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RESUMO 
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EFEITOS DA DIETA CONTENDO DISSELENETO DE DIFENILA SOBRE 

RESPOSTAS COMPORTAMENTAIS, BIOQUÍMICAS E MOLECULARES EM UM 

MODELO DE HIPERGLICEMIA EM PEIXE-ZEBRA 

 

AUTOR: Matheus Mülling dos Santos 

ORIENTADORA: Nilda B. de Vargas Barbosa 

Data e local da defesa: Santa Maria, 06 de agosto de 2018. 

 

Estudos vêm demonstrando um número cada vez maior de complicações secundárias causadas 

pelo diabetes. Dentre elas, estão doenças neuropsiquiátricas como ansiedade e depressão. Além 

disso, sabe-se que o estresse oxidativo desempenha um papel chave nessa desordem metabólica. 

Dessa forma, compostos que possuem atividade antioxidante vêm sendo considerados como 

possíveis agentes terapêuticos em modelos de hiperglicemia. Nesse contexto, destacamos o 

disseleneto de difenila (DD), um organocalcogênio com diversas atividades farmacológicas, 

incluindo antioxidante e neuroprotetora. No presente trabalho, utilizando o peixe-zebra como 

organismo modelo, investigamos os efeitos de uma dieta contendo DD sobre parâmetros 

comportamentais, bioquímicos e moleculares em um modelo de hiperglicemia. Inicialmente, 

com o intuito de avaliar uma possível toxicidade do composto, os peixes foram suplementados 

durante 74 dias com ração contendo 3 diferentes concentrações do composto (1, 2 e 3 mg/Kg). 

Nenhuma das concentrações utilizadas afetou a taxa de sobrevivência bem como parâmetros 

locomotores e de comportamento tipo ansiedade (através do teste “claro-escuro” e “tanque 

novo”). Sendo assim, escolhemos a concentração de 3mg/Kg para ser usada no modelo de 

hiperglicemia. Os animais receberam a suplementação com disseleneto de difenila por 74 dias. 

Durante os últimos 14 dias, os animais foram concomitantemente expostos a uma solução de 

111 mM de glicose. Após, foram realizadas medidas da glicemia, testes comportamentais bem 

como análises bioquímicas e moleculares usando o cérebro como tecido alvo. A glicemia dos 

animais expostos à glicose foi aumentada em torno de 3,5 vezes e a suplementação com DD 

reduziu parcialmente esse aumento. Através do teste do “claro-escuro” e do “tanque novo” foi 

possível observar um aumento no comportamento tipo ansiedade dos animais expostos à 

glicose. Esse comportamento não foi observado nos animais suplementados com DD. Afim de 

entender os possíveis mecanismos envolvidos no efeito hipoglicêmico bem como na 

neuroproteção causada pelo DD, ensaios bioquímicos e moleculares foram realizados no 

cérebro dos peixes. A exposição a glicose causou uma diminuição na expressão dos receptores 

de insulina (Insra1, Insra2, Insrb1, Insrb2), a qual foi normalizada aos níveis do controle pelo 

DD. Além disso, DD per se   aumentou a expressão do tranportador de glicose 3 (GLUT3). Nos 

parâmetros de estresse oxidativo, observamos que a exposição à glicose causou aumento nos 

níveis de peroxidação lipídica (avaliada através da medida de substancias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico (TBARS)) e oxidação de proteínas no tecido cerebral (avaliada através dos níveis 

de preoteínas carboniladas (CP) e alteração na atividade da enzima superóxido dismutase 

(SOD). Esses efeitos foram prevenidos pelo tratamento com DD. A suplementação aumentou  

per se a atividade das enzimas GPx e GST e os níveis de NPSH. Em paralelo, a suplementação 

com DD normalizou as alterações observadas nos níveis de expressão dos mRNA relativos ao 



 
 

fator de transcrição Nrf2 e a enzima GPx3A. Os resultados obtidos mostram a eficácia da dieta 

em melhorar alterações bioquímicas e comportamentais induzidas por hiperglicemia, 

indentificando e pontuando a participação da sinalização redox e da via da insulina nos 

mecanismos subjascentes ao efeito hipoglicemiante e neuroprotetor do DD.  

 

Palavras-chave: Diabetes, Hiperglicemia, Disseleneto de difenila, ansiedade, estresse 

oxidativo, peixe-zebra  
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Studies have been demonstrating an increasing number of secondary complications caused by 

diabetes. Among them are neuropsychiatric diseases such as anxiety and depression. In 

addition, oxidative stress is known to play a key role in this metabolic disorder. Thus, 

compounds that have antioxidant activity have been considered as possible therapeutic agents 

in hyperglycemia models. In this context, we highlight diphenyl diselenide (DD), an 

organocalcogen with several pharmacological activities, including antioxidant and anxiolytic. 

In the present work, using zebrafish as a model organism, we investigated the effects of diet 

containing DD on behavioral, biochemical and molecular parameters in a model of 

hyperglycemia. Initially, in order to evaluate a possible toxicity of the compound, the fish were 

supplemented for 74 days with food containing 3 different concentrations of the compound (1, 

2 and 3 mg / kg). After the 74 days, mortality rate analyzes as well as locomotor and anxiety-

like behavior parameters (through the "light-dark" test and the "novel tank") did not show any 

alteration caused by supplementation. Therefore, we used the concentration of 3mg / kg in the 

hyperglycemia model. The animals were supplemented with diphenyl diselenide for 60 days. 

Then, they were exposed for 14 days to a solution of 111 mM glucose, remaining with the 

supplementation in that period. After that, blood glucose measurements, behavioral tests as well 

as biochemical and molecular analyzes were performed on the animals' brains. The glycemia 

of the animals exposed to glucose was increased around 3.5 times and supplementation with 

DD was able to partially reduce this increase. Through the "light-dark" test and the "novel tank" 

test, an increase in the anxiety-like behavior of animals exposed to glucose was observed. 

However, this effect was not observed in animals supplemented with DD. In order to understand 

possible mechanisms involved in the hypoglycemic effect as well as in the neuroprotection 

caused by DD, biochemical and molecular assays were performed in the fish’s brain. DD 

supplementation was able to prevent glucose-induced decrease in insulin receptor expression 

(Insra1, Insra2, Insrb1, Insrb2) in addition to increasing the expression of glucose transporter 

3 (GLUT3). In the oxidative stress parameters, the diet containing DD partially prevented the 

decrease of the SOD enzyme activity caused by exposure to glucose and had an effect per se 

increasing the activity of the GPx and GST enzymes and the NPSH levels. In addition, DD 



 
 

supplementation was able to prevent the decrease caused by exposure to glucose in the 

expression of GPx3A and the transcription factor Nrf2. Finally, we evaluated lipid oxidation 

parameters (through the measurement of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS)) and 

protein oxidation (through the levels of carbonylated preoteins (CP)). The results showed that 

both parameters were significantly increased by exposure to glucose and that the diet containing 

DD was effective in preventing this increase. The results of this work highlight the promising 

role of DD, in addition to showing for the first time possible mechanisms related to its 

hypoglycemic and neuroprotective effect. 

 

Keywords: Diabetes, Hyperglycaemia, Diphenyl diselenide, anxiety, oxidative stress, 

zebrafish 
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APRESENTAÇÃO 

 

Esta tese está dividida em alguns itens. No item INTRODUÇÃO é apresentado um 

referencial teórico sucinto sobre os principais temas abordados no trabalho. No item REVISÃO 

BIBLIOGRÁFICA é apresentada uma revisão da literatura sobre os temas abordados e 

relacionados à tese. Após, são apresentados uma JUSTIFICATIVA para a realização desta 

pesquisa bem como os OBJETIVOS, tanto gerais quanto específicos da mesma. 

A metodologia utilizada e os resultados obtidos estão expostos na forma de um artigo 

científico e um manuscrito, os quais se encontram no item ARTIGOS CIENTÍFICOS. Tanto 

o artigo quanto o manuscrito estão subdivididos nas seções Introdução, Materiais e Métodos, 

Resultados, Discussão e Referências Bibliográficas. 

Os itens DISCUSSÃO e CONCLUSÕES, que compõem a parte final da tese, 

apresentam interpretações e comentários gerais sobre o artigo e o manuscrito contidos neste 

trabalho. As REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS se referem somente às citações que 

aparecem nos itens INTRODUÇÃO, REVISÃO BIBLIOGRÁFICA, DISCUSSÃO e 

CONCLUSÕES. As demais referências bibliográficas estão presentes tanto no artigo quanto 

no manuscrito.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

 O diabetes mellitus é uma doença metabólica caracterizada por um quadro crônico de 

hiperglicemia, o qual pode ocorrer tanto por deficiência como também por resistência à insulina 

(BROWNLEE, 2001). Mudanças no estilo de vida estão diretamente relacionadas com o rápido 

aumento no número de casos de diabetes nas últimas décadas (LEE et al., 2012; WHO, 2012). 

Atualmente, mais de 382 milhões de pessoas são afetadas pelo diabetes tipo 2 (DT2) e cerca de 

14 mil pessoas morrem a cada dia em decorrência de alguma complicação relacionada à doença. 

A previsão é de que no ano de 2035, cerca 592 milhões de pessoas apresentem DT2 (IDF, 2015). 

Vários estudos vêm demonstrando a associação entre a hiperglicemia e complicações 

secundárias, tais como: doenças cardiovasculares, disfunções renais, câncer, neuropatias, entre 

outras (KOH et al., 2012). Outra gama de estudos tem relacionado a hiperglicemia com 

complicações neuropsiquiátricas como ansiedade e depressão (COLLINS et al., 2009). Na 

literatura, já está bem estabelecido que a hiperglicemia causa prejuízos na cognição, 

transmissão sináptica, bem como na plasticidade neural (KODL e SEAQUIST, 2008). Nesse 

cenário, estudos mostram que cerca de 40% dos pacientes diabéticos desenvolvem algum 

sintoma relacionado à ansiedade (CLAVIJO et al., 2006). Há bastante tempo, diversos modelos 

de ansiedade vêm sendo descritos, utilizando principalmente roedores como organismo alvo 

(BHATTACHARYA, 1995; HILBER e CHAPILLON, 2005; FATURI et al., 2010; TYREE et 

al., 2016). No entanto, o peixe-zebra (Danio rerio) vem recebendo destaque como um novo 

organismo modelo em estudos relacionados com desordens neurológicas, incluindo ansiedade 

(CHAMPAGNE et al., 2010; BLASER et al., 2010; ROSEMBERG et al., 2011; STEWART et 

al., 2012). Vários testes comportamentais de modelos de ansiedade utilizando roedores já foram 

adaptados para o peixe-zebra com resultados bastante semelhantes (LEVIN et al., 2007; 

MAXIMINO et al., 2010a,b; GAIKWAD et al., 2011). O teste do “tanque novo” bem como o 

“claro-escuro” são dois dos protocolos mais utilizados para avaliar o comportamento tipo 

ansiedade em peixe-zebra (STEWART et al., 2012). O primeiro baseia-se no extinto natural de 

proteção em um ambiente desconhecido, onde o animal sob tal condição de estresse tem 

preferência pela parte de baixo do tanque (LEVIN et al., 2007; CACHAT et al., 2010). Já o 

teste “claro-escuro”, leva em consideração o extinto de camuflagem, no qual o animal tende a 

preferir a parte escura do aparato (MAXIMINO et al., 2010a). 5 Além de modelos relacionados 

à ansiedade, estudos voltados para diabetes/hiperglicemia e suas complicações vêm adotando o 

peixe-zebra como organismo modelo (GLEESON et al., 2007; CAPIOTTI et al., 2014a,b; 
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DORSEMANS et al., 2016; CONNAUGHTON et al., 2016). Diferentes metodologias são 

usadas para induzir um quadro de hiperglicemia em peixe-zebra. Semelhantemente a roedores, 

a administração de estreptozotocina ou aloxano pode ser usada para causar a destruição das 

células beta pancreáticas (MOSS et al., 2009; SHIN et al., 2012). Já outro protocolo de indução 

de hiperglicemia em peixe-zebra consiste na imersão dos animais em solução de glicose, 

considerando o fato dos peixes facilmente absorverem moléculas da água (MOYLE e CECH, 

2000; GLEESON et al., 2007; CAPIOTTI et al., 2014a). Diversos fatores contribuem para a 

utilização do peixe-zebra em modelos de hiperglicemia. Por exemplo, Toyoshima et al. (2008) 

identificou e caracterizou os receptores de insulina do peixe-zebra (insra e insrb), os quais são 

homólogos aos receptores humanos. Além disso, componentes do metabolismo da glicose como 

os transportadores de glicose (GLUTs) e a enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) 

foram identificadas em peixe-zebra, possuindo regulação e atividade semelhantes a homólogos 

de mamíferos (TANIGUCHI et al., 2006; ELO et al., 2007). Os mecanismos celulares e 

moleculares envolvidos na etiologia bem como na progressão do diabetes não estão 

completamente elucidados. No entanto, sabe-se que o estresse oxidativo desempenha um papel 

central em muitas das complicações relacionadas ao diabetes (ROCHETTE et al., 2014; 

RAVASSA et al., 2015; MASON et al., 2016; FARIA e PERSAUD, 2017). Sendo assim, tanto 

compostos naturais como também sintéticos que possuem potencial antioxidante, vêm sendo 

investigados como potenciais agentes terapêuticos para o tratamento dessa desordem 

metabólica (BARBOSA et al., 2006; CHENG et al., 2013; ECKER et al., 2017). Nesse 

contexto, destacamos o disseleneto de difenila (DD), um composto orgânico de selênio com 

diversas propriedades farmacológicas já demonstradas em roedores, incluindo antioxidante 

(ROSSATO et al., 2002), antinociceptiva (SAVEGNAGO et al., 2007), anti-inflamatória 

(NOGUEIRA et al., 2003) e neuroprotetora (GLASER et al., 2013). Além disso, já foi 

demonstrado também que o consumo de dietas contendo DD reduziu danos de cunho oxidativo 

em ratos diabéticos (BARBOSA et al., 2008). Nesse mesmo estudo, a suplementação com DD 

reduziu os níveis de glicose dos animais. No entanto, os mecanismos pelos quais o DD exerceu 

tal efeito permanecem desconhecidos. Estudos do mesmo grupo de pesquisa mostraram que 

esta mesma dieta contendo DD foi efetiva em reduzir de forma significativa o comportamento 

tipo depressivo em ratos com hipotireoidismo (DIAS et al., 2014). Particularmente, em peixe-

zebra, Ibrahim et al. (2014) demonstrou o efeito ansiolítico do DD após expor os animais à 

diferentes concentrações do composto na água. Todavia, até então não haviam pesquisas 

relacionando os efeitos da suplementação com DD em modelos de hiperglicemia em peixe-

zebra.   
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Diabetes Mellitus 

 

O diabetes mellitus (DM) não se trata de apenas uma doença mas sim de um grupo de 

distúrbios metabólicos, tendo como principal característica a presença de um quadro de 

hiperglicemia, a qual pode acorrer tanto devido a problemas na secreção da insulina, na ação 

do hormônio, ou ambos (Sharma et al., 2016). De acordo com dados da Federação Internacional 

de Diabetes (IDF), em 2015, cerca de 415 milhões de pessoas no mundo são acometidas pelo 

diabetes, sendo que esse número inclui cerca de 193 milhões de casos não diagnosticados, o 

que corresponde a 46,5% do total de casos. Segundo o mesmo estudo, há a projeção de que esse 

número chegue a 642 milhões no ano de 2040. O Brasil ocupa a quarta posição entre os maíses 

com maior incidência de indivíduos diabéticos, atrás apenas de China, Índia e Estados Unidos. 

No ano de 2015, cerca de 14,3 milhões de pessoas conviviam com o diabetes no Brasil. Segundo 

projeções, em 2040 esse número deverá ser em torno de 23,3 milhões (IDF, 2015). 

De acordo com a OMS e a Associação Americana de Diabetes (ADA), o DM pode ser 

classificado como: DM tipo 1 (DM1), DM tipo 2 (DM2), DM gestacional, além de outros tipos 

específicos de DM. Já o pré-diabetes pode ser definido como sendo uma tolerância dimuída à 

glicose atuando como fator de risco para o desenvolvimento do DM assim como de doenças 

cardiovasculares (HIRSHBERG e RAZ, 2011; SCHWARTS et al., 2010). 

O DM1, conecido como insulino-dependente, é responsável por 5-10% de todos os casos 

de DM. Tem como causa uma reação autoimune do organismo contra as células β pancreáticas, 

as quais são responsáveis pela produção de insulina, culminando com a deficiência absoluta do 

hormônio (RICHARDSON et al., 2014). Essa reação inumológica pode ser de origem 

exclusivamente genética, ou ainda ocorrer devido a algum evento ambiental que cause 

alterações nas características iminogênicas das células pancreáticas. Além disso, alguns estudos 

epidemiológicos também sugerem que tal processo autoimune possa ser desencadeado por 

infecções virais (BACH, 1994). O DM1 é diagnosticado normalmente em crianças e adultos 

jovens com menos de 30 anos, porém, pode ocorrer em qualquer idade (SZABLEWSKI, 2014). 

O DM2, conehcido como não-insulino-dependente, é o tipo mais comum da doença, 

sendo responsável por 90-95% dos casos. Nesse tipo de diabetes, as células  β pancreáticas são 

capazes de produzir o hormônio insulina, porém, há uma resistência das células alvo à ação do 
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hormônio (SHARMA et al., 2016). O DM2 pode ser desencadeado por diferentes fatores, tais 

como: sedentarismo, obesidade, dieta inapropriada, suceptibilidade genética, entre outros. Essa 

ampla gama de fatores contribui de maneira significativa para o número cada vez maior de 

indivíduos com DM2 (LEE et al., 2012). Esse tipo de DM pode ocorrer em qualquer idade, 

porém, mormalmente o diagnóstico ocorre em indivíduos após os 40 anos de idade (ARTOLA 

et. al., 2002). 

O DM gestacional pode ser definido como qualquer tipo de intolerância a carboidratos 

que resulte em algum quadro de hiperglicemia, tendo o diagnóstico no período de gestação 

(BELLAMY et al., 2009). Normalmente ocorre em torno da 24ª semana de gestação, tendo 

como possível causa o bloqueio na ação da insulina causado pelos hormônios placentários 

(ARTOLA et al., 2002). No DM gestacional pode ocorrer tanto por um prejuízo na produção 

de insulina pelas células β pancreáticas, como também pela resistência à ação do hormônio 

(KÜHL, 1998). Além disso, estudos apontam um maior risco para o desenvolvimento de DM2 

em mulheres que foram acometidas pelo DM gestacional (BELLAMY et al., 2009; 

VEERASWAMY et al., 2012). 

Para que haja diminuição dos níveis de glicose sanguínea, é necessária a ação da insulina 

em conjunto com a sinalização dos receptores de insulina (RI) no tecido adiposo e muscular. 

Em condições não patológicas, ocorre a depuração do excesso de glicose sanguínea pelo figado 

e subsequente armazenamento como glicogênio ou ácidos graxos. Porém, em indivíduos 

diabéticos há uma incapacidade de que ocorra essa correção dos níveis glicêmicos. Tal situação 

é definida como resistência à insulina, onde quantidades normais de insulina não são suficientes 

para estimular as respostas necessárias nos tecidos alvo (BLOOMGARDEN, 2008; 

MCGARRY, 2002; SESTI, 2006). O metabolismo da glicose é diretamente afetado pela 

resistência à insulinaatravés dos defeitos na sinalização dos RI (PIROLA et al., 2004; SALTIEL 

e KAHN, 2001). Quando a insulina se liga ao receptor, ocorre a autofosforilação dos resíduos 

da tirosina quinase (Tyr) da sua subunidade β e a fosforilação dos substratos de RI 1 a 4 (KIM 

e FELDMAN, 2012). Então, é realizada a transduçãodo sinal de três diferentes vias de 

sinalização, sendo elas: a via dependente da enzima fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K), a qual 

atua mediando respostas metabólicas tais como o metabolismo da glicose, de proteínas e 

lipídeos (KANAI et al., 1993); a via CAP/Cbl é necessária para que haja a translocação do 

GLUT 4; por fim, a via ativada pela proteína ativada por mitógeno (MAP-quinase) que resulta 

na proliferação e diferenciação celular (PIROLA et. al., 2004). 
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2.2 Diabetes Mellitus e Sistema Nervoso Central 

 

Há bastante tempo, diversos estudos vêm demonstrando relações entre o diabetes e o 

desenvolvimento de desordens neuropsiquiátricas tais como ansiedade e depressão (Moulton et 

al., 2015; Purewal and Fisher, 2018). Tanto o DM1 quanto o DM2 podem afetar o sistema 

nervoso central (SNC) (COLE et al., 2007; LEE et al., 2014; TONOLI et al., 2014). Os 

mecanismos envolvidos nessas alterações causadas no cérebro de indivíduos diabéticos ainda 

não estão totalmente elucidados, porém, estudos sugerem que a hiperglicemia assim como a 

resistência à insulina desempenhem um significativo papel nesses processos (KODL e 

SEAQUIST, 2008). 

Um quadro de hiperglicemia crônica é capaz de alterar os níveis cerebrais de insulina, 

assim como a atividade dos RI no cérebro. Além disso, a hiperglicemia crônica é capaz de 

promover o aumento da oligomerização β-amilóide e induzir a hiperfosforilação da proteína 

Tau (GASPARINI e XU, 2003; WATSON e CRAFT, 2004). Outra consequência da resistência 

à insulina no SNC é a aceleração do processo de envelhecimento biológico, com a formação de 

produtos finais de glicação avançada (AGEs), bem como de espécies reativas de oxigênio 

(EROs) (SMITH et al., 2003). Todos esses mecanismos parecem estar diretamente relacionados 

à disfunção no SNC observada em indivíduos diabéticos (REAGAN, 2012). 

A insulina presente no SNC é oriunda das células β pancreáticas e chega ao cérebro 

através do fluído cérebro-espinhal (BURNS et al., 2007; SALKOVIC-PETRISIC e HOYER, 

2007; EROL, 2008). A insulina atravessa a barreira hematoencefálica e então é transportada até 

o encéfalo através de um transportador regulável, mediado por saturação e sensível à 

temperatura (BURNS et. al., 2007; SALKOVIC-PETRISIC e HOYER, 2007). Esse processo é 

limitado por um sistema de barreiras que é formado pelas junções de oclusão entre as células 

endoteliais (SCHULINGKAMP et. al., 2000). 

Além do transporte de glicose e do metabolismo periférico, outras ações da insulina já 

foram descritas, mostrando que o hormônio está diretamente envolvido também na integração 

dos sinais periféricos hormonais e nutricionais, os quais são mediados pelos chamados 

neurônios glicosensíveis, que são um grupo de neurônios especializados do núclo arqueado do 

hipotálamo. Tais neurônios respondem a sinais periféricos que controlam o comportamento de 

ingesta alimentar assim coomo a energia basal (PORTE et al., 2005). A insulina é capaz de 

provocar uma resposta do eixo hipotálamo-fígado para que haja a regulação da produção de 

glicose hepática. Além disso, outras importantes funções são atribuídas à insulina no cérebro, 
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tais como o suporte à função neuronal, remodelação sináptica, além da participação na 

modulação dos níveis de neurotransmissores (CRAFT et al., 2012). 

A desordem neuropsiquiátrica associada ao diabetes mais estudada é a depressão. Estudos 

indicam que a depressão é diagnosticada com uma incidência duas vezes maior em pacientes 

diabéticos em comparação aos não-diabéticos (ANDERSON et al., 2001). Por outro lado, 

poucas pesquisas tem investigado a associação do diabetes com a ansiedade. Os estudos 

abordando tal relação demonstram que os pacientes diabéticos que apresentam quadros de 

ansiedade, costumam ter também alterações nos sintomas relacionados ao diabetes, tais como: 

aumento de dor (COLLINS et al., 2009), aumento da glicemia (LUDMAN et al., 2006; 

ANDERSON et al., 2002), diminuição na qualidade de vida (CHYUN et al., 2006), aumento 

da depressão (TRENTO et al., 2011), aumento do índice de massa corpóreo (IMC) (BALHARA 

e SAGAR, 2011). Em um artido de revisão, Grigsby et al. (2002) demonstraram que 40% dos 

pacientes com diabetes apresentam sintomas de ansiedade elevados e que a prevalência geral 

de transtornos de ansiedade relatados é de 14%. 

2.3 Extresse Oxidativo 

 

O estresse oxidativo pode ser definido como o evento no qual há um desequilíbrio entre 

a produção de espécies pró-oxidantes e a ação dos mecanismos de defesa do organismo contra 

essas espécies.  Dentre essas espécies pró-oxidantes podem ser destacadas os radicais livres, 

espécies reativas de oxigênio (ERO) e as espécies reativas de nitrogênio (ERN) 

(WESTERBLAD e ALLEN, 2011). Os radicais livres podem ser denominads como sendo 

espécies químicas que apresentam um ou mais elétrons não pareados em seu orbital mais 

externo. Essa característica torna essas espécies altamente reativas, uma vez que acabam 

reagindo com outras espécies para que haja um emparelhamento de elétrons nesse orbital 

(HALLIWELL, 2006). Um bom exemplo é o ânion superóxido (O2
•-), o qual é produzido 

quando há uma redução incompleta da molécula de oxigênio, recebendo um elétron ao invés de 

dois. O O2
•- tem a capacidade de causar danos a sistemas biológicos principalmente devido à 

sua participação na chamada reação de Fenton, onde há a formação do radical hidroxila (OH•), 

oriundo da reação entre o peróxido de hidrogênio (H2O2) e os metais Fe2+ e Cu2+ (YALFANI 

et al., 2011). Além dessas reações, o  O2
•- pode ainda reagir com o óxido nítrico (NO•), 

culminando na formação do peroxinitrito (ONOO•), o qual pode dar origem ao radical nitrosila 

(ONOOH), o qual com sua decomposição é capaz de elevar os níveis do radical OH• (HUGHES, 

1999; KAHN et al., 2000). 
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Para se estabilizarem, as espécies reativas acabam interagindo facilmente com 

biomoléculas tais como ácidos nucléicos, carboidratos, lipídeos e proteínas, culminando na 

oxidação das mesmas. Quando essa oxidação ocorre em lipídeos, ocorre uma reação em cadeia 

denominada peroxidação lipídica. Nesse tipo de reação, ocorrem os processos de iniciação, 

propagação e terminação. Na iniciação, a espécie reativa sequestra um átomo de um ácido graxo 

poliinsaturado resultando na formação de um radical lipídico (L•). Na etapa de propagação, o 

L• reage rapidamente com O2 formando o radical peroxila (LOO•). Este por sua vez, acaba por 

sequestrar um novo hidrogênio do ácido graxo poliinsaturado, formando novamente L•. A etapa 

de terminação ocorrerá quando os radicais (L• e LOO•) produzidos anteriormente propagam-se 

até se autodestruírem. As reações de peroxidação lipídica dão origem a hidroperóxidos lipídicos 

e aldeídos, tais como o malondialdeído, 4-hidroxinonenal e isoprostanos, os quais podem ser 

detectados em amostras biológicas, sendo eles bastante utilizados para avaliar o estresse 

oxidativo (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). A membrana plasmática assim como as 

membranas das organelas contém grandes quantidades de ácidos graxos poliinsaturados, sendo 

por tanto bastante suscetíveis à peroxidação lipídica. Como consequências desse processo, pode 

haver alterações na estrutura bem como na permeabilidade das membranas. Sendo assim, pode 

ocorrer a perda da seletividade iônica, liberação do conteúdo de organelas além da formação de 

produtos citotóxicos, podendo culminar na morte celular (FERREIRA e MATSUBARA, 1997; 

HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). 

Outro alvo biológico das espécies reativas que também merece atenção são as proteínas. 

Uma das consequências do ataque de espécies reativas às proteínas é a formação das chamadas 

proteínas carboniladas, sendo estas consideradas importantes biomarcadores de estresse 

oxidativo (DALLE-DONNE et al., 2006; YAO e RAHMAN, 2011). As espécies reativas 

reagem com os aminoácidos das proteínas gerando produtos como aldeídos, cetonas e lactamas. 

Por exemplo, a oxidação da prolina assim como da arginina, dará origem ao glutamato 5-

semialdeído, ao passo que a oxidação do triptofano gera pelo menos sete produtos diferentes 

(MOLLER et al., 2011). 

Para combater os danos causados pelos radicais livres, ERO, bem como ERN, as células 

possuem um mecanismos de defesa antioxidante, o qual pode ser enzimático ou não-enzimático. 

Nos mecanismos de defesa enzimáticos podemos destacar as enzimas superóxido dismutase 

(SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). A enzima SOD atua catalizando a 

dismutação do O2
•- em H2O2, o qual possui menor reatividade comparado ao O2

•-. Já a CAT atua 

sobre o H2O2,calatizando sua conversão em H2O. Semelhantemente à CAT, a enzima GPx 
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também atua na conversão do H2O2 em H2O, porém, com um mecanismo diferente, o qual 

envolve a utilização da glutationa reduzida (GSH) atuando paralelamente com a glutationa 

redutase (GR). Quanto ao sistema de defesa antioxidante não-enzimáticos, alguns exemplos são 

a vitamina C, vitamina E, flavonóides, betacaroteno, entre outros (HELMUT et al., 2017). 

2.4 Diabetes Mellitus e Estresse Oxidativo 

 

Na liletatura, diversos estudos vêm demonstrando que pacientes diabéticos estão mais 

propensos a apresentar quadros de estresse oxidativo em comparação a indivíduos saudáveis 

(BLOCH-DAMTI e BASHAN, 2005; JAIN et al., 1990). Esses estudos revelam que patientes 

diabéticos possuem um aumento na produção de ERO e marcadores de estresse oxidativo 

acompanhado por uma diminuição das defesas antioxidantes. Dessa forma, a contribuição da 

hiperglicemia na indução de estresse oxidativo ocorre tanto pela produção direta de ERO, como 

também pela alteração no equilíbrio redox. Alguns mecanismos envolvidos na relação entre a 

hiperglicemia e o estresse oxidativo já estão bem estabelecidos, tais como: o aumento do fluxo 

na via dos polióis, aumento da formação intracelular de produtos finais de glicação avançada 

(AGEs), ativação da proteína C quinase (PKC) e a superprodução de O2
•- pela cadeia 

transportadora de elétrons (AHMAD et al., 2005; BROWNLEE, 2001). 

Na via dos polióis, a glicose é reduzida a sorbitol pela acão da enzima aldose redutase, 

dependente de NADPH. O sorbitol formado é então oxidado a frutose, reação catalizada pela 

sorbitol desidrogenase, com redução de NAD+ a NADH. Em condições normais, a aldose 

redutase apresenta baixa afinidade pela glicose sendo que apenas um pequeno percentual de 

glicose é convertida em sorbitol. Contudo, em condições hiperglicêmicas há um aumento na 

atividade enzimática, o que acaba resultando em uma dimuição do conteúdo de NADPH. A 

NADPH é um cofator essencial para a síntese de GSH, o principal antioxidante intracelular. 

Dessa forma, o aumento do fluxo da via dos polióis não causa produção direta de ROS, porém, 

contribui com um desequilíbrio no status redox da célula, diminuindo a síntese e 

consequentemente a quantidade de GSH na célula (AHMAD et al., 2005; BROWNLEE, 2001). 

 Outro importante mecanismo pelo qual a hiperglicemia pode desencadear o estresse 

oxidativo é o aumento da formação dos produtos finais de glicação avançada (AGEs) (AHMAD 

et al., 2005; BROWNLEE, 2001; WRIGHT et al., 2006). A formação dos AGEs envolve 

inicialmente ligações covalentes de grupos aldeído ou cetona de açúcares redutores com 

grupamentos amino de proteínas, formando as chamadas bases de Schiff. Essas bases de Schiff 
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sofrem rearranjos espontâneos formando os produtos de Amadori, os quais são cetoaminas mais 

estáveis. Os produtos de Amadori podem por sua vez ser convertidos diretamente a AGEs, ou 

então, sofrerem auto-oxidação dando origem a intermediários carbonílicos reativos tais como o 

glioxal e o metilglioxal, os quais tambémpodem sofrer rearranjos dando origem a AGEs (SATO 

et al., 2006).  A principal contribuição dos AGEs para o estresse oxidativo se dá quando os 

AGEs ligam-se aos seus receptores, conhecidos como “RAGE”. Essa ligação promove a 

ativação do sistema NADPH oxidase, com consequente formação de ROS (BASTA et al., 

2004). 

 A ativação da via DAG-PKC também consiste de um importante mecanismo 

relacionado ao estresse oxidativo oriundo da hiperglicemia (AHMAD et al., 2005; 

BROWNLEE, 2001). A família PKC consiste em diferentes isoformas da PKC, tendo a maioria 

o diacilglicerol (DAG) como mensageiro secundário. Na hiperglicemia, há um aumento na 

produção do intermediário glicolítico diidroxiacetona fosfato, o qual é reduzido a glicerol 3-

fosfato, que acaba culminando com um aumento na síntese de novo do DAG. A hiperglicemia 

pode também induzir indiretamente a ativação da PKC através da ligação entre AGEs e RAGE, 

além da via dos polióis (AHMAD et al., 2005). Além disso, a PKC ativada contribui 

diretamente com o estresse oxidativo através da ativação do fator de transcrição nuclear kappa 

B (NF-κB) e do sistema NADPH oxidase, culminando com a produção excessiva de ROS 

(BROWNLEE, 2001). 

 Outro mecanismo relacionando hiperglicemia e estresse oxidativo que também merece 

destaque é a o aumento daprodução de O2
•- através da cadeia transportadora de elétrons. Em 

condições normais, a oxidação da glicose inicia no citosol através da glicólise. Durante as 

reações da glicólise são gerados piruvato e NADH. O piruvato fornece equivalentes redutores 

ao ciclo de Krebs, onde também serão formadas moléculas de NADH, além de moléculas de 

FADH2. Tanto o NADH como também o FADH2 fornecem elétrons aos complexos da cadeia 

transportadora de elétrons para que haja a síntese de ATP. Nesse processo, elétrons são doados 

ao O2, culminando na formação de O2
•-. Em condições normais, as defesas antioxidantes 

conseguem detoxificar o O2
•- formado, porém, em condições hiperglicêmicas, o fluxo de 

elétrons é bem maior, culminando em uma produção exacerbada de O2
•- (BROWNLEE, 2001). 

 A insulina desempenha um importante papel na regulação redox em vários tecidos, o 

que a confere um caráter antioxidante (WANG et al., 2012). A geração de ROS através da 

cadeia transportadora de elétrons é atenuada pela insulina através da regulação da expressão de 

proteínas desacopladoras (UCP). Além disso, a insulina também é capaz de inibir a expressão 

de enzimas do complexo NADPH oxidase (HAN et al., 2012). A insulina também tem um papel 
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chave na ativação de fatores de transrição mediadores de estresse oxidativo, tais como Nrf2 e 

FOXO (ROCHETE et al., 2014). 

 O Nrf2 é um fator de transcrição conhecido por ser o principal regulador da resposta 

antioxidante da célula. É capaz de modula a expressão de centenas de genes, incluindo não 

apenas aqueles que controlam enzimas antioxidantes, mas também genes que controlam 

respostas imunes e inflamatórias (HYBERTSON et al., 2011). Em condições onde não há 

estresse, as concentrações do Nrf2 são baixas e a proteína permanece retina no citoplasma, 

associada à Keap1. Já quando ocorre estresse oxidativo,  o Nrf2 se dissocia da Keap-1 e então 

é translocado até o núcleo da célula. Uma vez no núcleo, é capaz de regular positivamente a 

expressão de diversos genes que fazem parte do sistema de defesa antioxidante, os quais na 

região promotora contém um elemento de resposta antioxidante (ARE) (MAGESH et al., 2012). 

A via Keap1-Nrf2-ARE resposnde ao estresse oxidativo espressando uma ampla gama de 

enzimas antioxidantes, tais como: GPx, SOD e CAT (KOBAYASHI e YAMAMOTO, 2005). 

 O fator de transcrição FOXO é ativado sob vários estímulos de estresse que ocorrem na 

célula, tendo um papel cruscial como um mediador do estresse oxidativo. O FOXO é capaz de 

modular funções normais da célula mas também pode atuar em processos patológicos. Esse 

fator de transcrição também pode ser considerado como um “sensor” de estresse oxidativo, uma 

vez que sua atividade é regulada pelo H2O2 (HYBERTSON et al., 2012). Um aumento nos 

níveis de ROS intraceluar faz com que o FOXO seja translocado para o núcleo, onde ele é ativo. 

O estresse oxidativo regula a atividade do FOXO através de diferentes modificações 

póstranslacionais, tais como: fosforilação, acetilação e ubiquitininação. A atuação do FOXO no 

estresse oxidativo se dá principalmente por modular a expressão de enzimas antioxidantes como 

a MnSOD e a CAT (ROCHETE et al., 2014) 

 

2.5 Selênio 

 

 O selênio (Se) foi descoberto pelo químico sueco Jöns Jocob Berzelius no ano de 1817. 

Esse elemento pertence ao grupo 16 da tabela periódica fazendo parte da família dos 

calcogênios. O Se pode apresentar-se em quatro diferentes estados de oxidação, sendo eles: 

selenato (Se6+), selenito (Se4+), selênio elementar (Se0) e seleneto (Se2-). Devido à proximidade 

na tabela periódica, O Se compartilha algumas propriedades físicas e químicas com o elemento 

enxofre (S). Essa semelhança permite que o Se substitua o S em algumas situações. Porém, as 
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diferenças fisico-químicas existentes entre os elementos constituem a base da especificidade de 

suas funções biológicas (STADTMAN, 1980). 

 O Se é considerado um elemento traço essencial. Essa essencialidade nutricional do 

elemento foi descoberta em ratos no ano de 1957 (SCHWARTZ e FOLTZ, 1957). Antes disso, 

sabia-se apenas que altos níveis eram capazes de causar toxicidade (LEVANDER e BURK, 

1994). Atualmente, sabe-se que uma deficiência de Se está associada diretamente com duas 

patologias endêmicas existentes em regiões da China e Rússia cujos solos possuem baixa 

quantidade de Se. Uma das uma das patologias é a doença de Keshan, a qual consiste em um 

quadro de cardiomiopatia congestiva que afeta normalmnte crianças e mulheres em idade fértil. 

A outra patologia é a doença de Kashin-Beck, caracterizada por uma desordem óssea que 

acomete normalmente crianças e adolescentes. Nessa doença, ocorre degeneração e necrose na 

cartilagem articular, bem como na placa epifisiária (ROMAN et al., 2014). Indiretamente, 

diversos estudos vêm apontando a deficiência de selênio como fator importante no 

desencadeamento de diferentes patologias, tais como: diabetes, câncer, esclerose, doenças 

carviovasculares, entre outras (NAVARRO-ALARCÓN e LÓPEZ-MARTINEZ, 2000; REDDI 

et al., 2001; ROMAN et al., 2014). Nessas condições patológicas o Se parece atuar 

principalmente devido a seu potencial antioxidante. O Se na forma de selenocisteína faz parte 

do sítio ativo de importantes enzimas do sistema de defesa antioxidante, como por exemplo a 

GPx (URSINI et al., 1985), tiorredoxina redutase (HOLMGREN, 1985) e 5’ deiodinase 

(BEHNÉ e KYRIAKOPOULOS, 1990). É importante ressaltar que a dose de Se a ser ingerida 

é de estrema importância para que o elemento desempenhe esse papel, uma vez que existe uma 

linha tênue entre a quantidade requerida pelo organismo e a quantidade que já apresenta efeitos 

tóxicos. 

 Em mamíferos, o Se parece ser rapidamente absorvido no duodeno, seguido pelo jejuno 

e íleo. O Se também pode ser absorvido por tecidos cutâneos, assim como por inalação. Essas 

duas vias são portanto relacionadas com a exposição, bem como com a intoxicação ocupacional 

causada por compostos de Se. Uma vez absorvido, os níveis mais elevados de Se são 

encontrados nos eritrócitos, fígado, baço, coração, unha e esmalte dos dentes (MARTIN e 

GERLACK, 1972). Quando ocorre intoxicação crônica em animais, o Se é depositado 

principalmente nos rins, fígado, pâncreas, baço e pulmões (WILBER, 1980). Formas 

inorgânicas de selênio após serem absorvidas são reduzidas ao intermediário seleneto (PARK 

et al., 2004). Quando há administração de selênio inorgânico na forma de selenito, este é 

convertido a seleneto nos eritrócitos pela ação da glutationa, sendo então transportado pelo 

plasma ligado à albumina (SHIOBARA et al., 1998). Já as formas orgânicas de selênio como 



27 
 

os aminoácidos, são transformados em seleneto por vias distintas. A transformação da 

selenocisteína, por exemplo, ocorre por meio de ligações com a β-ligase. Já a selenometionina 

passa por reações de transselenação (SPALLHOLZ et al., 2004). O intermediário seleneto é 

então transportado para diferentes tecidos, principalmente para o fígado para ser utilizado na 

síntese de selenoproteínas.  

 Quanto à excreção, o Se pode ser excretado pela urina, fezes e também pelo ar expelido. 

A excreção urinária pode ser de extrema importância em casos de intoxicação ou de exposição 

a níveis elevados do elemento (VALENTINE et al., 1978). Em níveis não tóxicos, o selênio é 

encontrado na urina principalmente na forma de 1 β-metilseneno-N-acetil-D-galactosamina, 

conhecido também como seleno-açúcar. Esse seleno-açúcar forma-se a partir da transferência 

de uma forma ativada do selênio na qual a GSH encontra-se conjugada ao selento a uma forma 

ativa de açúcar, para que então seja formado o GSH conjugado ao açúcar (seleno-açúcar A), 

sendo esse então metilado, culminando na formação do seleno-açúcar urinário (seleno-açúcar 

B). Porém, em níveis elevados, o seleneto é excretado na forma dos compostos dimetilselenônio 

e trimetilselenônio (KOBAYASHI et al., 2002; SUZUKY et al., 2006) (Figura 1).  

 

Figura 1: Esquema proposto para os mecanismos de excreção dos compostos de selênio 

metilselenocisteína (MeSeCys), ácido metil selenínico (MSAIV) e selenito. Abreviações: 

dimetillseleneto (DMSe), metilselenol (MMSe), selenocisteina (SeCys), selenometionina 

(SeMet), e trimetilselenônio (TMSe). Fonte: Suzuki et al., 2008. 
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2.6 Disseleneto de Difenila 

 

Desde a década de 30, os organocalcogênios vêm despertando interesse de maneira 

crescente por parte dos químicos orgânicos. Tal interesse se deve à descoberta de suas 

aplicações sinéticas (COMASSETO, 1983), bem como suas propriedades biológicas e 

farmacológicas (KANDA et al., 1999; NOGUEIRA et al., 2004). O disseleneto de difenila 

(DD– Figura 2) é um composto orgânico contendo Se, pertencendo portanto à classe dos 

organocalcogênios, largamente utilizado como intermediário em reações de síntese orgânica 

(PAULMIER, 1986; BRAGA ET AL., 1996). 

 

Figura 2: Estrutura química do disseleneto de difenila. 

Inúmeras atividades farmacológicas vêm sendo atribuídas ao DD, tais como 

antioxidante (ROSSATO et al., 2002; MEOTTI et al., 2004), anti-úlcera (SAVEGNAGO et al., 

2006, INEU et al, 2008), neuroprotetor (GHISLENI et al., 2003,), hepatoprotetor (BORGES et 

al., 2005), anti-inflamatório e antinociceptivo (SAVEGNAGO et al., 2007), do tipo 

antidepressiva (SAVEGNAGO et al., 2008; DIAS et al., 2014), do tipo ansiolítica (GHISLENI 

et al., 2008, ROSA et al., 2016), anti-hiperglicêmico (BARBOSA et al., 2006). Além disso, o 

DD apresenta efeitos antioxidantes em diversos modelos de toxicidade induzida por estresse 

oxidativo (MEOTTI et al. 2004; SANTOS et al., 2004, 2005; LUCHESE et al., 2007, PRIGOL 

et al., 2009). Estudos sugerem que esses efeitos devem estar associados com a capacidade que 

o DD possui de reagir eficientemente com hidroperóxidos e peróxidos orgânicos, através de 

reação similar à catalisada pela GPx (Figura 3). 
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Figura 3: Mecanismo catalítico do DD para a detoxificação de peróxidos. O DD reage com 

um grupamento tiol (ex. GSH) originando um selenopersulfato, o qual reage com um segundo 

equivalente de GSH formando um selenol (Se-H). Este selenol por sua vez reduz o peróxido de 

hidrogênio ou então peróxidos lipídicos, liberando uma molécula de água, dando origem a um 

ácido selenínico (Se-OH). O Se-OH então libera uma molécula de água, concluíndo dessa forma 

o ciclo catalítico (Adaptado de Nogueira et al., 2004). 

 

 Além das inúmeras atividades farmacológicas, alguns efeitos tóxicos também são 

atribuídos ao DD. Estudos demonstraram que o DD pode causar efeitos nocivos para proteínas 

ou enzimas em diferentes tecidos de mamíferos, tais como a enzima δ-aminolevulinato 

desidratase (δ-ALA-D) (BARBOSA et al., 1998; FARINA et al., 2003; NOGUEIRA et al., 

2003b), Na+ , K+ -ATPase (BORGES et al., 2005), bem como a lactato desidrogenase (KADE 

et al., 2009). Além disso, o composto causou toxicidade renal (MEOTTI et al, 2003) em 

roedores adultos. A exposição prolongada a doses altas do DD também foi capaz de induzir 

neurotoxicidade em roedores (NOGUEIRA et al., 2003). Estudos em camundongos 

demonstraram que, devido a sua lipofilicidade, o DD atravessa facilmente a barreira 

hematoenfefálica após tratamento agudo ou prolongado, aumentando os níveis de selênio no 

cérebro dos animais (JACQUES SILVA et al., 2001; MACIEL et al., 2003). Dessa forma, esses 

estudos dão suporte à hipótese que o cérebro é um alvo potencial para as ações farmacológicas 

bem como também tóxicas do atribuídas ao composto DD. 

 Com relação à suplementação com o composto DD, ainda há poucos estudos a cerca das 

atividades farmacológicas do composto nessa via de administração. Em ratos, a ingestão 

prolongada de uma dieta contendo DD foi capaz de reduzir alteração bioquímicas bem como 

danos oxidativos provocados pela exposição ao agente carcinogênico N-nitroso-metil-uréia e 
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ao agente diabetogênico estroptozotocina, sem causar nenhum sinal de toxicidade.Além disso, 

a suplementação reduziu temporariamente a hiperglicemia provocada pela exposição à 

estreptozotocina. Todos esses efeitos foram observados sem que o composto apresentasse 

nenhum sinal de toxicidade (BARBOSA et al., 2006; 2008). Em ratas expostas a um modelo 

de hipotireoidismo, Dias et al. (2014) demonstraram que a suplementação com DD foi capaz 

de reduzir o comportamento tipo depressivo apresentado pelos animais. Em peixes das espécies 

Rhamdia quelen e Cyprinus carpio, a dieta contendo DD foi capaz de prevenir danos oxidativos 

induzidos por diferentes agentes tóxicos (MENEZES et. al., 2014a,b; 2016).  

 

2.7 Peixe-zebra 

 

O peixe-zebra, (Danio rerio), também conhecido como “paulistinha”, é um pequeno 

teleósteo de 3-4 cm de comprimento, de água doce pertencente à família Cyprinidae. O gênero 

Danio possui 44 espécies descritas, as quais fazem parte da subfamília Raborinae e apresentam 

um padrão de coloração com listras horizontais claras e escuras alternadas (SPENCE et al., 

2008). Na natureza, o peixe-zebra é encontrado no sul e sudeste da Ásia, principalmente na 

Índia, Bangladesh e Nepal. 

Diversas características favoráveis contribuem para que o peixe-zebra venha se 

consolidando como um modelo experimental amplamente utilizado em pesquisas nas mais 

diversas áreas. Algumas dessas características são: fácil manipulação, baixo custo, pouco 

espaço para manutenção, comportamento facilmente observado em um ambiente controlado e  

rápido desenvolvimento e ciclo biológico, e (SHIN e FISHMAN, 2002; LIESCHKE e 

CURRIE, 2007). 

O peixe-zebra apresenta grande sensibilidade a fármacos, além de um rápido 

metabolismo, bem como genes evolutivamente conservados que apresentam um alto grau de 

similaridade com os genes humanos e de camundongos (BARBAZUK et al., 2000; 

GOLDSMITH, 2004). O sequenciamento completo dos genes do peixe-zebra revelou que 70% 

dos genes deste teleósteo têm um ortólogo humano, o que contribui ainda mais pra utilização 

dessa espécie em estudos nas mais diversas áreas (HOWE et al., 2013). 

Dentre os mais diversos campos de pesquisa, o peixe-zebra vem se destacando como 

um importante modelo para estudos neurológicos e comportamentais (EGAN et al., 2009; 

PIATO et al., 2011; JONES e NORTON, 2014; STEWART et al., 2014). O SNC do peixe-

zebra apresenta bastante semlhanças com o de mamíferos, contendo: organização geral, células 

neuronais especializadas, células gliais, mielina e circuitos neuronais (BANDMANN e 
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BURTON, 2010; STEWART et al., 2014). Aém disso, já foi identificada a presença e os 

mecanismos dos principais neurotransmissores encontrados em mamíferos, incluindo 

aminoácidos (GABA, glutamato e glicina), monoaminas (dopamina, histamina, epinefrina, 

norepinefrina, melatonina e serotonina) bem como acetilcolina, entre outros. (RINKWITZ et 

al., 2011). Estudos relacionado a diversas doenças humanas também vêm sendo executados 

utilizando o peixe-zebra, como por exemplo, obesidade, DM e neuropatias (BEST e 

ALDERTON, 2008; CRAIG e MOON, 2011). Além disso, o peixe-zebra também vem se 

mostrando como uma ferramenta muito útil para a triagem e descoberta de novos fármacos 

(CHAKRABARTI e FREEDMAN, 2008). 

Muitos estudos vem sendo realizados utilizando o peixe-zebra com o intuito de 

compreender as bases moleculares da neurobiologia, identificando genes envolvidos na 

formação de circuitos neuronais, no comportamento, bem como nos mecanismos envolvidos na 

neuropatogênese (GUO, 2004). Modelos knockout que reproduzem patologias humanas, bem 

como técnicas para controle da expressão gênica (BANDMANN e BURTON, 2010) e indução 

de sintomas característicos de doenças metabólicas vem sendo realizados com a utilização do 

peixe-zebra. Tais estudos vêm demonstrando que o peixe-zebra é um bom modelo para entender 

mecanismos relacionados a algumas doenças humanas, entre elas: estresse (SIEBEL et al., 

2010) hiperargininemia (CAPIOTTI et al., 2013), obesidade (OKA et al., 2010; CRAIG e 

MOON, 2011) e DM (GLEESON et al., 2007; JORGENS et al., 2012). 

No ponto de vista comportamental, o peixe-zebra vem se mostrando como uma 

ferramenta bastante útil para o estudo de desordens neuropsiquiátricas, tais como a ansiedade 

(STEWART et al., 2012). Nesses estudos, diferentes protocolos experimentais são utilizados, 

sendo muitos deles, adaptações de testes já utilizados há muitos anos com roedores, mostrando 

resultados bastante semelhantes para o peixe-zebra (MAXIMINO et al., 2012). O teste do 

“tanque-novo” é um dos testes mais utilizados para se avaliar o comportamento tipo ansiedade 

em peixe-zebra e que também permite avaliar a atividade locomotora, sendo ele considerado 

como uma adaptação do teste do “campo aberto” utilizado com roedores. No teste do “tanque-

novo”, o animal é colocado em um ambiente no qual não está habituado e então seu 

comportamento é avaliado. Um dos parâmetros avaliados é o deslocamento vertical do animal, 

uma vez que sob condição de estresse, a tendência é de que o animal tente se proteger buscando 

ficar na parte de baixo do aparato. A medida que percebe que não há riscos, o animal passa 

então a explorar também a parte superior do aparato. Substâncias ansilolíticas como a nicotina, 

fazem com que haja uma diminuição da preferência pela parte inferior do aparato (LEVIN et 

al., 2007). Outro teste bastante utilizado é o “claro-escuro”, também sendo uma adaptação do 
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teste já utilizado em roedores. O teste “claro-escuro” baseia-se em um instinto de camuflagem, 

no qual o peixe-zebra por ter uma coloração mais escura, busca a parte também escura do 

aparato para tentar se proteger. Quanto menor o comportamento tipo-ansiedade do animal, 

maior será a exploração da parte clara do aparato (MAXIMINO et al., 2010). 

Nos últimos anos, o peixe-zebra também vem se consolidando como um bom modelo 

experimental para o estudo dos mecanismos envolvidos no DM e suas complicações. Por 

absorverem facilmente moléculas da água, a imersão em uma solução de glicose vem sendo 

utilizada como um método eficaz para a indução de uma condição hiperglicêmica em peixe-

zebra. Utilizando esse modelo, GLESSON et al. (2007) assim como ALVARES et al. (2010) 

demonstraram que a imersão em solução de glicose foi capaz de gerar sintomas de retinopatia 

nos animais, assim como ocorre nas fases iniciais da doença em humanos. Também utilizando 

esse modelo, CAPIOTTI et al. (2014) demonstrou que a hiperglicemia causou déficits de 

memória nos animais. Observação que vai de acordo com outros estudos que já mostraram com 

roedores essa relação entre prejuízos na memória e a hiperglicemia (GOMAR et al., 2014; 

HASANEIN et al., 2016; MINAZ et al., 2018).  

 

3 JUSTIFICATIVA 

 

  Segundo dados da Organização Mundia de Saúde (OMS), no ano de 2014 o número de 

indivíduos diabéticos no mundo era de 422 milhões. Além do número ser bastante elevado, 

outro fato que merece destaque é de que em 1980 eram 108 milhões de pessoas convivendo 

com o diabetes. Outro dado alarmante é que, segundo a OMS, em 2030 o diabetes deverá ser a 

sétima causa de óbitos no mundo. Diversas complicações secundárias são associadas ao 

diabetes. Nos últimos anos, vários estudos vêm demonstrando uma maior propensão do 

desenvolvimento de distúrbios neuropsiquiátricos em pacientes diabéticos, principalmente 

ansiedade e depresão. Consequentemente, é crescente a busca por agentes que possam atuar 

como terapêuticos. Na maioria dos estudos experimentais, roedores são utilizados para modelar 

a doença. Neste cenário, o peixe-zebra vem ganhando destaque como organismo modelo para 

investigação de diversas condições metabólicas. No entanto, ainda são poucos os trabalhos 

utilizando esse organismo em estudos relacionados ao diabetes. Considerando as similaridades 

genéticas e homologia de genes com humanos, bem como a diversas vantagens do peixe-zebra 

em termos de manutenção, custeio e reprodutibilidade, este trabalho foi delineado para usar este 

organismo para modelar diabetes e também para testar potenciais agentes terapêuticos. Aqui, 



33 
 

destacaremos o uso do composto orgânico de selênio (DD) devido às propriedades antioxidante 

e neuroprotetora já descritas em diversos modelos experimentais de patologias humanas, porén 

não totalmente conhecidas em termos de mecanismos celulares/moleculares. Assim, o presente 

trabalho foi delineado para consolidar o peixe-zebra para modelar diabetes e suas complicações; 

testar a potencialidade do DD como hipoglicemiante e neuroprotetor e ainda investigar os 

mecanismos envolvidos nos efeitos encontrados. Com os resultados desse estudo pretendemos 

fornecer novos subsídios para a compreensão dos efeitos farmacológicos de organocalcogênios 

e ampliar os conhecimentos na pesquisa voltada para a patogênese do diabetes e suas 

complicações.  

4 OBJETIVOS 

 

4.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar os efeitos da suplementação com DD sobre alterações comportamentais, 

bioquímicas e moleculares induzidas pela hiperglicemia em peixe-zebra, bem como investigar 

em termos de mecanismos se o possível efeito protetor do composto envolve alvos moleculares 

de vias de sinalização redox e da insulina. 

 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Através de análises bioquímicas e comportamentais, avaliar o efeito de dietas contendo 

diferentes concentrações de DD 

2. Quantificar Se no cérebro dos animais que receberam a suplementação com DD, bem 

como nos tratados com as rações controle e comercial. 

3. Verificar se o modelo de hiperglicemia causa alterações no comportamento tipo 

ansiedade e quais os efeitos da suplementação com DD sobre essas possíveis alterações. 

4. Avaliar os efeitos da suplementação com DD sobre os níveis glicêmicos dos animais 

expostos ao protocolo de hipeglicemia. 

5. Verificar os efeitos da hiperglicemia bem como da suplementação com DD sobre 

parâmetros de estresse oxidativo no cérebro dos animais. 
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6. Analisar possíveis alterações na atividade e expressão gênica de enzimas antioxidantes 

e fatores de transcrição associados ao equilíbrio redox no tecido cerebral dos animais  

expostos à glicose e suplementados com DD . 

7. Investigar se a exposição à glicose e a suplementação com DD afetam a via de 

sinalização da insulina no cérebro dos animais, especificamente os níveis de expressão 

gênica de receptores e transportadores de glicose. 

 

5 ARTIGOS CIENTÍFICOS  

 

 Os resultados desta tese estão dispostos na forma de um artigo científico publicado na 

revista “Progress in Neuro-Psicopharmacology and Biological Psychiatry” e um manuscrito 

submetido para publicação na “Molecular Neurobiology”. Os itens referentes a materiais e 

métodos, resultados, discussão e referências bibliográficas encontram-se nos próprios artigo e 

manuscrito. O artigo está disposto na forma como foi publicado. O manuscrito está na forma 

como foi submetido. 
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Abstract 

A growing body of evidence highlights the hyperglycemia as a putative contributor to several 

brain dysfunctions as well as points oxidative stress as a key phenomenon in the pathogenesis of 

diabetes and its complications. Using zebra fish as model organism, here we investigated the 

mechanisms underlying the neuroprotective effects of organoselenium diphenyl diselenide (DD) 

in a model of hyperglycemia, targeting mainly redox and insulin signaling biomarkers. Fish were 

supplemented with a diet containing DD (3mg/kg) for 74 days. During the last 14 days, they were 

exposed to a 111 mM glucose solution. In addition to reduction in blood glucose levels, DD 

normalized the brain mRNA expression of insulin receptors (Insra1, Insra2, Insrb1, Insrb2) in 

hyperglycemic fish. DD per se caused an up-regulation in Insra receptors and glucose transporter 

3 (GLUT3) mRNA expression.  Dietary DD counteracted the effects of hyperglycemia toward 

oxidation of lipids, carbonylation of proteins and inhibition of enzyme superoxide dismutase 

(SOD). Indeed, DD per se elevated the content of non-protein thiols (NPSH) and the activity of 

glutathione peroxidase (GPx) and glutathione-S-transferase (GST) enzymes. Hyperglycemic fish 

exhibited a reduction in mRNA expression of GPx3A and transcript factors Nrf2 and FOXO3b. 

Except for FOXO3b, this down-regulation was normalized by DD intake.  Indeed, DD caused an 

up-regulation of mRNA that encode Nrf2. Overall, our findings show that the neuroprotective 

action of DD is associated with redox and insulin signaling modulation. 

 Keywords: Diabetes, hyperglycemia, diphenyl diselenide, oxidative stress, neuroprotection, 

insulin signaling. 
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1. Introduction 

 Diabetes mellitus (DM) is a chronic metabolic disorder characterized by sustained 

hyperglycemia which occur as a result of insulin deficiency (DM type 1) or insulin resistance 

(DM type 2) (Rochete et al., 2014; Sharma et al., 2016).  People with DM are at higher risk of 

developing a number of disabling health complications, among them infections, retinopathy 

vascular and cardiovascular disorders (Jacobson et al., 2007; Koh et al., 2012). Neurological 

problems may encompass peripheral and autonomic neuropathies, cerebrovascular stroke, 

epilepsy, anxiety and depression (Clavijo et al., 2006; Jacobson et al., 2007; Kodl and Seaquist, 

2008, dos Santos et al., 2018). Nowadays, DM has been recognized as a potential risk factor 

for developing Alzheimer's disease and vascular dementia (Strachan et al., 2009; Biessels and 

Despa; 2018). 

 DM is one of the largest health problems in most of countries and consequently target 

of numerous researches. However, the signaling mechanisms involved in the pathogenesis of 

DM are complex and still not completely understood. Oxidative stress is thought plays a 

causative role or to be a consequence of several diabetic complications (Rochette et al., 2014; 

Ravassa et al., 2015; Mason et al., 2016; Faria and Persaud, 2017). Hyperglycemia leads to the 

formation of advanced glycation end-products (AGE) formation, defects in the polyol pathway 

and mitochondrial dysfunctions, phenomena that culminate with cell redox dyshomeostasis and 

death (Giacco e Brownlee, 2010). Indeed to lipid peroxidation, DNA damage and protein 

carbonylation, the reactive species of oxygen and nitrogen (ROS/RNS) from these events may 

modulate directly or indirectly the activation of kinase signaling pathways and also transcription 

factors that manage the expression of genes whose protein products are involved in glucose 

homeostasis, antioxidant activity, DNA repair, immune and inflammatory responses (Rains et 

al., 2011; Styskal et al., 2012).  
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         Given the participation of oxidative stress in the comorbidities arising from DM, 

antioxidants have been extensively explored as therapeutics in this field. Diphenyl diselenide 

(DD) is an organoselenium compound that has been widely studied by our research group, 

including toward DM. The molecule is a powerful antioxidant and exhibited anti-hyperglicemic 

and neuroprotective effects in experimental models of DM (Barbosa et al., 2006; Nogueira e 

Rocha; 2010; Santos et al., 2018). In our first studies with diabetic rats, we verified that the 

chronic consumption of a diet containing the compound decreased the hyperglycemia, mortality 

rate and restored the redox balance in different tissues of animals (Barbosa et al., 2006; 2008). 

Likewise, dietary DD along with the reduction in glycemia prevented anxiety-like behavior 

induced by hyperglycemia in zebrafish (Santos et al., 2018). Although we have demonstrated 

the beneficial role of supplementation in different model organism in DM protocols, the 

mechanisms underlying the protective effects of DD still need to be identified at the cellular 

and molecular levels.  So, using zebrafish (Danio rerio) as alternative model organism, herein 

we performed a battery of tests to explore the participation of redox status  and insulin signaling 

on DD neuroprotection in DM, identifying molecular targets involved in these events  

 In addition to recognized importance as a valuable tool for investigating a wide variety 

of brain diseases, zebrafish has been highlighted as an emerging organism alternative for 

modeling hyperglycemia/DM (Gleeson et al., 2007; Capiotti et al., 2014a, b; Dorsemans et al., 

2017; Connaughton et al., 2016; Kalueff et al., 2015; Panula et al., 2010; Rico et al., 2011). As 

mammals, zebrafish has similar pancreatic and β-cell development and function (Xiang-Hui 

Meng et al., 2017). Besides, the fish expresses two isoforms of insulin receptor (insra and insrb), 

which exhibit high homology to the human receptors (Yuka Toyoshima et al., 2008). Four 

insulin-like growth factors (IGFs) that encode functional insulin-like peptides are also present 

in zebrafish (Zou et al., 2009). DM type 2 has been developed by immersing fish in water 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Toyoshima%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18687786
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supplemented with glucose while DM type 1 by intraperitoneal administration of drugs as 

streptozotocin or alloxan (Moss et al., 2009; Shin et al., 2012).  

        In this scenario, our results showing that the neuroprotection offered by dietary DD may 

encompasses the modulation of mRNA expression of antioxidant and insulin signaling 

responsive genes disrupted by hyperglycemia contribute to a mechanistic overview on the 

pharmacology of compound. 

 

2. Materials and Methods 

2.1 Chemicals 

Glucose was purchased from Nuclear™ (São Paulo, Brazil). DD was synthesized accprding to 

the literature methods (Paulier, 1986). Malondialdehyde (MDA) and 2-thiobarbituric acid 

(TBA) were obtained from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). All other chemicals 

were of analytical reagent grade and purchased from Merk (Rio de Janeiro, Brazil). 

2.2 Animals 

Adult zebrafish (Danio rerio, 4 to 6 months old) of both sex (approximately 50:50 male: female 

ratio) from a heterogeneous wild type stock (short-fin phenotype) were purchased from a local 

commercial distributor (Hobby Aquários, RS, Brazil). The fish were housed in 40 L aquariums 

for 2 weeks before the start of the experiments. The maximum density was 2 fish per liter. All 

aquariums were filled with non-chlorinated water previously treated with AquaSafe™ (2 

drops/L). Water was maintained at constant filtration and aeration at temperature of 26 ± 2 °C 

and pH adjusted to 7.0-8.0. The room illumination was performed by a 14:10 light-dark 

photoperiod cycle (lights on at 7:00 am). Before DD supplementation, animals were fed twice 

daily with commercially available fish flake food (Alcon Basic™, Alcon, Brasil). The animals 

were maintained following the recommendations of the National Institute of Health Guide for 
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the Care and Use of Laboratory Animals (2011). For this study, a total of 80 animals were used 

and all procedures performed with the subjects were approved by the Ethics Commission on 

Animal Use of the Federal University of Santa Maria (process number: 2649140717/2017).     

2.3 DD Supplementation and Hyperglycemia Induction  

Standard diet or supplemented 3 mg/Kg DD diet were made into pellets (5 mm of diameter) 

and stored at at 4 °C before and during the treatment, following the methodology previously 

described (Menezes et al., 2014). After acclimatization period, fish were transferred to 3 L 

aquariums (6-7 animals per aquarium). The animals were randomly divided in 4 experimental 

groups (n= 20): Group 1 (Control); Group 2 (DD); Group 3 (Glucose) and Group 4 (Glucose + 

DD). Groups 1 and 3 were fed with the standard diet, whereas groups 2 and 4 with 3.0 mg/Kg 

DD supplemented diet. Fish were fed with the diets twice a day (3% of body mass) for 74 days. 

In the last 14 days, the animals of the groups 3 and 4 were submitted to the hyperglycemia 

model based in the addition of a 111 mM glucose solution to the tank water, as previously 

described (Capiotti et al., 2014a). Glucose solution was changed every day to avoid a possible 

contamination. 

2.4 Fasting Blood Glucose Measurements 

At the end of treatment, blood glucose was determined after a 12h fasting period. Prior the 

measurements, fish were placed during 15 minutes in water without glucose to eliminate 

possible residual glucose in the body (Gleeson et al., 2007). Afterwards, the animals were 

anesthetized by hypothermia induction in order to reduce the fluctuations in the blood glucose 

(Eames et al., 2010). Then, fish tail was cut and blood glucose measured by placing a 

glucometer (G-Tech Free 1) directly on the docked tail. 
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2.5 Biochemical and Molecular Analysis 

2.5.1. Tissue Preparation 

After blood glucose measurement, the fish were euthanized by decapitation and the brains were 

quickly removed, transferred to microtubes and kept at -80 ºC. For the biochemical analysis, 

brains were homogenized in the proportion of 1 brain to 150 µL Tris-HCl 50 mM, pH 7.4 buffer. 

The homogenate was centrifuged at 3.000 g for 10 min at – 4 °C to yield the low-speed 

supernatant fraction (S1) that was used for the biochemical assays.  

2.5.2. Lipid Peroxidation Assay 

Brain lipid peroxidation was evaluated by the formation of thiobarbituric acid-reactive 

substances (TBARS). For this, 80 µL of brain homogenate waas mixed with 160 µL of 10% 

TCA and centrifuged for 10 min at 10.000 g. Then, 100 µL of S1 was mixed with 100 µL of 

0.67% thiobarbituric acid (TBA) and heated at 100 ºC for 30 min. TBARS levels were measured 

spectrophotometrically at 532 nm using a microplate reader. Malondialdehyde (MDA) was 

used as standard. Results were expressed as nmol MDA/mg of protein (Draper and Hadley, 

1990). 

2.5.3. Carbonylated Proteins 

The degree of protein oxidation was evaluated by measuring the levels of carbonylated proteins 

(CP) as previously described by Yan et al. (1995). Soluble protein (200 µL) was added to 10 

mM DNPH in 2 N hydrochloric acid. The mixture was incubated for 1h in the dark at room 

temperature and then, 150 µL of denaturing buffer (150 mM sodium phosphate buffer, pH 6.8, 

containing SDS 3.0%), 500 µL of heptanes (99.5%), and 500 µL of ethanol (99.8%) were added 

sequentially in the medium, maintained in continuous agitation for 40 s. After the centrifugation 

for 15 min at 3.000 g, isolated proteins were washed twice by resuspension with ethanol/ethyl 
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acetate (1:1) solution and then suspended in 250 µL of denaturing buffer. CP levels were 

measured spectrophotometrically at 370 nm using a microplate reader. Results were expressed 

as nmol carbonyl/mg of protein. 

2.5.4. Non-protein thiols (NPSH) Levels  

NPSH levels were quantified as previously described by Ellman (1959) with same 

modifications. The homogenate (100 µL) was mixed with 100 µL of 10% TCA and centrifuged 

at 3.000 g for 10 min at 4 ºC). Then, S1 (60-80 µg of protein) was mixed with 0.01 M DTNB 

(5,5-dithio-bis-2-nitrobenzoic acid). After 1 h, NPSH amount was measured 

spectrophotometrically at 412 nm. Results were expressed as nmol SH/mg of protein. 

2.5.5. Antioxidant Enzymes Activity 

2.5.5.1. Catalase (CAT) 

CAT activity was measured spectrophotometrically by evaluating the decrease in the H2O2 

decomposition at 240 nm as previously described (Aebi, 1984). The reaction was initiated by 

adding 10 µL of homogenate (20-30 µg of protein) in a medium containing 1 mL potassium 

phosphate buffer (50 mM, pH 7.0) and 50 µL H2O2. One unit of CAT was considered as the 

amount of enzyme which decomposes 1 μmol H2O2/ minute at pH 7.0 at 25°C. Results were 

expressed as µmol H2O2 /min/mg of protein.  

2.5.5.2. Superoxide dismutase (SOD) 

SOD activity was determined spectrophotometrically according to the method proposed by 

Misra e Fridovich (1972), based in ability of enzyme in inhibiting the adrenalin oxidation by 

the radical superoxide. The medium contained glycine NaOH (50 mM, pH 10), adrenaline (1 

mM), and homogenate (20-30 µg of protein) and the reaction was monitored  by measuring the  

speed of adenochrome formation at 480 nm. The assay was made using a microplate reader and 

the results were expressed as unit SOD/mg of protein. 
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2.5.5.3. Glutathione peroxidase (GPx) 

 The activity of GPx was measured following the rate of NADPH oxidation by the coupled 

reaction with glutathione reductase (Paglia and Valentine, 1967). Briefly, 20 µL of homogenate 

(40-60 µg of protein) were mixed with 100 mM potassium phosphate buffer (pH 7.0), 1 mM 

NaN3, 1 mM reduced glutathione, and 0.15 mM NADPH. The reaction was initiated after the 

addition of 30 µL 0.4 mM H2O2. The reaction mixture contained a final volume of 300 µL. GPx 

activity was assessed spectrophotometrically at 340 nm using a microplate reader. Results were 

expressed as nmol NADPH/min/mg of protein. 

2.5.5.4. Glutathione S-transferase (GST) 

The enzyme activity was assessed according to the method described by Habig et al. (1974), 

based on the principle that GST catalyzes the conjugation of 1-chloro-2,4-dinitrobenzene 

(CDNB) to reduced glutathione (GSH), originating a thioether (S-2, 4-dinitrophenyl 

glutathione). The reaction medium contained 1 mM CDNB in ethanol, 10 mM reduced 

glutathione, 20 mM potassium phosphate buffer (pH 6.5), and 20 µL of homogenate (40-60 µg 

of protein). The activity was monitored by the changes in absorbance at 340 nm in a microplate 

reader using the molar extinction coefficient of 9.6 mM/cm. One unit of GST was defined as 

the amount of enzyme required to catalyzes the conjugation of 1 mol CDNB with GSH/min at 

25 º C. GST activity was expressed as nmol GS-DNB/min/mg of protein. 

 2.5.6. Analysis of mRNA expression by quantitative real time PCR (q-RT-PCR) 

Total RNA was extracted from a pool of 3 brains using Trizol Reagent (Invitrogen®, Brazil). 

Table 1 shows the primer sequences used in this work. After quantification, the total RNA was 

treated with DNase I (invitrogen), and the cDNA was synthesized with M-MLV reverse 

transcriptase enzyme and random primers using the manufacturer's protocol (Invitrogen). q-

RT-PCR was performed in in 20 μl reaction volumes in 96-well plates with 1 μl RT product 
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(cDNAs) as template, 1x PCR buffer, 25 mM dNTPs, 0.2 μM of each primer of interest, 1.5-

3.0 mM MgCl2, 0.1x SYBR Green I (molecular probes), and 1 U Taq DNA polymerase 

(Invitrogen). Threshold and baselines were manually determined using the StepOne Software 

v2.3 (Applied Biosystems, NY) and the CT (cycle threshold) value for each sample was 

calculated and recorded using the formula 2-ΔΔCT (Livak and Schmittgen, 2001). Each well was 

analyzed in triplicate, and the ΔCT value was obtained by subtracting the β-actin CT value from 

the CT value of the gene of interest. Results were expressed as relative mRNA expression. Gene 

specific primer sequences were based on published sequences in GenBank Overview 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) designed with Primer3 program version 0.4.0 

(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) and custom made by Invitrogen®. The primers used in the 

present study are listed in Table 1.  

2.5.7. Protein Determination 

Protein content was quantified by the Coomassie blue method measuring the absorbance of 

samples at 595 nm. Bovine serum albumin was used as standard (Bradford, 1976). 

2.5.8 Statistical analysis 

Results were expressed as means ± standard error of mean (S.E.M) and analyzed by two-way 

analysis of variance (ANOVA), followed by Student-Newman-Keuls multiple comparison test. 

Results were analyzed using the Graphpad Prism software (version 7.0) and the significance 

level was set at p ≤ 0.05. 

3. Results 

3.1 Fasting blood glucose levels 

Exposure to glucose for 14 days caused a significant increase (approximately 3.5-fold) in the 

fasting blood glucose levels of fish when compared to the control group (Fig. 1). As previously 
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observed in this protocol for inducing hyperglycemia, dietary DD attenuated the hyperglycemia 

induced by continuous glucose exposure.  The chronic intake of DD diet did not provoke any 

alteration in the glycemia of animals. Statistical analysis revealed a significant DD X glucose 

interaction (F1,76 = 13.82, p = 0.0004) and a main effect of glucose (F1,76 = 65.05, p < 0.0001) 

and DD (F1,76 = 13.14, p = 0.0005). 

3.2. mRNA expression of insulin responsive genes  

In this set of experiment, we evaluated the transcript levels of mRNA that encode insulin 

transporter and receptors in brain of zebrafish. Similar effects were observed on mRNA 

expression of insulin receptor isoforms (Fig. 2A-D). Glucose exposure decreased markedly the 

mRNA expression of Insra1 (~1.49-fold), Inra2 (~1,54-fold), Insrb1 (~1.77-fold) and Inrb2 

(~1.71-fold) when compared to the control. This down-regulation caused by hyperglycemic 

condition was completely counteracted by DD treatment. Interestingly, Insra subtypes were up-

regulated in normoglycemic fish supplemented with DD (~1,44-fold forf Insra1 and ~1,37-fold 

for Insra2) (Fig 2A and 2B). For Insra1 and Insra2, two-way ANOVA revealed a significant 

effect of glucose (F1,36 = 13.92, p = 0.0007 for Insra1 and F1,46 = 17.8, p = 0.0001 for insra2) 

and DD (F1,36 = 10.59, p = 0.0025 for Insra1 and F1,46 = 10.74, p = 0.0020 for insra2). For 

Insrb1, statistical analysis showed a DD × glucose interaction (F1,30 = 4.777, p = 0.0368), and 

a main effect of DD (F1,30 = 4.71, p = 0.0380). A main effect of glucose (F1,26 = 7.251, p = 

0.0122) and DD (F1,26 = 15.05, p < 0.0006) was observed on Insrb2 expression. The same effect 

profile per se of DD was verified toward GLUT3 mRNA expression, which was not modified 

by glucose exposure (Fig. 2E). Here, Two-way ANOVA showed a significant main effect of 

DD (F1,30 = 17.64, p < 0.0002). 

3.3. Redox balance Parameters 

3.3.1. Thiol depletion, Lipid and protein oxidation  
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Hyperglycemia induced a significant increase in the levels of lipid peroxidation and protein 

carbonylated of fish. These effects were not accompanied by thiol depletion, parameter 

evaluated by content of NPSH (Fig. 3A, 3B and 3C, respectively). Dietary DD counteracted 

the effects of hyperglycemia toward oxidation of lipids and proteins and also elevated per se 

the content of brain NPSH when compared to the control group. For lipid peroxidation, Two-

way ANOVA revealed a significant DD × glucose interaction (F1,20 = 11.09, p = 0.0033) and a 

main effect of glucose (F1,20 = 20.5, p = 0.0002), and DD (F1,20 = 6.932, p = 0.0160). Statistical 

analysis also yielded a significant DD × glucose interaction (F1,20 = 26.64, p < 0.0001) and 

main effect of glucose (F1,20 = 14.62, p = 0.0011) and DD (F1,20 = 10.4, p = 0.0042) on protein 

carbonilatyon. A main effect of DD was verified for thiol content (F1,20 = 18.4, p = 0.0004). 

3.3.2 Activity of antioxidant enzymes  

The set of data regarding the activity of antioxidant enzymes shows that only SOD activity was 

affected by glucose exposure, which caused a significant inhibition (Fig 4A). Two way analysis 

revealed a main effect of glucose (F1,20 = 37.33, p < 0.0001).  Besides mitigating this effect, 

dietary DD per se enhanced the activity of GPx and GST enzymes (Fig 4A, 4C and 4D). Here, 

Two-way ANOVA yielded a significant main effect of DD for GPx (F1,20 = 26.69, p < 0.0001) 

and GST (F1,20 = 4.72, p = 0.0420). Catalase activity was not modified by both glucose or DD 

(p > 0.05) (Fig 4B). 

3.3.3 mRNA expression of redox responsive genes  

The mRNA expression of redox responsive genes analyzed here were down-regulated by 

glucose exposure (Fig 5). The brain mRNA expression of GPx3A and transcript factors Nrf2 

and FOXO3b from hyperglycemic fish decreased ~1.46 and 1,64-fold, respectively in relation 

to the control (Fig 5A, 5B and 5C). Dietary DD was effective in normalizing the mRNA levels 

of GPx3 and Nrf2 without affecting the transcript levels of FOXO3b. Indeed, DD caused an 
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up-regulation on the levels of mRNA that encode Nrf2.  Statistical analysis revealed a main 

effect of glucose (F1,45 = 9.754, p = 0.0031) and DD (F1,45 = 11.22, p < 0.0016) for GPx3A.  

Similarly, a significant main effect of glucose (F1,48 = 14.45, p = 0.0004), and DD (F1,48 = 29.88, 

p < 0.0001) was found for Nrf2. For mRNA gene expression of FOXO3b, statistical analysis 

indicated a main effect of glucose (F1,47 = 16.94, p = 0.0002).  

4. Discussion 

In the current work, we explored whether the protective effects elicited by DD under 

hyperglycemic condition could be related with the modulation of redox and insulin signaling, 

identifying some targets associated with these pathways in zebrafish. Our results indicate, for 

the first time at molecular level, that the hypoglycemic and neuroprotective action of DD on 

diabetes may be related with the transcriptional control of insulin receptors and transcript 

factors that provide a responsive defense against oxidative stress.  

The hypoglycemic activity of dietary DD was firstly demonstrated by Barbosa et al. 

(2008) in a model using rodents. The authors evidenced that diabetic rats fed with diet had a 

reduction on blood glucose levels. Continuing this line of research with alternative model, we 

recently showed that dietary DD was also effective in decreasing the hyperglycemia in zebrafish 

as well as the related anxiety-like behavior (Santos et al., 2018). However, in both studies, the 

mechanisms involved in the hypoglycemic and/or neuroprotective effects of selenium 

compound was not explored in detail. So, here we analyzed the mRNA expression of some 

responsive genes for insulin signaling pathway in the zebrafish’s brain exposed to glucose and 

treated with DD. Insulin receptors (Insra1, Insra2, Insrb1, Insrb2) expression were significantly 

reduced by glucose exposure. These results are in contrast to those observed by Capiotti et al. 

(2014a), where the same protocol of hyperglycemia did not induce any change on the mRNA 

expression of these insulin receptors. In this set of experiment, DD diet normalized the 
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expression of all receptor isoforms and also increase per se the mRNA expression of GLUT3, 

which was not modified by glucose exposure. In accordance, Capiotti et al. (2014a) did not 

found in GLUT3 mRNA expression. These set of results suggest that the insulin receptors are 

“molecular targets” of DD and consequently involved in its hypoglycemic/neuroprotective 

action. 

 The chronic hyperglycemia is linked with exacerbated ROS production, species that 

damage biomolecules such as lipids, proteins and DNA (Cadenas et al., 2000, Rochette et al., 

2014). Due to the high oxygen consumption, high content of polyunsaturated fatty acids and 

lower antioxidant activity, brain is more susceptible to oxidative stress than other organs/tissues 

(Halliwell, 1992; Steinbrenner and Sies, 2009). In accordance, herein we evidenced that the 

hyperglycemia increased markedly the levels of lipid peroxidation and carbonylated proteins in 

brain as well as caused disruption in the action and expression of some antioxidant enzymes.  

       Selenium is an essential micronutrient recognized by its important antioxidant role in the 

in the biological systems (Pillai et al., 2014; Rayman et al., 2000; Steinbrenner and Sies, 2009). 

Selenium deficiency has been associated with enhanced brain susceptibility to oxidative stress 

and an increased risk for developing neurodegenerative diseases (Chen and Berry, 2003; Frank 

et al., 2013; Sharma and Amin, 2013). The biological importance of selenium is attributed 

mainly to the role played by selenoproteins, including the GPx family (Cardoso et al., 2015). 

The activation of genes encoding GPx isoforms and other antioxidant enzymes is thinly 

managed by the transcription factor nuclear erythroid-related factor 2 (Nrf2) (Kobayashi and 

Yamamoto, 2005). FOXO is another transcript factor important in regulating cellular stress 

responses. In addition, FOXO controls functions as glucose metabolism, cell cycle arrest and 

cell death (Huang and Tindall, 2007; Xie et. al., 2011). In this scenario, we observe that DD 

diet protected the cerebral tissue of oxidative damage induced by hyperglycemia. It plausible 

suppose that this effect involves the molecular machinery triggered by Nrf2, since the Nrf2 and 
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GPx3 mRNA expression were positively modulated by DD under hyperglycemic condition. In 

accordance, there is evidence that organochalcogens such as ebselen and DD activate the 

Keap1/Nrf2 signaling pathway, improving the cellular antioxidant capacity of cells (Barbosa et 

al., 2017). 

  In addition to cell antioxidant machinery, the results obtained here include the insulin 

signaling in the network of mechanisms underlying to the neuroprotective/hypoglycemic 

properties of DD. However, we emphasize that more molecular targets from these pathways 

need to be evaluated.  
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FIGURES 

 

Figure 1 

 

Fig. 1 Effect of glucose exposure and dietary DD on fasting blood glucose levels in zebrafish. 

Control (unsupplemented DD diet); DD (diphenyl diselenide 3.0 mg/Kg); Glu (glucose) and 

DD+Glu (DD 3.0 mg/Kg plus glucose). Data were analyzed by two-way ANOVA, followed by 

Student-Newman-Keuls multiple comparison test when appropriate and expressed as mean ± 

SEM. Different letters indicate statistically significant differences (p<0.05, n = 20 per group). 
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Figure 2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2 Effect of glucose exposure and dietary DD on mRNA expression of insulin responsive 

genes. (A) insulin receptor Insra1, (B) insulin receptor Insra2, (C) insulin receptor Insrb1, (D) 

insulin receptor Insrb2, and (E) glucose transporter GLUT3. Control (unsupplemented DD 

diet); DD (diphenyl diselenide 3.0 mg/Kg); Glu (glucose) and DD+Glu (DD 3.0 mg/Kg plus 

glucose). Data were analyzed by two-way ANOVA, followed by Student-Newman-Keuls 

multiple comparison test when appropriate and expressed as mean ± SEM. Different letters 

indicate statistically significant differences (p<0.05, n = 6-10 per group). 
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Figure 3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3 Effect of glucose exposure and dietary DD on oxidative biomarkers in brain of zebrafish. 

(A) TBARS, (B) CP and (C) NPSH levels. Control (unsupplemented DD diet); DD (diphenyl 

diselenide 3.0 mg/Kg); Glu (glucose) and DD+Glu (DD 3.0 mg/Kg plus glucose). Data were 

analyzed by two-way ANOVA, followed by Student-Newman-Keuls multiple comparison test 

when appropriate and expressed as mean ± SEM. Different letters indicate statistically 

significant differences (p<0.05, n = 6 per group).  
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Figure 4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4 Effect of glucose exposure and dietary DD on brain antioxidant enzymes of zebrafish. 

(A) SOD, (B) CAT, (C) GPx and (D) GST activity. Control (unsupplemented DD diet); DD 

(diphenyl diselenide 3.0 mg/Kg); Glu (glucose) and DD+Glu (DD 3.0 mg/Kg plus glucose). 

Data were analyzed by two-way ANOVA, followed by Student-Newman-Keuls multiple 

comparison test when appropriate and expressed as mean ± SEM. Different letters indicate 

statistically significant differences (p<0.05, n = 6 per group). 
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Figure 5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Fig. 5 Effect of glucose exposure and dietary DD on mRNA expression of redox responsive 

genes. (A) GPx3A, (B) Nrf2, and (C) FOXO3b. Control (unsupplemented DD diet); DD 

(diphenyl diselenide 3.0 mg/Kg); Glu (glucose) and DD+Glu (DD 3.0 mg/Kg plus glucose). 

Data were analyzed by two-way ANOVA, followed by Student-Newman-Keuls multiple 

comparison test when appropriate and expressed as mean ± SEM. Different letters indicate 

statistically significant differences (p<0.05, n = 6-10 per group). 
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TABLE 

 

Table 1. Primer sequences for RT-qPCR experiments 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Sequence                            Forward                                                                    Reverse             

 

β-actin              5’- GATGATGAATTGCCGCACTG-3’                         5’- ACCAACCATGACACCCTGATGT-3’ 

Insra1               5’- CAACATGCCCCCTCACCACT-3’                          5’- CGACACACATGTTGTTGTG-3’ 

Insra2               5’- GGAGCCCCACTCGTCTAACAAA-3’                    5’- CGCCGTTGTGAATGACGTATTC-3’ 

Insrb1               5’- GACTGATTACTATCGCAAGGG-3’                       5’- TCCAGGTATCCTCCGTCCAT-3’ 

Insrb2               5’- CCACCGCCAACCCTAAAGGA-3’                          5’- TTGCGATAGTAATCAGTC TCGTAAAT-3’ 

Glut3                5’-TCGTCAATGTCTTGGCTCTG-3’                              5’- CAACATACATTGGCGTGAGG-3’ 

GPx3A              5’- CTGGACCTCTGTTGTGCTTCT-3’                          5’- GAGTTACAGGCCTGGGTGTTG-3’ 

Nrf2                  5’- CCAAGCCAACAGGACATGGA-3’                          5’- TGAAGTCGAACACCTCACGG-3’ 

FOXO3b           5’- ATGAATGGGAGGAGAGGTGTTAAT-3’               5’-AGATAGGCAGTGGGATGCG-3’ 
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6 DISCUSSÃO 

 

Os resultados apresentados nessa tese de doutorado mostram pela primeira vez alterações 

comportamentais do tipo ansiedade provocadas pela hiperglicemia em um modelo utilizando o 

peixe-zebra. Além disso, também pela primeira vez foram evidenciadas alterações em 

parâmetros de estresse oxidativo mediadas pela condição hiperglicêmica nesse mesmo modelo. 

Em termos de proteção, foi possível constatar a eficácia do DD via suplementação como 

hipoglicemiante e neuroprotetor, bem como indicar que tais efeitos envolvem alvos 

moleculares/celulares de vias de sinalização redox e da insulina. 

Alguns estudos em outros organismos modelos mostram que o DD pode ser tóxico 

dependendo da dose e da via de administração (GOLOMBIESKI et al., 2008; PRIGOL et al., 

2009). Assim, inicialmente  nós avaliamos se a suplementação crônica com dietas contendo DD 

poderia causar toxicidade, uma vez que não havia outros estudos na literatura com esta dieta 

em peixe-zebra. A escolha das concentrações testadas foram baseadas em um estudo realizado 

por MENEZES et al. (2014). Neste, peixes teleósteos da espécie Cyprinus carpio foram 

suplementados com DD nas concentrações de 1,5; 3,0 e 5,0 mg/Kg. Os resultados 

demonstraram que a concentração mais alta foi tóxica, aumentando a peroxidação lipídica 

hepática e diminuindo a atividade da enzima acetilcolinesterase dos animais. Por outro lado, a 

suplementação com DD na concentração de 3 mg/Kg não causou nenhum sinal de toxicidade e 

ainda aumentou a atividade da enzima SOD, o conteúdo de NPSH e ácido ascórbico. Com base 

nesses dados, optamos por testar em peixe-zebra o efeito do consumo crônico de dietas 

contendo DD nas concentrações de 1,0; 2,0 e 3,0 mg/Kg. O peso corpóreo dos animais foi o 

primeiro parâmetro avaliado, uma vez que a perda de peso constitui um dos principais sinais 

em termos de toxicidade (JÚNIOR et al., 2012). Comparados aos animais suplementados com 

as rações controles, observamos que nenhuma das concentrações de DD suplementadas por 74 

dias causou alteração significativa no peso dos animais. 

Ainda na investigação de possíveis efeitos tóxicos causados pela suplementação com DD, 

avaliamos a viabilidade celular no cérebro dos animais tratados. Tanto o MTT quanto a 

atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH) são parâmetros já bem consolidados para a 

investigação deste parâmetro (DE ALMEIDA et al., 2008; WANG et al., 2012). Os resultados 

demonstraram que nenhuma das concentrações de DD testadas induziu alterações condizentes 

com perda de viabilidade celular. 



71 
 

Para finalizar este set de triagem de concentração, foi verificado se suplementação com as 

diferentes dietas poderia induzir fenótipos relacionados com  comportamento do tipo ansiedade, 

tendo em vista que este seria um dos focos do estudo com modelo hiperglicemia. Através do 

teste do “tanque-novo” e do “claro-escuro”, constatamos que nenhuma das concentrações de 

DD modificou o comportamento normal dos peixes nesses testes. Desta forma, a dieta contendo 

DD 3 mg/Kg foi escolhida como terapêutico para ser usada nos protocolos de hiperglicemia. 

Estudos apontam que o DD, devido a sua lipofilicidade, pode atravessar facilmente a 

barreira hematoencefálica. Camundongos expostos a um tratamento agudo ou crônico com DD 

exibiram aumentos significativos nos níveis cerebrais de Se (JAQUES SILVA et al., 2001; 

MACIEL et al., 2003). Com o intuito de verificar se a suplementação com DD poderia aumentar 

os níveis de selênio cerebral, tecido alvo do studo, realizamos a quantificação nos grupos 

suplementados com a ração controle, ração comercial e a ração contendo 3 mg/Kg de DD. Os 

os níveis de selênio foram cerca de 2 vezes maiores no grupo suplementado com 3 mg/Kg de 

DD quando comparado aos grupos controle e comercial. Esses dados indicam que como em 

roedores, o DD parece também atravessar facilmente a barreira hematoencefálica em peixes-

zebra. 

A hiperglicemia em peixe-zebra também pode ser induzida com a utilização de agentes que 

causam a destruição das células β-pancreáticas tais como o aloxano e a estreptozotocina (MOSS 

et al., 2009; SHIN et al., 2012). Contudo, o protocolo utilizado nos trabalhos da presente tese 

consistiu na imersão dos peixes durante 14 dias em uma solução 111 mM de glicose, o qual se 

baseia na facilidade que os peixes possuem para absorver molélulas presentes na água (MOYLE 

and CECH, 2000; GLEESON et al., 2007; CAPIOTTI et al., 2014a). A contínua exposição à 

solução de glicose aumentou cerca de 3,5 vezes os níveis de glicose sanguínea dos animais 

quando comparado aos normoglicêmicos. A suplementação com DD causou uma redução 

nesses níveis, resultados que apontam a potencialidade anti-hiperglicemiante da dieta assim 

como observado em roedores (BARBOSA et al., 2006, 2008). Na literatura, diversos estudos 

demonstram efeitos tipo insulina atribuídos a formas orgânicas e inorgânicas de selênio 

(GHOSE et al., 2001; AYAZ et al., 2004; HWANG et al., 2007). 

 A relação entre a hiperglicemia e desordens neuropsiquiátricas como a ansiedade vem 

sendo amplamente estudada. Diversos estudos vêm tentando elucidar os mecanimos envolvidos 

no desencadeamento dessas desordens em pacientes diabéticos (CLAVIJO et al., 2006; 

GAMBETA et al., 2016; VANCAMPFORT et al., 2015). Através dos testes do “novo-tanque” 
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e do “claro-escuro”, demonstramos pela primeira vez alterações comportamentais do tipo 

ansiedade provocadas pela hiperglicemia em peixe-zebra. No “tanque-novo”, a exposição à 

glicose diminuiu o tempo no topo, assim como o número de entradas no topo do aparato. Ambos 

os parâmetros estão diretamente relacionados a um comportamento tipo ansiedade (LEVIN et 

al., 2007; MAXIMINO et al., 2012). Já no teste “claro-escuro”, a exposição à glicose causou 

diminuição no tempo gasto na parte clara, diminuição no número de cruzamentos entre as duas 

partes e aumento no número de episódios do chamado comportamento de risco. Assim como 

observado no “tanque-novo”, todas as alterações provocadas pela exposição à glicose no “claro-

escuro” também estão diretamente relacionadas com o comportamento tipo ansiedade 

(MAXIMINO et al., 2012). Estas alterações comportamentais foram prevenidas pela 

suplementação com DD, resultados que indicam o potencial ansiolítico frente ao 

comportamento tipo ansiedade induzido pela hiperglicemia. 

 Tanto o efeito hipoglicêmico, assim como o potencial ansiolítico do DD já foram 

previamente descritos em outros organismos modelo (BARBOSA et al., 2006; 2008; PRIGOL 

et al., 2011). No entanto, nenhum dos estudos encontrados identificou mecanismos 

moleculares/celulares associados a tais efeitos. Com este intuito, investigamos se o efeito 

neuroprotetor e hipoglicêmico observados, poderiam estar associados com a modulação de 

alvos específicos envolvidos na sinalizalçao redox do tecido cerebral e com via de sinalização 

da insulina. Neste set de experimentos, avaliamos especificamente os níveis de expressão 

gênica, através do RT-qPCR, dos receptores de insulina: Insra1, Insra2, Insrb1 e Insrb2, e 

também do transportador de glicose GLUT3. A condição hiperglicêmica dos animais causou 

uma diminuição na expressão de todas as isoformas dos receptores de insulina testados. 

Diferentemente, Capiotti et al. (2014) utilizando o mesmo modelo de hiperglicemia não 

observaram nenhuma alteração na expressão dos mesmos receptores. Como aqui, os autores 

também não observaram alterações na expressão do GLUT3. De especial importância, a 

suplementação com DD restaurou aos níveis basais a expressão de todos os receptores e 

aumentou per se a expressão do transportador GLUT3 e dos receptores Insra1 e Insra2. Esses 

dados, mostram pela primeira vez, a participação de componentes da via de sinalização da 

insulina nos efeitos mediados por DD, resposta que pode estar associada com ambas 

propriedades do composto: ação hipoglicemeiante e neuroprotetora. 

 Tendo em vista a já estabelecida relação entre a hiperglicemia e o estresse oxidativo, 

avaliamos parâmetros de danos oxidativos e defesas antioxidantes nos cérebros dos animais 

expostos à glicose e suplementados com DD. Uma das principais consequências do estresse 
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oxidativo é a oxidação de biomoléculas como lipídeos e proteínas (HALLIWELL e 

GUTTERIDGE, 1999; YAO e RAHMAN, 2011). De acordo, aqui nós também encontramos 

uma associação da hiperglicemia com níveis aumentados de TBARS e de CP. Além disso, 

encontramos uma diminuição na atividade da enzima SOD, a qual promove a dismutação do 

ânion superóxido em H2O2, que é uma espécie menos reativa (BROWNLEE, 2001). 

Diferentemente da SOD, as atividades das enzimas GPx e GST e os níveis de tióis totais não 

foram alterados pela exposição à glicose, porém, foram aumentados nos peixes 

normoglicêmicos suplementados com DD. Embora não tenha alterado a atividade da GPx, a 

exposição à glicose diminui a expressão da enzima GPx3a, efeito que também foi prevenido 

por DD. A GPx é uma selenoenzima contendo selenocisteína no seu sítio ativo. Dessa forma, a 

modulação causada pelo DD na atividade e expressão da enzima pode estar diretamente 

relacionada com um maior conteúdo de Se disponível na célula. Intimamente relacionado com 

a regulação do ambiente redox, está a função do fator de transcrição Nrf2, que em nosso 

protocolo teve a expressão diminuída pela hiperglicemia e restaurada por DD. O Nrf2 é um 

importante fator de transcrição que responde a alterações no sistema redox, ativando vias que 

culminam com a síntese de ezimas antioxidantes como GPx, SOD e catalase (KOBAYASHI e 

YAMAMOTO, 2005). O aumento na atividade bem como na expressão dessas enzimas causado 

por DD pode então estar relacionado com a modulação desse fator de transcrição. Corroborando 

nossos achados, estudos recentes mostram que a ação antioxidante de organocalcogênios como 

ebselen e DD envolve em termos de mecanismos moleculares a ativação da via Keap1/Nrf2. 

Esses estudos sugerem que o DD pode interagir diretamente com a Keap1 causando a oxidação 

de resíduos de cisteína presentes na proteína, permitindo assim a translocação do Nrf2 até o 

núcleo e consequente ativação de enzimas antioxidantes (BARBOSA et al., 2017). 

 O conjunto de resultados desta tese nos permite inferir que o DD é um agente promissor 

para estudos translacionais em diabetes e suas complicações, e também identifica importantes 

alvos moleculares envolvidos nos efeitos protetores do composto. Enfatiza-se a possível 

ativação do fator de transcrição Nrf2 e potencial antioxidante da molécula, bem como a 

modulação de receptores de insulina com o potencial hipoglicêmico. Cabe salientar aqui que 

ambos mecanismos podem ainda contribuir de forma independente ou sinérgica, direta ou 

indiretamente para o efeito neuroproter do composto. Concomitantemente, nosso trabalho 

contribui para a consolidação do peixe-zebra como um organismo modelo para o estudo de 

doenças metabólicas, incluindo diabetes mellitus e suas complicações. 
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7 CONCLUSÕES 

 

1. A suplementação crônica com DD não causou sinais de toxicidade nos animais. 

 

2. A imersão em solução de glicose aumentou consideravelmente a glicemia dos animais 

e esse aumento foi atenuado pela consumo de dieta contendo DD. 

 

3. O consumo da dieta contendo DD preveniu o aparecimento de comportamento tipo-

ansiedade induzido por hiperglicemia. 

 

4. A suplementação com DD foi efetiva em reduzir danos de cunho oxidativo no cérebro 

dos animais hiperglicêmicos. 

 

5. O efeito hipoglicemiante, antioxidante e neuroprotetor do DD pode envolver alvos 

moleculares de vias de sinalização redox e da via de sinalização de insulina. 
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8 PERSPECTIVAS 

 

Tendo concluído esse trabalho, pretendemos em estudos futuros: 

1. Investigar o efeito da suplementação com DD sobre a expressão de outras alvos 

moleculares nas vias aqui estudadas. 

2. Verificar o efeito da suplementação com DD nas complicações associadas com 

modelo de hiperglicemia associado ao diabetes tipo 1. 

3. Avaliar os efeitos da dieta contendo DD sobre alterações em parâmetros de memória 

e cognição relacionados à hiperglicemia. 
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