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RESUMO

Dietas ricas em lipidios e desbalanceadas alteram o metabolismo e a fungao
cerebral, comprometendo o neurodesenvolvimento, a saude e 0 comportamento ao longo
da vida. Essas dietas podem levar ao acimulo de lipidios, resisténcia a insulina e
inflamac¢ao, comprometendo a plasticidade neuronal e o equilibrio neuroquimico. Para
investigar o impacto da dieta hiperlipidica (DH) sobre o neurodesenvolvimento e o
metabolismo, larvas de peixe-zebra foram alimentadas com dieta controle (DC) ou DH
em dois protocolos distintos: (i) de 21 até 36 dias pos-fertilizagao (dpf), correspondendo
a fase larval; e (ii) de 21 dpf até 5-6 meses pos-fertilizagcdo (mpf), caracterizando a fase
adulta juvenil. Ao final do protocolo dietético, foram avaliados parametros
morfometabdlicos, comportamentais e bioenergéticos. Na fase larval, a DH aumentou
significativamente a taxa de sobrevivéncia (p < 0,0001) e a incorporagdo lipidica,
avaliada por coloragdo com Oil Red O (p < 0,0001), em comparagdo ao grupo DC. No
teste de tanque novo, ndo foram observadas diferengas significativas entre os grupos,
enquanto no teste de campo aberto, os animais do grupo DH apresentaram uma tendéncia
de menor exploragdo do centro da arena (p = 0,0772). Na fase adulta juvenil, a DH
promoveu aumento significativo do peso, comprimento corporal e indice de massa
corporal (IMC) ao final de 5-6 mpf. Os niveis de glicose sanguinea mostraram uma
tendéncia de elevagdo no grupo DH (p = 0,0578). A taxa de sobrevivéncia ndo diferiu
entre os grupos. No teste de tanque novo, a DH induziu aumento significativo da
locomogao, evidenciado pela maior distancia total percorrida (p < 0,01), aumento do
angulo de giro absoluto (p < 0,0001) e do movimento erratico (p < 0,0001). Além disso,
os animais DH apresentaram menor exploragao da area superior do tanque, resultando em
uma redugao significativa do indice de exploracao (p < 0,001), sugerindo comportamento
tipo-ansioso. A avalia¢do do consumo de oxigénio encefalico, realizada por respirometria
de alta resolugdo, ndo revelou diferencas entre os grupos. Entretanto, a DH reduziu
significativamente a atividade da acetilcolinesterase (AChE) (p < 0,01), sem impacto na
atividade das enzimas lactato desidrogenase (LDH) e glutationa S-transferase (GST).
Concluimos que a DH impactou o desenvolvimento morfometabolico e o comportamento
de larvas e adultos juvenis de peixe-zebra. Esses achados sugerem efeitos prejudiciais a

longo prazo no metabolismo e no comportamento, reforcando a relevancia do modelo do



peixe-zebra para estudos sobre o impacto de dietas desbalanceadas no

neurodesenvolvimento.

Palavras-chave: Peixe-zebra, dieta hiperlipidica, metabolismo, neurodesenvolvimento,

comportamento.



ABSTRACT

High-fat and unbalanced diets alter metabolism and brain function, compromising
neurodevelopment, health, and behavior throughout life. These diets can lead to lipid
accumulation, insulin resistance, and inflammation, affecting neuronal plasticity and
neurochemical balance. To investigate the impact of a high-fat diet (HFD) on
neurodevelopment and metabolism, zebrafish larvae were fed either a control diet (CD)
or an HFD in two distinct protocols: (i) from 21 to 36 days post-fertilization (dpf),
corresponding to the larval phase; and (ii) from 21 dpf to 5—6 months post-fertilization
(mpf), characterizing the juvenile-adult phase. At the end of the dietary protocol,
morphometabolic, behavioral, and bioenergetic parameters were assessed. In the larval
phase, HFD significantly increased survival rate (p < 0.0001) and lipid incorporation,
evaluated by Oil Red O staining (p < 0.0001), compared to the CD group. In the novel
tank test, no significant differences were observed between groups, while in the open field
test, the HFD group exhibited a trend toward reduced center exploration (p = 0.0772). In
the juvenile-adult phase, HFD significantly increased body weight, body length, and body
mass index (BMI) at the end of 5—-6 mpf. Blood glucose levels showed a trend toward
elevation in the HFD group (p = 0.0578). Survival rate did not differ between groups. In
the novel tank test, HFD significantly increased locomotion, as evidenced by greater total
distance traveled (p < 0.01), increased absolute turning angle (p <0.0001), and enhanced
erratic movement (p < 0.0001). Additionally, HFD animals exhibited lower exploration
of the upper tank area, resulting in a significant reduction in the exploration index (p <
0.001), suggesting anxiety-like behavior. Brain oxygen consumption, assessed by high-
resolution respirometry, revealed no differences between groups. However, HFD
significantly reduced acetylcholinesterase (AChE) activity (p < 0.01), without affecting
the activity of lactate dehydrogenase (LDH) and glutathione S-transferase (GST). In
conclusion, HFD impacted the morphometabolic development and behavior of zebrafish
larvae and juvenile-adults. These findings suggest long-term detrimental effects on
metabolism and behavior, reinforcing the relevance of the zebrafish model for studying

the impact of unbalanced diets on neurodevelopment.

Keywords: Zebrafish, hyperlipidic diet, metabolism, neurodevelopment, behavior.
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1. INTRODUCAO

1.1 Impacto de dietas desbalanceadas ao longo da vida

Dietas desbalanceadas, especialmente as ricas em lipidios, tém sido associadas a
alteragdes significativas no sistema metabdlico e na funcao cerebral, afetando os
individuos desde o seu desenvolvimento inicial (YANG et al., 2019). Esse periodo inicial
da vida ¢ particularmente vulnerdvel a reprogramacdo metabdlica, fortemente
influenciada por fatores ambientais. A nutricdo tem impacto importante nesse processo,
atuando na programacado de mecanismos centrais e periféricos responsaveis pela ingestao
alimentar ¢ metabolismo, o que pode aumentar a predisposi¢do ao sobrepeso e a
obesidade ao longo da vida (CAI et al., 2015; LEIGH; MORRIS, 2020; PEREIRA;
OLIVEIRA, 2021).

Tanto o sobrepeso quanto a obesidade sdo caracterizados pelo deposito excessivo
de gordura corporal, decorrente do desequilibrio entre a ingestdo calorica da dieta e o
gasto energético. A obesidade ¢ considerada uma doenca cronica, complexa e
multifatorial, capaz de englobar diferentes dimensdes: bioldgica, social, cultural,
comportamental, politica, além de ser considerada um problema de saude publica (MS,
2021a; WHO, 2024). Em relagdo a obesidade infantil, o cenario ¢ de extrema
preocupagdo. De acordo com o Atlas Mundial da Obesidade 2024, publicado pela
Federacao Mundial de Obesidade, estima-se que, se as tendéncias atuais continuarem,
aproximadamente 770 milhdes de criancas e adolescentes em todo o mundo terdo
sobrepeso ou obesidade até 2035. Um aumento expressivo de 22% em 2020 para mais de
39% até 2035. No Brasil, cerca de 50% das criancas e adolescentes entre 5 ¢ 19 anos
poderdo ser afetados, representando um aumento de 1,8% no mesmo periodo (WORLD

OBESITY, 2024).

Em paises de baixa e média renda as criangas costumam enfrentar maior
vulnerabilidade a nutri¢do durante os primeiros anos de vida, sendo expostos a alimentos
mais baratos, de baixa qualidade nutricional, ricos principalmente em gordura, agucar e
sal. A introdugao precoce de alimentos ultraprocessados, ricos em lipidios e calorias sdo
capazes de alterar os mecanismos do organismo responsaveis pelo controle da saciedade
e do gasto energético, influenciando assim o consumo descontrolado de alimentos. Tais
padrdes alimentares aliados a redugdo da pratica de atividade fisica contribuem para o

aumento da obesidade infantil (MS, 2021b; WHO, 2024). Criangas com sobrepeso €
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obesidade tém maior probabilidade de permanecerem obesas na vida adulta, enfrentando
maior risco de desenvolver doencas cronicas e prejuizos cognitivos em idade precoce. O
aumento do indice de massa corporal (IMC) comeca por volta dos 4 a 5 anos de idade, e
estudos mostram que criangas com sobrepeso nessa faixa etaria t€ém uma probabilidade 4
vezes maior de se tornarem obesas ao longo da vida. Essas associagdes estao diretamente
relacionadas a idade inicial e a duracdo da exposi¢do a dietas obesogénicas

(CUNNINGHAM; KRAMER; NARAYAN, 2014; WHO, 2020).

Obesidade Infantil
[ ] Dieta
F’ﬁ ~ desbalanceada
Envelhecimento i
=} ———— precoce o Inafl;:ilgaade
B | aC
i =
——— , e
3
R
Alteragbes s T _ A od
Ingestdo calérica » Gasto energético comportamentais i d::ies?tu d:
gordura
& o \e
Ui

Alteragtes =

cognitivas Disfungao

hormenal

Desordens Disfunggo
metabdlicas mitocondrial

Inflamagao

Figura 1: Obesidade infantil. Visdo abrangente dos principais fatores de risco e consequéncias da
obesidade em criangas. Diversas condigdes estdo associadas, como o desbalango energético em etapas
criticas do desenvolvimento, acimulo excessivo de gordura, disfungdes metabolicas, cognitivas e
comportamentais que podem impactar a saide ao longo da vida, contribuindo para o envelhecimento
precoce. Figura criada no BioRender. De bem, L. (2025) https://BioRender.com/r690257.

A obesidade infantil ¢ relacionada a diversas complicagdes, que incluem
disturbios no metabolismo de lipidios, hipertensdo arterial, resisténcia a insulina,
intolerancia a glicose, diabetes mellitus tipo 2, doenca cardiovascular aterosclerotica de
inicio precoce (SEPULVEDA etal., 2020; WEIHRAUCH-BLUHER; WIEGAND, 2018)
e esteatose hepatica (YURTDAS et al., 2022). Além de desfechos periféricos, a ingestao
de dietas desbalanceadas durante a infancia e a consequente obesidade exercem um
impacto significativo em diversas funcdes cerebrais, principalmente sobre os proprios

mecanismos geradores da obesidade, impactando populacdes especificas de neurdnios
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localizados no hipotalamo que regulam o balanco energético. O hipotalamo ¢ uma regiao
cerebral extremamente importante na manutencdo da homeostase, associado ao controle
do apetite, gasto energético e regulacao hormonal. Neurdnios que estimulam ou inibem o
apetite, possuem papéis complementares na modulagao desses processos. As dietas ricas
em gorduras e agucares sao capazes de alterar a plasticidade sinaptica, os niveis de
inflamacao ¢ a sensibilidade dos neuronios hipotalamicos a sinais periféricos (hormonios
e metabolitos) (VAN DE SANDE-LEE; VELLOSO, 2012; WILLIAMS, 2012). A leptina
¢ um hormonio secretado pelos adipocitos brancos e sua descoberta trouxe a compreensao
da comunicagdo do tecido adiposo com outros sistemas do corpo, especialmente com o
sistema nervoso central (SNC). Esse horménio é capaz de atravessar a barreira
hematoencefalica (BHE) e se liga a neurdnios hipotalamicos, controlando o apetite ¢ o
gasto energético. Durante periodos de jejum, dieta de baixa caloria ou diabetes tipo 1
descontrolada, os niveis de leptina diminuem, estimulando o apetite e reduzindo o gasto
energético. Essas adaptacdes tém como objetivo restaurar as reservas de gordura,
permitindo que os niveis de leptina retornem ao nivel basal. Por outro lado, o aumento da
adiposidade eleva os niveis de leptina circulante. Em condigdes normais, esse aumento
ativa receptores, promovendo a redugdo da ingestdo caldrica e o aumento do gasto
energético. No entanto, em individuos com sobrepeso ou obesidade, os altos niveis de
leptina resultam em diminuicdo da sensibilidade dos receptores, caracterizando um
quadro de resisténcia a leptina (DORINA YLLI, 2022; VAN DE SANDE-LEE;
VELLOSO, 2012). Essa resisténcia, junto a alteragdes na BHE, comprometem a
capacidade da leptina em regular o balango energético, favorecimento do ganho de peso
e desenvolvimento da obesidade. Estas alteragdes desencadeiam um ciclo vicioso: a
disfungdo hipotalamica resulta em um desequilibrio no controle do apetite e gasto
energético, favorecendo o ganho de peso que agrava alteragdes neurais (VAN DE

SANDE-LEE; VELLOSO, 2012).

Além de prejuizos na sinalizagdo de leptina, a obesidade pode entdo levar a outras
alteracdes anatdmicas e fisioldgicas no hipotdlamo, como a sinalizagdo inflamatdria,
gliose e estresse do reticulo endoplasmatico (PAN; MYERS, 2018). Estudos
demonstraram que em roedores a inflamagdo hipotalamica causada por dieta rica em
gordura ocorre rapidamente, dentro de 24h, com a ativacdo de vias inflamatérias e
aumento da expressdo de citocinas pro-inflamatorias. Esse processo envolve a expansao

e proliferacao de células gliais, como micréglia e astrocitos, que assumem conformagoes
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reativas e caracterizam a gliose (ENGEL; VELLOSO, 2022; SEWAYBRICKER et al.,
2023).

Nos ultimos anos, tem-se observado uma redu¢ao na duragao e qualidade de sono
em criancas e adolescentes em decorréncia de alteragdes neuroenddcrinas associadas ao
disturbio de apetite, incluindo os sistemas melanocortina, grelina, orexima, leptina e
insulina. O sono insuficiente ¢ capaz de prejudicar o pensamento abstrato, a memoria e
os niveis de energia, além de comprometer o crescimento e desenvolvimento infantil (LIU
etal., 2022). Um estudo de coorte mostrou que a duragado insuficiente do sono na infancia,
menos de 10 horas em criangas de 2 a 6 anos, esta associada a um risco 2,9 vezes maior
de obesidade, além de estar relacionado a um maior IMC na vida adulta (LANDHUIS et
al., 2008; TOUCHETTE et al., 2008). A prevaléncia de problemas de satide mental em
criancas com obesidade também ¢ descrita. A depressdo pode ser associada ao
sedentarismo, menor adesdo ao autocuidado, maior ingestao alimentar e privag¢ao de sono,
desregulados também pelos hormonios do apetite. A ansiedade por sua vez leva a
comportamentos impulsivos e alimentagdo descontrolada, com a necessidade de
recompensas alimentares imediatas, mesmo sem fome (STAVROU et al., 2016). Na pré-
escola as criangas ja associam esteredtipos negativos a colegas que apresentam corpos
maiores. No ensino fundamental, alunos que apresentam sobrepeso ou obesidade sofrem
com bullying e costumam receber menos apoio por parte dos colegas. O bullying
relacionado ao peso ¢ um fator preocupante, que também influencia o comportamento e

as emocodes (PONT et al., 2017).

1.2 Impacto da alta ingestio de gordura no neurodesenvolvimento

Do ponto de vista da disfun¢do metabolica-neurocognitiva, a obesidade e os
distarbios metabdlicos induzidos por ela podem impactar a fungdo cerebral e a
performance cognitiva (WANG et al., 2018). Esse efeito ¢ relevante para o
neurodesenvolvimento, uma fase critica que estabelece a estrutura e a funcionalidade do
sistema nervoso, influenciando a satide e o comportamento ao longo da vida. Durante o
desenvolvimento inicial, o cérebro de bebés apresenta alta plasticidade, além disso,
processos de poda e sinaptogénese sao essenciais para moldar os circuitos neurais e
promover maturacdo cerebral, concluida apenas na adolescéncia (NELSON; GABARD-
DURNAM, 2020). As células gliais sdo fundamentais nesse processo, pois modulam a
formacdo e a poda sindptica, o revestimento neurovascular e a fagocitose. Essas células

também atuam como sensores metabdlicos que integram sinais para adaptar o cérebro ao
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ambiente (ABBINK et al., 2019; GARCIA-CACERES et al., 2019). O aumento da
plasticidade nesse periodo ¢ influenciado por experiéncias de vida, vulnerdveis a
estimulos negativos e que podem moldar as redes neurais (NELSON; GABARD-
DURNAM, 2020). Alteragdes no equilibrio metabdlico podem levar ao acimulo de
lipidios, resisténcia a insulina e respostas inflamatorias que impactam o desenvolvimento
cerebral, comprometendo fungdes essenciais como a plasticidade neuronal e o equilibrio
neuroquimico, essenciais para o comportamento ¢ o aprendizado (COLLELUORI et al.,

2022).

O metabolismo lipidico nos neurdnios ¢ crucial para diversas fungdes celulares,
incluindo a formacdo de membranas, por componentes estruturais essenciais como
fosfolipidios, esfingolipidios e colesterol. Além disso, os lipidios atuam em vias de
sinalizacdo intracelular, regulando processos como o crescimento dos axoOnios e
plasticidade sinaptica. Embora os neuronios ndo sejam capazes de armazenar grandes
quantidade de lipidios, como os adipdcitos, eles possuem capacidade limitada de
armazenar goticulas lipidicas. Os astrocitos captam acidos graxos e lipidios circulantes
do ambiente extracelular, armazenando-os em goticulas lipidicas. Essa reserva lipidica ¢
essencial para sustentar a fun¢ao neuronal em condigdes de alta demanda energética ou
estresse metabolico. Disfun¢des no metabolismo lipidico podem comprometer a fluidez
e a integridade das membranas celulares, prejudicando a condugdo de impulsos nervosos
e a comunicacao sinaptica. O acimulo de lipidios pode desencadear estresse oxidativo,
inflamacao e apoptose celular, contribuindo para déficits cognitivos, e a longo prazo,

doencgas neurodegenerativas (ESTES et al., 2021; TRACEY et al., 2018).

A revisdo de Farruggia e Small (FARRUGGIA; SMALL, 2019) revelou que o
acumulo de lipidios, independente da disfungdo metabdlica, traz prejuizos a cognicao ao
longo da vida, impactando habilidades como atencdo, inteligéncia, memoria, flexibilidade
cognitiva, velocidade de processamento e funcdes executivas. Estudos clinicos tém
evidenciado o impacto do sobrepeso e da obesidade na funcdo cognitiva infantil. Um
deles acompanhou por 31 anos a correlacdo entre fatores de risco cardiovascular,
obesidade infantil e comprometimento cognitivo ao longo da vida. Pardmetros como
pressdo arterial sistdlica, colesterol total e peso corporal foram associados a piora
cognitiva durante a meia-idade, considerando avaliagdes da memoria episodica,

aprendizagem associativa e aten¢ao sustentada (HAKALA et al., 2021).
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O hipocampo tem sido bem descrito como uma estrutura sensivel a ingestao
calérica elevada, desempenhando um papel critico no processamento cognitivo e das
emocdes. A neurogénese e a plasticidade sindptica sdo fundamentais para a regulagdo
dessas fungdes (ZHUANG et al.,, 2022). Um estudo de nosso grupo de pesquisa
demonstrou que a exposi¢ao a uma dieta rica em gordura no inicio da vida prejudica a
bioenergética mitocondrial em tecidos metabolicamente ativos e no hipocampo
impactando o processo de aprendizado e memoria de camundongos juvenis. (VILELA et
al., 2023). Além disso, Yang e colaboradores (YANG et al., 2023) observaram que
camundongos alimentados com dieta rica em gordura de forma cronica, apresentaram
maior sensibilidade a insulina, comportamento semelhante a ansiedade e depressao, além

da neuroplasticidade hipocampal anormal.

1.3 Peixe-zebra como modelo experimental para os estudos de neurodesenvolvimento
O peixe-zebra (Danio rerio) ¢ um modelo animal amplamente utilizado em
pesquisas cientificas devido a sua alta homologia genética (cerca de 70%), anatomica e
fisiol6gica com humanos, além de apresentar manejo simples e de baixo custo. Esse peixe
tropical de dgua doce atinge cerca de 5 cm na fase adulta e alcanga a maturidade sexual
entre 3 e 6 meses. Com fecundacao externa, as fémeas liberam centenas de ovos por ciclo,
e seus embrides, transparentes e de rapido desenvolvimento, permitem observa¢ao em

tempo real de processos de neurogénese e formacao de circuitos neurais (GHADDAR et

al., 2020).

A neurogénese € um processo complexo e regulado que resulta na producdo de
novos neurdnios, que por sua vez passam por etapas de diferenciacdo, migragdo e
interacao funcional em redes neurais (DORSEMANS et al., 2017; LUZIO et al., 2021).
Essas etapas sao coordenadas para produzir diversos tipos de células neuronais e gliais
que vdo formar o SNC maduro (SCHMIDT; STRAHLE; SCHOLPP, 2013). A
neurogénese ¢ iniciada aproximadamente 10 horas apds a fertilizacdo e leva de 48 a 72
horas para chegar no estagio larval, permitindo estudos em todas as fases da vida
(KIMMEL et al., 1995). Na fase adulta, o peixe-zebra apresenta alta neurogénese, além
da capacidade de regeneracdo neuronal, exibindo nichos neurogénicos importantes por
todo o cérebro. Essa capacidade neurogénica da espécie relaciona-se a manutencao
realizada principalmente por células-tronco neurais (células gliais radias) e progenitoras
(neuroblastos) (GHADDAR et al., 2020; LUZIO et al., 2021). O desenvolvimento externo

das larvas torna o SNC do peixe-zebra mais acessivel a manipulacao experimental e ideal
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para estudar a neurogénese. Dessa forma, ¢ possivel combinar genética, embriologia e
técnicas Opticas avangadas, como a microscopia de alta velocidade e optogenética,
permitindo a andlise detalhada e em tempo real dos processos neurobioldgicos

(SCHMIDT; STRAHLE; SCHOLPP, 2013).

Dietas desbalanceadas e distirbios metabdlicos, como a obesidade, podem afetar
a neurogénese no hipotdlamo e a plasticidade sindptica do hipocampo em
desenvolvimento (fase embrionaria) ¢ na fase adulta, resultando em alteragdes cognitivas.
Ghaddar e colaboradores desenvolveram um modelo de superalimentacdo em peixes-
zebra adultos (3 a 4 meses), que resultou em peso e IMC elevados, hiperglicemia e
esteatose hepatica. Esses animais também apresentaram aumento no vazamento da BHE,
neuroinflamagdo, estresse oxidativo e uma redugdo significativa na neurogénese em
varios nichos cerebrais, incluindo areas como o telencéfalo ventral, area-oOptica,
hipotalamo e regido periventricular do ntcleo pré-tectal. A funcdo cognitiva dos peixes
foi prejudicada, diante de testes comportamentais e alteragdes na expressao de genes
relacionados a atividade neuronal, estresse antioxidante e integridade da BHE. Tais
achados demonstram o impacto metabolico na plasticidade cerebral e na cognicdo

(GHADDAR et al., 2020).

1.4 Bioenergética cerebral

A reprogramagdo metabolica ¢ o processo em que as células alteram seus
caminhos metabodlicos para atender novas demandas energéticas no processo de
crescimento, diferenciacdo e adaptagdo a mudangas no ambiente. Esse processo ¢
essencial para a diferenciagdo neuronal, garantindo uma producdo mais eficiente de
energia (SON et al., 2024). O cérebro consome cerca de 20% da energia do corpo, mesmo
representando apenas 2% do peso corporal. Os neurdnios t€ém como fonte de energia
principal a glicose, oxidada na glicolise e, em seguida, passa pelo ciclo de Krebs,
associado a fosforilagdo oxidativa para producdo de ATP (AGOSTINI et al., 2016). Além
da utilizagao da glicose como principal fonte de energia, os neurénios também podem
recorrer aos lipidios como alternativa metabdlica. Os 4cidos graxos, ao serem
transportados para as mitocondrias, sdo metabolizados por meio da B-oxidagdo, gerando
acetil-CoA, esse composto por sua vez ingressa no ciclo de Krebs para produgdo de ATP

(TRACEY et al., 2018).

Durante a reprogramacao metabolica, as células progenitoras neurais,
dependentes da glicose anaerdbica, possuem mitocOndrias imaturas com estruturas
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globulares. A medida que essas células se diferenciam, as mitocondrias se alongam,
tornando-se maduras, com estruturas tubulares ¢ ricas em cristas. Essa mudanga
bioenergética resulta em uma adaptacdo que permite aos neuronios utilizar a fosforilagao

oxidativa como principal fonte de energia (SON et al., 2024; ZHENG et al., 2016).
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Figura 2: Producio de energia e metabolismo mitocondrial. O piruvato vindo da glicolise e acidos
graxos sdo convertidos em acetil-CoA, que entra no ciclo de Krebs (ocorre na matriz mitocondrial) e gera
coenzimas reduzidas, NADH e FADH2, além de succinato. Esses produtos alimentam a cadeia
transportadora de elétrons (ocorre nas cristas mitocondriais) e transferem seus elétrons para os complexos
I e II, enquanto o succinato também contribui para essa transferéncia. Os elétrons sdo transportados através
dos complexos I, 11, IIT e IV, e as reagdes de oxirreducdo ao longo desse processo resultam na redugdo do
oxigénio (02) a 4gua, mantendo o potencial de membrana mitocondrial. Nesse processo também ocorre o
bombeamento de protons para o espago intermembrana e formagao do gradiente de protons, que retornam
a matriz mitocondrial através da ATP sintase e entdo o ADP ¢ fosforilado para formar ATP. Figura criada
no BioRender. De bem, L. (2025) https://BioRender.com/r690257.

A utilizagdo das mitocOndrias para a producdo de energia varia de acordo com o
tipo celular. Em células com alta demanda energética, as mitocondrias geram ATP com
maior eficiéncia pela fosforilagao oxidativa, capaz de criar um gradiente de protons que
gera o potencial de membrana mitocondrial utilizando oxigénio para a sintese de ATP

(SON; HAN, 2018).

A ingestdao precoce de dietas desbalanceadas, especialmente durante etapas
criticas do neurodesenvolvimento, emerge como um fator-chave na reprogramagao
metabolica de células neurais. Esse desbalango afeta diretamente a bioenergética celular,
interferindo nos processos de neurogénese e na funcionalidade neuronal. Como
consequéncia, observamos alteragdes comportamentais significativas, particularmente na
cognic¢do, aprendizado e memoria, reforgando a ideia de que a qualidade nutricional
durante os primeiros estagios de vida ¢ determinante para a satde cerebral a longo prazo.
Além de intervengdes precoces, ¢ fundamental aprofundar o entendimento dos

mecanismos moleculares que desencadeiam essas disfungdes, possibilitando o
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desenvolvimento de estratégias mais direcionadas para prevenir e tratar os impactos de
padrdes alimentares inadequados no desenvolvimento neurologico e no desempenho

cognitivo.
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2. JUSTIFICATIVA

O aumento alarmante no nimero de criangas com sobrepeso e obesidade em todo
o mundo ¢ um dos maiores desafios de saude publica da atualidade (WORLD OBESITY,
2024). Dados recentes indicam que a exposicao precoce a dietas desbalanceadas, ricas em
acucares e gorduras, esta contribuindo para mudancas metabdlicas persistentes que ndo
apenas afetam a infancia, mas também perpetuam problemas de saude ao longo da vida
adulta (YANG et al., 2019). Essas alteragdes impactam negativamente o desempenho
cognitivo em fases criticas do desenvolvimento, particularmente os processos de
aprendizado e memoria, comprometendo o potencial das criangas e aumentando o risco
de desfechos adversos como dificuldades escolares, reducdo de qualidade de vida e maior
vulnerabilidade a doencas metabolicas e neurodegenerativas no futuro (HAKALA et al.,

2021).

As implicacdes sociais e econdmicas desse cendrio sdo profundas. Criangas com
obesidade enfrentam ndo apenas desafios de satde imediatos, mas também
estigmatizacdo social e maior risco de complicacdes metabdlicas e cognitivas a longo
prazo. Essas condigdes impactam significativamente a sociedade, aumentando os custos
de saude e comprometendo a forca de trabalho futura. Diante disso, ¢ fundamental
investigar os mecanismos moleculares que sustentam essas disfungdes, especialmente
aqueles relacionados a reprogramacdo metabdlica e as alteragdes na bioenergética
cerebral. A desregulacdo no metabolismo lipidico e a disfuncdo mitocondrial podem
prejudicar a produgdo de ATP, essencial para o funcionamento neuronal, comprometendo
a atividade enzimadtica cerebral, e consequentemente o comportamento. Entender como
esses processos ocorrem permitird identificar janelas de oportunidade para intervengdes
preventivas e terapé€uticas. Os avancos nesse campo tém o potencial de informar politicas
publicas e estratégias de satde coletiva, enfatizando a importancia da nutricao adequada
como um componente essencial do desenvolvimento saudavel e da prevencdo de doengas

ao longo da vida.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Avaliar o efeito de uma dieta hiperlipidica em diferentes fases de desenvolvimento

do peixe-zebra sobre desfechos metabolicos e do neurodesenvolvimento.

3.2 Objetivos especificos
Avaliar o impacto da DH em peixes-zebra em diferentes fases da vida, com foco

em parametros:

e  Morfometabdlicos: peso, comprimento corporal, IMC, adiposidade e niveis de
glicose sanguinea;

e Comportamentais: avaliar indicadores de comportamento tipo-ansioso,
locomogao e exploragao animal;

e Bioenergéticos: com énfase na fungcdo mitocondrial e producdo de ATP, a partir
do consumo de oxigénio por respirometria de alta resolugdo;

e Bioquimicos: avaliagdo da atividade enzimatica cerebral.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais e protocolo experimental

As larvas de peixe-zebra (Danio rerio) tipo selvagem utilizadas neste estudo
foram obtidas a partir da reprodugdo de animais adultos com 6 a 7 meses. Foram
utilizados 120 progenitores, sendo 40 fémeas e 80 machos, mantidos no biotério aquatico
do Departamento de Genética e Morfologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (IB) da
UnB. O cruzamento ocorreu no periodo noturno, seguindo a propor¢ao de 2:1, com dois
machos e uma fémea alojados em caixas de cruzamento do sistema ZebTEC (Tecniplast,
Italia). As caixas continham enriquecimento ambiental para estimular a desova pelas
fémeas. Na manha seguinte, a reprodugdo foi induzida por estimulagdo luminosa e os
ovos foram coletados com auxilio de uma peneira. Os ovos foram triados de acordo com
sua viabilidade, eliminando os coagulados e preservando os vidveis, sem considerar os
estagios de desenvolvimento. Em seguida, os ovos foram transferidos para aquarios
menores (16 cm de comprimento x 8 cm de altura x 9 cm de largura), com
aproximadamente 200 ovos por aquario e 2 litros de dgua do sistema ZebTEC,
previamente filtrada com papel filtro. Foram adicionadas 1 a 2 gotas de azul de metileno
(antifungico). Os aquarios foram colocados na incubadora a 27 + 1 °C, com controle de
luz e temperatura, para garantir condi¢des ideais de desenvolvimento dos embrides. Os
aquarios dos embrides foram limpos diariamente, completando o volume de agua. Os
ovos coagulados e eclodidos foram retirados e, caso houvesse a presenca de fungos, a

agua foi trocada.

O protocolo experimental foi conduzido a fim de avaliar o efeito de uma dieta
hiperlipidica em diferentes fases de desenvolvimento do peixe-zebra. Nos 5 primeiros
dias pos fertilizagao (dpf), os animais nao necessitam da adi¢do de ragdo, pois sao nutridos
a partir da reserva endégena do proprio vitelo(KUTTER et al., 2023). Entdo, as larvas
foram alimentadas a partir do 6° dpf com a dieta padrao do biotério, composta pelas ragdes
comerciais Tetra Colorbits granulada e TetraMin floculada (Tetra, Alemanha), na
propor¢ao de 1:1 e trituradas até virar um p6 bem fino. A dieta foi fornecida até a
saciedade dos animais, em pequenas quantidades, 1 vez ao dia, para evitar sobras e
minimizar a sujeira nos aquarios, considerando o tamanho reduzido das larvas. As larvas
foram alimentadas com a dieta padrdo por 15 dias, periodo critico em que as larvas

apresentam alta taxa de mortalidade.
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Apos 15 dias de alimentagdo com a dieta padrao, as larvas foram contabilizadas e

distribuidas aleatoriamente em dois grupos experimentais: dieta controle (DC) e dieta

hiperlipidica (DH). Em seguida, iniciou-se a dieta experimental, que foi administrada do

21 dpf ao 36 dfp. Seguem as dietas dos grupos DC e DH:

Dieta do grupo DC: Racdo seca composta pelas racdes comerciais Tetra
Colorbits granulada e TetraMin floculada, na propor¢ao de 1:1, trituradas até
formar um p6 bem fino e oferecidas até a saciedade (composicao da dieta na

Tabela 1).

Dieta do grupo DH: Rac¢do seca (mesma condi¢do da DC) acrescida de gema de
ovo cozido. Os ovos foram adquiridos de fornecedor local, cozidos e a gema foi
diluida em dgua. O protocolo de Den Broeder e colaboradores (2017) foi seguido
e adaptado. O ovo foi cozido por 10 minutos ¢ a gema coletada. Pesou-se 1g de
gema, que foi transferida para um cadinho e misturada com 15 mL de 4gua do
sistema ZebTEC. Foi ofertado aproximadamente 33 mg de gema por aquério. Na
fase larval, a gema de ovo foi preparada com uma granulagao mais fina, adequada
ao estagio inicial de desenvolvimento dos animais. Essa solugdo foi entdo
aliquotada em eppendorfs com 0,5 mL por tubo. Como a gema de ovo ndo se
dissolve completamente em 4gua, ela tende a sedimentar quando em repouso,
sendo necessdrio manté-la sob agitacdo constante durante a pipetagem para
garantir uma distribuicdo uniforme. A medida que os peixes se desenvolviam, a
granulacdo da gema foi progressivamente aumentada para acompanhar o
crescimento dos animais (composicao da dieta na Tabela 1) (DEN BROEDER et
al., 2017).

Durante o tratamento com as dietas os aquarios foram limpos diariamente, e foi

realizada meia troca de 4gua para evitar diferengas de osmolaridade e a morte das larvas.

Os animais foram monitorados antes de cada troca de dgua para avaliar o impacto da

exposicao a dieta experimental na taxa de sobrevivéncia. Uma comparagdo percentual da

sobrevivéncia entre os grupos DC e DH foi realizada por meio da curva de Mantel-Cox.

Os protocolos experimentais utilizados neste estudo foram aprovados pelo Comité de

Etica no Uso de Animais (CEUA/UNB) local (SEI n° 23106.075530/2024-12).
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Figura 3: Esquema representativo do protocolo experimental. Foi conduzido um protocolo
experimental em que as larvas de peixe-zebra foram alimentadas com dieta controle (DC) ou dieta
hiperlipidica (DH) em dois protocolos distintos: (i) de 21 até 36 dias pds-fertilizagdo (dpf), correspondendo
a fase larval; e (ii) de 21 dpf até 5-6 meses pos-fertilizacdo (mpf), caracterizando a fase adulta juvenil. Ao
final do protocolo dietético, foram avaliados parametros morfometabdlicos, comportamentais e
bioenergéticos. Na fase larval: sobrevivéncia e comprimento corporal ao longo do tempo, para avaliagdo
do desenvolvimento; marcagao de lipidios com Oil red O (ORO); e analises comportamentais por meio dos
testes de tanque novo e campo aberto. Na fase adulta juvenil: sobrevivéncia ao longo do tempo; parametros
morfometabdlicos, incluindo peso, comprimento corporal, indice de massa corporal (IMC) e glicemia;
analise comportamental por teste de tanque novo; respirometria de alta resolu¢do como analise
bioenergética; e avaliagdo bioquimica da atividade enzimatica cerebral. Figura criada em BioRender. De
bem, L. (2025) https://BioRender.com/s87y521.

Tabela 1: Composicio de nutrientes das dietas controle (DC) e hiperlipidica (DH). Quantidade caldrica
correspondente a 100g.

Tetra Colorbits TetraMin Gema de ovo*
Proteinas 47.5% 47% 16,2%
Gorduras 6.5% 10% 28.8%
Carboidratos 18% n.L. 1,02%
Calorias 4,957 cal/mg n.i. 3,28 cal/mg

*Fonte: USDA, 2019; 7.i. - ndo informado.

4.2 Andlises morfometabdlicas
4.2.1 Larvas
4.2.1.1 Comprimento corporal

A medida do comprimento (mm) das larvas (n = 20 animais por grupo), utilizando
um estereomicroscopio com ampliacdo de 2.0x (Stemi 2000, Zeiss, Alemanha), foi
realizada 1, 3,7, 9, 14, 16 e 30 dias apds a introdugdo da dieta experimental. Cada animal

foi colocado individualmente em uma placa de petri, com uma quantidade reduzida de
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agua e fotografado. A partir dessas imagens, o comprimento corporal foi medido no
software ImagelJ, considerando o comprimento desde a ponta da cabeca até o pedunculo

caudal (DEN BROEDER et al., 2017; OKA et al., 2010).

4.2.1.2 Marcacdo de lipidios com Oil Red O

Um grupo de larvas (n = 10 animais por grupo) foi submetido a marcagdo de
lipidios com Oil Red O 0,5 % (ORO 0,5%), um corante utilizado em peixe-zebra para
marcar lipidios neutros, como triglicerideos e goticulas de gordura em adipdcitos. O
protocolo foi seguido e adaptado de Schlegel & Stainier (2006) e Zhou et al. (2015). As
larvas submetidas a 20 dias de dieta experimental (51 dpf) foram eutanasiadas e fixadas
em paraformaldeido 4% (PFA 4%) por 1 hora e, em seguida lavadas com PBS 200 nM.
Para a marcacdo dos lipidios, as larvas foram expostas a ORO 0,5% por 1 hora, lavadas
novamente com PBS 200 nM e fotografadas em estereomicroscopio com amplia¢do de

2.0x. A quantificagdo do pigmento vermelho foi feita utilizando o software Imagel.

4.2.2 Adultos juvenis

4.2.2.1 Medidas morfométricas

Nos peixes juvenis adultos, a medi¢do do comprimento corporal foi realizada ao
final da dieta experimental e ap0s a realizacdo do teste comportamental. Os peixes foram
anestesiados com tricaina 0,2% e fotografados lateralmente, e, a partir dessas imagens, o
comprimento corporal foi medido utilizando software Imagel], considerando o
comprimento da ponta da cabeca até o pediinculo caudal. Apds serem fotografados os
animais foram pesados em balanga de precisdo e o IMC pode ser calculado: IMC = peso
(mg) /comprimento (cm?) (n = 32 animais por grupo) (LANDGRAF et al., 2017,
LEIBOLD; HAMMERSCHMIDT, 2015; OKA et al., 2010).

4.2.2.2 Determinacdo dos niveis de glicose sanguinea

A determinagdo dos niveis de glicose sanguinea foi realizada ap6s a pesagem (n =
8 animais por grupo). A cauda dos peixes foi cortada transversalmente, proximo a
nadadeira anal, e a medida de glicose foi feita diretamente na artéria dorsal, utilizando

uma tira de teste de glicosimetro (G-Tech) (CAPIOTTI et al., 2014).

Peso (mg)
IMC = -
Comprimento (cm?)
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4.3 Analises comportamentais
4.3.1 Larvas

4.3.1.1 Teste de tanque novo e campo aberto

Os testes de tanque novo e campo aberto foram realizados apds 15 dias de dieta
experimental (n = 9 animais por grupo) para avaliar comportamentos associados a
ansiedade, como resposta a um novo ambiente, e a capacidade locomotora das larvas apos
o periodo de habituacdo. Os animais foram individualmente colocados em placas de 24
pogos, contendo 2 mL de 4gua do sistema ZebTEC, e filmados por 12 minutos. Nos
primeiros 6 minutos, avaliou-se o comportamento frente ao novo ambiente, € nos ultimos
6 minutos, a locomogao. Durante a analise, o aparato foi virtualmente dividido em zonas
central e periférica. O tempo que os animais permaneceram em cada zona (s) € o indice
de exploragdo (%) foram quantificados como indicadores de ansiedade induzida pelo
novo ambiente. O indice de exploracao foi calculado considerando o tempo no centro /
(tempo na periferia + tempo no centro) x 100. Para avaliar a capacidade locomotora,
foram utilizados pardmetros como a distancia total percorrida (m) e velocidade maxima
(m/s). Esses parametros também permitiram observar a tigmotaxia, comportamento em
que os animais tendem a permanecer proximos as bordas de um ambiente novo, indicando
comportamento tipo-ansioso ou estresse. A reducdo da tigmotaxia ao longo do tempo
sugere habituagdo e menor ansiedade, complementada por andlises de locomog¢do, como
distancia percorrida e velocidade (NUNES et al., 2019). Todos os dados foram obtidos

por analise automatizada usando o software ANY-maze™.

4.3.2 Adultos juvenis

4.3.2.1 Teste de tanque novo

O teste de tanque novo foi realizado ao fim da dieta experimental (5-6 meses),
para avaliar tanto o comportamento tipo ansioso quanto a locomogao dos peixes (DC n =
28; DH n=29). Esse teste ¢ utilizado para avaliar o instinto animal de busca por prote¢ao
em um ambiente desconhecido. Quando introduzido em um novo ambiente, o animal
tende inicialmente a se mover para o fundo do aquério, e 4 medida que se adapta, comeca
a explorar outras areas, incluindo a superficie. O experimento foi conduzido em um
aquario retangular (15 cm de comprimento x 20 cm de altura x 18 cm de largura),
contendo 4 L de dgua do sistema ZebTEC (27 + 1 °C). Foram utilizados 3 aquérios por
rodada de teste, sendo posicionados dentro de um biombo de isopor para evitar

interferéncias visuais externas. Foi adicionado o papel celofane azul nas luminarias e a
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quantidade de luz foi quantificada com luximetro. Os animais estavam em jejum noturno
e foram submetidos a 1h de aclimatagdo na sala de teste. Apds o periodo de aclimatacao
os peixes foram individualmente colocados em cada aquario com auxilio de uma rede e
filmados por 6 minutos. Durante a analise, o aquario foi virtualmente dividido em areas
superior ¢ inferior. Os parametros avaliados incluiram: distancia total percorrida (m),
velocidade maxima (m/s) e angulo do giro absoluto (x1000°) como medidas de
locomogao; além de movimentos erraticos (s), laténcia para entrada na area superior (s),
tempo gasto em cada 4area (s) e indice de exploragdo (%) como indicadores de
comportamento ansioso induzido por um ambiente novo. O indice de exploragdo foi
calculado considerando: o tempo na area superior/ (tempo na area inferior + tempo na
area superior) x 100 (MOREIRA; LUCHIARI, 2022; PICOLO et al., 2021). Todos os

dados foram obtidos por analise automatizada usando o software ANY-maze™.

4.4 Andlise Bioenergética

A andlise do metabolismo mitocondrial em peixes adultos juvenis foi realizada
através da medi¢do do consumo de oxigénio por respirometria de alta resolugdo (RAR),
utilizando o Oxygraph-2k (Oroboros, Innsbruck, Austria) a 28°C. Essa técnica permite
monitorar em tempo real as variagdes no consumo de oxigénio em resposta a diferentes
estimulos, em amostras de mitocondrias isoladas, tecidos e células (HUTTER et al.,
2006). Os peixes foram eutanasiados por choque térmico em agua resfriada com gelo (0
a 4°), sendo a auséncia de movimentos corporais € operculares sinais da morte. Em
seguida, os encéfalos foram removidos e coletados. Para a homogeneizagao, foram feitos
pools de 2 encéfalos (DC: n = 7; DH: n = 11), aos quais foram adicionados 120 pL de
meio de reacdo (MR) para o grupo DC e 350 pL para o grupo DH. O MR continha
sacarose (125 mM), KCI (65 mM), K2ZHPO4 (2 mM), MgCl2 (1 mM), Hepes (10 mM),
EGTA (0,2 mM), e a homogeneizagao foi realizada utilizando um homogeneizador

Dounce de vidro-teflon (5 mL).

Das amostras homogeneizadas, 80 pL foram transferidos para o respirdmetro,
contendo 2 mL de MR e 0,1 % de albumina sérica bovina livre de 4cidos graxos (Bovine
Serum Albumin fat-free, BSA fat-free). A seguir, foram adicionados diferentes substratos
e inibidores para avaliar os estados mitocondriais. O piruvato e malato (PM: 15 e 7,5 mM)
foram utilizados para avaliar o complexo 1, enquanto o succinato (S: 12 mM) foi usado
para avaliar o complexo 1 e 2, ambos para medir a atividade do sistema de transporte de
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elétrons (ETS). O estado fosforilante (OXPHOX) foi avaliado apos adi¢ao de ADP (500
uM), enquanto o vazamento de protons foi determinado apoés a adi¢do de oligomicina
(OMY: 0,2 pg/mL), um inibidor da ATP-sintase. A capacidade respiratdria maxima foi
determinada por titulacdo com cianeto de carbonila 3-clorofenil-hidrazona (CCCP: 0,6
uM), um desacoplador da cadeia transportadora de elétrons. Por fim, a respiracao residual
ndo mitocondrial foi analisada com o uso de rotenona (ROT: 0,5 uM) e encerramos a
corrida com o uso da antimicina A (AA: 1 uM). O consumo de oxigénio ligado a produ¢ao
de ATP (ATP-linked) foi calculado pela equacao: [fluxo de oxigénio (OXPHOX —
vazamento de protons)] (Gnaiger, 2020).

4.5 Andlise Bioquimica
4.5.1 Preparo das amostras para determinacgdo de proteinas e atividade enzimdtica

Os peixes adultos juvenis foram eutanasiados por choque térmico em agua
resfriada com gelo (0 a 4°), sendo a auséncia de movimentos corporais e operculares sinais
da morte. Em seguida, os encéfalos foram removidos e coletados. Para a homogeneizagao,
foram feitos pools de 2 encéfalos (foram utilizados 16 animais por grupo; n = 8 por
grupo), aos quais foram adicionados 700 pL de tampao fosfato (0,1 M, pH = 7,2). As
amostras foram homogeneizadas a frio por 30 segundos usando um sonicador (Ultrasonic
Cleaner 2840D Odontobras) e, posteriormente, centrifugadas a 4.000 rpm (2.000 G) por
10 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi separado para uso na quantificagdo de proteinas
por espectrofotometria a 595 nm, seguindo o método descrito por Bradford (1976)
utilizando a y-globulina como padrdo, utilizando a y-globulina como padrdo. Este
sobrenadante foi utilizado para avaliacdo enzimatica da acetilcolinesterase (AChE),
lactato desidrogenase (LDH) e glutationa S-transferase (GST). As reacdes foram
realizadas em microplacas de 96 pocos, com a determinacdo de proteinas e as andlises

enzimaticas realizadas em triplicata.

4.5.2 Determinacdo da atividade da AChE

A atividade da AChE foi determinada utilizando acetilcolina (Ach) e
propioniltiocolina (PSCh) como substratos, conforme descrito por Ellman e
colaboradores (1961), sendo realizadas algumas adaptacdes. Neste método, a AChE
degrada a ACh em acetato e tiocolina, o 4cido 5,5’-ditiobis-(2-nitrobenzoico) (DTNB)

reage com a tiocolina liberada na quebra do substrato, produzindo um composto de cor
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amarela que pode ser quantificado por espectrofotometria a 405 nm, em intervalos de 20
segundos, durante 5 minutos. O ensaio utilizou 50 pL. do sobrenadante e 250 puL do meio
de reagdo composto por ACh e PSCh (75mM) e DNTB (10 mM) em tampao fosfato (0,1
M, pH 7,2). Os dados foram expressos em nanomoles de substrato hidrolisado por

minutos e por miligrama de proteina (U) (ELLMAN et al., 1961).

4.5.3 Determinacdo da atividade da LDH

A atividade da LDH foi mensurada utilizando piruvato como substrato, seguindo
0 método descrito por Wroblewski & Ladue (1955).
A LDH catalisa a conversdao de piruvato a lactato, acompanhada pela oxidag¢do da
nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH) a NAD +. Essa oxidacdo de NADH ¢
monitorada e quantificada por espectrofotometria a 340 nm, em intervalos de 40
segundos, durante 5 minutos. Foram utilizados 40 pL do sobrenadante, 250 puL do meio
de reacao composto por NADH (0,24 mM) e 40 puL do meio de reagdo com piruvato (10
mM), ambos dissolvidos em tampao Tris — NaCl (0,1 M, pH 7,2) (WROBLEWSKI;
LADUE, 1955).

4.5.4 Determinacdo da atividade da GST

A atividade da GST foi avaliada conforme o método descrito por Habig e
colaboradores (1974), adaptado para microplacas. Nesse método, a GST catalisa a
conjugacdo do 1 cloro 2-4 dinitrobenzeno (CDNB: substrato) com a glutationa reduzida
(GSH), formando um tioéter. A reagdo foi monitorada e quantificada por
espectrofotometria a 340 nM, em intervalos de 40 segundos, durante 5 minutos. No ensaio
foi utilizado 100 pL do sobrenadante e 200 pL do meio de reacdo composto por glutationa
(10 mM) e CDNB (10mM), dissolvidos em tempao fosfato (0,1, pH 6,5) (HABIG;
PABST; JAKOBY, 1974).

4.6 Anadlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o GraphPad Sofware Prism
(Vers@o 9.2.0). Todos os dados foram expressos como média + erro padrdo da média
(EPM) quando paramétricos € como mediana com intervalo interquartil, para nao
paramétricos. Os outliers foram identificados pelo método de ROUT (Q = 1%) e, em
seguida, excluidos. A normalidade dos dados foi avaliada com os testes de Kolmogorov-

Smirnov, Shapiro-Wilk e D'Agostino & Pearson, sendo a distribui¢ao considerada normal

31



quando pelo menos dois desses testes indicaram conformidade com os critérios de
normalidade. Para analisar o comprimento corporal das larvas ao longo do tempo, foi
realizada a ANOVA de duas vias, considerando tempo e dieta como fatores, seguida de
poOs-teste de Tukey para comparacdo multipla. As curvas de sobrevivéncia foram
comparadas por teste de Mantel-Cox (Long-rank). As comparagdes entre dois grupos
foram feitas utilizando o teste ¢ de Student ndo pareado para distribui¢do normal e teste
de Mann-Whitney para dados com distribuicio ndo normal. Os resultados foram

considerados estatisticamente significativos quando p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Impacto da DH no comprimento corporal das larvas de peixe-zebra

Foi avaliada a evolucao do comprimento corporal das larvas ao longo do periodo
de dieta experimental, conforme apresentado na Figura 4A. O teste ANOVA de duas vias
revelou que a DH por 16 dias aumentou significativamente o comprimento corporal das
larvas (efeito do tempo: F (5, 219) = 16,63, p < 0,0001). Observamos também uma
tendéncia de diferenga entre os grupos DC e DH (efeito da dieta: F (1, 219) = 3,369, p =
0,0678).

5.2 O efeito da DH na sobrevivéncia larval e acumulo de lipidios

Conforme indicado pelo teste de Log-rank, a analise da taxa de sobrevivéncia ao
longo do periodo experimental (dias 1 a 37 de dieta) revelou uma diferenga
estatisticamente significativa entre os grupos (y*> = 23,64, p < 0,0001), o grupo DH
apresentou uma taxa de sobrevivéncia de 48,6%, enquanto no grupo DC essa taxa foi

reduzida para 29,1% (Figura 4B).

O actmulo de lipidios foi avaliado por coloragdao com Oil Red O (ORO) a 0,5%,
realizada apos 20 dias de dieta experimental (51 dpf). As imagens representativas (Figura
4D) evidenciam um aumento na deposi¢ao lipidica nos animais do grupo DH em
comparagao ao grupo DC. A andlise quantitativa das imagens confirmou essa diferenca,
mostrando uma 4rea de marcacdo lipidica significativamente maior no grupo DH (p <

0,001; Figura 4C).
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Figura 4: Analises morfometabdlicas e sobrevivéncia larval. As larvas de peixe-zebra foram alimentadas
por 16 dias com DC ou DH e avaliado o (A) comprimento corporal ao longo do tempo do protocolo
experimental (n =20 por grupo), (B) a curva de sobrevivéncia larval foi avaliada a partir do dia 1 de dieta
experimental ao dia 37 (n inicial = 278 por grupo) e (C) a marcagdo de lipidios com ORO 0,5% apos 20
dias de dieta experimental (n = 10 por grupo). (D) Imagem representativa dos animais marcados com ORO
0,5%, pertencentes a cada grupo. Os dados estdo apresentados como média + EPM. O comprimento
corporal foi analisado por ANOVA de duas vias seguida pelo pos-teste de Tukey. As curvas de sobrevivéncia
foram comparadas por teste de Mantel-Cox (Log-rank) e a comparagdo entre 2 grupos foi realizada por
teste ¢ de Student. Os asteriscos indicam diferencas estatisticas em compara¢do com o grupo DC. * p <
0,05; *** p < 0,001; **** p <0,0001.

5.3 A DH nao causou alteracoes no comportamento larval

Os testes de tanque novo e campo aberto, realizados apos 15 dias de dieta
experimental avaliaram a locomogdo e o comportamento tipo-ansioso em larvas (Figura
5). A DH ndo promoveu alteracdes significativas sobre a distancia total percorrida
(Figuras SAe E, p=10,4004 e p=0,8455), velocidade maxima (Figuras 5B e F, p =0,5269
e p = 0,4404), tempo no centro (Figuras 5C e G, p = 0,1451 e p = 0,0772) e indice de
exploracao (Figuras 5D e H, p = 0,1423 e p = 0,0772), em ambos os testes. No entanto,

no grupo DH, observou-se maior dispersdo dos dados e uma tendéncia de menor
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exploracao do centro no teste de campo aberto, considerando o tempo no centro e o indice

de exploragdo apos habituagao.
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Figura 5: Analise comportamental em larvas. O comportamento tipo ansioso e a locomocéo das larvas
foi avaliado apos 15 dias de dieta experimental, através do teste de tanque novo e do teste do campo aberto.
Os parametros avaliados foram (A e E) distancia total percorrida, (B ¢ F) velocidade méaxima, (C ¢ G) tempo
no centro ¢ (D e H) indice de exploragdo. (I) Imagem representativa do aparato utilizado para realizagéo
dos testes e as areas consideradas durante a analise, central e periférica. Os dados estdo apresentados como
média + EPM. A comparagao entre 2 grupos foi realizada por teste ¢ de Student. n =9 por grupo.

(%)

5.4 Efeitos da DH sobre parametros morfometabdolicos e sobrevivéncia na fase adulto-
Jjuvenil

A exposi¢ao a DH desde a fase larval (21 dpf) até a fase adulto-juvenil (5-6 mpf)
resultou em um aumento significativo no peso corporal, comprimento corporal e IMC dos
animais ao final do protocolo experimental (Figuras 6A, B e C; p < 0,0001). Esses
achados indicam que a DH impactou diretamente o crescimento e desenvolvimento dos
animais. Além disso, embora os niveis de glicose sanguinea ndo tenham apresentado
diferencga estatisticamente significativa entre os grupos, observou-se uma tendéncia de

aumento no grupo DH em comparacao ao grupo DC (Figura 6E, p = 0,0578).

A curva de sobrevivéncia dos peixes adultos juvenis foi avaliada e comparada
entre os grupos no periodo de 40 a 62 dias de dieta experimental. Durante essa fase de
desenvolvimento, ndo foram observadas diferengas estatisticamente significativas entre
0s grupos, com uma taxa de sobrevivéncia de 88,9% no grupo DC e 91,1% no grupo DH

(Figura 6F). A comparagdo das curvas foi realizada utilizando o teste de Long-rank
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(Mantel-Cox), resultando em x> = 0,3154 ¢ p = 0,5744, indicando que a DH nao afetou a

taxa de sobrevivéncia dos animais nesse periodo.
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Figura 6: Analises morfometabélicas e sobrevivéncia de adultos juvenis. As larvas foram alimentadas
com a dieta experimental, DC ou DH, at¢é a fase adulta juvenil (5-6 mpf) e avaliados parametros, como (A)
peso, (B) comprimento corporal e (C) IMC (DC n =32 e DH n = 48). Os (E) niveis de glicose sanguinea
(DC n=8 e DHn=10) e a (F) sobrevivéncia dos animais adultos juvenis (n inicial DC = 81, DH = 135)
também foram avaliados. (D) Imagem representativa dos animais pertencentes a cada grupo. Os dados
paramétricos estdo apresentados como média = EPM e os ndo paramétricos pela mediana + intervalo
interquartil, analisados por teste de Mann-Whitney. A comparacao entre 2 grupos foi realizada por teste ¢
de Student. As curvas de sobrevivéncia foram comparadas por teste de Mantel-Cox (Log-rank). Os
asteriscos indicam diferengas estatisticas em comparagdo com o grupo DC. **** p < (,0001.

5.5 Efeito da DH ao longo do desenvolvimento sobre o comportamento exploratorio e
tipo-ansioso

A analise comportamental dos peixes adultos juvenis (5-6 mpf) foi realizada por
meio da exposicao dos animais a um novo ambiente, permitindo a avaliagdo dos padroes
de locomocdo e do comportamento tipo-ansioso (Figura 7). Os pardmetros locomotores
indicaram um efeito significativo da DH, com aumento na distancia total percorrida
(Figura 7A, p <0,01) e no angulo de giro absoluto (Figura 7C, p < 0,0001) no grupo DH
em comparagao ao grupo DC. No entanto, a velocidade maxima nao apresentou diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos (Figura 7B, p = 0,3551), sugerindo que a
dieta alterou o padrdo de movimentagdo sem impactar a velocidade maxima atingida

pelos animais. Além disso, o movimento erratico, um parametro frequentemente
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associado a comportamento tipo-ansioso, foi significativamente maior nos animais
expostos @ DH (Figura 7D, p < 0,0001). Essa alteracdo comportamental foi reforcada
pelos dados de exploragdo do ambiente: os animais do grupo DH passaram menos tempo
na area superior do tanque e apresentaram um menor indice de exploragao (Figuras 7E e

7F, p <0,001), um padrao tipico de comportamento tipo-ansioso em peixes-zebra.
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Figura 7: Anélise comportamental em adultos juvenis. Apds 5-6 mpf e alimentagdo com DH ou DC, os
peixes adultos juvenis foram submetidos ao teste de tanque novo. Foram avaliados pardmetros de
locomogdo, como a (A) distancia total percorrida, o (C) angulo de giro absoluto e o (D) movimento erratico.
Dentre os parametros para avaliagdo do comportamento tipo-ansioso, foram avaliados (E) tempo na area
superior ¢ (F) indice de exploragdo. (G) Imagem representativa do aparato utilizado para realizagio do teste
e as areas consideradas durante a analise, superior e inferior. Os dados paramétricos estdo apresentados
como média = EPM e os ndo paramétricos pela mediana + intervalo interquartil, analisados por teste de
Mann-Whitney. A comparagao entre 2 grupos foi realizada por teste ¢ de Student. DC n =28 e DH n = 29.
Os asteriscos indicam diferengas estatisticas em comparagido com o grupo DC. ** p <0,01; *** p <(,001;

k% < 0,0001.

5.6 Efeito da DH durante o desenvolvimento sobre o consumo de oxigénio no encéfalo

A bioenergética mitocondrial no encéfalo dos peixes adultos juvenis (5-6 mpf) foi
avaliada considerando seis estados mitocondriais (Figura 8). A exposicao a DH durante o
desenvolvimento ndo resultou em alteragdes significativas no consumo de oxigénio,
indicando que a fun¢do mitocondrial cerebral foi preservada nesses animais. Os dados
revelaram auséncia de diferencas estatisticamente significativas nos seguintes parametros
respiratorios: consumo de oxigénio associado ao complexo I (p = 0,7998, Figura 8A),

complexo I + OXPHOS (p = 0,4720, Figura 8B) e complexo I + II + OXPHOS (p =
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0,4860, Figura 8C). Além disso, a respiragdo ATP-linked (p = 0,8962, Figura 8D) e a

capacidade respiratoria maxima (p = 0,8048, Figura 8E) permaneceram inalteradas entre

os grupos DH e DC.
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Figura 8: Analise da bioenergética mitocondrial do encéfalo em adultos juvenis. Em peixes adultos
juvenis (5-6 mpf), alimentados com DC ou DH desde a fase larval, 5 estados respiratorios mitocondriais
(Fluxo de O2 (pmol/s) / mg de proteina da amostra) foram avaliados através do consumo de oxigénio por
respirometria de alta resolugdo (RAR). Os parametros avaliados foram: (A) complexo I, (B) complexo I +
OXPHOX, (C) complexo I + I + OXPHOX, (D) ATP — linked e (E) capacidade respiratéria maxima. Os
dados estdo apresentados como média + EPM. A comparagdo entre 2 grupos foi realizada por teste ¢ de
Student. DCn=7,DHn=11.

5.7 Efeito da DH durante o desenvolvimento sobre a atividade enzimdtica de AChE,
LDH e GST no encéfalo

A atividade enzimatica da AChE, LDH e GST foi medida no encéfalo de peixes-
zebra adultos juvenis, apos 5-6 meses de dieta experimental. A anélise foi realizada a
partir do pool de 2 encéfalos, homogeneizados. Os resultados demonstraram uma redugado
significativa na atividade da AChE no grupo DH em comparag¢do ao grupo DC (p < 0,01,
Figura 9A), sugerindo um impacto da dieta sobre a regulagdo colinérgica no sistema
nervoso central. No entanto, ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos na atividade enzimatica da LDH (p = 0,6705, Figura 9B) e

da GST (p =0,7282, Figura 9C).
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Figura 9: Avaliacio da atividade enzimatica da AChE, LDH e GST no encéfalo de adultos juvenis. A
atividade enzimatica da (A) AChE, (B) LDH e (C) GST foi avaliada no encéfalo de peixes-zebra adultos
juvenis (5-6 mpf) alimentados com DC ou DH desde a fase larval. Os dados estdo apresentados como média
+ EPM. A comparag@o entre 2 grupos foi realizada por teste ¢ de Student. n = 8 por grupo. Os asteriscos
indicam diferengas estatisticas em comparagdo com o grupo DC. ** p <0,01.
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6. DISCUSSAO

Ja ¢ bem descrito que a alimentagdo tem um papel critico na regulagao de
processos metabolicos e no desenvolvimento do sistema nervoso central. E a dieta rica
em gordura tem sido associada a alteragdes metabolicas, que implicam em disfungdes
neurobiolédgicas e alteragdes no comportamento em diversos modelos experimentais
(BITTENCOURT et al., 2022; DE PAULA et al., 2021; DE SOUZA et al., 2019; VILELA
et al., 2023, 2024). No entanto, as implicagdes dessas alteragdes ao longo de diferentes
fases do desenvolvimento ainda s3o pouco compreendidas. Desta forma, essa pesquisa
explorou os efeitos da DH sobre desfechos metabdlicos e do neurodesenvolvimento do
peixe-zebra (Danio rerio) ao longo da vida, desde a fase larval (a partir de 21 dpf) até a
fase adulta juvenil (5-6 mpf). Os resultados mostraram que a DH impactou o
desenvolvimento metabolico dos animais tanto na fase larval, quanto na fase adulta

juvenil, e promoveu comportamento tipo-ansioso na fase adulta juvenil.

As andlises morfometabdlicas revelaram um aumento significativo no
comprimento corporal das larvas submetidas a DH a base de gema de ovo por 16 dias
(Figuras 4A). Resultados semelhantes foram observados no estudo de Dai e colaboradores
(2015), que também utilizou modelos de larvas de peixes-zebra como modelo
experimental. Nesse estudo, as larvas foram alimentadas com DH por 10 dias, sendo que
um dos grupos recebeu adicionalmente colesterol na dieta. Ambos os grupos
experimentais apresentaram aumento significativo no comprimento corporal em
comparagao ao grupo controle, sendo esse efeito ja evidente com 7 dias de alimentagdo
(DAIetal., 2015). Além disso, a 4&rea marcada com ORO, indicativo de acimulo lipidico,
foi maior nas larvas do grupo DH em comparagcdo ao grupo DC, sugerindo maior
adiposidade (Figura 4D). Nos peixes adultos juvenis, a continuidade dessa dieta
promoveu a elevagao do peso e do comprimento corporal no grupo DH, resultando em
um IMC superior em relagdo ao grupo DC (Figura 6A, B e C). Esses achados estdo
alinhados com estudos anteriores que investigaram os efeitos da DH em peixes-zebra,
utilizando fontes como gema de ovo de galinha, 6leo de milho, banha e até mesmo a
superalimentagdo com artémia. Essas pesquisas demonstraram que a exposi¢do a uma
dieta rica em lipidios durante o desenvolvimento pode levar a alteragdes no crescimento,
no peso corporal, IMC e deposi¢ado de lipidios, indicando um impacto prolongado da dieta

hiperlipidica caracterizando um fen6tipo obesogénico dos peixes-zebra (LANDGRAF et
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al., 2017; OKA et al., 2010; PICOLO et al., 2021; ZHANG et al., 2024). Segundo Zhang
e colaboradores, os lipidios s@o nutrientes indispensaveis para o crescimento animal, com
papel no metabolismo, imunidade e fornecimento energético necessario para os peixes.
Na aquicultura, os lipidios t€ém sido frequentemente incluidos ja que auxiliam no
crescimento dos animais, conservando as proteinas e reduzindo custos de produgdo. No
entanto, os estudos alertam sobre os efeitos adversos do excesso da ingestao de lipideos
a longo prazo. A ingestdo excessiva promove acumulo de gordura principalmente no
figado e abdomen, levando a distirbios metabdlicos, reducao da imunidade, aumento da
susceptibilidade a doencas, respostas inflamatorias e desbalango redox em oOrgaos
metabolicamente ativos (ZHANG et al., 2024). Em humanos, a relagdo entre DH no inicio
da vida e aumento do crescimento corporal também ¢é complexa e depende de inumeros
fatores, entre elas a composicao da dieta, a quantidade de gordura consumida e balanco
energético. Segundo a Organiza¢do Pan-Americana da Satide (OPAS), deve haver um
equilibrio entre ingestdo e gasto caldrico, as gorduras nao devem exceder 30% da ingestao
caldrica total, sendo menos de 10% dessa ingestdo representada por gorduras saturadas

(OPAS, 2019).

A glicose sanguinea ¢ um marcador metabolico amplamente utilizado para avaliar
o impacto de dietas ou condi¢des experimentais, como a exposicdo a DH, sobre a
homeostase glicidica. Nesse contexto, a glicemia em jejum foi avaliada em peixes adultos
juvenis para investigar possiveis alteracdes induzidas pela dieta. Embora ndo tenham sido
observadas diferengas estatisticamente significativas entre os grupos (Figura 6E), os
dados revelaram uma tendéncia de aumento nos niveis de glicose no grupo DH. Esse
achado sugere um possivel impacto da dieta na regulacdo glicémica, mas a confirmacao
dessa relagcdo pode ter sido limitada pela variabilidade dos dados ou pelo tamanho
amostral. Mesmo dentro de uma dieta desbalanceada, os mecanismos compensatorios
podem estar mantendo a homeostase glicémica através dos hormoénios regulatérios
(insulina e glucagon), que mantém os niveis de glicose dentro de uma faixa relativamente
estavel. Além disso, a glicemia ¢ um pardmetro sensivel a multiplos fatores, incluindo
tempo de jejum, duragdo da exposicdo a dieta e a variabilidade bioldgica entre os
individuos. Em conformidade com os resultados apresentados, o estudo de Carnovali e
colaboradores (2018) mostrou que a DH por 7 semanas nao alterou a glicemia basal, mas
sim a resposta glicémica pos-prandial. Enquanto o grupo DC apresentou um pico de

glicose (100 mg/dL) aos 60 minutos, seguido de redugdo ao nivel basal, o grupo DH
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exibiu um aumento tardio, atingindo 140 mg/dL aos 120 minutos, antes de normalizar.
Além disso a insulina teve um pico aos 90 minutos, retornando ao basal posteriormente.
Os achados sugeriram que a DH pode retardar a captacao de glicose e indicar um possivel
inicio de resisténcia a insulina (CARNOVALI et al., 2018). Investigacdes futuras, podem
incluir analises complementares ao nosso estudo, dentre elas avaliagdo da insulinemia,
testes de tolerancia a glicose e marcadores de resisténcia a insulina, para uma melhor

compreensdo do impacto da DH sobre o metabolismo glicémico.

A andlise da curva de sobrevivéncia larval (Figura 4B) mostrou uma taxa de
sobrevivéncia maior no grupo DH (48,6%) em comparagdo ao grupo DC (29,1%), um
resultado ja encontrado em estudos anteriores (DAI et al., 2015). Esse achado pode estar
associado as demandas energéticas do metabolismo no inicio da vida e desenvolvimento
das larvas, ja que nessa fase o organismo possui alta demanda energética, sustentando
processos criticos, como o crescimento, diferenciacdo celular e a neurogénese. Os
lipidios, além de serem fontes densas de energia, fornecem substratos essenciais para a
formagdo de membranas celulares e para a sinalizagdo bioquimica, favorecendo entdo a
adaptacdo metabolica das larvas e garantindo a maior sobrevivéncia observada no grupo
DH. Em contrapartida, a DC, possivelmente menos caldrica, pode nio ter suprido
adequadamente as necessidades metabdlicas das larvas em desenvolvimento, resultando
em maior mortalidade. Esses resultados reforcam a importancia do equilibrio nutricional
no inicio da vida, uma vez que a demanda energética nessa fase torna a dieta um fator
crucial para a sobrevivéncia e desenvolvimento adequado de organismos em crescimento.
Os resultados obtidos entre 40 e 62 dias de dieta experimental, nos peixes adultos juvenis,
contrastam com os dados obtidos na fase larval, j4 que mostraram taxas de sobrevivéncia
similares entre os grupos DH (91,1%) e DC (88,9%), sem diferenga estatisticamente
significativa (Figura 6F). Na fase adulta juvenil € percebida uma mudanca nas
necessidades metabdlicas, e apos a superagao dos desafios iniciais do desenvolvimento,
os peixes apresentam maior resiliéncia metabolica e fisioldgica, independentemente da
dieta. A partir disso, é possivel notar a necessidade de estratégias nutricionais especificas

para cada estagio de desenvolvimento.

Os dados sugerem que, a DH ndo afetou de maneira robusta a locomog¢ao ou
induziu um comportamento tipo-ansioso em larvas alimentadas com DH por 15 dias
(Figura 5). Os parametros avaliados foram, distancia total percorrida (Figura 5A e E),

velocidade maxima (Figura 5B e F)), tempo no centro (Figura 5C e G) e indice de
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exploracao (Figura 5 D e H). Foi observada uma maior dispersao dos dados no grupo DH,
refletindo uma variabilidade individual maior, possivelmente associada a diferencgas no
metabolismo energético citada anteriormente ou na resposta comportamental induzida
pela dieta. Também foi identificada uma tendéncia de menor exploragdo do centro no
teste de campo aberto, indicando um comportamento mais inibido ou maior tigmotaxia
(preferéncia pelas bordas), mesmo apdés um periodo de habituacdo, associado
principalmente a maior aversdo ao risco ou estresse. Essas tendéncias podem ser
biologicamente relevantes, considerando o periodo de exposicao, talvez 15 dias nao
tenham sido suficientes para induzir mudangas comportamentais marcantes. A
composicdo da dieta também pode ndo ter sido capaz de alterar os circuitos

neurobioldgicos envolvidos no comportamento nesta fase.

Ja nos peixes adultos juvenis (5-6 mpf) a analise comportamental de exposicao ao
novo ambiente revelou diferengas significativas nos padrdoes de locomogdo e no
comportamento tipo-ansioso entre os grupos DH e DC (Figura 7). Os peixes expostos a
DH apresentaram maior distancia total percorrida (Figura 7A) e angulo de giro absoluto
(Figura 7C), indicando maior atividade locomotora em comparagdo ao grupo DC. No
entanto, a velocidade maxima (Figura 7B) nao diferiu entre os grupos, sugerindo um
aumento na persisténcia do movimento e ndo na intensidade de deslocamento. O
movimento erratico (Figura 7D), um parametro secundario associado ao comportamento
tipo-ansioso, foi significativamente maior no grupo DH. Esse comportamento ¢
caracterizado por movimentos imprevisiveis e descoordenados, frequentemente
interpretado como resposta a um ambiente estressante ou maior estado de vigilancia. Essa
maior atividade locomotora pode refletir um estado de hiperatividade induzido por
alteracdes metabolicas ou até mesmo hormonais. Além disso, o menor tempo gasto na
area superior (Figura 7E) e o indice de exploragdo (Figura 7F) reduzido no grupo DH sao
consistentes com comportamentos de maior aversao ao risco, tipicos de animais com
comportamento tipo-ansioso. Diferentemente do que foi observado na fase larval, esses
achados indicam que a exposi¢do prolongada a DH pode impactar circuitos
neurobioldgicos envolvidos na regulacao do comportamento tipo-ansioso. Esse efeito
parece estar relacionado a desequilibrios na homeostase cerebral e alteracdes na resposta
adaptativa ao ambiente. Corroborando esses resultados, um estudo prévio realizado por
nosso grupo demonstrou que a exposicao de curto prazo a uma DH a base de gema de

ovo de galinha, por apenas 15 dias, na fase adulta (entre 4 ¢ 6 meses), foi suficiente para
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induzir comportamentos semelhantes a ansiedade, além de aumentar a agressividade nos

animais (PICOLO et al., 2021).

Os resultados da analise bioenergética mitocondrial no encéfalo dos peixes-
adultos juvenis indicam que a exposicdo a DH por 5-6 meses ndo foi suficiente para
provocar alteragdes significativas na fun¢do mitocondrial cerebral entre os grupos DH e
DC. Foram avaliados 5 estados mitocondriais (Figura 8), incluindo: complexo I,
complexo I + OXPHOX, complexo I + II + OXPHOX, respiragdo ATP-linked e
capacidade respiratoria maxima. Esses achados sugerem que a fungdo mitocondrial no
encéfalo dos animais permaneceu resiliente e o impacto metabolico da DH, nesse modelo,
ndo foi suficientemente severo para comprometer diretamente a bioenergética
mitocondrial do encéfalo. Possivelmente o encéfalo possui mecanismos compensatorios
robustos que preservam a homeostase mitocondrial mesmo diante de desafios
metabolicos cronicos, como a DH. Esses resultados contrastam com estudos que mostram
alteragdes bioenergéticas mitocondriais em outros tecidos ou em modelos mais severos
de disfun¢do metabolica. Em um estudo realizado por nosso grupo de pesquisa, utilizando
camundongos jovens, o tratamento com DH associada a estreptozotocina no inicio da vida
comprometeu a bioenergética em tecidos metabdlicos e termogénicos. No hipocampo,
houve redug¢d@o no consumo de O: relacionado a producdo de ATP e na capacidade
respiratéria maxima. No tecido adiposo marrom, a capacidade termogénica foi
prejudicada, com auséncia de redugdo no consumo de O: apds inibigdo da UCP-1 e
aumento da capacidade respiratoria de reserva. E no figado, a fun¢do mitocondrial
também foi prejudicada (VILELA et al., 2023). Cormier e colaboradores (2019)
investigou o impacto de uma DH na fun¢do mitocondrial e fisiologica de Drosophila
melanogaster ao longo do tempo. Ap6s dois dias de DH, houve um aumento na respiragao
mitocondrial ¢ ATP nos musculos do torax, provavelmente associado a uma maior
utilizacdo de carboidratos. No entanto, apds quatro dias, observou-se comprometimento
da respiracdo mitocondrial no complexo I, redu¢do do ATP e maior contribui¢do do
complexo II e da glicerol-3-fosfato desidrogenase mitocondrial (mG3PDH) para a
respiracdo. Indicando inflexibilidade metabdlica, levando a perda da homeostase e
alteracdo do status redox celular (CORMIER et al., 2019). Diante desses dados, ¢
importante ainda considerar outras varidveis, como estresse oxidativo, dindmica

mitocondrial (fusdo e fissdo) (KIM et al., 2019) ou a biogénese mitocondrial (KYRIAZIS
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et al., 2022), que ndo foram avaliadas em nosso estudo, avaliagdes mais sensiveis a

influéncia da DH.

A avaliacdo da atividade enzimatica da AChE, LDH e GST permite compreender
como o metabolismo de lipidios pode impactar diretamente o funcionamento neural.
Dados da atividade dessas enzimas no encéfalo de peixes-zebra adultos juvenis, apds 5-6
meses de dieta experimental, revelaram alteracdes especificas associadas a DH.
Observou-se uma redugdo significativa na atividade da AChE no grupo DH em
comparagao ao grupo DC (Figura 9A), sugerindo um impacto direto na neurotransmissao
colinérgica, essencial para regulacio de processos cognitivos, motores e
comportamentais. A AChE ¢ responsavel principalmente pela degradacdo da ACh,
modulando a transmissao sinaptica. A sua reducdo pode levar ao acimulo de ACh na
fenda sinaptica, alterando a comunicagdo neuronal € o processamento de sinais no
cérebro. Além disso, o acumulo lipidico pode prejudicar a fluidez das membranas
celulares, afetando a eficdcia sinaptica e contribuindo para déficits cognitivos,
relacionados a memoria, aprendizado e comportamento. Esses efeitos sdo frequentemente
associados a condi¢des de estresse oxidativo e inflamacao (MORGANSTERN et al.,
2012; REITZ; MAYEUX, 2014). Esses achados corroboram com estudos anteriores em
ratos alimentados com DH, que demonstraram uma redugdo na atividade da AchE em
regides como cortex frontal, hipotalamo e mesencéfalo, sugerindo um aumento na
expressdo da ACh nessas éareas. Indicaram ainda que o consumo prolongado de DH
suprime a acdo da AChE, enquanto o consumo de curto prazo estimula o sistema
colinérgico e o aumento de 4cidos graxos livres circulantes também parece influenciar a

funcao colinérgica (MARTINELLI et al., 2022).

Por outro lado, a atividade da LDH, uma enzima chave no metabolismo
energético, ndo apresentou diferencas significativas entre os grupos (Figura 9B). A LDH
estd envolvida na glicdlise anaerdbica, e condi¢des de sobrecarga energética ou estresse
oxidativo podem favorecer o aumento da sua atividade, resultando em maior producdo de
lactato. Esse desequilibrio na utilizag¢ao da glicose e lipidios como fontes energéticas pode
levar ao acimulo de metabolitos toxicos, prejudicando a funcao neural (LI et al., 2022;
MAGISTRETTI; ALLAMAN, 2018). Da mesma forma, a GST, uma enzima fundamental
na defesa antioxidante ndo apresentou alteragdes significativas na atividade entre os
grupos (Figura 9C). Essa enzima desempenha um papel importante na neutralizagdo de

radicais livres, protegendo as células contra danos oxidativos. Sob condigdes de estresse
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oxidativo elevado, sua atividade pode ser insuficiente para evitar danos celulares,
inflamacao e até apoptose neural, contribuindo para a degeneragdo celular (AOYAMA;
NAKAKI, 2013; DRINGEN, 2000). No entanto, os dados indicam que a DH nao
impactou de forma relevante a capacidade antioxidante cerebral nas condigdes

experimentais avaliadas.

Tais achados destacam a importancia de investigar os efeitos no inicio da vida e a
longo prazo de dietas desbalanceadas no neurodesenvolvimento e comportamento,
considerando mecanismos bioquimicos e moleculares envolvidos. Estudos futuros
poderiam explorar dietas com diferentes propor¢cdes de lipidios ou andlises
complementares, utilizando marcadores de estresse como o cortisol (YEHUDA et al.,
2023), neurogénese (MAKANTASI; DERMON, 2014; STERLING et al., 2016) e
estresse oxidativo (NUNES et al., 2019), para esclarecer melhor o impacto da DH no

comportamento tipo-ansioso e metabolismo energético de larvas e peixes-zebra adultos.
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7. CONCLUSAO

Concluimos que a DH impactou o desenvolvimento morfometabdlico e
comportamental de larvas e adultos juvenis de peixe-zebra, com possiveis implicagdes
para o metabolismo e o comportamento a longo prazo. Na fase larval, a DH promoveu
aumento no comprimento corporal e na taxa de sobrevivéncia, mas também levou a um
maior acimulo de lipidios, sugerindo alteragdes no metabolismo lipidico. Embora as
diferencas nos testes comportamentais nao tenham sido estatisticamente significativas, a
tendéncia de menor exploracdo do centro no teste de campo aberto pode indicar um
comportamento tipo-ansioso induzido pela DH. Na fase adulta juvenil, a DH levou ao
aumento no peso, comprimento corporal e IMC, além de uma tendéncia de maior
glicemia, refletindo possiveis desequilibrios metabolicos. O comportamento tipo ansioso
foi mais evidente pela DH na fase adulto juvenil, com maior locomoc¢do e menor
exploragdo da area superior, caracteristicas associadas a um comportamento tipo-ansioso.
Embora a fun¢do mitocondrial ndo tenha sido alterada, a redugdo significativa na
atividade da AChE sugere que a DH pode afetar a neurotransmissdo e a plasticidade
neuronal. Esses achados sugerem efeitos prejudiciais de dietas desbalanceadas, como a
DH, a longo prazo no metabolismo e comportamento, destacando o modelo do peixe-
zebra como eficaz para estudos do impacto de dietas desbalanceadas sobre o

neurodesenvolvimento.
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