relativamente
caras e complexas. Com isso, surgiu a demanda de modelos mais simples ¢ baratos para
complementar as pesquisas que empregam roedores. A consolidagdo do Zebrafish (Danio
rerio) como modelo experimental para doencas metabolicas, como obesidade, ¢ de suma
importancia. Neste estudo, os animais foram divididos em 4 grupos, diferentes na oferta
de dieta hipercaldrica e na submissao do exercicio fisico. Ao longo de todo experimento,
foi aferido semanalmente a massa corporal € o0 comprimento corporal. Ao final da décima
terceira semana, foi feita a eutanasia dos animais, e os peixes processados para analise
histologica, onde foi avaliada a morfometria dos cardiomidcitos e dos hepatocitos. Para
analise estatistica, foi avaliada a normalidade das amostras, seguida pelos testes

paramétricos ou nao parameétricos.

Palavras-chave: Dieta, Zebrafish, cardiomiocitos, hepatocitos, exercicio fisico.

ABSTRACT

According to the World Health Organization, 310 million people are obese. This estimate
is worrying, given the high correlation between obesity and several other diseases, such
as atherosclerosis, hypertension and type 2 diabetes. Experiments involving rodents were
very important for the pathophysiological knowledge of obesity, but these require
relatively expensive and complex structures. As a result, the demand for simpler and
cheaper models to complement rodent research has emerged. The consolidation of

Zebrafish (Danio rerio) as an experimental model for metabolic diseases, such as obesity,
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is of extreme importance. There are several advantages to using the Zebrafish model
(Danio rerio) of obesity induced by diet. The many experiments that emerged were
important for the pathophysiological knowledge of obesity require relatively expensive
and complex structures. As a result, a demand for simpler and cheaper models arose to
complement research that employs rodents. The consolidation of Zebrafish (Danio rerio)
as an experimental model for metabolic diseases, such as obesity, is of paramount
importance. In this study, the animals were divided into 4 groups, different in the offer of
a hypercaloric diet and physical exercise. Throughout the experiment, body mass and
body length were measured weekly. At the end of the thirteenth week, the animals were
euthanized and the fish processed for histological analysis, where the morphometry of
cardiomyocytes and hepatocytes was evaluated. For statistical analysis, the normality of

the samples was evaluated, followed by parametric or non-parametric tests.

Keywords: Dieta, Zebrafish, cardiomyocytes, hepatocytes, physical exercise.

INTRODUCAO

O interesse gerado a partir da obtencao dos resultados da presente proposta levam
em considera¢do que a obesidade ¢ uma epidemia mundial, sendo que ¢ notoria ¢ de
grande relevancia a compreensdo dos mecanismos fisiopatolégicos envolvidos ao longo
do seu desencadeamento ¢ diferentes consequéncias para os tecidos organicos. E de suma
importancia o entendimento no tocante as relagdes moleculares e celulares que ocorrem
nos diferentes tecidos constituintes dos sistemas organicos, especialmente em Zebrafish

(BARRETO-VIANNA et al., 2016).



Ao longo das tultimas décadas foram realizadas investigagdes massivas em
modelos de obesidade, principalmente utilizando roedores. De outra forma, o Zebrafish
pode ser considerado um modelo biologico consolidado em diversas dareas,
principalmente na neurociéncia ¢ na organogénese, ¢ nessa ultima década vem se
estabelecendo como um promissor modelo para o estudo da obesidade ¢ suas
comorbidades relacionadas. No entanto deve ser entendido e ressaltado ainda que existem
lacunas e perguntas a serem respondidas ao longo da linha de pesquisa ja estabelecida

(OKA et al., 2010).

Portanto, a busca efetiva de conhecimentos relacionados com a obesidade e ainda
a imposi¢ao de esfor¢o o Zebrafish revela-se de notoria importancia. Em especial, ao fato
dos resultados ¢ objetivos a serem alcangados apresentarem como base a estrutura central
de nucleos e centros de pesquisa. Sendo assim entende-se que ¢ possivel o esclarecimento
das provaveis modificacdes metabodlicas sistémicas, decorrentes da obesidade ¢ quais os
efeitos diretos ou indiretos, bem como, quais as alteracdes ¢ provaveis danos que irdo

comprometer a integridade da satide do animal.

O trabalho teve como objetivo avaliar, em peixes Zebrafish (Danio rerio) adultos,
com sobrepeso induzido por dieta e submetidos a exercicio fisico, indicadores de lesdo e
inflamacao cardiaca e hepatica. Para isso, os animais foram induzidos ao sobrepeso,
submetidos ao treinamento de natagdo for¢ada e avaliado a massa corporal, adiposidade,

lesdo no tecido cardiaco e esteatose hepatica.
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REFERENCIAL TEORICO

A sindrome metabolica, que representa um conjunto de condi¢des, incluindo
hipertensao arterial, niveis elevados de agticar no sangue, excesso de gordura ao redor da
cintura e niveis anormais de colesterol, estd se tornando mais comum como resultado da
crescente prevaléncia de obesidade. Portanto, a obesidade ¢ considerada um importante
fator de risco para doencas cardiovasculares, diabetes, distirbios musculoesqueléticos ¢

alguns tipos de cancer (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016).

Nas ultimas décadas, a obesidade tornou-se epidemia mundial, principalmente
devido a um estilo de vida pouco saudavel, caracterizado por uma ingestio excessiva de
calorias e auséncia de atividade fisica. Esta condi¢cdo leva a um aumento no tecido
adiposo, resisténcia a hormonios anorexigénicos, como insulina e leptina, e alteracdo no
balango energético a nivel central, caracterizado pela diminui¢cdo do gasto energético e

aumento do consumo alimentar (BARRETO-VIANNA et al., 2016).

Muitas comorbidades estao associadas a obesidade, como cardiopatias, diversos
tipos de cancer, hipertensdo arterial sistémica, diabetes melittus tipo 2, intolerancia a
glicose, dislipidemias, hipergliceridemia, hipercolesterolemia, doenga hepatica gordurosa
ndo alcodlica e esteatohepatite ndo alcodlica (WORLD HEALTH ORGANIZATION,

2016).

Embora as pesquisas no campo das doencas metabolicas, como obesidade, tenham
evoluido consideravelmente a partir dos resultados obtidos em experimentos com
roedores, estes modelos exigem estruturas relativamente caras e mais complexas. Com

isso, surgiu a demanda de modelos de obesidade em animais, que sejam mais simples e
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de baixo custo e ainda venham complementar os modelos de roedores atualmente
utilizados. Estudos recentes sobre a homeostase energética em vermes, moscas €
Zebrafish mostraram que esses organismos inferiores podem ser usados para desvendar
0s processos metabodlicos subjacentes a obesidade (CHIANG e MACDOUGALD, 2003;

SCHLEGEL e STAINIER, 2007).

Dentre estes o Zebrafish (Danio rerio) ¢ considerado um bom modelo de
vertebrado simples ¢ de facil manuseio (D'ANGELO et al., 2016), além de possuir sua
organizac¢do tecidual muito similar com a dos mamiferos (WANG et al., 2010; HARPER
¢ LAWRENCE, 2016). O emprego do Zebrafish (Danio rerio) em pesquisas envolvendo
parametros metabdlicos como aumento de massa corporal, adiposidade e gasto energético
¢ relativamente atual em comparagdo com as pesquisas que utilizam como modelo os
roedores (FLYNN et al., 2009; ANDERSON et al., 2011). Contextualizando, foi
publicado um importante trabalho que empregou o Zebrafish (Danio rerio) em modelo
de obesidade induzida por dieta (OKA et al., 2010). O Zebrafish (Danio rerio) obeso
expressou aumento da massa corporal, hipertrigliceridemia e esteatose hepatica, os
autores viram ainda através da analise do transcriptoma no tecido adiposo, ao instante que
a fisiopatologia da obesidade no Zebrafish (Danio rerio) assemelha-se muito aquela
evidenciada nos mamiferos, sugerindo que o modelo de Zebrafish (Danio rerio) obeso
induzido por dieta pode ser usado para identificar alvos farmacologicos e testar ainda

novos farmacos para o tratamento da obesidade humana (OKA et al., 2010).

Existem varias vantagens em se utilizar o modelo de Zebratish (Danio rerio)
obeso induzido por dieta. Um destes aspectos, ¢ que alimentacdo dos peixes pode ter
como base artémias, que sao pequenos crustaceos da ordem Anostraca, sendo que sua
criagdo € muito simples e baixo custo, além de facil acesso em todos continentes. A

ingestdo de artémias seguindo a dieta preconizada foi capaz de desenvolver obesidade em
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quase todos animais.

De outra forma, existem diversas linhagens de camundongos, dentre estas a
linhagem utilizada para estudos relativos a obesidade ¢ a C57BL/6, esta linhagem
desenvolve obesidade quando ¢ alimentada de dietas hipercaldricas, porém com distintas
variagoes entre os individuos, refletindo em grande variabilidade na adiposidade dos
animais, além do fato de que cerca de metade dos animais serem resistentes a obesidade
induzida pela dieta, 0 mesmo também ¢ visto em ratos Sprague-Dawley. Sobretudo essa
caracteristica de resisténcia a obesidade ainda ndo foi identificada no modelo de Zebrafish

(Danio rerio) (OKA et al., 2010).

As respostas relativamente homogéneas do Zebrafish (Danio rerio) a
sobrealimentacdo com art€émias sugerem que esses peixes representem uma excelente
espécie de modelo alternativo para pesquisas experimentais sobre obesidade. Além disso,
o protocolo dietético para induzir a obesidade em Zebrafish (Danio rerio) é simples e

pode ser aplicado a outras linhagens dessa espécie (OKA et al., 2010).

No modelo de Zebrafish (Danio rerio) alimentado com dieta hiperlipidica por
curto espaco de tempo, 8 semanas, Landgraf et al. (2017) observaram aumento dos niveis
plasmaticos de triglicerideos e colesterol e esteatose hepatica. No entanto, a diferenca na
glicemia sanguinea entre o grupo que recebeu dieta hiperlipidica e o que recebeu dicta
controle, foi modesta, provavelmente devido a curta duragdo do estudo, sugerindo que a
consolida¢do da obesidade, assim como o estabelecimento das comorbidades associadas
a cla, seja um processo mais longo, necessitando de um protocolo maior que 8 semanas.
Neste estudo, visualizaram ainda aumento dos genes relacionados ao metabolismo
lipidico e inflamacao, tal qual alteragdes no nimero e tamanho dos adip6citos do tecido

subcutaneo e visceral.
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Como citado anteriormente, a obesidade altera a homeostase, podendo ser
observado resisténcia a insulina, diabetes e dislipidemia, patologias estas, que em
conjunto sdo parte da sindrome metabdlica. No figado, a sindrome metabolica ¢
manifestada como doenca hepdtica gordurosa nao alcoolica (NAFLD) (FORN-CUNI et

al., 2015).

A NAFLD compreende um amplo espectro de lesdes hepaticas progressivas,
incluindo esteatose de grau leve a moderado, hepatite, necrose de hepatdcitos, podendo
cronicamente apresentar fibrose hepatica, que também ¢ denominada esteatohepatite nao
alcoodlica (NASH), que ¢ considerado a principal causa de cirrose criptogénica (YU et al.,

2013; DUAN et al., 2014; FORN-CUNI et al., 2015).

Em Zebrafish (Danio rerio) obeso induzido por dieta, Forn-Cuni et al. (2015)
estudaram como a sindrome metabdlica modula a resposta imune no figado doente e
verificaram que a NAFLD induzida pela obesidade exibiu expressao ligeiramente maior
de marcadores pro-inflamatorios. Além disso, verificaram que, ap6és um estimulo
inflamatério forte, o equilibrio apoptotico no Zebrafish (Danio rerio) obeso foi
fortemente estimulado em relagdo aos estimulos de proliferacao celular, enquanto havia
equilibrio entre os agentes pro e anti-apoptdticos na resposta saudavel. Essas diferengas
em relacdo ao modo como o figado doente responde a inflamacido aguda, sugere as
distintas possibilidades que podem ajudar na compreensdo da associacdo entre NAFLD e

o aumento da incidéncia de hepatocarcinoma.

Oka et al. (2010) ao consolidarem o modelo de obesidade pela alta ingestdo de
artémias, observaram que nio houve diminuicdo da atividade fisica no Zebrafish (Danio
rerio) obeso, indicando que o desenvolvimento da obesidade foi devido ao aumento da

ingestdo de dieta rica em gordura e ndo devido a diminui¢do da atividade fisica.
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Os peixes sdo animais que estdo na maior parte do tempo se movimentando, e a
nata¢ao pode ser estimulada ao serem colocados num ambiente com corrente de agua. Por
ser uma pratica relativamente simples e barata, os peixes caracaterizam-se como bons
modelos para o estudo sobre os efeitos do exercicio for¢ado por longos periodos,
estabelecendo assim o enduro. Muitas varidveis podem mudar apds o treinamento.
Algumas mudangas, como melhora na taxa de crescimento, sdo estruturais ou
morfologicas, expressas em diferentes sistemas organicos, € se relacionam ao regime de
exercicios, incluindo as espécies utilizadas, a velocidade de treinamento e sobretudo a

dieta fornecida (DAVISON, 1989, 1997).

Especificamente, o exercicio fisico em peixes culmina com alteragdes centrais ¢
periféricas semelhantes as observadas em mamiferos. O coracdo se adapta a nova
demanda vascular, o0 mesmo também ¢ verificado no sistema muscular estriado
esquelético, revelando um aumento nos niveis de tiroxina, caracteristicamente os niveis
dos hormonios relacionados ao estresse, como catecolaminas e cortisol (FARRELL et al.,

1991; BUTLER e DAY, 1993; DAVISON, 1997).

Apesar da pratica de exercitar peixes no sistema de correnteza ter sido utilizada
desde a década de 90 (HAMMER, 1995; DAVISON, 1997; KIEFFER, 2000), seus efeitos
em animais obesos ainda ndo foram avaliados, nem mesmo dinamizados a nivel
reprodutivel. Com a consolidag¢ao dos modelos de obesidade induzida por dieta utilizando
Zebrafish (Danio rerio), é de extrema importancia ter como conhecimento como esses
animais respondem, principalmente no que tangem as alteracdes metabolicas e celulares,

em decorréncia do aumento do gasto energético induzido pelo exercicio fisico.
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CAPITULO 1

OS EFEITOS DE DIETA HIPERCALORICA E DO EXERCICIO FISICO EM

ZEBRAFISH (Danio rerio)

RESUMO

A busca pelo entendimento dos parametros metabolicos relacionados com o aumento da
massa corporal, adiposidade e gasto energético revela-se de vital importancia para o
entendimento das demandas metabdlicas nos vertebrados. Neste estudo foi avaliado a
resposta do Zebrafish, submetido ou ndo ao exercicio fisico, diante da oferta de uma dieta
hipercalérica. Os animais foram divididos em 4 grupos, diferentes na oferta de dieta

hipercalérica e na submissdo do exercicio fisico. Os resultados revelaram, pela aplicagdo
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da anélise de varidncia, ANOVA one way, (P<0,05), que para o grupo GMex, em relacio
a massa corporal, houve diferenca estatistica entre os animais na primeira semana
(0,30g+0,10), revelando uma diminui¢ao de 30,83% para os da segunda semana; 33,59%
para os da quarta semana e de 40,01% para os da sexta semana. Para o grupo GH a anélise
de variancia revelou diferengas estatisticas, entre a massa corporal (gramas), da primeira
semana (0,32g+0,07), quando comparados com os dados obtidos da sexta at¢ a décima
terceira semana. Para grupo GHex, houve diferencas estatisticas da primeira semana
(0,27g+0,08) em relacdo as massas corporais da sexta até a décima terceira semana. Em
relagdo ao comprimento (cm) dos animais, da nona (3,29cm+0,33) at¢ a décima terceira
semana (3,61cm=0,33). A dieta hipercaldrica produziu aumento da massa corporal ¢
quando associada ao exercicio fisico houve também aumento do comprimento dos

animais.

Palavras-chave: Dieta, ganho de massa corporal, Zebrafish, exercicio fisico.

ABSTRACT

Zebrafish are emerging as an acceptable model for the study of obesity and its related
disorders. The search for understanding the metabolic parameters related to the increase
in body mass, adiposity and energy expenditure proves to be a vital importance for the
understanding of the metabolic demands in vertebrates. In this study, we evaluated the
Zebrafish submitted or not to physical exercise, when offered a hypercaloric diet. The
animals have characteristics divided into 4 groups, different in the offer of a hypercaloric
diet and physical exercise. The results revealed, by applying the analysis of variance, one-
way ANOVA, (P<0.05), that for the GMex group, in relation to body mass, there was a

statistical difference between the animals in the first week (0.30g £ 0.10), revealing a
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decrease 30.83% for the second week; 33.59% for those in the fourth week and 40.01%
for those in the sixth week. For the GH group, the analysis of variance revealed statistical
differences between body mass (grams) from the first week (0.32g+0.07), when compared
with the data obtained from the sixth to the thirteenth week. For the GHex group, there
were statistical differences from the first week (0.27g+0.08) in relation to body masses
from the sixth to the thirteenth week. and in relation to the length (cm) of the animals,
from the ninth (3.29cm+0.33) to the thirteenth week (3.61cm+0.33). The hypercaloric
diet produced an increase in body mass and when associated with physical exercise there
was also an increase in the length of the animals. The proposed model was able to produce

metabolic effects.

Keywords: Diet, body mass gain, Zebrafish, physical exercise.

INTRODUCAO

Nos ultimos anos o Zebrafish tem sido aceito e usado como um modelo
multidisciplinar, sendo explorado nas 4reas da genética, reprodugdo, fisiologia,
envelhecimento e doenca. S3o animais que possuem similaridade com os humanos e
outros mamiferos, no que diz respeito aos 6rgios digestivos, tecido adiposo, musculo
esquelético, bem como, suas fungdes bioquimicas e cognicdo (MESHALKINA et al.,

2017).

Visando a replicagdo e adog¢do de um modelo aceitavel para o estudo da obesidade
e os disturbios relacionados a obesidade, os Zebrafish estdo emergindo como um sistema
similar com os seres humanos. Estes peixes revelaram de forma sistematica a preservagao
da regulagdo do apetite e insulina, do armazenamento de lipidios, € respondem bem a

modificac¢ao da dieta (FAILLACI et al., 2018).
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A busca pelo entendimento dos pardmetros metabdlicos relacionados com o
aumento da massa corporal, adiposidade e gasto energético revela-se de vital importancia
para o entendimento das demandas metabdlicas nos vertebrados. Para tanto, os Zebrafish
apontam evidéncias similares a mamiferos quanto os aspectos moleculares ¢
morfoldgicos dos adipdcitos na capacidade de armazenar lipidios com a fun¢do de
disponibilizar nutrientes (FAILLACI et al., 2018). Estas caracteristicas podem
possibilitar a replicacdo ¢ o aprofundamento de estudos referentes a mobilizacdo
energética em vertebrados, através do estabelecimento do aumento da massa corporal, da
inducdo da obesidade ¢ estabelecimento da hipertriglicemia e hepatoesteatose (OKA et

al., 2010).

A compreensdo da obesidade e suas afecgdes associado ao exercicio fisico ¢ de
suma importancia. Em mamiferos, o exercicio possibilita a melhora de intimeros
parametros metabdlicos, tais como, resisténcia a insulina e a leptina; garantindo a
diminui¢do da adiposidade associada a incidéncia de hepatopatias, cardiopatias,

nefropatias ¢ doengas neurodegenerativas (ZHANG e BANHIDY, 2017).

Visando a ampliacdo do entendimento da influéncia de dietas relacionadas com
os diferentes aportes caloricos frente ao exercicio fisico o presente trabalho avaliou os
efeitos promovidos pela oferta de uma dieta hipercaldrica em Zebrafish, submetido ou

ndo ao exercicio fisico.

MATERIAIS E METODOS

Delineamento experimental

Quarenta e oito peixes da espécie Danio rerio, de ambos os sexos, adultos, com
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aproximadamente 10-18 meses de idade, foram empregados no experimento. Foram
submetidos a aclimatizacdo e quarentena, ao longo de 15 dias, divididos em dois grupos,

em um aquario com quatro divisdes de 19 litros.

Durante os periodos de aclimatizagdo e quarentena do experimento, os animais
foram submetidos a um ciclo de 14 horas luz e 10 horas de escuro. Foram alimentados
duas vezes ao dia com rag¢do comercial em flocos (Alcon Basic®) (5% de gordura, 45%
de proteina, 5% de material fibroso € 15% de material mineral) e criados em aquarios
com sistema de circulagdo fechada, a temperatura constante de 26 +/- 2°C controlada por
um termostato (Atman®), aferida com auxilio de termdmetro (Aquadene®). Os aquarios
tiveram sua agua submetida a circulagdo, por meio de bomba submersa para oxigenagao
(HBO-300) ¢ filtracdo empregando-se filtro externo (Alife 500). Cada um dos aquarios
foi submetido a troca semanal de 10% do seu volume da agua total, bem como, limpeza

dos aquaérios e filtros manualmente.

Ainda, ao longo deste periodo, a qualidade da 4agua foi avaliada, sendo que: a cada
dia, pH = 6,8-7,0 (pH Tropical, LabconTest), semanalmente aménia = 0 ppm (Amonia
Toxica, LabconTest) e mensalmente oxigénio dissolvido = 6-8 mg/L (Oxigénio
dissolvido, LabconTest). Quando necessario, os parametros foram corrigidos utilizando
o corretivo de pH Discus Buffer (Seachem) ¢ o removedor de amdénia Am Guard

(Seachem).

Dietas e exercicio fisico

Mantendo as mesmas condi¢des da quarentena ¢ aclimatagdo os animais foram
submetidos a uma modificagcdo gradual na dieta, por duas semanas, recebendo artémias
congeladas (AquaSmart - 22% de lipidios, 16% de carboidrato e 44% de proteinas), até

atingirem a seguinte quantidade, conforme tabela 1:
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- Manuteng¢do (GM): Dieta manutengao (5 mg cistos de artémias/peixe/dia, uma vez

ao dia), (n=24). Durante treze semanas;

- Dieta hipercalérica (GH): Dieta hipercaldrica (60mg cistos de artémias/peixe/dia,
duas vezes ao dia), (n=24). Durante treze semanas.
Tabela 1 - Dados absolutos das diferentes dictas disponibilizadas aos Danio rerio, ao
longo de treze semanas. Conforme protocolo proposto por Oka et al. (2010). Dieta
manuten¢do (GM); Dieta manutengdo + exercicio fisico (GMex); Dieta hipercalorica

(GH); Dieta hipercalorica + exercicio fisico (GHex).

Dicta (Artémias) GMe GH
GMex GHEx
Ingestao energética (Kcal/dia por animal) 20 240

Visando a indu¢do do sobrepeso, adotou-se o protocolo de Oka et al. (2010). A

partir de entdo, cada grupo foi novamente dividido em dois novos grupos n=12, visando

a implementacdo dos protocolos de exercicio fisico. Os aquarios foram mantidos nas

mesmas condi¢cdes expostas anteriormente. Sendo que, os grupos receberam

correspondentemente dieta manutencdo (GM e GMex) e hipercalorica (GH e GHex),

submetidos ou ndo ao exercicio fisico. Estes grupos foram mantidos por treze semanas ¢

dai submetidos a eutandsia por imersao em agua gelada, 4 graus Celsius, por 15 minutos,

conforme protocolo modificado de acordo com Gupta e Mullins (2010).

- GM: Dieta manutencao (n=12);
- GMex: Dieta manutenc¢ao + exercicio fisico (n=12);
- GH: Dieta hipercalérica (n=12);

- GHex: Dieta hipercaldrica + exercicio fisico (n=12).
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O protocolo modificado de exercicio fisico foi realizado com base no trabalho de
Van Der Meulen et al. (2006), para os animais: GMex: Dieta manuten¢ao + exercicio
fisico (n=12) e GHex: Dieta hipercalodrica + exercicio fisico (n=12). Estes animais foram
submetidos a seis horas de exercicio fisico for¢ado, através de fluxo de agua controlado
na velocidade de cinco centimetros (cm) por segundo (5 cm/seg), durante treze semanas
em aquario com um tubo para natagdo. Para diminuir o estresse ¢ otimizar o protocolo
imposto, todos os dias o fluxo de agua foi aumentado gradualmente até¢ atingir a

velocidade esperada em cerca de 5 minutos, tabela 2.

Tabela 2 - Protocolo de adaptagdo do exercicio fisico dos animais ao longo das semanas
para os animais GMex: dieta manutencao + exercicio fisico ¢ GHex: dieta hipercalorica

+ exercicio fisico (n=12).

Dia/Semana Tempo (h/dia) Velocidade (cm/s)

1° Dia 1 5
2°Dia
3° Dia
4° Dia
5°Dia
6° Dia

(o NN e Y T LS I \S)
LN DL L WD K WD

2% a 13* semana

Ao longo de todo o periodo do experimento, cada um dos animais foi semanalmente
submetido a pesagem, quando foram retirados e colocados em um béquer de vidro 100ml
(Nalgon). Os pesos obtidos em gramas, em balanga de precisdo (Marte AD 1000), foram

compilados e apresentados para cada um dos grupos na Figura 1.

Da mesma forma, todos os animais, de cada um dos grupos, ao longo das 13

semanas, foram mensurados em relagdo ao seu comprimento longitudinal, empregando
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para tanto, a medida em centimetros, da distancia obtida desde a cabeca até a cauda.
Empregando para tanto paquimetro universal (Starret). Sendo os dados expressos na

Figura 2.

Analise estatistica

Os dados, massa corporal e comprimento, foram testados quanto a normalidade a
partir da aplicacdo do teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov, apresentados como
médiatdesvio padrdao. As diferencas entre os grupos foram testadas pela analise de
variancia one-way (ANOVA), seguida pelo pds-teste de multipla comparagao de Tukey's,
considerando o valor P<0,05, como estatisticamente significativo. A estatistica foi
realizada com auxilio do programa GraphPad Prism (Prism versdao 6.0c para Mac,

GraphPad Software, La Jolla, CA).

RESULTADOS

GM - Grupo dieta de manutengdo

Para os animais do GM (figura 1), foi observado que ao longo das 13 semanas, a
massa corporal (gramas), manteve-se constante, sem a ocorréncia de diferenga estatistica
entre as semanas(P<0,05). Os dados obtidos em relagdo ao comprimento longitudinal dos
animais, em centimetros (cm), demonstraram também a manutencdo do comprimento ao

longo do periodo, figura 2. Sem a ocorréncia de diferenga estatistica (P<0,05).

GMex - Grupo dieta de manutengdo e exercicio fisico

Conforme a figura 1, para o grupo GMex, em relacdo a massa corporal (gramas),

foi observada diferenca estatistica entre os animais na primeira semana (0,30g+0,10),

25



quando da aplicagdo ANOVA one way, pos-teste de multipla comparagdo de Dunnett's
(P<0,05), revelando uma diminui¢do: de 30,83% para os da segunda semana; 33,59%
para os da quarta semana e de 40,01% para os da sexta semana. Em relacdo ao
comprimento longitudinal (cm) dos animais deste grupo, ndo foi observada diferenca

estatistica ao longo do periodo avaliado, figura 2.

GH - Grupo dieta hipercalorica

Foi observado que a dieta hipercalorica promoveu aumento da massa corporal
(gramas) nos animais, ao longo das semanas. A analise de variancia revelou diferencas
estatisticas, entre a massa corporal (gramas), da primeira semana (0,32g+0,07), quando
comparados com os dados obtidos da sexta até a décima terceira semana, conforme a
figura 1. Revelando incremento relativo de: 45,68% para os animais da sexta semana,
53,27% para os da sétima semana, 40,08% para os da oitava semana, 47,59% para os da
nona semana, 63,94% para os da décima semana, 49,80% para os da décima primeira
semana, 43,13% para os da décima segunda semana e de 28,89% para os da décima
terceira semana. Ndo foi observada diferenca estatistica em relagdo ao comprimento dos

animais (cm), ao longo das semanas (P<0,05), figura 2.

GHex — Grupo dieta hipercalorica e exercicio fisico

Foram observadas diferencas estatisticas das massas corporais (gramas) dos
animais do grupo GHex, da primeira semana (0,27g+0,08) em relagdo as massas corporais
da sexta at¢ a décima terceira semana. Isto, comprovado a partir da aplicacdo da analise
de variancia, ANOVA one way, pos-teste de multipla comparag¢do de Dunnet's (P<0,05).
Os valores sofreram um incremento de 45,75% para os animais da sexta semana, 65,66%
para os animais da sétima semana, 85,98% para os animais da oitava semana, 96,88%

para os animais da nona semana, 104,48% para os animais da décima semana, 94,59%
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para os animais da décima primeira semana, 87,16% para os animais da décima segunda
semana e de 79,69% para os animais da décima terceira semana, conforme figura 1. Foi
observada diferenga estatistica em relagdo ao comprimento (cm) dos animais, da nona
(3,29cm=+0,33) até a décima terceira semana (3,61cm+0,33). A partir da aplicagdo do

mesmo teste utilizado para avaliagdo da massa corporal (P<0,05), figura 2.
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Figura 1. — Avaliacdo do ganho de peso corporal. Evolugdo da massa corporal, em gramas
(g), de Zebrafish submetidos a dieta manutencdo (GM); dieta manutengdo e exercicio
fisico (Gmex); dieta hipercalorica (GH) e dieta hipercalorica e exercicio fisico (GHex),
ao longo de 13 semanas. Todos os valores sdo médiatdesvio padrao, asteriscos (*)
representam a ocorréncia de diferenca estatistica em relagdo a primeira semana, ANOVA

one way, pos-teste de Tukey's (P<0,05).
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Figura 2. — Avaliacdo do comprimento corporal. Evolu¢do do comprimento corporal,
em centimetros (cm), de Zebrafish submetidos a dieta manutencdo (GM); dieta
manuten¢ao e exercicio fisico (Gmex); dieta hipercalorica (GH) e dieta hipercalérica e
exercicio fisico (GHex), ao longo de 13 semanas. Todos os valores sdo média + desvio
padrdo, asteriscos (*) representam a ocorréncia de diferenga estatistica em relagdo a

primeira semana, ANOVA one way, pos-teste de Tukey's (P<0,05).

DISCUSSAO

Como medida adaptativa foi disponibilizado para todos os animais, nas primeiras

duas semanas, uma dieta comercial, constituida: 5% de gordura, 45% de proteina, 5% de
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material fibroso e 15% de material mineral. Apds o periodo adaptativo, a dieta foi
substituida por artémias caracterizando-se por conter 22% de gordura, 16% de
carboidratos e 44% de proteinas. A padronizacdo da dieta teve como proposito a
possibilidade de ser altamente calodrica, capaz entdo de promover o aumento da massa
corporal. Para tanto, foram utilizados os dados preconizados por Oka et al. (2010), quando
fez uso de uma dieta hiperlipidica para peixes Zebrafish, induzindo obesidade.
Coincidindo ainda com Meguro et al. (2015), quando avaliaram o efeito do alto teor de
gordura na dieta. Isto ¢, dieta apresentando 20% de 6leo de milho ou banha sobre o
acimulo de gordura corporal em Zebrafish. Ficou claro, nos animais avaliados, o
estabelecimento e manutencao de um ganho de peso efetivo. No entanto, diante dos dados
gerados ndo foi possivel determinar que eles se tornaram obesos, visto que os resultados
avaliados nao tiveram a amplitude adequada para afirmar tal condicdo. Sobretudo a
natureza da dieta foi um passo importante, pela adog¢do da oferta das artémias, como base
da dieta, revelando a possibilidade do incremento da massa corporal mesmo diante da

imposi¢ao do exercicio fisico.

A composi¢ao da dieta demonstrou-se criticamente importante para apontar saude
ou patologia (STANLEY, 2012). Dieta combinada com alto teor de agucar ¢ gordura,
ofertadas para camundongos, levou ao estabelecimento de hiperglicemia,
hipercolesterolemia e niveis elevados de mediadores inflamatorios, bem como, a
ocorréncia de baixos niveis de c¢lulas T (MAIOLI et al., 2016). J&4 Landgraf et al. (2017),
aferiram a suplementac¢do de gordura associando 5mg de artémias com 30mg de p6 de
gema de ovo (59% de gordura, 32% de proteinas, 2% de carboidratos), em comparacao
com 60mg de artémias (22% de gordura). E verificou que ambos grupos obtiveram
sobrepeso. Apesar destas citagdes, foi possivel inferir, que a natureza da dieta por si s6,

ndo teve a capacidade de promover ganho de peso, visto o observado nos grupos
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manuten¢do (GM e GMex). Ademais, os resultados coletados ndo permitiram determinar

a ocorréncia ou nao de alteragdes metabodlicas, bem como, a ocorréncia da obesidade.

Para Oka et al (2010), Zebrafish alimentados com 60mg de artémias diariamente,
atingiram a obesidade em oito semanas, revelando ainda aumento dos niveis de
triglicerideos no plasma sanguineo e hepatoesteatose. J& Den Broeder et al. (2017)
observou os efeitos nos Zebrafish quando submetidos a dieta rica em gorduras ou
carboidratos, desenvolveram sindromes metabolicas, dentre estas a obesidade. Em outras
espécies a dicta promoveu de forma ativa um balango energético positivo capaz de
promover desordens metabdlicas decorrentes da obesidade, conforme verificado em
humanos (FRANKS e MCCARTHY, 2016) ¢ camundongos (LI et al., 2020). Diante dos
resultados foi confirmado o efeito promovido pela disponibilidade de artémias na massa
corporal induzindo sobrepeso, em virtude da maior disponibilidade de energia intrinseca,
proveniente de uma dicta rica em gordura ou carboidrato. De outra forma, nao foi possivel

afirmar que houve a ocorréncia da obesidade, bem como, outras doencas metabolicas.

No GMex, a imposi¢do do exercicio fisico expressou de maneira significativa
(P<0,05), de forma que houve diminuicdo da massa corporal dos animais da segunda,
quarta e sexta semanas. Devido a caracterizagao da dieta, que foi hiperlipidémica, devido
ao fato das art€mias apresentarem 22% de gordura, mas ndo serem hipercaldricas. Assim,
sendo um fator determinante para o entendimento dos resultados obtidos. Visto que uma
dieta cetogénica promoveu perda de peso em roedores que eram submetidos ao exercicio
de resisténcia, inclusive em animais obesos com dieta hiperlipidica e hipercalorica (MA

ctal., 2018).

Em relacdo aos Zebrafish dos grupos GH e GHex, foi positiva a agdo determinada

pela quantidade de artémias disponibilizadas por meio da dieta. Caracterizando para
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tanto, que estes animais tivessem um incremento de seus pesos a partir da sexta semana,
revelando ainda ha ocorréncia de um periodo evolutivo, de aproximadamente cinco
semanas. Este ganho de peso foi confirmado pela ocorréncia de diferenca estatistica
quando comparados os animais da primeira semana, em ambos os grupos (P<0,05).
Mesmo diante da imposi¢ao de exercicio houve variagdo de massa e comprimento dos
animais de forma significativa. Coincidindo assim com o observado por PALSTRA et al.
(2010), em Zebrafish para modelo de treinamento de exercicio, quando verificaram
hipertrofia muscular adaptativa e ainda aumento da vascularizagdo por angiogénese,
resposta também evidenciada em mamiferos (SCHIAFFINO et al., 2013) ¢ no salmdo
(DAVISON ¢ HERBERT, 2012). Inclusive uma consequéncia do treinamento de

resisténcia relatada foi aumento da massa muscular cardiaca (PELSTER et al., 2003).

Em relacdo ao crescimento longitudinal o grupo GHex apresentou, a partir da
sexta semana, diferenca estatistica quando comparados com a primeira semana (P<0,05).
Esse resultado corrobora com estudo desenvolvido por Palstra et al., 2010 quando
encontraram efeitos estimuladores do crescimento frente a um protocolo de exercicio
intenso. Fato também observado no nosso estudo, quando a maior oferta de alimento
juntamente com o exercicio promoveu maior crescimento longitudinal dos animais a
partir da sexta semana do experimento. Em contraste, estudos anteriores indicaram que o
crescimento estimulado pelo exercicio ocorreu apenas no inicio do desenvolvimento (21-
24 dias apos a fertilizacdo; (VAN DER MEULEN et al., 20006) ¢ esteve ausente em peixes
adultos (MCCLELLAND et al., 2006). Essa ambiguidade pode estar associada a dieta
ofertada, e sua constituicdo, que ¢ responsavel por suprir a demanda metabdlica e assim
permitir o crescimento longitudinal de animais adultos. Mas, em tal processo ndo pode

ser desconsiderado o papel ativo promovido pelo exercicio, exercendo um estimulo
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possivelmente eficiente no estabelecimento do crescimento, provavelmente devido ao

alongamento das fibras musculares estriadas esqueléticas dos peixes em questao.

CONCLUSAO

Nesse estudo, a dieta hipercalorica foi capaz de produzir aumento da massa
corporal e quando associada ao exercicio fisico houve também aumento do comprimento
dos animais. Portanto, no modelo de estudo proposto com Zebrafish, a dieta e o exercicio
fisico foram capazes de provocar efeitos metabdlicos que interferiram positivamente na

estrutura dos espécimes.
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CAPITULO 2

RESPOSTA MORFOLOGICA DO CORACAO DE ZEBRAFISH (Danio rerio)

DECORRENTES DE DIETA HIPERCALORICA E EXERCICIO FiSICO

RESUMO

A obesidade e a sua relagdo com as doencas cardiovasculares e o infarto do miocardio
representam os maiores problemas de satide no mundo. O Zebrafish (Danio rerio) é um
modelo de sistema majoritario para desenvolvimento cardiovascular e genético. Neste
estudo buscou-se estudar e correlacionar alteragdes de cardiomidcitos, ndcleos de
cardiomidcitos e fibras coldgenas cardiacas em Zebrafish submetidos a dieta hipercalorica

e exercicio fisico. Os animais foram divididos em 4 grupos, possuindo divergéncias em
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presenga de dieta hipercaldrica e exercicio fisico. Os dados encontrados revelaram que o
grupo que ndo foi submetido a dietas hipercaldrica e exercicio fisico obteve maior
porcentagem de densidade das estruturas observadas. Densidade de cardiomiocitos
(54,71% £ 5,42) no GM, (44.31% £ 6.21) no GMex, (62,71% + 7,4) no GH ¢ (65,21% +
2,29) no GHex. Densidade de nucleos de cardiomidcitos: (18,29% =+ 5,28) no GM,
(16,71% =+ 1,25) no GMex, (16,14% =+ 5,69) no GH e (14,14% =+ 1,21) no GHex.
Densidade de fibras colagenas: (7% + 0,86) no GM, (4,89% =+ 2,14) no GMex, (4% =+
1,73) no GH e (3,33% + 2,23) no GHex. A partir das comparagdes realizadas no método
de analise de estatistica utilizado, houve diferenca significativa na comparagdo de
porcentagem de nucleos de cardiomidcitos entre 0 GM ¢ o GHex. Conclui-se que a
estrutura cardiaca sofreu hipertrofia das células musculares ¢ ainda a modificagdo da
quantidade de tecido conjuntivo presente no tecido cardiaco, demonstrando assim a
efetividade do modelo utilizado e protocolo imposto.

Palavras-chave: Cardiomidcitos, Zebrafish, coragdo, dieta, exercicio fisico.

ABSTRACT

Obesity and its relationship with cardiovascular disease and myocardial infarction is the
biggest health problem in the world. Zebrafish (Danio rerio) is a major system model for
cardiovascular and genetic development. In this study, we aimed to study and correlate
dietary changes in cardiomyocyte, cardiomyocyte nuclei and cardiac collagen fibers in
Zebrafish submitted to hypercaloric diet and physical exercise. The animals were divided
nto 4 groups, submitted to hypercaloric diet and physical exercise. The findings revealed
that the group that did not been submitted to hyperlipidic diet and physical exercise
showed a higher density of observed data. Cardiomyocyte density (54,71% + 5,42) in

GM, (44.31% + 6.21) in GMex, (62,71% + 7,4) in GH and (65,21% = 2,29) in GHex.
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Density of cardiomyocyte nuclei: (18,29% + 5,28) in GM, (16,71% £ 1,25) in GMex,
(16,14% = 5,69) in GH and (14,14% =+ 1,21) in GHex. Density of collagen fibers: (7% =+
0,86) in GM, (4,89% + 2,14) in GMex, (4% + 1,73) in GH and (3,33% + 2,23) in GHex.
From comparisons performed by the analysis method used, it was possible to test that
there was a significant difference in the comparison of Cardiomyocyte nuclei between
GM and GHex. It is concluded that the cardiac structure suffered hypertrophy of muscle
cells and also the modification of the amount of connective tissue present in the cardiac
tissue, demonstrating the effectiveness of the model used and protocol imposed.

Keywords: Cardiomyocytes, Zebrafish, heart, diet, physical exercise.

INTRODUCAO

A obesidade ¢ evidenciada como aumento excessivo de gordura subcutinea e
visceral tendo como uma das causas para a instaura¢do da doenca uma dieta
desbalanceada juntamente de uma ingestao excessiva de calorias e diminui¢do da energia
gasta. Nas circunstincias de tais fatores também sdo associadas outras doengas e
anormalidades metabdlicas, que inquerem alta morbidade e mortalidade, incluindo:
hiperinsulinemia, resisténcia a insulina, diabetes tipo 2, dislipidemia, doencas vesiculares
e certos tipos de cancer. O indice elevado de massa corporal estd também associado aos
prejuizos da estrutura e funcdo do coragdo (REN et al, 2021). As doencas
cardiovasculares e o infarto do miocardio representam o maior problema de saide no
mundo e a sua relacdo com a epidemia de obesidade e os habitos ndo saudaveis sugerem
que a prevaléncia s6 aumentara com o passar do tempo (BRAUNWALD, 2015).

A prética disciplinada de exercicio fisico protege o coracdo de doencas, de maneira

semelhante quanto ao uso de medicamentos (NACI e IOANNIDIS, 2013) ainda que os
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mecanismos que garantem esses beneficios sdo incompreendidos na sua totalidade. Ha
uma melhora da fun¢do cardiaca e aumento da massa miocardica com a pratica de
exercicios que ¢ atribuido ao aumento do tamanho dos cardiomidcitos
(LERCHENMULLER e ROSENZWEIG, 2014).

O Zebrafish (Danio rerio) ¢ um modelo de sistema majoritdrio para
desenvolvimento cardiovascular e genético. Apresenta um coragdo prototipico de
vertebrados com apenas um atrio ¢ um ventriculo (HU et al., 2000), ambos constituidos
de cardiomiocitos e tecido conjuntivo, auxiliando na distensdo do musculo cardiaco,
transmissdo de forca durante a contragdo, relaxamento e resisténcia a deformacgoes
patologicas. Na regeneracdo do coracao do Zebrafish, quando o tecido ventricular ¢
perdido, os reguladores significativos para o processo regenerativo sdo ativados nos
primeiros dias pds lesdo ¢ parte do tecido ¢ regenerado por cardiomidcitos
majoritariamente pré-existentes (NUNES et al., 2022).

Outro componente importante ¢ o colageno intersticial, um dos componentes do
miocardio, desempenhando a fun¢do de apoiar os miocitos contornando-os e os mantendo
alinhados. Os principais tipos de colageno presentes no miocardio sao os de Tipo I, Il e
V, sendo o de Tipo I 0 mais comum. (DEBESSA et al., 2001).

Neste estudo buscou-se quantificar estruturas presentes no coragdo do Zebrafish, a
fim de observar quais as modificacdes estruturais decorrentes da disponibilidade de uma
dieta hipercalorica e da imposicao de exercicio fisico. Foram avaliadas as densidades dos
cardiomidcitos, dos nicleos dos cardiomidcitos e ainda das fibras de colageno dos

diferentes grupos avaliados.

38



MATERIAIS E METODOS

Delineamento experimental

Quarenta e oito peixes da espécic Danio rerio, de ambos os sexos, adultos, com
aproximadamente 10-18 meses de idade, foram empregados no experimento.
Inicialmente foram submetidos a aclimatizacdo ¢ quarentena, ao longo de 15 dias,

divididos em dois grupos, em um aquario com quatro divisoes de 19 litros.

Durante os periodos de aclimatiza¢do e quarentena do experimento, 0s animais
foram submetidos a um ciclo de 14 horas luz e 10 horas de escuro. Foram alimentados
duas vezes ao dia com ragdao comercial em flocos (Alcon Basic®) (5% de gordura, 45%
de proteina, 5% de material fibroso ¢ 15% de material mineral) e criados em aquarios
com sistema de circulagdo fechada, a temperatura constante de 26 +/- 2°C controlada por
um termostato (Atman®), aferida com auxilio de termdmetro (Aquadene®). Os aquarios
tiveram sua dgua submetida a circulacao, por meio de bomba submersa para oxigenagao
(HBO-300) e filtragao empregando-se filtro externo (Alife 500). Cada um dos aquarios
foi submetido a troca semanal de 10% do seu volume da agua total, bem como, limpeza

dos aquarios e filtros manualmente.

Ainda, ao longo deste periodo, a qualidade da 4gua foi avaliada, sendo que: a cada
dia, pH = 6,8-7,0 (pH Tropical, LabconTest), semanalmente aménia = 0 ppm (Amonia
Toxica, LabconTest) e mensalmente oxigénio dissolvido = 6-8 mg/L (Oxigénio
dissolvido, LabconTest). Quando necessario, os parametros foram corrigidos utilizando
o corretivo de pH Discus Buffer (Seachem) e o removedor de amdénia Am Guard

(Seachem).
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Administragdo das dietas e exercicio fisico
Mantendo as mesmas condi¢des da aclimata¢do e quarentena os animais foram
submetidos a uma modificacdo gradual da sua dieta, por duas semanas, recebendo
artémias congeladas (AquaSmart - 22% de lipidios, 16% de carboidrato ¢ 44% de
proteinas), até atingirem a quantidade representada na tabela 1, conforme proposto por
Oka et al. (2010).
a) Dieta Manuteng¢do (GM): 5 mg cistos de artémias/peixe/dia, uma vez ao dia
(n=24). Durante treze semanas;
b) Dieta Hipercaldrica (GH): 60mg cistos de artémias/peixe/dia, duas vezes ao
dia (n=24). Durante treze semanas;
Tabela 1 - Dados absolutos das diferentes dictas disponibilizadas aos Danio rerio, ao
longo de treze semanas. Conforme protocolo proposto por Oka et al. (2010). Dieta
manuten¢do (GM); Dieta manutengdo + exercicio fisico (GMex); Dieta hipercalodrica

(GH); Dieta hipercaldrica + exercicio fisico (GHex).

Dieta (Artémias) GM e GMex GH e GHEx

Ingestao energética (Kcal/dia por 20 240

animal)

Conforme protocolo proposto por Oka et al. (2010), ap6s oito semanas cada grupo
foi dividido em dois novos grupos para o estabelecimento do protocolo de imposicao de
exercicio. Foram determinados quatro grupos, sendo compostos de 12 animais cada, para
tanto, os aquarios foram mantidos nas mesmas condi¢des expostas anteriormente. Sendo
que, os grupos receberam dieta de manutengdo/hipercaldrica, conforme exposto abaixo,

porém submetidos ou nao ao exercicio fisico. Estes grupos, foram mantidos por treze
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semanas, em seguida foram eutanasiados por imersao em agua gelada, 4 graus Celsius,
por 15 minutos, conforme protocolo proposto por Gupta e Mullins (2010).

- GM: Dieta manuteng¢do (n=12);

- GMex: Dieta manutencdo + exercicio fisico (n=12);

- GH: Dieta hipercalorica (n=12);

- GHex: Dieta hipercaldrica + exercicio fisico (n=12).

O protocolo de exercicio fisico foi realizado com base no trabalho de Van Der
Meulen et al. (2006), para os animais: GMex: Dieta manutengdo + exercicio fisico (n=12)
e GHex: Dieta hipercaldrica + exercicio fisico (n=12). Estes animais foram submetidos a
seis horas de exercicio fisico for¢ado, estimulado através do fluxo de 4gua controlado na
velocidade de cinco centimetros por segundo (5 cm/seg), pelo total de treze semanas em
aquario com um tubo para natacdo. Para diminuir o estresse e otimizar o protocolo
imposto, todos os dias, o fluxo de 4gua foi aumentado gradualmente até atingir a

velocidade esperada em cerca de 5 minutos (Tabela 2).

Tabela 2 - Protocolo de adaptacdo do exercicio fisico dos animais ao longo das semanas
para os animais GMex: dieta manutencao + exercicio fisico e GHex: dieta hipercaldrica

+ exercicio fisico (n=12).

Dia/Semana Tempo (h/dia) Velocidade (cm/s)
1° Dia 1 5
2°Dia 2 5
3°Dia 3 5
4° Dia 4 5
5° Dia 5 5
6° Dia 6 5
2" a 13" semana 6 5
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Ao longo de todo o periodo do experimento, cada um dos animais foi semanalmente
submetido a pesagem, quando foram retirados e colocados em um béquer de vidro 100ml

(Nalgon). Os pesos obtidos em gramas, em balanga de precisao (Marte AD 1000).

Da mesma forma, todos os animais, de cada um dos grupos, ao longo das 13
semanas, foram mensurados em relagdo ao seu comprimento longitudinal, empregando
para tanto, a medida em centimetros, da distancia obtida desde a cabeca at¢ a cauda.

Empregando para tanto paquimetro universal (Starret).

Avaliagdo histomorfométrica

Os peixes inteiros, foram fixados em 10% de formalina em solugdo aquosa por 24
horas, processados utilizando as técnicas histolégicas convencionais ¢ incluidos em
blocos de paraplast (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Em seguida, cada bloco foi
cortado longitudinalmente, com espessura de 4 um, com auxilio do micrétomo manual
(Leixa RM 2125RT). As laminas foram coradas de acordo com as técnicas histoldgicas
de Hematoxilina ¢ Eosina e Tricromico de Masson.

As imagens digitais foram obtidas por meio de um microscopio optico (BX51
Olympus®) juntamente com o programa de captura e andlise de imagens (ProgRes®
Capture Pro 2.5). Em campos aleatorios de cada fragmento, usando como padrdo areas
com as fibras cardiacas longitudinais, foi quantificado os cardiomiocitos € o colageno.

Foram desprezadas areas sem tecido, com hemacias ou células satélites.

Para quantificar a area ocupada pelos cardiomiocitos foi utilizado o software de
analise STEPanizer® (http://stepanizer.com/), utilizando 100 pontos seguindo o principio

de Delesse em que Vv = A =Pp/Pt %, onde Pp sdo os pontos que incidem sobre a estrutura
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e Pt o nimero de pontos totais, deste modo foi obtido no final a drea média de cada
variavel avaliada.

Foi quantificado a densidade de nucleos de cardiomidcitos, densidade de miocardio
¢ a densidade de fibras de coldgeno. Ao contar o nimero de pontos correspondentes aos
nacleos e aos cardiomidcitos dispostos ao longo do atrio e ventriculo, sendo que a
diferenca da area média de miocardio pela area média de tecido conjuntivo equivale a
areca média de cardiomiocitos (N° cardiomiocitos = area média do miocardio — area média

do tecido conjuntivo).

Andlise estatistica

Os dados, massa corporal ¢ comprimento, foram testados quanto a normalidade a
partir da aplicacdo do teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov, apresentados como
médiatdesvio padrdo. As diferencas entre os grupos foram testadas pela analise de
variancia one-way (ANOVA), seguida pelo pos-teste de multipla comparacdo de
Dunnett's Holm-Sidak, considerando o valor P<0,05, como estatisticamente significativo.
A estatistica foi realizada com auxilio do programa GraphPad Prism (Prism versao 6.0c
para Mac, GraphPad Software, La Jolla, CA).

Todos os dados, para densidade de nucleos de cardiomidcitos, densidade de
miocardio ¢ a densidade de fibras de colageno, foram submetidos inicialmente a
estatistica descritiva. Para avaliar a normalidade dos dados foi aplicado o teste de
Kolmogorov—Smirnov (Tabela 3). A massa corporal e o comprimento, foram avaliados
pela analise de variancia one-way (ANOVA), considerando o valor P<0,05, como
estatisticamente significativo (Tabela 3). A densidade de nucleos de cardiomiocitos,

densidade de miocardio e a densidade de fibras de colageno foi avaliada por meio de uma
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analise de variancia one-way (ANOVA), seguida pelo pos-teste de multipla comparagao
de Tukey’'s. Os dados foram apresentados como médiaterro padrio da média.
Considerando significativo o valor (P<0,05). A estatistica foi realizada com auxilio do
programa GraphPad Prism (Prism versdo 6.0c para Mac, GraphPad Software, La Jolla,

CA).

RESULTADOS

Ganho de massa e comprimento na imposi¢do ou ndo ao exercicio

GM - Grupo dieta de manutengdo

Para os animais do GM foi observado que ao longo das 13 semanas, a massa
corporal (gramas), manteve-se constante, sem a ocorréncia de diferenga estatistica entre
as semanas(P<0,05). Os dados obtidos em relacio ao comprimento longitudinal dos
animais, em centimetros (cm), demonstraram também a manuten¢do do comprimento ao

longo do periodo. Sem a ocorréncia de diferenga estatistica (P<0,05).

GMex - Grupo dieta de manutengado e exercicio fisico

Para o grupo GMex, em relacdo a massa corporal (gramas), foi observada
diferenga estatistica entre os animais na primeira semana (0,30g £+ 0,10), quando da
aplicagdio ANOVA one way, pos-teste de multipla compara¢do de Dunnet's (P<0,05),
revelando uma diminuic¢do: de 30,83% para os da segunda semana; 33,59% para os da
quarta semana e¢ de 40,01% para os da sexta semana. Em relacdo ao comprimento
longitudinal (cm) dos animais deste grupo, ndo foi observada diferenca estatistica ao

longo do periodo avaliado.
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GH - Grupo dieta hipercalorica

Foi observado que a dieta hipercalorica promoveu aumento da massa corporal
(gramas) nos animais, ao longo das semanas. A andlise de variancia revelou diferencas
estatisticas, entre a massa corporal (gramas), da primeira semana (0,32g+0,07), quando
comparados com os dados obtidos da sexta até a décima terceira semana. Revelando
incremento relativo de: 45,68% para os animais da sexta semana, 53,27% para os da
sétima semana, 40,08% para os da oitava semana, 47,59% para os da nona semana,
63,94% para os da décima semana, 49,80% para os da décima primeira semana, 43,13%
para os da décima segunda semana ¢ de 28,89% para os da décima terceira semana. Nao
foi observada diferenca estatistica em relagdo ao comprimento dos animais (cm), ao longo

das semanas (P<0,05).

GHex — Grupo dieta hipercalorica e exercicio fisico

Foram observadas diferengas estatisticas das massas corporais (gramas) dos
animais do grupo GHex, da primeira semana (0,27g+0,08) em relagdo as massas corporais
da sexta at¢ a décima terceira semana. Isto, comprovado a partir da aplicacdo da analise
de variancia, ANOVA one way, pos-teste de multipla comparagdao de Dunnet's (P<0,05).
Os valores sofreram um incremento de 45,75% para os animais da sexta semana, 65,66%
para os animais da sétima semana, 85,98% para os animais da oitava semana, 96,88%
para os animais da nona semana, 104,48% para os animais da décima semana, 94,59%
para os animais da décima primeira semana, 87,16% para os animais da décima segunda
semana ¢ de 79,69% para os animais da décima terceira semana. Foi observada diferenca
estatistica em relagdo ao comprimento (cm) dos animais, da nona (3,29cm=+0,33) at¢ a
décima terceira semana (3,61cm+0,33). A partir da aplicacdo do mesmo teste utilizado

para avaliacdo da massa corporal (P<0,05).
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Avaliagdo histomorfométrica

O tecido cardiaco dos Zebrafish, dos quatro grupos, se apresentou sendo composto
por cardiomidcitos, com alto grau de anastomose entre as fibras e dispostas ao longo de
espagos trabeculares formados pelo tecido conjuntivo presente.

Para a quantificacdo da densidade volumétrica do tecido cardiaco (Tabela 3) foi
avaliado a relagdo existente entre a densidade volumétrica dos cardiomidcitos, do numero
de nucleos destes cardiomiocitos ¢ de fibras de coldgeno presentes no tecido cardiaco.

Foi possivel verificar que a densidade volumétrica dos cardiomiocitos (Vv%)
sofreu um incremento, sinalizando uma influéncia, da dieta ¢ ainda do exercicio fisico,
conforme exposto na Tabela 3. Com diferencga estatistica entre estes P<0,05.

No tocante a densidade volumétrica dos nucleos dos cardiomdcitos (Vv%), a
Tabela 3, demonstrou que os valores ndo apresentaram diferenga estatistica P<0,05 em
todos os grupos avaliados.

As fibras de colageno, estiveram dispostas em formato de feixes, de forma
desorganizada ao longo dos espacos trabeculares do tecido cardiaco. apresentando no seu
interior hemacias. Demonstraram diminuic¢do significativa (P<0,05) na deposi¢do das
fibras de colageno no tecido cardiaco nos animais que receberam dieta hipercalorica e

foram submetidos ao exercicio fisico, conforme a tabela 3.
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Tabela 3. Média (%) e desvio padrao das densidades volumétricas (Vv) dos
cardiomiocitos, nucleos dos cardiomidcitos e fibras de colageno do tecido cardiaco de
Zebrafish. Submetidos a GM: dieta manutencdo, GMex: dieta manutencao + exercicio
fisico, GH: dicta hipercalorica, GHex: dieta hipercalorica e exercicio fisico ao longo de
13 semanas. ANOVA one-way, com aplica¢do do pds-teste de multipla comparacao de

Tukey’s, P<0,05. Letras iguais, entre as linhas da mesma coluna, indicam diferenca

estatistica.
DENSIDADE VOLUMETRICA (Vv)

NUCLEO DOS FIBRAS DE
GRUPOS CARDIOMIOCITOS CARDIOMIOCITOS COLAGENO
GM 54,71% =+ 5,428 18,29% =+ 5,28 7% + 0,868
GMex 57,5% + 5,49¢P 16,71% + 1,25 4,.89% = 2,14
GH 62,71% + 7,454€ 16,14% = 5,69 4% + 1,737
GHex 65,21% + 2,295P 14,14% + 1,21 3,33% + 2,238

DISCUSSAO

O desempenho dos animais frente a dieta hipercaldrica e exercicio fisico
trouxeram como resultados, para os grupos GH e GHex, aumento significativo do ganho
de massa corporal determinada pela quantidade de artémias. Caracterizando que estes
animais apresentaram incremento de seus pesos a partir da sexta semana. Este ganho de
peso foi confirmado pela ocorréncia de diferenga estatistica quando comparados os
animais da primeira semana, em ambos os grupos (P<0,05). Em um estudo com Zebrafish
alimentados com dieta hiperlipidica, os animais atingiram a obesidade em oito semanas,

e tiveram aumento dos niveis de triglicerideos no plasma sanguineo e hepatoesteatose
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(OKA etal., 2010). Mesmo diante da imposi¢do de exercicio, houve variacdo de massa e

comprimento dos animais, de forma significativa.

Em rela¢do ao crescimento longitudinal, foi observado no grupo GHex que
diferenca estatistica quando comparados com a primeira semana (P<0,05). Esse resultado
corrobora com um estudo que encontraram efeitos estimuladores do crescimento frente a

um protocolo de exercicio intenso em Zebrafish (PALSTRA et al., 2010).

Para os animias do grupo GMex, houve diminui¢do da massa corporal da segunda,
quarta ¢ sexta semanas em comparagdo com a primeira semana, devido ao fato das
artémias serem um alimento hiperlipidico mas a oferta ndo ser hipercaldrica.
Entendimento que esta de acordo com um trabalho que promoveu perda de peso em
roedores com uma dicta cetogénica quando também submetidos ao exercicio de

resisténcia (MA et al., 2018).

Foi evidenciado em Zebrafish uma grande capacidade de recuperagdo do tecido
cardiaco no decorrer da vida (GUPTA e POSS, 2012). A regeneracdo do coragdo do
Zebrafish foi desencadeada por cardiomiocitos pré-existentes, com grande capacidade
regenerativa (LAI et al., 2017). Apesar das informagdes acima, a possibilidade
regenerativa ndo foi previamente um objeto de investigacdo deste estudo. Assim, ndo foi
possivel afirmar que as diferentes dietas, ou mesmo, o exercicio fisico poderia ter esta
amplitude frente ao tecido cardiaco. Em um estudo foi evidenciado que a densidade dos
cardiomidcitos no tecido atrial e ventricular ndo difere entre machos e f€émeas, sugerindo

que esse tecido ndo sofre alteragdes pelos hormonios gonadais (OKIYAMA et al., 2016).

Fatores distintos, especialmente em relacdo a natureza da dieta, revelaram a
capacidade reguladora e inibidora do surgimento de novas células cardiacas no coragao.

Dentre estas, dados apontaram que as desordens causadas pela dieta com alto teor de
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gorduras e calorias foi capaz de promover lesdes nos cardiomidcitos ao desencadear
apoptose (SLETTEN et al., 2018). Ainda em vertebrados, foi observado que uma dieta
hiperlipidica em ratos adolescentes levou a uma supressao fisiolégica da maturagdo do
coragdo (HYNYNEN et al., 2020). Considerando assim que a dieta hiperlipidica
respondeu pela capacidade ativa de promover a autofagia no coragdo de camundongos
(TONG et al., 2019). Apesar dos relatos, nos animais investigados, a metodologia
empregada permitiu observarmos que a densidade volumétrica dos cardiomiocitos se
alterou diante da oferta de uma dieta hipercaldrica, sofrendo um incremento. Revelando-
se de forma distinta ao observado na literatura consultada, mesmo diante das diferentes
metodologias empregadas. Pois, considera-se possivel que a dieta hiperlipidica foi
responsavel por promover aumento nas dimensdes dos cardimiocitos.

Para os animais que foram submetidos ao exercicio fisico, mesmo diante da
distincao entre as dietas (GHex ¢ GMex), houve um incremento da densidade volumétrica
dos cardiomiocitos. Garantindo assim que o exercicio fisico poderia ser considerado um
mecanismo de prote¢do do coragdo, que promoveu uma melhora da fungdo e aumento da
massa miocardica ¢ do tamanho dos cardiomidcitos (NACI e IOANNIDIS, 2013;
LERCHENMULLER e ROSENZWEIG, 2014). Com este entendimento, foi também
observado em ratos que a dieta hiperlipidica respondeu pelo estabelecimento da
hipertrofia do tecido cardiaco (SCIARRETTA et al., 2012). Outro estudo, com exercicio
fisico regular de corrida demonstrou em ratos que houve estimulacdo no aumento da
formacao de novos cardiomiocitos, isso reforgou o conceito ¢ o entendimento de que o
exercicio poderia ativar a capacidade enddgena do coracdo de mamifero adulto,
promovendo uma regeneragdo diante da ocorréncia de lesdes (VUJIC et al., 2018). Em

Zebratish, o exercicio estimulou a proliferacdo dos cardiomiocitos, sem a ocorréncia de
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hipertrofia, e essa resposta foi mantida mesmo quando houve lesdo cardiaca (ROVIRA et
al., 2018).

Diante dos achados, foi possivel sugerir que houve sim uma hipertrofia do tecido
cardiaco, como proposto por Sciarretta et al. (2012). Isto em decorréncia aos valores
obtidos para a densidade volumétrica dos cardiomidcitos. Fato que ¢ contrario as
informacdes de Rovira et al. (2018), que mesmo diante da imposicao do exercicio fisico
nao evidenciaram a hipertrofia dos cardiomiodcitos. O entendimento da ndo alteracdo dos
valores obtidos para a densidade volumétrica do nimero de nticleos dos cardiomiocitos,
frente a dietas hiperlipidicas e ainda em relagdo ao exercicio fisico levou a crer que apesar
do aumento das dimensdes dos cardiomiocitos nao houve o surgimento de novas células,
diferentemente do observado por Vujic et al. (2018).

Foi reportado em Zebrafish que o exercicio fisico ndo levou ao aumento das fibras
de colageno, mesmo quando houve lesdo cardiaca (ROVIRA et al., 2018). De outra
forma, em um estudo que analisou a recuperacdo de ferida provocada por cirurgia no
tecido cardiaco em Zebrafish evidenciou maior densidade de colageno na regeneracgdo,
que pode atuar como um obstaculo na reposi¢do de tecido cardiaco funcional (BISE et
al., 2020). Em outro estudo, a elevagdo da concentragdo de acidos graxos circulantes
contribuiu sinergicamente para disfunc¢do endotelial, desencadeando o aciimulo de tecido
fibroso (GHOSH et al., 2017). Em ratos obesos, a dieta hiperlipidica causou disfungao
cardiaca diastdlica e sistolica, anormalidades morfologicas decorrente do acimulo de
lipidios e fibrose intersticial (XU et al., 2022). Ao diferenciar a presenca de tecido
conjuntivo e coldgeno no coragdo de machos e fémeas no Zebrafish, um estudo
evidenciou maior concentracao no ventriculo de machos, o que leva a associacao de maior
prevaléncia de doenca cardiaca em homens (OKIYAMA et al., 2016). Assim sendo, os

resultados obtidos a partir da avaliagdo da densidade do colageno no tecido cardiaco
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permitiu destacar que o aporte de calorias em excesso foi capaz de promover uma
diminui¢do significativa da deposicao deste tecido no coragdo de Zebrafish, quando

comparados com animais submetidos a uma dieta manutencao.

CONCLUSAO

Frente a disponibilidade de uma dieta hipercaldrica e da imposi¢do de exercicio
fisico, foi possivel verificar que a estrutura cardiaca sofreu interferéncia, modificando-se.
Sinalizando a ocorréncia de hipertrofia das células musculares e ainda a modificagdo da
quantidade de tecido conjuntivo presente no tecido cardiaco, diminuindo sua deposi¢ao
frente a dieta hipercalorica. Demonstrando assim a efetividade do modelo utilizado e

protocolo imposto.
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CAPITULO 3

QUANTIFICACAO DA ESTRUTURA HEPATICA DE ZEBRAFISH (Danio

rerio) SUBMETIDOS A DIFERENTES DIETAS E EXERCICIO FiSICO

RESUMO

Para estudar o desenvolvimento do figado de vertebrados, o Zebrafish, nas ultimas
décadas, tornou-se o modelo primario. Este trabalho avaliou o impacto do exercicio fisico
sobre o desenvolvimento de Zebrafish (Danio rerio) alimentados com dieta padrdo e dieta
hipercalorica. Os animais que praticaram exercicio fisico apresentaram maior area de
hepatocitos (65.92+ 1.81 — GMex ¢ 50.75 + 2.24 GHex) dentre os grupos. Os animais do
grupo GH apresentaram a maior area de tecido conjuntivo (15.12 = 0.72), seguidos do
grupo GHex (13.53 £+ 1,43). Com relacdo a esteatose, o grupo GH apresentou a maior
quantidade de gordura (27.21+1.36), seguido pelo grupo GHex (21.66+1.110) com areas
de macroesteatose, sendo as diferencas estatisticamente significativas. O GMex
apresentou area de gordura de 3,5+0,76, enquanto o GM apresentou 5.7 £ 0.5. O grupo
GHex apresentou 20,39% menos gordura que o grupo GH. Os animais do grupo GMex
apresentou 72,47% menos gordura do que aqueles que o GM. Conclui-se que a dieta
hipercalorica implicou para os grupos GH e GHex maior area de esteatose e de tecido
conjuntivo, ¢ menor area ocupada pelos hepatdcitos. O exercicio fisico nos grupos que o
praticaram trouxe um padrdo hepéatico com maior area de hepatocitos, menor esteatose
hepatica e presenga de tecido conjuntivo.

Palavras-chave: figado ,Zebrafish, hepatocitos, esteatose, exercicio fisico.

55



ABSTRACT

To study the development of the vertebrate liver, Zebrafish, in the last few decades, has
become the primary model. This work evaluated the impact of physical exercise on the
development of Zebrafish (Danio rerio) fed with standard and hypercaloric diet. The
animals that practiced physical exercise presented greater area of hepathocyte (65.92+
1.81 — GMex and 50.75 + 2.24 GHex) among the groups. The animals of the GH group
presented a larger area of connective tissue (15.12 + 0.72), followed by the GHex group
(13.53 £ 1.43). Regarding steatosis, the GH group presented the highest amount of fat
(27.21£1.36), followed by the GHex group (21.66+1.110) with areas of macrosteatosis,
with statistically significant differences. The GMex presented a fat area of 3.5+0.76,
while the GM presented 5.740.5. The GHex group had 20.39% less fat than the GH group.
The animals in the GMex group had 72.47% less fat than those in the GM. It is concluded
that a hypercaloric diet implied for the GH and GHex groups had greater area of steatosis
and connective tissue, and a smaller area occupied by hepatocytes. Physical exercise in
the groups that practice it brought a hepatic pattern with greater hepatic steatosis and the

presence of connective tissue.

Keywords: Liver, Zebrafish, hepathocyte, steatosis, physical exercise.

INTRODUCAO

Para estudar o desenvolvimento do figado de vertebrados, o Zebrafish, nas ultimas
décadas, tornou-se o modelo primario. O figado do Zebrafish desempenha simularidade
com humanos ¢ roedores no que abrange as fungdes ¢ a microanatomia, incluindo a

capacidade de filtrar, absorver e processar grandes complexos de proteinas dentro dos
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sinusoides hepaticos (CHENG et al., 2019). O trilobado figado desses animais também
sdo similares no processamento de lipidios, vitaminas, proteinas e carboidratos e na

sintese de proteinas séricas (MENKE et al., 2011).

A doenga do figado gorduroso nao alcoolica (Non-alcoholic fatty live discase —
NAFLD) envolve diversas condi¢des, a exemplo da deposi¢cdo de gordura com
consequente esteatose, que pode ser associada a quadros de hepatite, fibrose, cirrose ¢ até
mesmo neoplasias (BENEDICT ¢ ZHANG, 2017). E, atualmente, uma doenca comum
no mundo estando associada, inclusive, com desordens metabodlicas, a exemplo de
diabetes do tipo 2, ou mesmo hiperlipidemia, hipertensdo arterial ¢ a obesidade

(SARWAR et al., 2018).

Em humanos e no Zebrafish ha varias similaridades na caracterizagao da NAFLD,
que incluem aumento do hepatdcito ¢ acimulo de triglicerideos. Por mais que o Zebrafish
tem sido util no estudo da doenga, a interagdo entre o hepatdcito e outros tipos de célula,
a progressao e severidade da estatohepatite que envolve inflamacdo e fibrose precisam

ser melhor estudadas (GOESSLING e SADLER, 2015).

Relacionar obesidade com o desenvolvimento da NAFLD se faz por uma vez que
a hidrolisacdo de triacilglicerol acumulado no tecido adiposo leva a liberacao de glicerol
e acidos graxos livres, que acabam se direcionando ao figado para metabolizagdo, onde
acabam se acumulando e favorecendo o desenvolvimento da doenca (MILIC et al., 2014).
Normalmente o figado ndo estoca triacilglicerol, mas em condigdes de desequilibrio,
como a obesidade, ou mesmo alto consumo de carboidratos e gorduras, levam a um
metabolismo andmalo dos lipidios, levando ao acimulo de gordura hepatica (NASSIR et
al., 2015). A permanéncia de gordura no figado leva ao desenvolvimento da esteatose.
Frequentemente € considerada uma condi¢do benigna, mas com o passar do tempo, leva

a processos inflamatoérios com processos de necrose e inflamagao, com degeneragao dos
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hepatdcitos e maior risco da progressao fibrotica e para a cirrose, € consequentemente,
eleva o risco de desenvolvimento de NAFLD (NASSIR et al., 2015; HASHIMOTO et al.,

2015).

Na intervencao e tratamento da NAFLD, com o intuito de induzir a lipofagia no
figado, o uso de uma dieta com restri¢do caldrica e a imposi¢do da pratica de exercicio
fisico tem mostrado resultados animadores. Até porque o acumulo de lipidio também

provoca exacerbado envelhecimento do figado (GAO et al., 2020).

O exercicio fisico desempenha consequéncias benéficas sobre o uso adequado de
fontes de energia, a exemplo do tecido adiposo. Durante o processo da utilizacdo de
gordura como fonte de energia os adipocitos liberam acidos graxos livres ¢ triacilglicerol,
e estes sdo direcionados via corrente sanguinea até o local em que sdo necessarios, a
exemplo dos musculos (EL-ZAYAT et al., 2019). Para a melhora de parametros
metabdlicos, os estudos com exercicio também sdo promissores, a exemplo da resisténcia
a insulina, leptina e diminui¢do da adiposidade, bem como as hepatopatias (ZHANG e
BANHIDY, 2017). No entanto, poucos sao os estudos que avaliam o impacto do exercicio
em peixes obesos, ou mesmo seu impacto em peixes que desenvolvem NAFLD. Assim,
o proposito desse estudo foi avaliar as consequéncias da dieta hipercalorica e do exercicio
fisico no desenvolvimento, frente a diferentes protocolos, em relacdo a alguns
componentes estruturas do figado, dentre eles, os hepatocitos, o tecido conjuntivo e o

tecido adiposo.

MATERIAIS E METODOS

Delineamento experimental
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Quarenta e oito peixes da espécie Danio rerio, de ambos os sexos, adultos, com
aproximadamente 10-18 meses de idade, foram empregados no experimento. Submetidos
aclimatiza¢do e quarentena, ao longo de 15 dias, em seguida alojados em quatro grupos
de 12 animais, em um aquario com quatro divisdes de 19 Litros de dgua estabilizada,

mantida a temperatura ideal e oxigenada adequadamente.

Durante os periodos de aclimatizag¢do, quarentena do experimento, os animais
foram submetidos a um ciclo de 14 horas luz e 10 horas escuro e foram alimentados duas
vezes ao dia com ragdo comercial em flocos (Alcon Basic®). Durante o periodo de
aclimatacdo, quarentena ¢ ao longo do experimento os animais foram mantidos em
aquarios com sistema de circulagdo fechada, a temperatura constante de 26+2°C
controlada por termostato (Atman®) e aferida com auxilio de um termdmetro
(Aquadene®). Os aquarios tiveram sua agua submetida a circulacao, por meio de bomba
submersa para oxigenacdo (HBO-300) e filtragdo empregando-se filtro externo (Alife
500). Houve troca semanal de 10% da agua, limpeza dos aquarios e filtros manualmente,

a cada semana.

Durante todo o periodo, a qualidade da agua foi avaliada, sendo que: a cada dia, pH
= 6,8-7,0 (pH Tropical, LabconTest), semanalmente amonia= 0 ppm (Amonia Toxica,
LabconTest) e mensalmente oxigénio dissolvido = 6-8 mg/L (O2 Dissolvido,
LabconTest). Quando necessario, os parametros foram corrigidos utilizando o corretivo

de pH Discus Buffer (Seachem) e o removedor de amdnia Am Guard (Seachem).

Administragdo das dietas e exercicio fisico

Mantendo as mesmas condi¢des da aclimatacao e quarentena os animais foram
submetidos a uma modificagdo gradual da sua dieta, por duas semanas, recebendo

artémias congeladas (AquaSmart - 22% de lipidios, 16% de carboidrato e 44% de
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proteinas). Até atingirem a seguinte quantidade, conforme tabela 1, conforme proposto

por Oka et al. (2010):

a) Manuten¢do (GM): Dieta manutengao (5 mg cistos de art€émias/peixe/dia, uma
vez ao dia). (n=24). Durante treze semanas;
b) Dieta hipercalérica (GH): Dieta hipercalorica (60mg cistos de

artémias/peixe/dia, duas vezes ao dia.) (n=24). Durante treze semanas;

Tabela 1 - Dados absolutos das diferentes dietas disponibilizadas aos Danio rerio, ao
longo de treze semanas. Conforme protocolo proposto por Oka et al. (2010). Dieta
manutengao (GM); Dieta manutengdo + exercicio fisico (GMex); Dieta hipercalorica

(GH); Dieta hipercalorica + exercicio fisico (GHex).

Dieta (Artémias) GM e GMex GH ¢ GHEx

Ingestao energética (Kcal/dia por 20 240

animal)

Conforme protocolo proposto por Oka et al. (2010), apos oito semanas, os animais
seriam induzidos ao sobrepeso. Foram determinados quatro grupos, sendo compostos de
12 animais cada, para tanto, os aquarios foram mantidos nas mesmas condigdes expostas
anteriormente. Sendo que, os grupos receberam dieta de manuteng@o e/ou hipercaldrica,
conforme exposto abaixo, porém acrescidos ou nao de exercicio fisico. Estes grupos,
foram mantidos por 13 semanas, em seguida foram eutanasiados por imersdo em agua
gelada, 4 graus Celsius, por 15 minutos, conforme protocolo proposto por Gupta e

Mullins (2010).

- GM: Dieta manutengdo (n=12);
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- GMex: Dieta manutencdo + exercicio fisico (n=12);

- GH: Dieta hipercalorica (n=12);

- GHex: Dieta hipercaldrica + exercicio fisico (n=12).

O protocolo de exercicio fisico imposto foi realizado com base no trabalho de Van
Der Meulen et al. (2006), para os animais: GMex: Dieta manutengdo + exercicio fisico
(n=12) e GHex: Dieta hipercaldrica + exercicio fisico (n=12). Os animais foram
submetidos a seis horas de exercicio fisico forcado, estimulados através do fluxo de agua
controlado na velocidade de cinco centimetros (cm) dos animais por segundo (5 cm/seg),
pelo total de treze semanas, em aquario com um tubo para natagdo. Para diminuir o
estresse e otimizar o protocolo de exercicio fisico, todos os dias o fluxo de agua foi
aumentado gradualmente até atingir a velocidade esperada em cerca de 5 minutos/por dia

(Tabela 2).

Tabela 2 - Protocolo de adaptacao do exercicio fisico dos animais ao
longo das semanas para os animais GMex- Dieta manutencdo +

exercicio fisico e GHex: Dieta hipercalorica + exercicio fisico (n=12).

Dia/Semana Tempo (h/dia) Velocidade (cm/s)
1° Dia 1 5
2° Dia 2 5
3°Dia 3 5
4° Dia 4 5
5° Dia 5 5
6° Dia 6 5
2% a 13" semana 6 5

Ao longo de todo o periodo do experimento, cada um dos animais foi semanalmente
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submetido a pesagem, quando foram retirados e colocados em um béquer de vidro 100ml

(Nalgon). Os pesos obtidos em gramas, em balanga de precisao (Marte AD 1000).

Da mesma forma, todos os animais, de cada um dos grupos, ao longo das 13
semanas, foram mensurados em relagdo ao seu comprimento longitudinal, empregando
para tanto, a medida em centimetros, da distdncia obtida desde a cabeca até a cauda.

Empregando para tanto paquimetro universal (Starret).

Avaliagdo histomorfométrica

Ao final das 13 semanas no protocolo de imposi¢do de exercicio fisico, 0s peixes
apods eutandsia, foram fixados em 10% de formalina em solu¢do aquosa por 24 horas ¢
processados utilizando as técnicas histologicas convencionais e incluidos em blocos de
paraplast (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Foram feitos cortes com espessura de 4
pum ao longo de todo o animal com auxilio do microtomo manual (Leixa RM 2125RT).
As laminas foram coradas de acordo com as técnicas histologicas de Hematoxilina e

Eosina e Tricromico de Masson.

As laminas foram avaliadas em microscopio Optico (Olympus® BXS51), em
aumentos de 10 a 40x. Foram obtidas fotomicrografias de 10 campos escolhidos
aleatoriamente para cada lamina pelo microscopio Optico acoplado a um software para

captura ¢ analise das imagens, o ProgRes® Capture Pro 2.5

O figado dos animais foi analisado quanto a area ocupada pelos hepatdcitos e tecido
conjuntivo ¢ adiposo. Para tanto, foi utilizado o software STEPanizer© 1.0. A area
ocupada pelos hepatocitos ¢ tecidos conjuntivo e adiposo foram quantificados por meio
de um sistema de teste de pontos (CATTA-PRETA et al., 2011) em que o calculo da area
total se baseou no principio de Delesse onde onde A = Vv = Pp/Pt, sendo Pp os pontos

que incidem sobre a estrutura analisada e Pt o nimero total de pontos (36 pontos) e foi
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utilizada a Densidade de Volume (Vv%) para apresentacdo dos resultados, como média
+ desvio padrao da média. Foram avaliados os hepatdcitos e os tecidos conjuntivo e

adiposo.

Analise estatistica

Os dados, massa corporal e comprimento, foram testados quanto a normalidade a
partir da aplicagdo do teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov, apresentados como
médiatdesvio padrdao. As diferencas entre os grupos foram testadas pela analise de
variancia one-way (ANOVA), seguida pelo pos-teste de multipla comparacao de
Dunnett's Holm-Sidak, considerando o valor P<0,05, como estatisticamente significativo.
A estatistica foi realizada com auxilio do programa GraphPad Prism (Prism versao 6.0c

para Mac, GraphPad Software, La Jolla, CA).

Os resultados de hepatocitos, € os tecidos conjuntivo e adiposo foram apresentados
como médiatdesvio padrdo da média. Todo os dados foram submetidos a aplicagdo do
teste Kolmogorov-Smirnov, avaliando-se a distribui¢do normal. Buscando o
entendimento dos dados e sua relagdo entre os grupos avaliados, frente a oferta de dietas
diferentes, bem como, o efeito promovido pela imposi¢ao de exercicio fisico, estes foram
avaliados por meio da aplicacio do teste Mann Whitney. As andlises ocorreram
primeiramente entre os grupos de animais que receberam dieta manutencdo (GM) e que
foram submetidos ao exercicio fisico (GMex). Da mesma forma, o teste de Mann-
Whitney avaliou os animais dos grupos que receberam dieta hipercalorica (GH) e foram
submetidos ao exercicio fisico (GHex). Considerou-se P<0,05 como estatisticamente
significativo (Figura 1). A andlise foi realizada com auxilio do programa GraphPad Prism

(Prism versao 6.0c para Mac, GraphPad Software, La Jolla, CA).
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RESULTADOS

Massa e comprimento corporal

Para os animais do GM, foi observada que ao longo das 13 semanas, a massa
corporal (gramas) manteve-se constante, sem diferenca estatistica entre as semanas
(P<0,05). Os dados obtidos, em relagdo ao comprimento longitudinal dos animais, em

centimetros (cm), ndo apresentaram diferenga estatistica.

Para o grupo GMex, em relagdo a massa corporal, houve diferenga estatistica entre
os animais da primeira semana (0,30g+0,10), revelando uma diminui¢do: de 30,83% para
os da segunda semana; 33,59% para os da quarta semana ¢ de 40,01% para os da sexta
semana. Em relagdo ao comprimento longitudinal dos animais deste grupo, nio foi

observada diferenga estatistica ao longo do periodo.

A dieta hipercalérica no grupo GH promoveu aumento da massa corporal nos
animais ao longo das semanas. Ocorreu diferenga estatistica, entre a massa corporal dos
animais da primeira semana (0,32g+0,07), com incremento relativo de: 45,68% para os
animais da sexta semana, 53,27% para os da s¢tima semana, 40,08% para os da oitava
semana, 47,59% para os da nona semana, 63,94% para os da décima semana, 49,80%
para os da décima primeira semana, 43,13% para os da décima segunda semana ¢ de
28,89% para os da décima terceira semana. Ndo foi observada diferenca estatistica em

relagdo ao comprimento dos animais, ao longo das semanas (P<0,05).

Foram observadas diferencas estatisticas das massas corporais (gramas) dos

animais do grupo GHex, da primeira semana (0,27g+0,08), com um incremento de
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45,75% para os animais da sexta semana, 65,66% para os animais da sétima semana,
85,98% para os animais da oitava semana, 96,88% para os animais da nona semana,
104,48% para os animais da décima semana, 94,59% para os animais da décima primeira
semana, 87,16% para os animais da décima segunda semana ¢ de 79,69% para os animais
da décima terceira semana.. Houve diferenga estatistica em relagdo ao comprimento dos

animais, da nona (3,29c¢m=0,33) at¢ a décima terceira semana (3,61cm=+0,33).

Analise histomorfométrica

Inicialmente os dados quantitativos, relativos a densidade volumétrica da area
ocupada pelos hepatocitos, dos grupos mantidos sob dieta de manutengdo (GM;
57,35%=+2,9), em comparagdo aqueles que foram submetidos a exercicio fisico (GMex;
65,92%=*1,81), demonstraram um incremento de 14,94% da densidade volumétrica da
area destes ultimos, sendo P<0,001. Ja em relagdo a densidade volumétrica da area dos
hepatdcitos, entre os animais que receberam uma dieta hipercalorica, isto ¢, (GH;
47,17%=+1,28 ¢ GHex; 50,75%=2,24), foi observado que a area ocupada pelos animais
que praticaram exercicio fisico (GHex) foi 7,59% maior, do que a area do grupo sem

exercicio fisico (GH), com diferenca estatistica P<0,001 (Figura 1).

Em relacdo a densidade volumétrica da area ocupada pelo tecido conjuntivo, foi
possivel afirmar que quando comparados os animais submetidos a dieta de manutencao
(GM; 12,16%=+0,81) com aqueles que praticaram exercicio fisico (GMex; 13,5%=+0,76),
houve aumento de 11,02% desta area, com diferencga estatistica P<0,001. Para os animais
que receberam dieta hipercaldrica, a diferenca foi de aproximadamente 10,51% a menos,
quando comparados os diferentes grupos (GH; 15,12%+0,72 e GHex; 13,53+1,43), sendo

P<0,001 (Figura 1). Sem a ocorréncia de fibrose nos grupos.
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Os valores obtidos para a densidade volumétrica da é&rea do tecido adiposo
disposto ao longo do parénquima hepatico, dos animais que receberam dieta de
manutengao e praticaram exercicio fisico (GMex; 3,5%+0,76) foi 72,47% menor, do que
aqueles que foram mantidos sob dieta de manutengao (GM; 5,7%=0,5), sendo P<0,001.
De outra forma, a densidade volumétrica da area de tecido adiposo encontrado nos figados
dos animais submetidos a dieta hipercalorica (GH; 27,21%+1,36), quando comparados
com os animais que receberam a mesma dieta, sobretudo praticaram exercicio fisico
(GHex; 21,66%=1,11) (Tabela 3), diminuiu aproximadamente 20,39%, com P<0,001

(Figura 1).
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Figura 1 — Avaliacdo da densidade volumétrica dos hepatocitos (A); tecido conjuntivo
(B) e o tecido adiposo (C) de Zebrafish submetidos a dieta manutencao (GM); dieta
manutenc¢ao e exercicio fisico (Gmex); dieta hipercaldrica (GH) e dieta hipercaldrica e

exercicio fisico (GHex), ao longo de 13 semanas. Todos os valores sdo média + desvio
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padrdo, asteriscos (*) representam a ocorréncia de diferenga estatistica, ANOVA one-

way, por meio da aplicacao do teste Mann-Whitney (P<0,05).

Figura 2 — Parénquima hepatico grupo GH, coloragdes H&E e Tricrdmico de masson.

Notar ares de macro e microesteatose. Aumento de 400x

Figura 3 — Parénquima hepatico do GMex (esquerda) e GM (direita). GMex apresentou
maior densidade de hepatocitos. Coloragdes H&E e Tricromico de Masson. Aumento de

400x

67



DISCUSSAO

O desempenho dos animais nos grupos GH ¢ GHex evidenciou aumento
significativo do ganho de massa corporal determinada pela quantidade de artémias a partir
da sexta semana. Este ganho de peso foi confirmado pela ocorréncia de diferenca
estatistica quando comparados os animais da primeira semana, em ambos 0s grupos
(P<0,05). Foi evidenciado em Zebrafish alimentados com dieta hiperlipidica, obesidade
em oito semanas, aumento dos niveis de triglicerideos no plasma sanguinco ¢
hepatoesteatose (OKA et al., 2010). J& no grupo GMex, houve diminui¢cdo da massa
corporal da segunda, quarta ¢ sexta semanas em comparacao com a primeira semana,
devido ao fato das art€émias serem um alimento hiperlipidico mas a oferta ndo ser
hipercalérica. Corroborando com um trabalho que evidenciou a perda de peso em
roedores com uma dieta cetogénica quando também submetidos ao exercicio de
resisténcia (MA et al., 2018). Mesmo diante da imposi¢ao de exercicio, houve variagdao

de massa e comprimento dos animais, de forma significativa.

Em relacdo ao crescimento longitudinal, foi observado no grupo GHex que
diferenca estatistica quando comparados com a primeira semana (P<0,05). Esse resultado
corrobora com um estudo que encontraram efeitos estimuladores do crescimento frente a

um protocolo de exercicio intenso em Zebrafish (PALSTRA et al., 2010).

O Zebrafish mostrou-se consolidado como modelo para exercicios, como em
situagdes de crescimento favorecido, ¢ também implicacdo em ciéncias basicas,
biomédicas e aplicadas (PALSTRA et al., 2010). A arquitetura e morfologia hepatica, em

Zebratish, submetidos a dieta hipercaldrica e exercicio fisico, demonstrou como
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consequéncia, a determinagdo de uma maior area de esteatose e de tecido conjuntivo, €

menor area ocupada pelos hepatdcitos.

Em relagdo aos hepatocitos, foi observado uma diminui¢io da area ocupada, nos
diferentes grupos. Sinalizando que o efeito imposto pela dieta hipercaldrica teria
desencadeado uma redugdo da area ocupada na estrutura hepéatica. Coincidindo, em parte,
com o apresentado por Forn-Cuni et al. (2015), que consideraram que dietas com alto teor
de gordura, promoveram forte inflamagdo, com perfil apoptotico e queda da proliferacio
celular. Em um trabalho com Zebrafish mantidos por treze semanas com dieta comercial
ndo apresentaram variagdo no volume e na densidade numérica dos hepatécitos, os
resultados indicam que os fatores que alteram a densidade volumétrica também alteram a

densidade numérica (OLIVEIRA et al., 2016).

A dieta hiperlipidica foi capaz de desequilibrar a homeostase lipidica nos animais,
causando actimulo de triglicerideos nos hepatdceitos, induzindo inflamagdo, estresse
oxidativo e causando lesdo do hepatocito, com ou sem fibrose (SHIMPI et al., 2017).
Esses efeitos foram incisivos para estabelecer esteatose hepatica e possivelmente
promoveram a progressdo para a doenga do figado gorduroso nao alcéolica - NAFLD

(BELLENTANI et al., 2010).

De outra forma, a imposi¢do do exercicio fisico mostrou-se efetiva. Coincidindo
com o verificado em humanos obesos, sujeitos ao treinamento intermitente de alta
intensidade, que tiveram redugdo da gordura no figado (CASSIDY et al., 2016,
HOUGHTON et al., 2017). Em camundongos alimentados com dieta hiperlipidica, que
adquiriram esteatose hepatica e resisténcia a insulina, que ao realizarem exercicio fisico
aerobico, demonstraram tal a¢do, como alternativa ndo farmacologica no tratamento a

deposicdo de tecido adiposo no figado (CHO et al., 2014). O exercicio provocou ainda a
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reducdo da massa corporal e melhora a sensibilidade a insulina, com mudancas benéficas

no figado (SCHULTZ et al., 2012).

O figado foi capaz de realizar parte da lipogénese, sob o efeito do exercicio fisico,
fazendo com que a gordura fosse utilizada como fonte de energia para os misculos e com
1sso diminuindo a estocagem de gordura intra-hepatica (EL-ZAYAT et al., 2019). Diante
do exercicio fisico, de intensidade moderada e de longa duragdo, houve a supressio da
deposicdo de gordura no figado, em ratos alimentados com dieta hiperlipidica e com
NAFLD moderada (ZHENG ¢ CAI 2019, QIAN et al., 2021). J& em Zebrafish obesos,
conforme Zou et al. (2021), foram observadas alteragdes provenientes da dieta
hiperlipidica, tais como, acimulo de lipidios, hepatoesteatose, inflamagdo, fibrose ¢
apoptose. Diferentemente do observado em animais que praticaram exercicio fisico,
sugerindo que o exercicio poderia mitigar a homeostase dos distirbios lipidicos causados
pela ingestdo excessiva de gordura (ZOU et al., 2021). Portanto, o exercicio fisico e a
restricdo caldrica, foram benéficas para promover a regressio das lesdes patologicas, ao
instante aumentou o gasto energético, diminuiu a sobrecarga lipidica e também melhorou

a homeostase metabolica (ROMERO-GOMEZ et al., 2017 e GAO et al., 2020).

As alteracdes quantitativas relacionadas com os tecidos conjuntivo e adiposo, nos
animais que receberam dieta hiperlipidica, gerou um processo de esteatohepatite, que
poderia progredir para cirrose hepatica. De outra forma, nos animais que receberam dieta
manutencao, seus figados poderiam ser considerados como saudaveis (HASHIMOTO et
al., 2015; NASSIR et al., 2015), pois, o exercicio e a dieta equilibrada, em seu aporte de
macronutrientes, atenuou as alteracdes histopatoldgicas causadas por dieta hiperlipidica
em Zebrafish (ZOU et al., 2021). Assim, a fibrose no figado, estaria relacionada a
progressdao da NAFDL, decorrentes de processo inflamatorio estimulado pelo dano aos

hepatocitos (JIAO et al., 2009; PINHEIRO et al., 2017), principalmente em decorréncia
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da maior oxidagdo de proteinas hepaticas, responsaveis pela liberacdo de mediadores
inflamatérios amplificados e produgdo de citocinas pré-inflamatérias (PELLICORO et

al., 2014).

No contexto da variagdo do tecido conjuntivo hepatico, foi verificado que a
deposicdo de matriz extracelular, realizada por miofibroblastos portais e c¢lulas hepaticas
subendoteliais, atuaram como células fibrogénicas no figado (PARK et al., 2015). Para
QIAN et al. (2021) em ratos, foi observado aumento de tecido conjuntivo no figado, com
evidente inflamag¢do e melhora na sensibilidade a insulina disponivel. Todas estas
alteragdes secundarias ao processo inflamatorio, estimuladas pelo dano aos hepatocitos,
que consequentemente promoveram fibrose hepatica, com deposi¢do de matriz
extracelular, caracterizada por uma lesdo parenquimatosa de aspecto cronica (JIAO et al.,

2009; PINHEIRO et al., 2017).

CONCLUSAQO

A dieta hipercaldrica implicou para os grupos GH e GHex maior area de esteatose
e de tecido conjuntivo, e menor area ocupada pelos hepatocitos em relacdo ao controle.
O exercicio fisico nos grupos que o praticaram trouxe um padrao hepatico com maior area
de hepatdcitos, menor esteatose hepatica e presenga de tecido conjuntivo. O Zebrafih se
mostrou um modelo biologico potencial para avaliagdo da dieta e do exercicio fisico sobre

a arquitetura e morfologia hepatica.
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