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EXPRESSAO DE mRNA DE GLUTATIONA PEROXIDASE EM TILAPIAS-DO-NILO (Oreochoromis niloticus)
DESAFIADAS COM FUMONISINA

Gustavo Krupek®, Bruno Meneguin Artacho®, Gabriel Roldi Geraldo®, Stefania Caroline Claudino da Silva®*, Bruno
Lala®, Eliane Gasparino®

RESUMO: O objetivo do projeto foi avaliar a expressdao génica do gene que codifica a enzima glutationa
peroxidase (GPX) no figado de alevinos de tilapias-do-Nilo desafiado com niveis crescente da micotoxina
fumonisina. Foram utilizados 180 peixes da linhagem Tailandesa revertidos sexualmente, distribuidos em caixas
de fibrocimento com volume de 1000L cada, com sistema individual de renovacao da agua e aeragao constante.
Cada tanque foi dividido em trés hapas com volume individual de 250L e 15 peixes em cada hapa. Foram
elaboradas trés dietas isocaléricas e isoprotéicas, variando apenas quanto a inclusédo de diferentes concentracfes
de fumonisina B1 + B2 (grupo 1 — (0,0mg de fumonisina; grupo 2 — 20mg de fumonisina; grupo 3 — 40mg de
fumonisina/kg de ragdo). Para andlise da expressao génica foram coletadas amostras de figado dos animais com
15 e 30 dias de consumo das dietas experimentais. e realizada a extracdo do RNA total. Para avaliacdo da
expressdo génica foi realizada transcricdo reversa para sintese de cDNA. A abundancia de DNA complementar
foi verificada por meio de PCR em tempo real. Os dados foram submetidos & analise de variancia e as médias
comparadas por teste de Tukey a 5% de significAncia. Nao houve variagdo na expressdo da GPX entre os
diferentes grupos apés 15 dias de experimento. Apos 30 dias de consumo, houve aumento nha expressado génica
de GPX dos animais que consumiram a dieta com 40 mg FB/kg de fumonisina em relacdo aos demais grupos.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos tem-se buscado investigar a qualidade sanitaria de graos destinados alimentacdo animal
e humana, identificando possiveis problemas, como a presenca de fungos, com o intuito de aumentar a
produtividade, reduzir os prejuizos econémicos e melhorar a qualidade de vida da populagdo mundial (Jobim et al.,
2001). A micotoxina fumonisina é produzida durante o metabolismo secundario dos fungos Fusarium verticillioides
e Fusarium proliferatum (Turner et al., 1999), contaminando em larga escala os graos de milho.

Estudos tém demonstrado que a intoxicacdo por fumonisinas pode aumentar o estresse oxidativo
(Theumer et al., 2010; Bernabucci et al., 2011), sendo provavel que estas alteragcdes do estado oxidativo estejam
relacionadas com mudancas nos padrfes de sinalizacdo, e consequentemente, de expressdo dos genes
relacionados ao combate de radicais livres, como as glutationas e as proteinas de choque térmico, popularmente
chamadas de HSPs.

Até o presente momento, ndo ha relatos na literatura de estudos que demonstrem a expressdo do gene
que codifica a enzima glutationa peroxidase em peixes desafiados com fumonisinas. Deste modo, objetivamos
com esta pesquisa avaliar a expressdo génica do gene GPX no figado de alevinos de tilapia-do-Nilo desafiados
com niveis crescentes de fumonisinas.

2 MATERIAL E METODOS

Os procedimentos neste estudo foram realizados de acordo com as recomendagées da Comisséo de Etica
no Uso de Animais-Unicesumar (CEUA). O experimento foi realizado no Laboratério de Aquicultura da
Universidade Estadual de Maringa - UEM, onde 180 peixes revertidos sexualmente da linhagem Tailandesa, com
peso inicial de aproximadamente 2,5g. Os peixes foram distribuidos em trés caixas de fibrocimento com volume de
1000L cada, com sistema individual de renovagdo da agua (25% ao dia) e aeracao constante por meio de pedra
porosa acoplada a um soprador central. Cada tanque foi dividido em trés hapas totalizando nove unidades
experimentais com trés tratamentos e trés repeticdes. Foram alojados 15 peixes em cada hapa com volume
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individual de 250L. Os peixes passaram por periodo de adaptacédo de 15 dias antes do inicio do experimento. A
temperatura foi aferida duas vezes ao dia em cada tanque as 8:00 e 16:00 horas. As variaveis oxigénio dissolvido
e p.H. foram controladas pela manha durante todo o experimento por meio de kit colorimétrico.

Foram elaboradas trés dietas isocaldricas (aproximadamente 3000 kcal de energia digestivel ED kg™ de
dieta) e isoprotéicas (aproximadamente 33% de proteina bruta), variando apenas quanto a inclusao de diferentes
niveis de fumosina Bl + B2. Foram formados trés grupos experimentais: GRUPO 1 — dieta controle com 0 0 mg de
inclusdo de FB kg de racdo, GRUPO 2 - 20 mg de incluséo de FB kg e GRUPO 3 - 40 mg de FB kg A dieta
peletizada, seca em estufa de ventilagdo forcada por 48 horas, homogeneizadas, classificada de acordo com a
granulometria (1 a 2mm) e distribuida manualmente trés vezes ao dia até saciedade aparente dos peixes.

Para analise de expressao genlca amostras de figado de seis animais de cada tratamento, previamente
anestesiados em imersdo com 9 mg L™ de benzocaina, foram coletadas ao primeiro e 15° dia de experimento, e
armazenados em RNA Holder (BioAgency Biotecnologia, Sao Paulo, Brasil) a -20°C até a extracdo de RNA total.
O RNA total foi extraido de amostras de figado (35mg) usando Trizol® (Invitrogen, Carlshad CA, EUA) de acordo
com as instru¢des do fabricante. Todos os materiais utilizados para extracdo foram previamente tratadas com o
inibidor RNase AWAY® (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). A concentracdo do RNA total foi medida em aparelho
espectrofotdbmetro ao comprimento de onda de 260 nm. A integridade do RNA foi avaliada em gel de agarose a
1,5% corado com solucdo de brometo de etidio (10%) e visualizado sob luz ultravioleta. As amostras de RNA
foram tratadas com DNase | (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) de acordo com as instru¢bes do fabricante para
remover possivel contaminacdo com DNA gendmico. Para a sintese de cDNA foi utilizado kit SuperScriptTM Il
First-StrandSynthesisSuper Mix (Invitrogen Corporation, Brasil) de acordo com as instrugées do fabricante. As
reacBes de PCR em tempo real foram realizadas utilizando o corante fluorescente SYBR Green (SYBR® GREEN
PCR Master Mix, Applied Biosystems, USA).

Os primers utilizados para avaliagdo do gene glutationa peroxidase foi desenhado com base nas
sequéncias de genes depositados em www.nchi.nim.nih.gov. Trés controles enddgenos relatados por Yang et al.
(2013) foram testados: UBCE (enzima conjugadora de ubiquitina - XM_003460024), EF1A (fator de elongagéo 1a -
AB075952) e ACTB (R actina - XM_003455949). Destes, apenas um foi selecionado, com base na melhor
eficiéncia (entre 90 e 110%) e na ndo variacdo estatisticamente entre os tratamentos. Todas as reagdes foram
realizadas para um volume final de 12,5 pL e em duplicatas. As curvas de dissociagcdo foram analisadas para a
verificacdo de qualquer presenca de dimeros de primers ou produtos néo especificos.

Os dados provenientes da andlise de PCR em tempo real foram transformados utilizando 2- "A¢T Os dados
transformados de expressdo génica, bem como os dados do perfil de &cidos graxos e desempenho foram
submetidos & analise de variancia pelo procedimento GLM do SAS (SAS Inst. Inc., Cary, NC, EUA). Foram
testados os efeitos de diferentes niveis de fumonisina na ragdo (0, 20 e 40 mg Kg™), tempo de exposicéo (15 e 30
dias) e interacdo entre os dois. Os resultados foram apresentados como média *+ desvio padrdo com o nivel de
significancia de 5%.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

A expressdo génica da GPX nado variou aos primeiros 15 dias de experimento, indiferente das
concentragdes de fumonisinas da dieta. Para os animais desafiados por 30 dias, houve aumento da expressao de
GPX para os animais que consumiram dietas contendo 40 mg FB kg™, quando comparado com o controle (Figura
1).
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Grafico 1: Dosagem de GPX com 30 dias
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O aumento da expressdo da glutationa peroxidase observados nesta pesquisa para os animais desafiados
com 40mg de FB kg por 30 dias, sugerem aumento do estresse oxidativo. Em frangos de corte, o desafio com
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100mg de FB kg™ de racdo durante 21 dias aumentou o peso relativo do figado, piorou a conversdo alimentar e
aumentou a relacéo entre os esfingolipidios intermediarios esfinganina / esfingosina. Além disso, o desafio com
estes niveis de fumonisina aumentaram os niveis de TBARS hepaticos e atividade da enzima antioxidante
catalase (Poersch et al., 2014). Domija & Abramov (2011) observaram que o desafio com fumonisinas promoveu
a inducdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) por meio de diminuicdo na taxa de respiracdo celular e
mitocondrial e aumentou o nivel intracelular de glutationa (GSH), evidenciando o aumento do estresse oxidativo,
corroborando com os resultados observados nas tilapias em nosso estudo.

4 CONCLUSAO

O aumento da expressédo do gene que codifica a enzima antioxidante glutationa peroxidase pelo desafio
por fumonisinas é tempo — dose dependente.
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