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RESUMO

A ingestdo cronica de dieta desequilibrada rica em gordura ao longo da vida pode estar
associada a alteragdes metabolicas e disfuncdes cerebrais, incluindo modificacdes no
comportamento. O padrdo de alimentagdo familiar nos ultimos anos, com uma maior
facilidade de acesso e consumo de alimentos ultraprocessados, tem afetado a saude
metabolica. Evidéncias demonstram que o consumo parental de dieta desequilibrada pode
influenciar a saude dos descendentes, gerando implica¢des que podem ser persistentes a
curto e longo prazo. Essas complicagdes incluem uma maior suscetibilidade ao
desenvolvimento de distirbios metabdlicos e propensao a disfungdes comportamentais.
Para investigar os efeitos intergeracionais de uma dieta rica em gorduras sobre parametros
metabodlicos e do neurodesenvolvimento na prole do peixe-zebra, empregamos um
protocolo multifatorial em que os progenitores (geracdo FO, machos e fémeas) foram
alimentados com dieta controle (DC) ou dieta hiperlipidica (DH). Apo6s 36 dias com as
diferentes dietas, os grupos FO foram colocados para reprodug¢do e producdo de
descendéncia, e os efeitos intergeracionais das dietas na prole (F1) foram avaliados.
Andlises comportamentais, metabdlicas e bioquimicas foram performadas nos
progenitores e na prole. O consumo de DH pelos progenitores provocou um aumento
significativo do peso corporal tanto em fémeas como nos machos da geragao FO. No teste
do tanque novo, que avalia a atividade motora e o comportamento tipo ansioso, a DH
provocou uma reducdo na distancia total percorrida pelas fémeas F0O, mas nao afetou este
comportamento nos machos. Além disso, a DH diminuiu a exploragdo da zona superior
tanto em fémeas e machos da geracdo FO sugerindo comportamento tipo ansioso nos
animais. A prole (F1), oriunda de progenitores dos grupos DC ou DH, foi alimentada
exclusivamente com DC até 5 meses pos-fertilizagao (mpf), quando foi entdo subdividida
em quatro grupos experimentais (9—11 animais/grupo) e alimentada por 14-16 dias com
dieta DC ou DH. Os grupos foram compostos por prole de progenitores DC alimentados
com DC ou DH, e prole de progenitores alimentados com DH alimentados com DC ou
DH. Em relagao a prole (F1), a DH afetou a viabilidade dos ovos e a sobrevivéncia das
larvas até os 15 primeiros dias de vida. A ingestdo de DH nos progenitores induziu
aumento significativo do peso corporal dos descendentes. A prole (F1) alimentada com
DH por 14-18 dias apresentou modificacdes comportamentais semelhantes as dos

progenitores, com reducao do indice de exploragdo, caracterizando um comportamento



tipo ansioso. O metabolismo mitocondrial no encéfalo da prole foi afetado pela dieta
parental. Os animais em que os progenitores foram alimentados com DH apresentaram
um menor consumo de oxigénio mitocondrial no Complexo I. Houve um padriao de
interagdo entre os fatores progenitores e dieta nos demais estados mitocondriais, com
diminui¢do do consumo de oxigénio dependente da ingestdo parental e pela prole da DH.
Concluimos que a DH induziu mudangas morfométricas tanto nos progenitores como na
prole. Os descendentes dos progenitores alimentados com DH apresentaram maior
suscetibilidade ao aumento no ganho de peso, reducao significativa na viabilidade de ovos
e na sobrevivéncia larval e prejuizo no metabolismo mitocondrial no encéfalo.
Observamos ainda o efeito da DH, sem a influéncia da alimentagdo parental, sobre a
redugdo do tempo de exploragdo na zona superior do aquario e do indice de exploragao
na prole. Esses achados destacam o peixe-zebra como um modelo eficaz para estudar os

efeitos intergeracionais da DH na prole do peixe-zebra.

Palavras-chaves: Peixe-zebra, dieta hiperlipidica, metabolismo mitocondrial,

comportamento, intergeracional.



ABSTRACT

Chronic intake of an imbalanced, fat-rich diet throughout life may be associated with
metabolic alterations and brain dysfunctions, including behavioral changes. The family
eating patterns in recent years, with greater access to and consumption of ultraprocessed
foods, have impacted metabolic health. Evidence suggests that parental consumption of
an imbalanced diet may influence the health of offspring, leading to implications that
could persist both in the short and long term. These complications include increased
susceptibility to the development of metabolic disorders and a tendency toward
behavioral dysfunctions. To investigate the intergenerational effects of a fat-rich diet on
metabolic parameters and neurodevelopment in offspring of the zebrafish, we employed
a multifactorial protocol in which parents (FO generation, males and females) were fed
either a control diet (CD) or a high-fat diet (HFD). After 36 days on the different diets,
the FO groups were placed for reproduction and offspring production, and the
intergenerational effects of the diets on the offspring (F1) were evaluated. Behavioral,
metabolic, and biochemical analyses were performed on both the parents and the
offspring. The consumption of HFD by the parents caused a significant increase in body
weight in both females and males of the FO generation. In the novel tank test, which
evaluates motor activity and anxiety-like behavior, HFD caused a reduction in the total
distance traveled by female FO, but did not affect this behavior in males. Moreover, HFD
decreased exploration of the upper zone in both female and male FO0, suggesting anxiety-
like behavior in the animals. The offspring (F1), originating from parents in the CD or
HFD groups, were fed exclusively with CD until 5 months post-fertilization (mpf), when
they were subdivided into four experimental groups (9—11 animals/group) and fed for 14-
16 days with either CD or HFD. The groups consisted of offspring from CD-fed parents
fed either CD or HFD, and offspring from HFD-fed parents fed either CD or HFD.
Regarding the offspring (F1), HFD affected egg viability and larval survival up to the first
15 days of life. Parental intake of HFD induced a significant increase in the body weight
of the descendants. The F1 offspring fed HFD for 14-18 days exhibited behavioral
modifications similar to those of the parents, with a reduction in the exploration index,
characterizing anxiety-like behavior. Mitochondrial metabolism in the offspring's brain
was affected by the parental diet. Animals with HFD-fed parents showed lower

mitochondrial oxygen consumption at Complex I. There was an interaction pattern



between the parental and diet factors in the other mitochondrial states, with decreased
oxygen consumption dependent on both the parental and offspring HFD intake. We
concluded that HFD induced morphometric changes in both the parents and offspring.
Descendants of parents fed with HFD exhibited greater susceptibility to increased weight
gain, a significant reduction in egg viability and larval survival, and impairment of
mitochondrial metabolism in the brain. We also observed the effect of HFD, without the
influence of parental feeding, on the reduction of exploration time in the upper zone of
the aquarium and exploration index in the offspring. These findings highlight the
zebrafish as an effective model for studying the intergenerational effects of DH on

zebrafish offspring.

Keywords: Zebrafish, high-fat diet, mitochondrial metabolism, behavior,

intergenerational.
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1. INTRODUCAO

1.1 Efeito das dietas desbalanceadas sobre o metabolismo e o comportamento

Dietas nao saudaveis, caracterizadas pelo alto consumo de agticar, gordura, sodio,
amido e carnes vermelhas, somadas a ingestao excessiva de calorias e pobreza nutricional,
tém sido associadas a prejuizos na saude (CHUNG et al., 2022; FANZO; DAVIS, 2019).
O consumo excessivo desses nutrientes, associado ao sedentarismo, ¢ ao baixo gasto
energético contribui para o acimulo excessivo de gordura corporal e est4 relacionado a
impactos negativos a satide metabolica (RAIMAN et al., 2023; SAUDE, 2024). De
acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), dietas prejudiciais a saude
desempenha um papel critico no aumento da prevaléncia de condigdes cronicas, como
doengas cardiovasculares, cancer, diabete e outras comorbidades associadas a obesidade

(SAUDE, 2023).

No sistema nervoso central (SNC), a cogni¢ao pode ser comprometida por dietas
ocidentalizadas. Evidéncias clinicas e experimentais apontam relagdo etiologica entre o
consumo excessivo de gordura saturada e aglcares simples com o crescimento da
prevaléncia da doenca de Alzheimer (BERRINO, 2002; PASINETTI; EBERSTEIN,
2008) e formas mais leves de declinio cognitivo (ESKELINEN et al., 2008; JURDAK;
LICHTENSTEIN; KANAREK, 2008). De fato, o consumo elevado de dieta rica em
gordura ¢ associado a disfungdes na memoria e aprendizado em criangas (BAYM et al.,
2014), adultos(GOMES GONCALVES et al., 2023) e em idosos (GARDENER, 2014),
demonstrando que o consumo excessivo de gordura na dieta prejudica a cogni¢cdo em
todas as fases da vida (BAYM et al., 2014; GARDENER et al., 2015; GOMES
GONCALVES et al., 2023).

Um estudo multicéntrico recente, com 10.775 individuos, avaliou o consumo de
alimentos ultraprocessados (UPFs) por uma porcentagem da populacdo brasileira no
periodo compreendido entre 2008 a 2019. Os individuos que tiveram um consumo de
UPFs maior do que 19,9% de calorias diarias apresentaram um declinio na performance
cognitiva e uma taxa acelerada de declinio cognitivo global (GOMES GONCALVES et
al., 2023). Em criangas e adolescentes, o sobrepeso e obesidade t€ém sido associados nao
apenas a desfechos metabolicos negativos na fase adulta, mas também a um aumento na
prevaléncia de disturbios psiquiatricos, como a depressao (RAO et al., 2020). Um estudo

longitudinal avaliou uma coorte populacional de criangas com idade entre 3 ¢ 18 anos
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pelo periodo de 31 anos. Demonstrou que o aumento da pressdo arterial sistolica,
colesterol total e obesidade na infancia esta associado a prejuizos na memoria episodica
e aprendizagem associativa durante a fase adulta. Além disso, sobrepeso e obesidade
persistentes desde a infancia até a fase adulta estdo relacionados a um comprometimento
do processamento visual ¢ da atengdo sustentada (HAKALA et al.,, 2021). Essas
evidéncias fortalecem a relagdo entre o consumo de dieta rica em gordura e agucares,

desregulacdo metabolica e predisposicao a disfungao cognitiva.

Além disso, um estudo com criangas de 4 a 12 anos demonstrou que a influéncia
de um estilo de vida negativo dos parentais, como a inatividade fisica, habitos alimentares
inadequados e uso excessivo de telas, exercem impacto significativo na saude dos
descendentes (KONTOCHRISTOPOULOQOU et al., 2024). Durante a gestacao, a obesidade
materna, particularmente no periodo periconcepcional, estd associada a complicagdes
como diabetes gestacional, pré-eclampsia e parto de bebés macrossomicos, além de
efeitos de curto e longo prazo na saiude cognitiva dos descendentes (BASATEMUR et al.,
2013; GODFREY et al., 2017). Em sintese, o padrdo alimentar inadequado das familias
apresenta ndo apenas um impacto imediato sobre a satide metabolica, mas também efeitos
transgeracionais que podem comprometer o SNC da prole. Esses achados destacam a
relevancia de investigar os mecanismos subjacentes as alteragdes metabolicas e
comportamentais induzidas por dietas desbalanceadas, especialmente em fases criticas do

desenvolvimento, para orientar estratégias de prevenc¢ao e intervencao eficazes.

Modelos animais de ingestdo de dietas ricas em gorduras saturadas e agucares
refinados tém sido frequentemente utilizados para inducdo de condicdes relacionada a
disfungdes metabdlicas, como a obesidade, hipertensdo arterial, hiperglicemia e
hipercolesterolemia corroborando a robustez de dados observados em humanos (DE BEM
etal., 2021). Evidéncias experimentais em roedores reforcam os achados epidemioldgicos
que sugerem que o consumo de DH esta ligada ao desenvolvimento de fatores de risco
metabolico e prejuizos nas funcgdes cerebrais (DE SOUZA et al., 2019; FUENTES et al.,
2023). Roedores alimentados com uma dieta rica em aglcar/gordura apresentaram
aumento significativo do peso corporal, da glicemia, resisténcia a insulina, inflamacao
sistémica e acimulo de gordura, alteragdo no metabolismo de lipidios e elevacdo de
biomarcadores de estresse oxidativo em 6rgdo metabolicamente ativos (MORENO-

FERNANDEZ et al., 2018).
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Por outro lado, o consumo de DH tem sido associado a inducdo de
comportamentos ansiosos, depressivos, bem como déficits de memoria e aprendizagem
em roedores (FUENTES et al., 2023; ZHUANG et al., 2022). Dados do nosso grupo
também demonstram o impacto da DH sobre fungdes cerebrais. Observamos que o
consumo de DH por um periodo curto de tempo provocou comprometimento cognitivo
em memoria de reconhecimento, comportamento tipo depressivo, aumento da
permeabilidade da barreira hematoencefalica e diminui¢cdo da capacidade oxidativa de

mitocondria hipocampais de camundongos Swiss (DE PAULA et al., 2021).
1.2 Transmissao intergeracional dos efeitos da obesidade

A transmissao intergeracional refere-se ao processo pelo qual caracteristicas dos
progenitores influenciam geragdes subsequentes por meio de fatores ambientais,
comportamentais e predisposicdo genética (BRANJE et al., 2020; SANTILLI;
BOSKOVIC, 2023). Estudos demonstram que a saude dos progenitores impacta
diretamente seus descendentes, gerando efeitos que podem ser persistentes a curto e longo

prazo, sejam eles benéficos ou prejudiciais(KALMIJIN, 2022).

De acordo com a hipotese das “Origens do Desenvolvimento da Saude e da
Doenca” (DOHaD), o ambiente nos primeiros estdgios da vida influencia o
desenvolvimento e pode aumentar a susceptibilidade a doencas na fase adulta (BARKER,
1995; HEINDEL et al., 2015). A transmissao intergeracional pode ser modulada tanto por
fatores maternos quanto paternos, incluindo a exposi¢ao ambiental das células gaméticas,
dieta, contato com toxinas e tabagismo. Além disso, aspectos especificos do sexo
desempenham um papel relevante, como a heranga materna do 4cido desoxirribonucleico
mitocondrial (mtDNA), o ambiente intrauterino, a fun¢do placentdria e a microbiota
vaginal, além de mecanismos epigenéticos associados ao esperma e ao fluido seminal

paternos (PATTL, 2013; SU; PATTI, 2019).

A heranga epigenética envolve modificagdes na expressdo génica que nao alteram
a sequéncia do DNA, sendo classificadas como intergeracionais, quando afetam
diretamente a geracdo F1 devido a mudangas nos gametas, ou transgeracionais, quando
os efeitos se propagam para geragdes subsequentes (F2 e F3) sem exposicao direta ao
fator desencadeante (FO) (HEINDEL et al., 2015; INSTITUTE OF MEDICINE OF THE
NATIONAL ACADEMIES, 2018; JIANG et al., 2022; SANTILLI; BOSKOVIC, 2023).

Durante o desenvolvimento, adversidades nutricionais, exposi¢do a toxinas e estresse
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podem modular marcas epigenéticas, como a metilacdo do DNA, modificacdes de
histonas e regulag¢do por acido ribonucleico (RNA) ndo codificantes, impactando tanto
células somaticas quanto germinativas e perpetuando alteragdes metabdlicas ao longo das
geracdes (HEINDEL et al., 2017; PATEL; SRINIVASAN, [s.d.]; ZHU; CAOQO; LI, 2019).

'®M»

FO

"

Interferéncia
intergeracional

Interferéncia
transgeracional

F2

Figura 1: Efeitos intergeracionais e transgeracionais. Os efeitos intergeracionais ocorrem nos filhos
(F1) e os efeitos transgeracionais ocorrem nos netos (F2) e bisnetos (F3) da mesma geragédo (F0). Criado
em BioRender. De bem, L. (2025) https://BioRender.com/s§7y521.

O estresse nutricional por desequilibrio dietético pode ocorrer antes, durante ou
apods a concepgao tendo impacto na programagao metabolica a longo prazo (INSTITUTE
OF MEDICINE OF THE NATIONAL ACADEMIES, 2018; SANTILLI; BOSKOVIC,
2023). Esse fenomeno foi amplamente estudado em modelos animais e humanos. Por
exemplo, a prole de roedores submetidos a dieta materna rica em gordura (mHFD)
apresentou alteragcdes na vascularizagdo cortical, desregulagdo na resposta imunologica
cerebral e comportamental, como ansiedade e movimentos repetitivos (BORDELEAU et
al., 2022). Em humanos, Heijmans et al. (2008) destacaram o impacto de eventos adversos
na primeira infincia e a sua associacdo com alteragdes epigenéticas na fase adulta,
observando redu¢do na metilagao do fator de crescimento semelhante a insulina I (IGF2)
em descendentes expostos a desnutricdo periconcepcional (HEIJMANS et al., 2008). Por
outro lado, a supernutri¢do lipidica e glicidica no periodo perinatal pode modificar o
epigenoma nuclear dos descendentes, perpetuando riscos para doengas cardiovasculares,

obesidade, sindrome metabdlica e disfun¢ao endocrinas (JAEGER; SABEN; MOLEY,
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2017). O consumo de HFD pode modular alteragdes epigenéticas e proporcionar o
desenvolvimento de outras desordens metabodlicas. Por exemplo, a nutrigdo cronica com
HFD pode promover reprogramacao epigenética alterando a metilagdo do DNA do tecido
adiposo branco. Além disso, o estresse promovido pelo consumo de uma HFD pode levar
a transcri¢do anormal de gene, promovendo anomalias congénitas (RAI, 2025). Roedores
machos alimentados com HFD por 12 semanas apresentaram regides diferencialmente

metiladas em espermatozoides (DE CASTRO BARBOSA et al., 2016).

O Millennium Cohort Study revelou associacdo entre o indice de massa corporal
(IMC) pré-gestacional materno e desempenho cognitivo reduzido em criangas de 5 e 7
anos de idade (BASATEMUR et al., 2013). Modelos experimentais em roedores e
primatas expdem que obesidade materna afeta a prole, induzindo obesidade, diabetes,
hipertensdo, esteatose hepatica e alteracdes comportamentais devido a mudangas no

metabolismo materno e funcao placentaria (GODFREY et al., 2017).

Além disso, a obesidade parental, especialmente materna, amplifica os riscos para
obesidade infantil e resisténcia a insulina, como relatado em estudos pediatricos
(MARTINEZ-VILLANUEVA et al, 2019). Apesar das limitagdes dos estudos
epidemiologicos humanos, modelos animais oferecem vantagem para a andlise da
transmissao hereditaria devido ao curto ciclo reprodutivo, custo acessivel e similaridade
fisiolégica com os humanos (INSTITUTE OF MEDICINE OF THE NATIONAL
ACADEMIES, 2018).

Por exemplo, o consumo paterno de DH foi associado a fendtipos metabdlicos
prejudiciais na prole, incluindo intolerancia a glicose/insulina e alteracdo na expressao
génica hepatica e de adipocitos (SANTILLI; BOSKOVIC, 2023). Descendentes de pais
submetidos a DH apresentam hipertrofia de adipdcitos e cardiomidcitos, inflamagdo do
tecido adiposo, resisténcia a insulina e disfun¢des cardiovasculares manifestadas da

infancia a fase adulta (INZANI; OZANNE, 2022).

Adicionalmente, Lin e colaboradores (2021) relataram comprometimento da
plasticidade sinaptica e memoria hipocampal na prole de roedores machos submetidos a
DH durante a gestagdo. Outro estudo, demonstrou que a dieta obesogénica materna
durante a gravidez e lactagdo comprometem a neurogénese adulta, resultando em déficits
cognitivos, ansiedade e distarbio de nocicepgio na prole (FABIANOVA et al., 2022; LIN
et al., 2021).
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1.3 Peixe-zebra como modelo de desordens metabolicas

O peixe-zebra (Danio rerio) ¢ um pequeno teledsteo de 4gua doce originario do
sul da Asia. E conhecido popularmente como paulistinha e amplamente utilizado em
aquarismo. Esse organismo apresenta expectativa de vida de 2 a 4 anos, mede entre 3 ¢ 4
cm e exibe dimorfismo sexual marcante. S3o organismos oviparos, caracterizados pela
fertilizagcdo externa e sem cuidado parental, ciclo reprodutivo curto e elevada taxa de
fecundacdo (200 ovos/fémea). A desova das fémeas é estimulada pela presenga dos
machos. A biologia molecular e embrioldgica das células germinativas do peixe-zebra é
semelhante a dos humanos, os peixes-zebras machos apresentam um par de testiculos e
as fémeas possuem ovario. O ciclo de vida dos animais tem inicio com a liberagdao dos
ovulos pelas fémeas e espermatozoides pelos machos, com fertilizagdo externa dos ovos.
A eclosao dos ovos ocorre 48-95 horas depois da fertilizagao. Seus embrides e larvas sao
translacidos, facilitando a observacdo, e possuem um rapido ciclo de desenvolvimento
(DAMMSKI et al., [s.d.]; LICITRA et al., 2024; NASIADKA; CLARK, 2012;
RESENDE; SOCCOL, 2015). O peixe-zebra ¢ um modelo eficiente para estudos de
toxidade transgeracional. No entanto, as restricdes do seu uso sao as limitagdes de estudo
de efeitos placentarios devido a auséncia de um periodo gestacional, como o que ocorre

em mamiferos (ZHAO et al., 2024).

Devido as suas caracteristicas biologicas, o peixe-zebra ¢ um modelo emergente
em pesquisa translacional destinadas a elucidagdo de mecanismos bioldgicos e ao estudo
de diversas doengas humanas. Ele compartilha cerca de 70% dos genes humanos (HOWE
et al., 2013) e apresenta similaridades fenotipicas e anatdmicas com humanos (GUT et
al., 2017; OKA et al., 2010; ZANG; MADDISON; CHEN, 2018). Estudos mitocondriais
também destacam a conservacdo do DNA mitocondrial (mtDNA) e das proteinas
nucleares entre o peixe-zebra e os humanos, com aproximadamente 70% de similaridade

no mtDNA (STEELE; PRYKHOZHIJ; BERMAN, 2014).

O peixe-zebra estd sendo amplamente utilizado em pesquisas cientificas devido
as suas vantagens em relacdo aos roedores, tais como seu baixo custo, rapido
desenvolvimento e alta fecundidade (RESENDE; SOCCOL, 2015). Ele tem sido
amplamente utilizado para investigar distirbios metabdlicos, como hiperglicemia,
diabetes e obesidade (GHADDAR; DIOTEL, 2022). O peixe-zebra apresenta

semelhancas com orgdos e tecidos envolvidos na homeostase energética em mamiferos,
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incluindo o6rgaos digestivos, tecido adiposo e musculos esqueléticos (ZANG;

MADDISON; CHEN, 2018).

A dieta comumente utilizada em laboratérios de peixe-zebra ¢ composta por
nauplios de Artémia (Artemia salina) e dietas comerciais (LAWRENCE et al., 2012).
Modelos de obesidade no peixe-zebra sdo alcangados por meio de uma alta ingestao de
gordura seja, por uma superalimentacao ou pelo consumo excessivo gema de ovo cozido
de galinha. A obesidade por supernutri¢cao pode ser desenvolvida ja nos primeiros dias de
vida. Nesse sentido, diversos modelos de obesidade ja foram descritos para peixe-zebra,
incluindo DIO e modelos genéticos (ZANG; MADDISON; CHEN, 2018). O modelo
DIO, por exemplo, pode ser alcancado em peixe-zebra adulto usando dietas ricas em
gordura, agucar e/ou colesterol, levando ao aumento do peso corporal, indice de massa
corporal, teor de gordura visceral e subcutanea, esteatose e alteragdo metabolica, como
aumento da glicemia de jejum, colesterol e niveis de triglicerideos (LANDGRAF et al.,
2017; MEGURO; HASUMURA; HASE, 2015; OKA et al., 2010). O modelo de
obesidade induzida por dieta (DIO) em peixe-zebra reproduz complicagdes multifatoriais
complexas semelhantes as observadas em mamiferos eleva os niveis de triglicerideos
plasmaticos, IMC e provoca hepatoesteatose (OKA et al., 2010). Numerosos estudos na
literatura demonstram que a ingestdo de gema de ovo por peixe-zebra promove um
fenotipo obeso nos animais, resultando consequentemente em aumento gradual de peso,
comprimento corporal e abdominal, glicemia em jejum e IMC (LI et al., 2023; PICOLO
et al.,, 2021; SU et al., 2021). Esses estudos de DIO em peixe-zebra demonstram a
possibilidade da utilizagdo desse modelo animal para mimetizar a patologia da obesidade
em humanos (FAILLACI et al., 2018). Em larvas, esse modelo demonstra lipogénese
aumentada, esteatose e niveis elevados de triglicerideos (DAI et al., 2015; DEN

BROEDER et al., 2017a; MA et al., 2019; THOMPSON et al., 2024).

O peixe-zebra também ¢ amplamente utilizado em estudos de neurociéncia, com
foco em funcgdes neuroldgicas e comportamentais. Sua rede neuronal apresenta
similaridade com as redes neurais humanas (LIESCHKE; CURRIE, 2007). Estudos
demonstram que a hiperglicemia cronica no peixe-zebra pode aumentar a permeabilidade
da barreira hematoencefalica (BHE), o estresse oxidativo e a inflamagdo, além de reduzir
a plasticidade cerebral (GHADDAR; DIOTEL, 2022). Similar a outros modelos
experimentais, o peixe-zebra pode apresentar mudangas comportamentais e déficits de

memoria induzidos por uma superalimentacdo. Em um estudo recente, nosso grupo de
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pesquisa demonstrou que o tratamento com DH induziu obesidade, além de impactar
funcdes cerebrais relacionadas a comportamentos tipo ansioso e agressivo e fungdes

cognitivas (PICOLO et al., 2021).
1.4 Impacto da dieta obesogénica sobre a mitocondria

As mitocondrias sdo organelas celulares dinamicas, essenciais para o
metabolismo e fundamentais para as fungdes neuronal e muscular, além de desempenhar
papel crucial no metabolismo energético. Dotadas de genoma proprio mtDNA, as
mitocdndrias produzem energia para as células na forma de trifosfato de adenosina (ATP)
por meio da fosforilagdo oxidativa (OXPHOS). Além disso, participam de processos
como sintese de acidos graxos, formacdo de geracdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), termogénese, homeostase do calcio (Ca **) e apoptose. Essas organelas possuem
duas membranas - interna e externa - constituidas por bicamadas lipidicas e proteinas,
separadas pelo espago intermembranar (IM) e pela matriz mitocondrial (CHEN; ZHAO;
LI, 2023; NELSON; COX, 2014; NUNNARI; SUOMALAINEN, 2012; STEELE;
PRYKHOZHIJ; BERMAN, 2014).

No interior da matriz mitocondrial, enzimas do ciclo do 4cido tricarboxilico
(TCA) fornecem transportadores de elétrons como Nicotinamida Adenina Dinucleotideo
(NADH) e Flavina Adenina Dinucleotideo (FADH »), que cedem elétrons para a cadeia
transporte de elétrons (ETC) localizada na membrana interna. (NUNNARI;
SUOMALAINEN, 2012). Esses elétrons transitam por quatro complexos mitocondriais

(IV), promovendo o bombeamento de protons através da membrana interna.

Complexo I (CI, NADH: ubiquinona oxidorredutase) ¢ o complexo II (ClII,
Succinato: ubiquinona oxidorredutase) sdo responsaveis por catalisar a transferéncia de
elétrons para ubiquinona. O Complexo III (CIII, ubiquinol: citocromo ¢ oxidorredutase)
transporta elétrons da ubiquinona reduzida para o citocromo C e, por fim, o complexo IV
(C 1V, citocromo c oxidase) transfere os elétrons do citocromo C para o O: (BANERIJEE;

PURHONEN; KALLIJARVI, 2022; MIMAKI et al., 2012; NELSON; COX, 2014).

O Complexo | desempenha um papel fundamental no metabolismo celular de
humanos e organismos aerdbicos. Ele participa de reacbes de oxidacdo-reducéo,
transferindo os elétrons ao oxidante o NADH, substrato produzido no ciclo do acido
tricarboxilico (TCA) e pela p-oxidacdo de acidos graxos. Nesse processo, 0 Complexo |
utiliza dois elétrons da oxidagdo de NADH para reduzir a ubiquinona a ubiquinol na
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membrana mitocondrial interna (HIRST, 2013). O Complexo II é a inica enzima do TCA
associada a membrana, e catalisa a oxidagdo de succinato a fumarato. Os elétrons gerados
sdo transferidos para o cofator FAD e, através de trés centros de ferro-enxofre (Fe-S),
para a ubiquinona, uma molécula lipofilica que se move na membrana mitocondrial
interna (GOETZMAN et al., 2023). Complexo IIl ¢ formado por um dimero de
mondmeros idénticos. Ele recebe elétrons da ubiquinona (CoQ), reduzido a ubiquinol
(QH2) nos complexos (CI e CII) e transfere-os para o citocromo C, enquanto realiza o
transporte vetorial de protons da matriz mitocondrial para o espago IM. Por fim, o
Complexo IV mitocondrial ¢ uma grande enzima que faz parte da membrana mitocondrial
interna e tem como funcdo transportar os elétrons do citocromo ¢ para o oxigénio
molecular, reduzindo-o em H»0. Além disso, ele utiliza a energia liberada na reagdo redox

para bombear prétons para o IM (NELSON; COX, 2014).

A passagem de elétrons entre os complexos do ETC cria um gradiente
eletroquimico de protons (Ap), composto pela concentracdo de protons (pH) e pelo
potencial de membrana (AY). No complexo V (ATP sintase), a difusdo de protons ao
longo desse gradiente gera energia para a sintese de ATP a partir de Adenosina difosfato
(ADP) (BANERJEE; PURHONEN; KALLIJARVI, 2022; MIMAKI et al., 2012; NOLFI-
DONEGAN; BRAGANZA; SHIVA, 2020)
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aH* aH* 2H* nH*
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Figura 2: Fosforilacio oxidativa. A cadeia transportadora de elétrons (CTE) ocorre na membrana interna
mitocondrial e envolve diversos complexos enzimaticos. O ciclo do acido tricarboxilico, que ocorre na
matriz mitocondrial, gera NADH e FADH 2. Esses transportadores de elétrons transferem seus elétrons
para os Complexos I e Il da CTE. A medida que os elétrons passam pelos Complexos I, II e II, prétons (H
+) sdo bombeados do interior da matriz mitocondrial para o espago intermembrana (IM), fornecendo um
gradiente de protons que ¢ fundamental para produgdo de ATP. No complexo V os elétrons sdo transferidos
para o oxigénio (O2), formando agua (H20). O gradiente de protons gerado ao longo da CTE ¢ utilizado
pelo Complexo V (ATP sintase), que permite que os protons retornem para matriz mitocondrial. Criado em
BioRender. De bem, L. (2025) https://BioRender.com/s87y521.

O funcionamento adequado das mitocondrias ¢ essencial para a homeostase
celular, mas sua disfuncdo pode levar a produgdo excessiva de espécies reativas de
oxigénio (ROS). O excesso de nutrientes nos adipocitos, por exemplo, aumenta a
oxida¢do de acidos graxos, resultando em acumulagao de acetil coenzima A e produgao
exacerbada de NADH e FADH >no TCA. Isso sobrecarrega a ETC, causando vazamento
de elétrons de alta energia e geracdo de ROS, o que pode desequilibrar o sistema de defesa
antioxidante e induzir o estresse oxidativo (PRASUN, 2020). A superproducdo de ROS
pode danificar macromoléculas celulares, comprometendo proliferagdo, diferenciagdo e

apoptose celular (GARCIA-GARCIA et al., 2020).

O cérebro ¢ o principal 6rgao do SNC e necessita de um alto consumo energético.
Contudo, ndo dispde de reservas de energia, necessitando de suprimento ininterrupto de
fontes energéticas. Cerca de 25% da demanda de glicose, uma fonte primaria de energia
corporal, ¢ indispensavel para a realizagdo das fungdes cerebrais, sendo o principal
substrato energético do cérebro (BARROS et al., 2023; BELANGER; ALLAMAN;
MAGISTRETTI, 2011; BONVENTO; BOLANOS, 2021; MAGISTRETTI;
ALLAMAN, 2015). Em estado de repouso, o cérebro utiliza preferencialmente a via
metabdlica da fosforilagdo oxidativa mitocondrial. Em situagdes que exigem alta
demanda energética, como na plasticidade sinaptica, aprendizado e memoria, ele pode
recorrer a outros processos metabolicos, como a glicdlise ou metabolismo do lactato
(YASSINE et al., 2023). Nesse tecido, as diferentes células cerebrais envolvidas na
bioenergética cerebral contabilizam as exigéncias de perfis metabolicos distintos. Os
neurdnios sdo responsaveis pela utilizagdo de 70-80% da energia cerebral para sua
sobrevivéncia, eles utilizam essencialmente o metabolismo oxidativo para a geragdo de
ATP. Mediante a um processo que envolve a OXPHOS mitocondrial com consumo de
oxigénio e geracao de CO: e as mitocondrias neuronais possuem um papel essencial na
sustentagdo da estrutura axonal e renovagdo de neurotransmissores contribuindo para

plasticidade sindptica. Ja os astrocitos utilizam predominantemente a glicolise para a
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producao de ATP, por meio da conversao de glicose em piruvato por uma série de reacdes
metabolicas (BARROS et al., 2023; MAGISTRETTI; ALLAMAN, 2015; SONG; BAI,
SONG, 2025).

Devido a alta exigéncia metabolica neuronal, as mitocondrias desempenham um
papel crucial no seu aporte energético, influenciando sua plasticidade e seu bom
funcionamento. Irregularidades no funcionamento mitocondrial estdo associadas a
comprometimento cognitivo, como o desenvolvimento de doengas neurodegenerativas
(BELENGUER et al., 2019). Descobertas recentes indicam que disfungdes no
metabolismo energético podem estar associadas de forma adversa ao envelhecimento
cerebral. Ainda, a adogdo de habitos prejudicais a satide, como a inatividade fisica,
consumo dietético excessivo e déficit de atividade cognitiva, reforga ainda mais essa
relagdo (CAMANDOLA; MATTSON, 2017; KAPOGIANNIS, 2015). Em virtude do
estado ectotérmico, as exigéncias metabdlicas no cérebro de peixes sdo entre 20 e 50
vezes menores do que as observadas em mamiferos. Além disso, semelhante aos
mamiferos em teledsteos o processo de oxidacdo da glicose e a fosforilacdo oxidativa
mitocondrial sdo os principais responsaveis no fornecimento de ATP exigidos em
diferentes atividades neuronais que necessitam de energia, porém o que difere ente os

grupos sdo as necessidades de renovagao de glicose (SOENGAS; ALDEGUNDE, 2002).

Estudos conduzidos pelo nosso grupo de pesquisa demonstraram disfungao
mitocondrial em o6rgdos metabolicos € no hipocampo de camundongos expostos
precocemente a uma dieta obesogénica. Esses camundongos apresentaram astrogliose e
alteragdes comportamentais, incluindo déficits de memoria dependente do hipocampo
(VILELA et al., 2023). Em outro estudo com roedores, o consumo de HFD levou a
prejuizos metabolicos e no SNC, incluindo comprometimento da func¢do e estrutura das
mitocondrias dos oligodendrdcitos (LANGLEY et al., 2020). Esses achados destacam o
impacto deletério de dietas obesogénicas sobre a fun¢cdo mitocondrial, com consequéncias

significativas para a saude metabolica e neurolédgica.

1.5 Disfuncio mitocondrial e Regulaciao Epigenética em peixe-zebra: Evidéncias de
Efeitos intergeracionais

Em um estudo realizado com peixe-zebra machos alimentados com HFD, foi
observado que o tratamento dietético induziu obesidade, esteatose hepatica e prejudicou

0 comportamento locomotor dos animais. Além disso, o trabalho evidenciou prejuizos na
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biogénese mitocondrial muscular, incluindo mitocondrias degeneradas, aumentadas e
inchadas, acompanhadas de supressdo da fungdo mitocondrial e desregulagdo nos
processos de fisséo e fusdo. (ZOU et al., 2022). Em outro estudo, a HFD enriquecida com
propionato causou danos intestinais, como aumento de ROS e disfun¢do mitocondrial
(DING et al., 2021)

O peixe-zebra ¢ um modelo promissor de estudo intergeracional, pois a maioria
das alteracdes epigenéticas que ocorrem durante o processo de desenvolvimento ¢
preservada em vertebrados (BALASUBRAMANIAN; RAGHUNATH; PERUMAL,
2019). Por exemplo, um estudo investigou o efeito intergeracional da exposi¢ao ambiental
materna pré-natal ao 6xido de grafeno modificado com polietilenoimina e irradiado por
luz solar. Os resultados indicaram uma maior taxa de ma formacgao e estresse oxidativo
na progénie. A andlise de ultraestrutura mitocondrial, revelou danos significativos na
membrana externa e nas cristas mitocondrias. A prole apresentou alteracdes no repertorio
comportamental, incluindo menor atividade locomotora, prejuizos no comportamento
social e menor capacidade de resposta a estimulos ambientais. Além disso, andlises

epigenéticas mostraram alteragdes na metilagdo do DNA (VALLES et al., 2020).

Seguindo essa linha de pesquisa, um estudo sobre genotoxicidade intergeracional
envolvendo a exposicdo ambiental a um fungicida agricola demonstrou que a prole de
peixes tratados apresentou menor taxa de eclosdo, comprimento corporal reduzido,
frequéncia cardiaca alterada, desenvolvimento anormal e aumento de movimentos
erraticos no repertdrio comportamental. O tratamento também impactou a regulagdo

epigenética, alterando a expressdo génica (TIAN et al., 2023).

O peixe-zebra também ¢ um modelo eficaz para estudar os impactos da obesidade
intergeracional. Em um estudo recente, peixes-zebra obesos, alimentados com dieta rica
em gordura e carboidrato, geraram uma prole que também apresentou obesidade. Em
particular, os descendentes de progenitores alimentados com dieta rica em carboidrato
demonstraram menor atividade em testes de tigmotaxia quando comparados a outros
grupos (TURKOGLU et al., 2022). No entanto, esse estudo analisou apenas o periodo em
que a prole dependia exclusivamente do saco vitelino para se alimentar, destacando a
necessidade de investigagdes adicionais que abarquem os periodos larval, juvenil e

adultos desse modelo.
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2. JUSTIFICATIVA

A obesidade ¢ uma das doengas com uma maior incidéncia mundial
(CAMMARANO et al., 2022). De acordo com a dados da OMS, a obesidade adulta
em todo mundo dobrou desde 1990 ¢ em adolescentes quadruplico (SAUDE, 2024).
Atualmente, a obesidade ¢ comumente presente em ambientes sociais de desvantagem
socioecondmica, com um menor acesso a informagao e cuidados com a satde, piores
escolhas alimentares e falta de acessibilidade a instalacoes de atividades fisicas
(CAMMARANO et al., 2022). Essas alteracdes nos padroes alimentares das familias
nos ultimos anos, impulsionadas pelo aumento da acessibilidade e consumo de
alimentos ultraprocessados, ricos em gorduras e agucares, t€ém contribuido para o
aumento substancial de disfun¢des metabolicas, como obesidade ¢ diabete,
impactando negativamente a saide das populagdes. Esses efeitos ndo se limitam a
geragdo atual, podendo alcangar os descendentes e até mesmo geracdes futuras,
influenciando o desenvolvimento metabdlico e neuronal.

Complicacdes relacionadas as doencas metabdlicas e comportamentais,
incluindo maior predisposi¢cdo a obesidade e alteragdes em aspectos cognitivos, como
concentracao, aprendizado € memoria, ja sdo descritas nos descendentes. Revisdes na
literatura demonstram relagdo entre a obesidade parental e uma maior suscetibilidade
ao desenvolvimento de obesidade na prole, englobando um risco significativo de
obesidade infantil (HEMMINGSSON et al., 2023). Criangas cujos progenitores
consomem dietas desbalanceadas demonstram maior vulnerabilidade a esses efeitos
adversos, refor¢ando a urgéncia em compreender os mecanismos subjacentes a essa
heranga metabolica e comportamental, que pode ter um carater intergeracional e
transgeracional. Estimativas do Atlas Mundial da Obesidade 2024, demonstram que
de acordo com as tendéncias atuais, cerca de 770 milhdes de criangas e adolescentes
em todo mundo apresentardo sobrepeso ou obesidade at¢ 2035 (WORLD OBESITY,
2024). A obesidade durante a infincia e a adolescéncia pode contribuir para danos
psicossociais como desempenho escolar prejudicado, menor qualidade de vida e
bullying. Além disso, ao longo da vida, pode favorecer o desenvolvimento de diabete

tipo 2, doengas cardiacas, prejuizos na saude Ossea e complicagdes reprodutivas

(SAUDE, 2024).
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A utilizacdo do modelo do peixe-zebra para estudos intergeracionais e
transgeracionais apresenta vantagens significativas em comparacao com modelos de
roedores pelo seu baixo custo, ciclo de vida rapido e alta fecundidade (RESENDE;
SOCCOL, 2015). Pesquisas emergentes demonstram que o peixe-zebra € um potente
modelo experimental para ser utilizado em diversas areas. No entanto, em virtude da
pouca exploracdo do seu potencial translacional, sdo necessarios trabalhos para
expandir o uso desse novo modelo. Ainda, poucos estudos avaliaram a interferéncia
intergeracional da dieta com alta ingestdo de gordura e as complica¢es associadas a
prole. Assim, esse trabalho teve como objetivo decifrar as mudancas metabolicas e
comportamentais induzidas por DH na prole do peixe-zebra e assim contribuir com

novas medidas de prevencéo e tratamento.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar os efeitos da ingestdo de uma dieta obesogénica por progenitores (FO)
sobre os desfechos metabolicos, bioenergéticos, € comportamentais na prole de peixe-

zebra (F1).
3.2 Objetivos especificos

Avaliar o efeito da alimentagdo parental com dieta obesogénica nos progenitores
(FO machos e fémeas) e na prole de peixe-zebra (F1- 5 meses pos fertilizagao) sobre os

seguintes parametros:

e  Morfo-metabolicos: peso corporal, IMC e os niveis sanguineos de glicose;

e Comportamentais: teste do tanque novo para avaliar a atividade motora e o
comportamento semelhante a ansiedade e o teste do labirinto em T para mensurar
memoria e aprendizado;

e Bioenergéticos: analise do consumo de oxigénio no encéfalo por respirometria de
alta resolucao;

e Viabilidade e sobrevivéncia: avaliagdo da morfologia dos ovos e sobrevivéncia

larval.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Os progenitores (F0) utilizados no experimento foram peixes-zebra (Danio rerio)
adultos de tipo selvagem, adquiridos de fornecedor local (Acquaplan, DF, Brasil). Os
animais foram mantidos em sala de experimentagcdo com paredes azuis, onde os aquarios
foram organizados em estantes apropriadas. Os peixes foram alojados em aquérios de
vidro (18 cm de largura, 15 de comprimento e 20 de altura) contendo 4 litros de agua
retirada do sistema ZebTEC (Tecniplast, Itdlia) com aeragao permanente. A temperatura
foi controlada em 27 £ 1 °C, e o fotoperiodo de claro/escuro foi de 12 h/12h (luzes acessas
as 8 horas). O controle da dgua foi realizado por meio de kits para deteccdo de amonia
toxica e nitrito Labcon Test (Alcon Ltda., Santa Catarina, Brasil) e o pH, de 7,0 £ 0.5%,
foi verificado por meio de um pHmetro, condutibilidade de 650 + 100 uS/cm, saturagao

de oxigénio de % 95 e a 4gua renovada a cada 2 dias.

4.2 Protocolo experimental

3.2.1 Efeito intergeracional do consumo de dieta hiperlipidica (DH) sobre desfechos
metabolicos, bioquimicos e comportamentais na prole. Como a ingestdo de dieta

obesogénica na geracdo F0 pode afetar desfechos metabdlicos, bioquimicos e

comportamentais na F1 do peixe-zebra (Danio rerio)?

- === F1 DC

- FO-DC ¢ —
. DC <
h‘ ==, F1 DH ol
_ < . DC . +-
Peixe-zebra *".‘ DH -‘_‘. g= F1 DC .ol
adultos FO-DH ¢ —
=== F1DH + ol
1) Progenitores FO (2) Prole (F1)
Dias 36 66 0 Meses 5 Dias 18
Fertilizagéo Teste Testa

Comportamental |
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FO

Figura 3: Protocolo experimental. Os progenitores adultos FO (machos e fémeas) foram alimentados
diariamente com as dietas experimentais: dieta controle (DC) ou dieta hiperlipidica (DH). Ap6s um periodo
inicial de 36 de alimentacdo com as respectivas dietas, foram realizados os cruzamentos para obtengao dos
ovos. Os progenitores (F0) continuaram recebendo as dietas experimentais (DC ou DH) por 8 semanas
(fémeas) ou 9 semanas (machos). Os ovos foram coletados e selecionados, e as larvas viaveis foram
mantidas com dieta padrdo (DC) até atingirem 5 meses pos-fertilizagdo (mpf). Apos este periodo de
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crescimento, a prole (F1) foi separada de acordo com a dieta dos progenitores: prole de progenitores
alimentados com dieta controle (FIDC) e prole de progenitores alimentados com dieta hiperlipidica
(F1IDH). A prole entdo foi submetida a uma dieta experimental (DC ou DH) por 14-18 dias. Ao final de
cada tratamento, os individuos adultos progenitores (FO) e prole (F1) foram submetidos a testes
comportamentais. Em seguida, os animais foram eutanasiados para coleta de sangue e realizagio de analises
morfométricas. O encéfalo foi dissecado para a avaliagdo do consumo de oxigénio por oximetria de alta
resolugdo e para analises enzimaticas. Criado em BioRender. De bem, L. (2024)
https://BioRender.com/s87y521.

Este estudo investigou os efeitos diretos da DH tanto nos progenitores (F0) quanto
o efeito intergeracional da DH sobre a prole (F1). Todos os procedimentos foram
realizados de acordo com as normas de manuseio e uso de animais recomendados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais. Antes do inicio do experimento, as fémeas
progenitoras (F0O) foram submetidas a um ciclo de cruzamento-reproducao para induzir a
desova, garantindo que estivessem aptas para o protocolo. Fémeas que nao desovaram
foram removidas do estudo. Um total de 78 peixes-zebra adultos da geragao FO (50
machos e 28 fémeas) foram divididos em 16 aquarios. O experimento foi conduzido em
duas etapas. Na primeira etapa, os progenitores (FO machos ou fémeas) foram
alimentados por 36 dias com dietas especificas: dieta controle (DC), composta por 7,5
mg/peixe de ragdo comercial seca (Tetra-ColorBits 47,5% de proteinas, 6,5% de gorduras,
18% de carboidratos 4,9 cal/mg; Tetra, Alemanha), ou dieta hiperlipidica (DH), composta
por 5 mg/peixe de ragdo comercial suplementada com 15 mg/peixe de gema de ovo cozida
(26% de gordura, 16% de proteinas, 2% de carboidratos, 3,23 cal/mg). A alimentacdo era
oferecida uma vez ao dia, entre 14h e 16h, e o peso dos animais foi registrado

semanalmente.

Apos os 36 dias de alimentacao experimental, foram realizados cruzamentos para
a obten¢do da prole F1. Para isso, os peixes FO foram alojados em caixas de reproducao
individuais do sistema ZebTEC, com enriquecimento ambiental que estimula a desova
das fémeas. Os cruzamentos ocorreram a noite, com dois machos para cada fémea, ¢ a
desova foi induzida pela exposi¢ao a luz na manha seguinte. Foram necessarios quatro
ciclos de reprodugdo para coletar 3.067 ovos, assegurando um niimero adequado para o
experimento. Apos o cruzamento, os progenitores FO continuaram recebendo as dietas

experimentais (DC ou DH) por até 8 semanas para fémeas e 9 semanas para machos.

Na segunda etapa, avaliamos o efeito intergeracional da DH sobre a prole (F1).
Os ovos viaveis foram selecionados sob microscopio estereoscopico binocular (Stemi

508, Zeiss, Alemanha), totalizando 2.930 ovos viaveis e 137 ndo vidveis (coagulados).
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Ovos viaveis foram transferidos para aquarios menores (200 ovos/2 L de agua filtrada do
sistema ZebTEC), mantidos a 27 = 1 °C e sob fotoperiodo controlado. No primeiro dia,
foi adicionado azul de metileno a d4gua para prevenir contaminagdo flingica, e a limpeza
dos aquarios foi realizada diariamente até 30 dias pds-fertilizacao (dpf) e, posteriormente,
a cada 2 dias, por meio da troca parcial de 4gua. Durante os primeiros sete dias, as larvas
se alimentaram de reservas endogenas do vitelo; apds o sexto dia, iniciaram-se as
alimentacdes exogenas com dieta controle (DC), oferecida uma vez ao dia até a fase
adulta. A partir dos 30 dpf, as larvas foram realocadas no sistema ZebTEC e mantidas até
5 mpf. Ao atingirem essa idade, foram selecionadas (18—20 animais/grupo) de forma
randomizada e transferidas para aquarios de vidro na sala de experimentacdo para um
periodo de aclimatagdo de uma semana. Apds a aclimatacgdo, a prole F1 foi submetida a
uma dieta experimental (DC ou DH) por 14-18 dias e dividida em quatro grupos
experimentais (18—20 animais/grupo):

Tabela 1: Grupos experimentais: Progenitores adultos FO (machos ou fémeas) e prole
(F1)

Progenitores Prole
(Machos ou Fémeas)
F1-DC
FO-DC
F1 - DH
F1-DC
FO - DH
F1 - DH

Em relacdo a prole (F1) os peixes foram divididos em quatro grupos de acordo
com a dieta experimental parental e a dieta da prole (Tabela 1). Os grupos que receberam
a dieta controle (DC) foram alimentados com uma mistura (1:1) de duas ragdes comerciais
(Tetra-ColorBits e Tetra Tetramin, Alemanha), trituradas até obter um po fino, fornecido
até a saciedade. Para padronizar a quantidade de ragdo disponibilizada, colocamos a ragao
na ponta de uma espatula pequena. Os grupos que receberam a dieta hiperlipidica (DH)
foram alimentados com ragao Tetra-ColorBits suplementada com gema de ovo de acordo
com o protocolo de Broeder et al. (2017). A gema foi cozida por 10 minutos, diluida em
agua do sistema (1 g/15 mL) e alocada em tubos de 0,5 mL, armazenada a -20 °C até o
uso. Foi ofertado aproximadamente 33 mg de gema por aquario. Os peixes foram
alimentados uma vez ao dia, por 14-18 dias, e pesados no final do experimento. Ao final

do protocolo experimental, os animais (progenitores FO e prole F1) foram submetidos a
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testes comportamentais. Em seguida, foram anestesiados e eutanasiados para coleta de
sangue e analise morfométrica. O encéfalo foi dissecado para avaliar o consumo de
oxigénio por oximetria de alta resolucdo. Todos os protocolos experimentais utilizados
neste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) do

IB/UnB (n° 23106.075530/2024-12).

4.3 Parametros metabolicos
4.3.1 Caracterizacao da obesidade

4.3.1.1 Peixes adultos

Para avaliar o impacto das dietas sobre o peso corporal dos peixes adultos, foram
realizadas pesagens semanais. O procedimento de pesagem seguiu um método
padronizado: os peixes foram cuidadosamente retirados dos aquarios com redes e, apds
uma leve secagem em papel absorvente na bancada, foram transferidos para um béquer
contendo agua do sistema ZebTEC, previamente tarado em uma balanga de precisao.
ApoOs estabilizagdo da balanca, o peso de cada animal foi registrado. O comprimento
padrdo dos peixes foi avaliado ao final do protocolo experimental. Para essa medida, os
animais foram anestesiados com tricaina (0,2%) e posicionados lateralmente sobre um
papel branco na bancada, proximo a uma régua para referéncia de escala. Em seguida,
cada peixe foi fotografado individualmente com uma camera digital. As imagens foram
analisadas utilizando o software Image] (NIH, Bethesda, Estados Unidos), onde o
comprimento padrdo foi definido como a distancia entre a ponta da cabeca e o pediinculo
caudal. O indice de massa corporal (IMC; mg.cm™) foi calculado para cada peixe,
utilizando o peso corporal médio da ultima pesagem (mg), dividido pelo quadrado do
comprimento padrdo (cm?), conforme descrito por Oka et al. (2010) e Picolo et al. (2021)

(OKA et al., 2010; PICOLO et al., 2021).
4.3.1.2 Periodo Larval

As larvas foram separadas em grupos de acordo com a dieta parental e colocadas
individualmente em placa de Petri, sendo fotografadas semanalmente a partir do décimo
primeiro dia de dieta. As imagens foram obtidas com em estereoscopio binocular Stemi
508 com ampliacao de 2.0x e 1.6x (Zeiss, Alemanha). O crescimento foi monitorado pelo

comprimento padrdo (da ponta da cabeca até o pedunculo caudal). As analises de
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comprimento foram realizadas no software ImageJ, conforme descrito em Den Broeder

et al. (2017) (DEN BROEDER et al., 2017b).
4.3.2 Retirada de sangue e encéfalo

Apo6s um periodo de jejum noturno, os niveis de glicose no sangue dos animais
foram determinados. Para isso, os peixes foram anestesiados em solu¢do de tricaina 0,2%
por cerca de 2 minutos, ou até a obtencdo de anestesia completa. Em sequéncia, uma
pequena incisdo transversal foi realizada na cauda, proxima a nadadeira anal, para coleta
do sangue. As medicdes de glicose foram realizadas imediatamente utilizando um com
glicosimetro (One-Touch Ultra, Accu Check) conforme descrito por (Pedroso et al.,
2012). Para a dissecacdo do encéfalo, os animais foram colocados em um béquer com
gelo por 2 minutos e eutanasiados por choque térmico. Apoés a eutanasia, o encéfalo foi
cuidadosamente dissecado e coletado para andlises posteriores, seguindo o protocolo de

(GUPTA; MULLINS, 2010).
4.4 Analises comportamentais

Para a realizag¢do dos testes, foram utilizados animais adultos (n = 15 por grupo)
da geracao FO (fémeas com 58 dias e machos com 66 dias de dieta) e animais da geracao
F1 (n =21 a 23 por grupo) com 5 mpf. Os testes foram realizados no periodo entre as
9:00h e 16:00h em aquarios retangulares com (15 cm de comprimento x 20 cm de altura
x 18 cm de largura) contendo 4 L de 4agua do sistema ZebTEC (27 £ 1 °C). O aparato
utilizado foi um biombo de isopor branco para evitar interferéncias no campo visual,
dividido em trés quadrantes com um aqudrio em cada. Adicionalmente, colocamos papel
celofane azul nas luminarias e a quantidade de luz foi quantificada com luximetro. Os
animais estavam em jejum noturno, ¢ foram submetidos a um periodo de uma hora de
aclimatacdo antes da realizagdo de cada teste, realizados em dias seguidos. Os videos
foram registrados por camera na parte frontal e superior dos aquarios e analisados no

software ANY-maze (versdo 7.37, Stoelting Co., Wood Dale, IL, EUA).
4.4.1 Teste de tanque novo (TTN)

O TTN visou avaliar as atividades locomotoras e exploratérias estimuladas por
um novo ambiente. O peixe-zebra, ao ser introduzido a um novo ambiente, tende a ficar
0 maior tempo na area inferior do aquario e, gradualmente, se deslocar para a superior,

explorando a superficie (LEVIN; BENCAN; CERUTTI, 2007). Os animais foram
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colocados individualmente no aparato com o auxilio de uma rede e deixados explorar o
ambiente livremente por 6 minutos. O tempo de analise do teste ¢ de 5 minutos, o aquario
¢ divido virtualmente em duas areas iguais (superior e inferior). A distancia percorrida,
velocidade méaxima e angulo de giro absoluto sdo utilizados como medida de locomogao.
Ja a laténcia para entrada na area superior, o tempo na zona inferior, o tempo na zona
superior, os movimentos erraticos e o indice de exploragdo sdo utilizados como medida
de ansiedade induzida por um novo ambiente (BENCAN; SLEDGE; LEVIN, 2009;
FONTANA et al., 2019; PICOLO et al., 2021). O indice de exploragdo (IE = ZN/ (ZN
+Z1) x 100, onde ZN e ZI sdao o tempo de exploragdao da zona superior e inferior,
respectivamente) ¢ calculado. Todos os dados sdo extraidos offline e obtidos por analise

automatizada utilizando o software ANY-maze.
4.4.2 Teste de labirinto em T (TLT)

O teste de labirinto em T verificou se a aprendizagem espacial € a memoria de
curto prazo dos animais (NINKOVIC et al., 2006) foram alteradas pelo tratamento das
dietas experimentais. O peixe-zebra apresenta a capacidade de adquirir e lembrar
informacdes espaciais (GERLAI, 2016). Sendo assim, o teste baseia-se na tendéncia do
peixe-zebra em explorar ambientes novos. Com a consolidacdo da memoria de curto
prazo do animal, espera-se que ele explore por mais tempo o brago novo em relagao ao
antigo. O aparato foi projetado como um aquario em formato de T, com um brago longo
e dois bracos curtos (30 cm de comprimento, 10 cm de altura e 10 cm de largura). As
paredes foram cobertas com papel adesivo preto para evitar estimulos externos e o fundo
com papel adesivo branco para realgar a cor do animal em relagdo ao aparato. Sdo
colocadas pistas visuais diferentes em cada brago curto (circulos, tridangulos e quadrados).
O teste consiste em duas fases com duragao de 6 minutos cada, sendo a fase de treino e a
fase de teste. No treino, o animal é colocado no brago inicial ¢ um dos bragos curtos do
aparado ¢ fechado com uma placa de vidro preta, proibindo a entrada do animal,
denominado de brago novo. O animal pode explorar o braco inicial e o brago curto aberto,
livremente, durante o tempo do teste. Os bragos novos e antigos foram randomizados para
reduzir a preferéncia dos animais por um dos lados. Ao fim do treino, o animal ¢ retirado
do aparato e colocado de forma individual em um pequeno aquario. Despois de uma hora
do periodo de retencdo de memoria espacial, o animal ¢é recolocado no labirinto para a
fase de teste. Nessa fase, o animal ¢ disposto no braco inicial e os outros dois bragos

curtos encontram-se abertos. Os parametros de locomocao analisados foram distancia
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total percorrida, velocidade maxima e o angulo do giro absoluto. O tempo no brago novo,
tempo no braco antigo e o indice de memoria sdo utilizados como consolidacdo de
memoria espacial (MOREIRA; LUCHIARI, 2022). O indice de exploragdo (IE = TN/
(TN+TA) x 100, onde TN e TA sdo o tempo de exploragdo no brago novo e antigo,
respectivamente) ¢ calculado. Todos os dados sdo extraidos offline e obtidos por analise

automatizada utilizando o software ANY-maze.

4.5 Analise Bioenergética

4.5.1 Avaliag¢ao do consumo de oxigénio

O consumo de O: foi determinado pela andlise do metabolismo mitocondrial,
utilizando o consumo de oxigénio pela respirometria de alta resolucdo (RAR) no
respirdmetro Oxygraph-2k (Oroboros, Innsbruck, Austria) a 28°C. A técnica foi utilizada
para mensurar e interpretar os resultados obtidos do metabolismo mitocondrial em tempo
real. Para isso, utiliza-se o oxigrafo que tem duas cameras equipadas com sensores de
oxigénio polarografico. Ao analisar a fun¢do mitocondrial, é possivel identificar
diferentes estados metabolicos através da titulagdo com seringas hamilton nas cameras do
oxigrafo de substratos e inibidores, conforme o protocolo experimental. Os resultados
obtidos sdao observados em um software, por meio de graficos que demonstram a taxa de
consumo de oxigénio (DJAFARZADEH; JAKOB, 2017; GNAIGER, 2020). Em seguida,
o método de Bradford foi realizado para normalizagdo dos dados da oximetria pela
determinacdo do total de proteinas nas amostras (BRADFORD, 1976).

Apos a dissecacdo, o encéfalo dos progenitores foi coletado, adicionado 200 p L
de meio de reacdo (MR) (MR: sacarose 125mM, KCl 65mM, K-HPOs 2mM, MgCl.
ImM, Hepes 10mM e EGTA 0,2mM) e homogeneizado com homogeneizador Potter
produzido de vidro-teflon. Na oximetria foram adicionados 100ul da amostra
homogeneizada e 2 mL de tampao MR e 0,1% de albumina sérica bovina livre de acidos
graxos (Bovine Serum Albumin fat-free, BSA fat-free). Na prole, foram feitos pools de 2
encéfalos por grupo e adicionados 150 p L de meio de reagdo MR para o DC e 350 MR
para o DH e foram homogeneizados com homogeneizador Potter. Na oximetria foram
adicionados 80ul das amostras homogeneizadas ¢ 2 mL de tampao MR e 0,1% de
albumina sérica bovina livre de acidos graxos (Bovine Serum Albumin fat-free, BSA fat-
free). Uma parte das amostras foi reservada para a dosagem de proteinas pelo método de

Bradford.
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Nos dois protocolos, as amostras foram colocadas no respirdmetro, substratos e
drogas (inibidores) foram utilizados para avaliar os estados respiratorios. Adicionamos
piruvato + malato (PM: 15 e 7,5 mM) substratos relacionados ao complexo I. A adenosina
di-fosfato (ADP: 500uM) para avaliar o estado da fosforilagdo oxidativa mitocondrial
(OXPHOS). Na sequéncia, foi adicionado succinato (S: 12mM) para analisar o complexo
II. A adigdo da oligomicina (0,2 pg/mL) foi usada para analisar o vazamento de prétons,
por inibicdo da producao de ATP, o estado de capacidade respiratdria relacionada a ATP-

sintase (ATP-linked) foi calculado como:
ATP—linked = [Fluxo de oxigénio (OXPHOS — vazamento de protons)]

A respiracdo maxima foi atingida com a titulagdo de cianeto de carbonila 3-

clorofenil-hidrazona (CCCP) (0,6 uM).
4.6 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o software Graphpad Prism
(GraphPad, Califérnia, EUA, versao 9.2). Em todos os testes os outliers foram detectados
através do método de ROUT (Q = 1%) e excluidos em seguida. Para verificar a
normalidade dos dados, foram aplicados os testes de D'Agostino & Pearson, Shapiro-
Wilk e Kolmogorov-Smirnov e a distribui¢ao foi considerada normal se passou em pelo
menos um dos testes. Os dados paramétricos foram expressos na forma de média + erro
padrdo da média (EPM) e analisados utilizando o 7este t de Student. Os ndo paramétricos
foram expressos pela mediana + intervalo interquartil e para cada caso os testes
especificos estdo descritos na sessdo de resultados. Os dados s@o considerados

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

5.1 Efeito da DH sobre os progenitores

5.1.1 Efeito da DH sobre parametros morfometabdlicos nos progenitores fémeas (F0)

O peso das fémeas FO foi avaliado semanalmente para monitorar alteragdes
morfometabolicas ao longo do experimento. A andlise estatistica do peso corporal ao
longo do tempo indicou um efeito significativo da DH sobre a massa corporal das fémeas.
A Figura 4A representa a progressdo temporal do peso corporal nos diferentes grupos
experimentais. Observou-se um aumento significativo no peso corporal das fémeas
alimentadas DH ao longo do tempo, conforme demonstrado pela anélise de regressao
linear [F (2, 156) = 6,618; p = 0,0017]. O coeficiente de correlagdo de Pearson (r) foi -
0,5359 para DC e 0,5321 para DH (A). Ao final do protocolo, os animais do grupo DH
apresentaram um peso significativamente maior em comparacao ao grupo controle (DC)
(B; p<0,05). No entanto, ndo foram observadas diferengas significativas nos parametros
de comprimento corporal (C; p = 0,9344) e indice de massa corporal (IMC) (D; p =
0,3016) entre os grupos. Além disso, a ingestao da DH nao alterou os niveis sanguineos

de glicose em jejum (E; p = 0,2129).
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Figura 4: Efeito da DH nos parametros morfometaboélicos. As fémeas FO foram alimentadas por 58 dias
com DC ou DH. (A) Peso corporal ao longo do tempo do protocolo experimental. (B) Peso corporal final
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no ultimo dia de experimento. (C) Comprimento corporal no ultimo dia de experimento. (D) IMC no Gltimo
dia de experimento. (E) Glicemia em jejum. Os dados paramétricos sdo expressos como média + EPM.
Para comparagdo entre 2 grupos, foi utilizado o teste t de Student. n = 12-15 por grupo. Os asteriscos
indicam diferenga estatistica em comparagdo com o grupo DC.*p<0,05.

5.1.2 Efeito da DH sobre parametros morfometabolicos nos progenitores machos
(F0)

O peso dos machos FO foi avaliado semanalmente para monitorar alteragdes
morfometabolicas ao longo do experimento. A Figura 5 ilustra a evolugdo temporal do
peso corporal de cada grupo experimental. A analise estatistica dos dados de peso ao longo
do tempo, foi realizada por regressao linear, ndo indicou diferenca significativa entre os
grupos [F (1, 272) = 0,05430; p = 0,8159]. O coeficiente de correlagdo de Pearson (r) foi
0,1409 para DC e -0,2668 para DH, indicando a auséncia de um efeito significativo (A).
No entanto, a analise do peso corporal final dos machos demonstrou que os animais do
grupo DH apresentaram um peso significativamente maior em comparagdo ao grupo
controle (DC) (B; p<0,01). Além disso, o consumo da DH resultou em um aumento
significativo no comprimento corporal dos animais machos do grupo DH em comparacao
ao grupo DC (C; p<0,01). Nenhuma diferenca foi observada no IMC (D; p = 0,1443) ou
nos niveis de glicemia em jejum (E; p = 0,3076), indicando que a dieta hiperlipidica nao

alterou esses parametros metabolicos.
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Figura 5: Efeito da DH nos parametros morfometabélicos. Os machos FO foram alimentadas por 66
dias com DC ou DH. (A) Peso corporal ao longo do tempo do protocolo experimental (n = 24-25 por grupo).
(B) Peso corporal final no ultimo dia de experimento. (C) Comprimento corporal no ultimo dia de
experimento. (D) IMC no ultimo dia de experimento. (E) Glicemia em jejum. Os dados paramétricos sdo
expressos como média = EPM. Os ndo paramétricos foram expressos pela mediana + intervalo interquartil
e analisados por meio do teste de Mann-Whitney. Para comparacéo entre 2 grupos, foi utilizado o teste t de
Student (B, C, D, E n = 16-18 por grupo). Os asteriscos indicam diferenga estatistica em comparagdo com
o grupo DC. ** p<0,01.

5.1.3 Impacto da DH sobre comportamento exploratorio e tipo-ansioso em
progenitores fémeas

O teste de tanque novo foi utilizado para avaliar a exploracdo vertical e o
comportamento tipo-ansioso dos animais. Espera-se que, no inicio do teste, o peixe-zebra
permane¢a no fundo do aquario e, com o tempo, explore a zona superior (Protocolo
experimental, A). Os resultados demonstram que as fémeas alimentadas com DH
apresentaram uma redugdo significativa na distancia total percorrida em comparagao ao
grupo DC (B; p<0,05). No entanto, ndo foram observadas diferengas significativas na
velocidade méaxima (C; p=0,1299) e no angulo de giro absoluto (D; p = 0,0863) entre os
grupos. Por outro lado, a andlise do comportamento exploratdrio revelou que as fémeas
alimentadas com DH passaram menos tempo na zona superior do tanque (E; p<0,05) e
apresentaram um indice de exploragao reduzido em comparacao ao grupo DC (F; p<0,05).
Esses achados indicam que a DH induziu alteragdes comportamentais associadas a um

fenotipo tipo-ansioso nas fémeas adultas de peixe-zebra (F0).
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Figura 6: Anadlise comportamental em adultos. A DH promoveu um efeito significativo no
comportamento dos animais. (A) Protocolo experimental. (B) Distancia total percorrida. (C) Velocidade
maxima. (D) Angulo de giro absoluto. (E) Tempo na zona superior. (F) indice de exploragio. O indice de
exploragdo ¢ calculado (IE = ZN/ (ZN +ZI) x 100, onde ZN e ZI sdo o tempo na zona superior ¢ inferior,
respectivamente). Os dados paramétricos sdo expressos como média = EPM. Para comparagio entre 2
grupos, foi utilizado o teste t de Student. n = 9 por grupo. Os asteriscos indicam diferenca estatistica em
comparagdo com o grupo DC.*p<0,05.

5.1.4 A DH promoveu comportamento tipo-ansioso sem impactar a atividade

locomotora em progenitores machos (F0)

O teste de tanque novo foi utilizado para avaliar a capacidade locomotora e o
comportamento tipo-ansioso dos animais (Protocolo experimental, A). Os resultados
indicam que a DH nao afetou a atividade locomotora dos machos, uma vez que nao foram
observadas diferengas significativas na distancia total percorrida (B; p = 0,1184), na
velocidade maxima (C; p = 0,4312) e no angulo de giro absoluto (D; p = 0,6575) entre os
grupos. Por outro lado, a DH influenciou o comportamento exploratério dos animais,
levando a uma diminuig¢ao significativa no tempo passado na zona superior do tanque (E;
p<0,05), além de um indice de explora¢ao reduzido no grupo DH em comparagiao ao DC

(F; p<0,05). Esses achados sugerem que a DH induziu um comportamento tipo-ansioso

nos machos.
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Figura 7: Andlise comportamental em adultos. A DH promoveu um efeito significativo no
comportamento dos animais. (A) Protocolo experimental. (B) Distancia total percorrida. (C) Velocidade
maxima. (D) Angulo de giro absoluto. (E) Tempo na zona superior. (F) indice de exploragdo. O indice de
exploracdo ¢ calculado (IE = ZN/ (ZN +ZI) x 100, onde ZN e ZI sdo o tempo na zona superior ¢ inferior,
respectivamente). Os dados paramétricos sdo expressos como média + EPM. Para comparagdo entre 2
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grupos, foi utilizado o teste t de Student. n = 15 por grupo. Os asteriscos indicam diferenga estatistica em
comparagdo com o grupo DC.*p<0,05.

5.1.5 A DH nio promoveu prejuizo na memdria de reconhecimento espacial em

progenitoras fémeas (F0)

O teste do labirinto em T foi utilizado para avaliar a performance cognitiva,
especificamente a aquisicao e consolidacdo da memoria de reconhecimento espacial de
curto prazo (1h). Os resultados apresentados na Figura 8 indicam que a exposi¢cdo a DH
por 58 dias ndo comprometeu a memoria dos animais. Nao foram observadas diferencas
significativas entre os grupos nos parametros de distancia total percorrida (B; p=0,3662),
velocidade maxima (C; p = 0,3758) e angulo de giro absoluto (D; p = 0,1638), sugerindo
que a DH nao afetou a atividade locomotora durante o teste. Além disso, a analise do
tempo no braco novo (E; p = 0,6104) e do indice de exploragao (F; p = 0,9419) revelou
que os animais tratados com DH ndo diferiram do grupo controle, indicando que a dieta

nao impactou a capacidade de reconhecimento espacial.
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Figura 8: A DH nio causou prejuizo cognitivo nos animais. A memoria espacial foi avaliada pelo teste
do labirinto em T. (A) Prl otocolo experimental. (B) Distancia total percorrida. (C) Velocidade maxima. (D)
Angulo de giro absoluto. (E) Tempo no brago novo. (F) Indice de exploragio. O indice de exploragio é
calculado (IE = ZN/ (ZN +ZI) x 100, onde ZN ¢ ZI s@o o tempo na zona superior ¢ inferior,
respectivamente). Os dados paramétricos sdo expressos como média = EPM. Para comparagio entre 2
grupos, foi utilizado o teste t de Student. n = 9 por grupo. Os asteriscos indicam diferenca estatistica em
comparagdo com o grupo DC.*p<0,05.
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5.1.6 A DH nao prejudicou a memoria de reconhecimento espacial em progenitoras
machos (F0)

O teste do labirinto em T foi utilizado para avaliar a cogni¢dao dos animais,
especificamente aprendizado e memoria de reconhecimento espacial, por meio de pistas
visuais. Os resultados indicam que a exposi¢do a DH ndo comprometeu a atividade
locomotora dos machos, uma vez que nao foram observadas diferencas significativas nos
parametros de distancia total percorrida (B; p = 0,2409), velocidade maxima (C; p =
0,8552) e angulo de giro absoluto (D; p = 0,4300). Além disso, durante o teste, esperava-
se que 0s animais passassem mais tempo explorando o bragco novo em comparagdo ao
antigo, refletindo a capacidade de reconhecimento espacial. No entanto, ndo houve
diferenga significativa entre os grupos no tempo de permanéncia no brago novo (E; p =
0,3789) nem no indice de exploragdo (F; p = 0,3789), sugerindo que a DH ndo impactou

o desempenho cognitivo dos machos progenitores.
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Figura 9: A DH nio causou prejuizo cognitivo nos animais. A memoria espacial foi avaliada pelo teste
do labirinto em T. (A) Protocolo experimental. (B) Distancia total percorrida. (C) Velocidade maxima. (D)
Angulo de giro absoluto. (E) Tempo no brago novo. (F) Indice de exploragio. O indice de exploragio ¢
calculado (IE = ZN/ (ZN +ZI) x 100, onde ZN e ZI s@o o tempo na zona superior ¢ inferior,
respectivamente). Os dados paramétricos sdo expressos como média + EPM. Para comparacdo entre 2
grupos, foi utilizado o teste t de Student. n = 15 por grupo. Os asteriscos indicam diferenca estatistica em
comparagdo com o grupo DC.*p<0,05.
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5.1.7 A DH néo alterou o consumo de oxigénio mitocondrial no encéfalo de

progenitores fémeas (F0)

A andlise do consumo de oxigénio mitocondrial no encéfalo das fémeas
progenitoras nao revelou diferengas significativas entre os grupos experimentais (Figura
7). A exposi¢ao a DH ndo alterou a taxa respiratoria nos diferentes estados mitocondriais
avaliados, incluindo o consumo de oxigénio pelo complexo I (A; p = 0,3972), complexo
I + OXPHOS (B; p =0,2321), complexo I + II + OXPHOS (C; p = 0,8148), capacidade
respiratoria maxima (D; p = 0,4889), consumo de oxigénio acoplado a producdo de ATP
e (ATP-linked. E; p = 0,2078). Esses achados indicam que a DH ndo induziu disfung¢ao

mitocondrial significativa no encéfalo das fémeas progenitoras de peixe-zebra.
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Figura 10: A DH nio alterou o metabolismo energético no encéfalo dos animais. A técnica de RAR foi
utilizada para avaliar os diferentes estados respiratorios mitocondriais no homogenato de encéfalo do peixe-
zebra (fluxo de O2 (pmol/s) / mg de proteina). (A) adigdo de substratos relacionados aos complexos I (PM).
(B) Apos a adigdo de ADP, Complexos I + OXPHOS (PM+ADP). (C) Complexos I+II+ OXPHOS
(PM+ADP+S). (D) Capacidade respiratoria maxima, (CCCP). (E) Capacidade respiratoria relacionada a
ATP-sintase (ATP-linked). Os dados paramétricos sdo expressos como média + EPM. Os ndo paramétricos
foram expressos pela mediana + intervalo interquartil e analisados por meio do teste de Mann-Whitney.
Para comparagdo entre 2 grupos, foi utilizado o teste t de Student. n = 9 por grupo. Os asteriscos indicam
diferenca estatistica em comparagdo com o grupo DC. ** p<0,01.
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5.1.8 A DH nio alterou o Consumo de oxigénio mitocondrial no encéfalo de

progenitores machos s (F0)

A avaliagdo do consumo de oxigénio mitocondrial no encéfalo dos machos
progenitores ndo revelou alteragdes significativas apds 66 dias de exposi¢ao a DH (Figura
7). A fungdo mitocondrial foi preservada em todos os estados respiratorios analisados,
incluindo o consumo de oxigénio pelo complexo I (A; p = 0,9993), complexo I +
OXPHOS (B; p = 0,6749) ¢ complexo II + OXPHOS (C; p = 0,9009). Além disso, a
capacidade respiratéria maxima estimulada por CCCP (D; p = 0,1963) e o consumo de
oxigénio acoplado a produgao de ATP (ATP-linked. E; p = 0,7647) nao apresentaram
diferencgas significativas entre os grupos experimentais. Esses achados indicam que a DH
nao comprometeu a funcao mitocondrial no encéfalo dos machos progenitores de peixe-

zebra.
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Figura 11: A DH néo alterou o metabolismo energético no encéfalo dos animais. A técnica de RAR foi
utilizada para avaliar os diferentes estados respiratorios mitocondriais no homogenato de encéfalo do peixe-
zebra (fluxo de O2 (pmol/s) / mg de proteina). (A) adi¢do de substratos relacionados aos complexos I (PM).
(B) Apos a adigdo de ADP, Complexos I + OXPHOS (PM+ADP). (C) Complexos I+II+ OXPHOS
(PM+ADP+S). (D) Capacidade respiratoria maxima, (CCCP). (E) Capacidade respiratoria relacionada a
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ATP-sintase (ATP-linked). Os dados paramétricos sdo expressos como média = EPM. Para comparagéo
entre 2 grupos, foi utilizado o teste t de Student. n =9 por grupo. Os asteriscos indicam diferenca estatistica
em comparagdo com o grupo DC. ** p<0,01.

5.2 Efeito da DH sobre a prole

5.2.1 A DH dos progenitores (F0) afetou a viabilidades de ovos e a sobrevivéncia
larval da prole (F1)

Apobs 36 dias de tratamento experimental dos progenitores FO com DH ou DC,
foram realizados cruzamentos noturnos para a geragdo da prole F1. No total, quatro

cruzamentos foram conduzidos, resultando na obtengao de 3.067 ovos.

A Figura 12A mostra que houve diferenca significativa na taxa de viabilidade dos
ovos entre os grupos, conforme analise por tabela de contingéncia (p < 0,01). Entre os
1.278 ovos gerados pelos progenitores FO alimentados com DC, 96,71% foram
considerados viaveis e 3,29% ndo viaveis. Ja entre os 1.789 ovos gerados pelos

progenitores alimentados com DH, 94,69% foram viaveis e 5,31% nao viaveis.

A andlise de sobrevivéncia pelo teste de Mantel-Cox (Log-rank) indicou uma
diferenca significativa entre as curvas de sobrevivéncia da prole F1 ao final de 15 dpf. A
prole oriunda de progenitores DC apresentou maior taxa de sobrevivéncia larval (71,1%
+1,55) em comparagdo a prole de progenitores DH (49,43% =+1,33) (Fig. 12B; p <
0,0001).

Além disso, a ANOVA de duas vias revelou um efeito significativo do fator tempo sobre

o comprimento corporal da prole [F (2, 83) = 21,25; p <0,01], sem efeito do fator progenitores

[F (1, 83)=1,510; p = 0,2227] (Fig. 12C; p = 0,05).
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Figura 12: A DH prejudicou a sobrevivéncia da prole. (A) Viabilidade dos ovos. (B) Curva de
sobrevivéncia larval. (C) Comprimento corporal. Os dados paramétricos sdo expressos como média £ EPM.
A viabilidade dos ovos foi avaliada pelo teste de Fisher. A curva de sobrevivéncia pelo teste de Mantel-
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Cox. O comprimento corporal foi analisado por ANOVA de duas vias seguida pelo poés-teste de Tukey. Os
asteriscos indicam diferenga estatistica em comparagdo com o grupo DC. n = 15 por grupo no comprimento
corporal. ** p<0,01.

5.2.2 Efeito da dieta dos progenitores (F0) sobre o peso corporal da prole (F1)

A prole F1 foi alimentada exclusivamente com a dieta controle (DC) até os 5
meses pos-fertilizagdo (mpf). Apos esse periodo, os animais foram submetidos a dieta
experimental (DC ou DH) por 14 a 18 dias para avaliar se a exposicao dos progenitores

(FO) a dieta hiperlipidica (DH) poderia influenciar a susceptibilidade metabolica da prole.

Os dados da Figura 13 foram analisados por ANOVA de duas vias, que revelou
um efeito significativo tanto da dieta [F (1, 67) = 12,60; p < 0,001] quanto da dieta dos
progenitores [F (1, 67) = 4,769; p < 0,05] sobre o peso corporal da prole. Além disso,
houve uma interacao significativa entre os fatores [F (1, 67) = 4,897; p < 0,05]. O pos-
teste de Tukey indicou que a prole de progenitores FO-DH apresentou um aumento
significativo de peso quando submetida a dieta DH, evidenciando um efeito combinado
do impacto intergeracional e da dieta na susceptibilidade ao ganho de peso (A; p <0,05).
Em relagdo ao indice de massa corporal (IMC), foi observado apenas o efeito do fator
dieta [F (1, 70) = 5,344; p < 0,05], sem interagdo significativa entre dieta e progenitores
(C; p=0,4660). Ja para o comprimento corporal (B) e a glicemia de jejum (D), ndo foram

detectados efeitos significativos de nenhum dos fatores analisados.
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Figura 13: Efeito da DH dos progenitores (F0) na prole (F1). Apos 5 mpf, a prole F1 foi submetida a
dieta experimental durante 14-18 dias. (A) Peso corporal ao longo do tempo do protocolo experimental.
(B) Peso corporal final no ultimo dia de experimento. (C) IMC no ultimo dia de experimento. (D)
Comprimento corporal no ultimo dia de experimento. Os dados paramétricos sdo expressos como média +
EPM. O comprimento corporal foi analisado por ANOVA de duas vias seguida pelo pds-teste de Tukey. n
= 18-20 por grupo. *p<0,05, efeito das dietas; #p<0,05, efeito dos progenitores.

5.2.3 A ingestio de DH pelos progenitores (F0) ndo causou alteracoes
comportamentais na prole (F1)

O teste do tanque novo, descrito na Figura 14, foi utilizado para avaliar os
pardmetros locomotores e indicativos de comportamento tipo-ansioso nos animais. A
andlise por ANOVA de duas vias ndo revelou efeito significativo dos fatores dieta e
progenitores sobre os pardmetros locomotores avaliados, incluindo distancia total
percorrida (B; dieta: p = 0,9013, progenitores: p = 0,5781, interacdo: p = 0,7796),
velocidade maxima (C; dieta: p = 0,1413, progenitores: p = 0,9999, interagao: p =0,2675)
e angulo do giro absoluto (D; dieta: p = 0,3733, progenitores: p = 0,7919, interagdo: p =
0,7919).

No entanto, a andlise do comportamento exploratorio indicou um efeito
significativo do fator dieta sobre o tempo na zona superior [F (1, 58) = 6,067; p < 0,05],

sem influéncia do fator progenitores [F (1, 58) = 0,4352] e sem interagdo entre os fatores
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(D; p=0,8359). Além disso, foi observado um efeito significativo do fator dieta sobre o
indice de exploragao [F (1, 57) =4,937; p < 0,05], mas sem efeito do fator progenitores
[F (1,57)=0,1109; p = 0,7403] ou da interagao entre os fatores (E; p = 0,8832).

Esses achados sugerem um comportamento do tipo ansioso na prole em resposta

a alimentacdo com DH por 14 a 18 dias, independentemente da dieta dos progenitores.
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Figura 14: A ingestao de DH pelos progenitores (F0) ndo causou alteracées comportamentais na prole
(F1). (A) Protocolo experimental. (B) Distancia total percorrida. (C) Velocidade maxima. (D) Angulo de
giro absoluto. (E) Tempo na zona superior. (F) Indice de exploragio. O indice de exploragio é calculado
(IE = ZN/ (ZN +ZI) x 100, onde ZN e ZI sdao o tempo na zona superior ¢ inferior, respectivamente). Os
dados paramétricos sdo expressos como média + EPM. Analisados por ANOVA de duas vias seguida pelo
pos-teste de Tukey. n = 18-20 por grupo.

5.2.4 O consumo de DH pelos progenitores (F0) impactou o consumo de oxigénio no

encéfalo da prole (F1)

Investigamos o impacto da ingestdo de DH pelos progenitores na fungao
mitocondrial do encéfalo da prole de peixe-zebra por meio da respirdmetria de alta
resolucdo (RAR). AANOVA de duas vias revelou efeito significativo dos fatores dieta [F
(1,28)=10,75; p<0,01] e progenitores [F (1, 28) =4,614; p < 0,05] sobreo consumo de
oxigeénio relacionado ao complexo I, além de uma interagdo significativa entre os fatores
[F(1, 28) = 14,73; p = 0,0006]. O pos-teste de Tukey demonstrou uma reducao

significativa na respiracdo mitocondrial do complexo I na prole de progenitores FO-DH
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alimentada com DC (Fig. A; p < 0,05), indicando que a disfun¢cdo mitocondrial foi

herdada independentemente da dieta da geragdo F1.

Por outro lado, ndo houve efeito significativo dos fatores dieta [F (1, 29) =0,4535;
p=0,5060] e progenitores [F (1,29)=0,7121; p=0,4057], nem interagao entre os fatores
(Fig. B; p = 0,2172) na medida relacionada ao Complexo I-OXPHOS (apos a adicdo de
ADP). Observamos uma interacao significativa entre dieta e progenitores na atividade do
complexo I+II OXPHOS [F (1, 29) = 4,548; p < 0,05] e na capacidade respiratoria
maxima apos a adi¢do do desacoplador CCCP [F (1,29)=5,701; p=10,0237]. No entanto,
ndo foram detectadas diferencas estatisticamente significativas nos fatores de forma
independente (Fig. C e D). Apesar de uma tendéncia de efeito, ndo houve diferencas
significativas nos fatores dieta e progenitores para o consumo de oxigénio associado a
producao de ATP (Fig. E; dieta p=0,3068, progenitores p = 0,2609, interagao p = 0,2362).
Esse padrao de modulacgao foi consistente em todas as andlises, evidenciando um maior
consumo de oxigénio no grupo cuja prole e progenitores FO foram alimentados com DC,

em comparagdo com os demais grupos.
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Figura 15: A prole sofreu danos mitocondriais no encéfalo devido ao consumo de DH pelos
progenitores. A técnica de RAR foi utilizada para avaliar os diferentes estados respiratdrios mitocondriais
no homogenato do encéfalo do peixe-zebra (fluxo de O2 (pmol/s) / mg de proteina). (A) adi¢do de substratos
relacionados aos complexos I (PM). (B) Apos a adigdo de ADP, Complexos I + OXPHOS (PM+ADP). (C)
Complexos [+1I+ OXPHOS (PM+ADP+S). (D) Capacidade respiratéria maxima, (CCCP). (E) Capacidade
respiratoria relacionada a ATP-sintase (ATP-linked). Os dados paramétricos sdo expressos como média +
EPM. Analisado por ANOVA de duas vias seguida pelo pos-teste de Tukey. n = 8-10 por grupo. *p<0,05,
na comparacgao entre as dietas; #p<0,05, na comparago entre os progenitores.
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6. DISCUSSAO

Neste estudo, investigamos os efeitos intergeracionais da ingestdo de DH sobre a
prole do peixe-zebra, com foco em pardmetros morfométricos, metabdlicos e no
neurodesenvolvimento. Nossos achados demonstram que a exposicao dos progenitores a
DH resultou em alteracdes morfométricas e indugdo de comportamento tipo-ansioso,
evidenciando o impacto negativo da dieta obesogénica diretamente nos progenitores. Em
relacdo a progénie, observamos que o consumo de DH pelos progenitores comprometeu
a viabilidade dos ovos, reduziu a sobrevivéncia larval e influenciou o peso corporal dos
descendentes. De maneira relevante, a andlise da bioenergética cerebral por respirometria
de alta resolu¢ao (RAR) revelou déficits no metabolismo mitocondrial da prole, sugerindo
um efeito herdado da dieta parental. Além disso, a exposi¢cao dos descendentes aos 14-18
dias de DH também provocou sinais tipicos de comportamento tipo ansioso, reforcando
a hipotese de que a DH pode causar alteracdes metabolicas e predispor a mudancgas

comportamentais independentemente da dieta dos progenitores.

A OMS estima que, em 2022, uma em cada oito pessoas no mundo era considerada
obesa (SAUDE, 2024). O peixe-zebra é um modelo translacional amplamente utilizado
em pesquisas biomédicas, especialmente nas areas de neurobiologia e comportamento,
com énfase em estudos de doengas humanas (SPENCE et al.,, 2008; WATTS;
D’ABRAMO, 2021). Protocolos em peixe-zebra induzem a obesidade nos animais por
meio do consumo de dietas ricas em gordura ou pela supernutricdo, e como resultado
ocorrem modificagdes multifatoriais complexas, semelhantes as observadas no fenotipo
obeso, como a desregulacdo metabolica (BENCHOULA et al., 2019; SU et al., 2021). A
gema de ovo seca ¢ um dos principais componentes utilizados para a inducdo de
obesidade em peixe-zebra, sendo responsavel por provocar aumento do peso corporal,
lipidios, comprimento corporal e IMC (LI et al., 2023; SMOLINSKA et al., 2024; SU et
al., 2021).

No que se refere aos progenitores, verificamos que os dados para parametros
metabolicos se assemelham em parte a estudos recentes da literatura. Em trabalhos com
a superalimentacao e a ingestao de HFD por fémeas do peixe-zebra durante 4 semanas,
levou ao sobrepeso dos animais, semelhante ao que também foi observado em nosso
estudo (BENCHOULA et al., 2024; GHADDAR et al., 2021). No entanto, em nosso

estudo, ndo observamos alteracdes significativas no IMC e na glicemia em jejum entre os
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grupos, parametros que, por outro lado, apresentaram alteracdes significativas nos
estudos citados. Em relacdo aos machos, no nosso trabalho vimos aumento do peso
corporal final e do comprimento corporal, conforme o que foi observado em outros
estudos de superalimentacdo. Houve um aumento ndo significativo no BMI e na glicemia

em jejum (Figura 8) NEWMAN et al., 2016; SU et al., 2021).

E importante ressaltar que os animais utilizados em nosso trabalho séo animais de
cativeiro, apresentando uma grande heterogeneidade. No inicio do experimento,
buscamos randomizar a0 maximo o0s animais, porém o protocolo experimental exigia uma
grande quantidade de individuos. Como consequéncia, alguns animais estariam em fases
de vida diferentes (juvenil e adulta), o que implicou em um requerimento nutricional
distinto. A fase juvenil exige uma alta necessidade de proteinas devido ao seu rapido
crescimento enquanto a fase adulta prioriza a fungdo reprodutiva com uma maior
utilizagdo de lipidios (DAMMSKI et al., [s.d.]; WATTS; D’ABRAMO, 2021).

Curiosamente, os nossos dados sdo consistentes com outros autores. Em um
estudo de superalimentacdo de peixes-zebra machos e fémeas com artemia e racdo
comercial, verificou-se que a dieta nao influenciou significativamente os niveis de glicose
em jejum nos animais (ANWER et al., 2022a). Outro estudo, com peixe-zebra machos
alimentados com DH por 7 semanas, demonstrou que o tratamento dietético impactou a
curva glicémica dos animais, sem afetar a glicemia basal (CARNOVALI et al., 2018).
Talvez a glicemia em jejum ndo seja o melhor método para avaliar o metabolismo da

glicose neste modelo.

O peixe-zebra tem se destacado como um modelo com um grande potencial
translacional, sendo cada vez mais utilizado em estudos de neurociéncias e neurobiologia
do comportamento. Esse modelo ja apresenta repertéorio comportamental bem
caracterizado, exibindo na sua fase adulta comportamento semelhante a ansiedade,
agressao, comportamento social e realiza atividades que exigem aprendizado e memoria
(RESENDE; SOCCOL, 2015). No nosso trabalho, realizamos testes comportamentais de
tanque novo e de labirinto em T. O teste de tanque novo foi empregado para avaliar a
atividade motora e o comportamento tipo ansioso dos animais (BENCAN; SLEDGE;
LEVIN, 2009; FONTANA et al., 2019; PICOLO et al., 2021), enquanto o teste de
labirinto em T foi utilizado para investigar a memoria espacial e aprendizado dos peixes

(MOREIRA; LUCHIARI, 2022).
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Embora alguns estudos demonstrem a influéncia do dimorfismo sexual em
diferentes dominios comportamentais do peixe-zebra, como agressividade, medo,
interacdo social e ansiedade em um novo ambiente (FONTANA; CLEAL; PARKER,
2020; GENARIO et al., 2020; XIANG et al., 2023), nossos dados ndo indicaram um efeito
do dimorfismo sexual no comportamento dos progenitores adultos em relacdo ao
consumo de DH. Tanto machos quanto fémeas da gera¢ao FO expostos a DH apresentaram
alteracdes neurocomportamentais no teste de tanque novo. Os progenitores FO
alimentados com DH passaram menos tempo na zona superior do tanque e apresentaram
um menor indice de exploracao. Além disso, especificamente nas fémeas, observamos
uma redu¢do na locomocgao, evidenciada pela menor distancia total percorrida. Esses
achados sao consistentes com estudos anteriores do nosso laboratorio, que demonstraram
um efeito ansiogénico da DH no peixe-zebra (PICOLO et al., 2021). No entanto,
diferentemente de estudos prévios, nao identificamos impacto da DH sobre aprendizado
e memoria no teste do labirinto em T. Além disso, nossos resultados corroboram
evidéncias da literatura indicando que o consumo de DH por peixe-zebra adulto pode
comprometer a fun¢do cerebral. Azbazdar et al. (2023) demonstraram que a exposicao
prolongada a DH (um ou dois meses) resulta no aumento da expressdo de marcadores
pro-inflamatdrios e apoptdticos, além da redugdo de marcadores anti-inflamatérios no
cérebro. O estudo também revelou um aumento na expressdo da proteina glial fibrilar
acida (GFAP), um marcador de ativacdo astrocitaria frequentemente associado a lesdo

cerebral traumatica (AZBAZDAR et al., 2023).

Além disso, ja foi relatado que a ingestdo caldrica excessiva pelo peixe-zebra pode
comprometer a integridade da barreira hematoencefalica (BHE), favorecendo o
desenvolvimento de neuroinflamagdo (GHADDAR et al., 2020). O consumo excessivo
de calorias pode comprometer a fungdo reprodutiva € aumentar consequentemente a
probabilidade do desenvolvimento de infertilidade. O aumento da adiposidade em
homens pode estar associado a modificagdes na qualidade dos espermatozoides
(LAINEZ; COSS, 2019; STEPHENSON et al., 2018). No peixe-zebra, ja foi demonstrado
que o consumo de HFD pode causar prejuizos na reproducao, modificando a qualidade
do esperma e afetando a fertilidade dos animais (SU et al., 2021). A ingestdo calorica
excessiva em mulheres pode provocar distarbios na menstruagdo, disfuncao ovulatoria,
prejuizos no endométrio ¢ infertilidade (LAKOMA; KUKHARUK; SLIZ, 2023). Ainda

pouco se sabe na literatura sobre o consumo de DH por fémeas de peixe-zebra e
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complicagdes reprodutivas. No entanto, nossos resultados mostraram que o consumo
dietético dos progenitores pode afetar a viabilidade e a sobrevivéncia da prole. Resultados
semelhantes j& foram descritos em outros estudos com peixe-zebra, exemplificando a
relacdo negativa entre a ingestdo hipercaldrica dos progenitores e a diminui¢ao na taxa de
viabilidade e aumento na taxa de mortalidade da prole (ADATTO et al., 2022; DO
CARMO RODRIGUES VIROTE et al., 2020).

A obesidade durante o periodo gestacional exerce um impacto negativo na saude
materna e induz condi¢des nutricionais adversas no inicio da vida dos descendentes,
possivelmente por meio de mecanismos epigenéticos, promovendo modificacdes
metabolicas que podem resultar em desfechos como a predisposicdo a obesidade nas
geragdes subsequentes (HARMANCIOGLU; KABARAN, 2023). Além disso, a
obesidade antes da concepcdao pode comprometer a fertilidade, dificultar a gestagdo,
aumentar o risco de complicag¢des no parto e induzir alteragdes metabolicas que impactam

e persistem nas proximas geragoes (STEPHENSON et al., 2018).

No presente estudo, a prole F1 foi alimentada exclusivamente com dieta controle
(DC) até os 5 (mpf). Apds esse periodo, os animais foram expostos por 14 dias a dieta
experimental (DC ou DH) para avaliar se a exposi¢ao dos progenitores a DH influenciaria
a suscetibilidade dos descendentes a alteragdes metabodlicas. De fato, observamos que a
dieta dos progenitores FO impactou o peso dos descendentes F1. Especificamente, a prole
de progenitores que consumiram DH apresentou maior susceptibilidade ao ganho de peso
quando exposta a DH na fase juvenil. Esse achado ¢ consistente com estudos em
mamiferos, como demonstrado por Harasymowicz et al. (2020), que relataram um
aumento significativo no peso e na adiposidade da prole F1 de camundongos expostos a
uma DH em comparagdo com aqueles alimentados com dieta padrao. No entanto, em
contraste com nossos resultados, estudos anteriores em peixe-zebra ndo encontraram
diferencas significativas no peso da prole em resposta ao consumo de DH pelos
progenitores ou relataram uma alta taxa de mortalidade nesses modelos (ANWER et al.,
2022b; DO CARMO RODRIGUES VIROTE et al., 2020; HARASYMOWICZ et al.,
2020). Esses achados destacam possiveis variagdes interespécies nos mecanismos de
transmissdo dos efeitos metabdlicos induzidos por dietas obesogénicas e reforcam a
necessidade de mais investigagdes sobre os impactos intergeracionais da DH no peixe-

zebra.
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As mitocondrias desempenham um papel importante no metabolismo energético,
produzindo energia na forma de ATP, a partir de substratos alimentares. Sendo o cérebro
um Orgdo metabolicamente ativo, utilizando até 20% de toda a energia corporal. As
mitocondrias sdo essenciais para o seu bom funcionamento cerebral e variam conforme
as exigéncias metabolicas de cada tecido ou 6rgdo. O cérebro tem um metabolismo
energético altamente complexo, que envolve os processos metabdlicos dos neurdnios e
das células gliais. Desordens metabdlicas, como a sobrecarga de nutrientes, podem levar
a disfun¢@o mitocondrial, comprometendo o fornecimento de energia (DE MELLO et al.,
2018; DIAS et al., 2018; RAE et al., 2024; VALENTI; VACCA, 2023). Além disso, as
mitocOndrias cerebrais podem apresentar producdo excessiva de ROS, prejuizos no
potencial de membrana, abertura de poros, aumento do volume e alteragdo nas cristas

(SONG; BAI; SONG, 2025).

O complexo I mitocondrial ¢ o primeiro e maior complexo da cadeia
transportadora de elétrons (ETC) e desempenha um papel crucial na fosforilagdao
oxidativa (OXPHOS). Ele catalisa a oxidacdo do NADH, transferindo elétrons para a
ubiquinona, que ¢ reduzida a ubiquinol, enquanto bombeia quatro protons através da
membrana mitocondrial interna (MII), gerando um gradiente eletroquimico. Esse
gradiente fornece a for¢a motriz necessaria para a sintese de ATP pelo Complexo V. Além
disso, o Complexo I esta envolvido na produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS),
que podem contribuir para o estresse oxidativo e danos celulares (GUERRERO-
CASTILLO etal.,2017; JANSSEN etal., 2006; LENAZ et al., 2006). No presente estudo,
observamos que a exposicao parental a DH afetou a fun¢do mitocondrial da prole,
evidenciada por uma redu¢do no consumo de oxigénio no encéfalo associado ao
Complexo I. O consumo de uma DH compromete a biogénese mitocondrial e, quando a
exposi¢ao ¢ prolongada, afeta a disponibilidade de substratos essenciais para a geragao
de ATP. Como consequéncia, as mitocondrias precisam ajustar sua homeostase
metabdlica para manter a producdo eficiente de ATP. Esse desequilibrio afeta
particularmente tecidos com alta demanda energética, como o cérebro (KYRIAZIS et al.,
2022). Nossos achados contrastam com os de Chausse et al. (2019), que, em um estudo
com Drosophila melanogaster exposta a HFD, observaram um aumento do consumo de
oxigénio mitocondrial no térax dos animais. Esse aumento foi especialmente evidente nas
taxas de respiragdo mitocondrial associadas ao Complexo I, mesmo ap6s apenas dois dias

de exposicao a dieta (CORMIER et al., 2019).
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Além disso, dados recentes do nosso grupo demonstraram que a combinagdo de
HFD e estreptozotocina (STZ) induziu distirbios metabodlicos em camundongos juvenis,
resultando em alteracdes bioenergéticas no hipocampo e comprometendo a respiracao
mitocondrial associada a producao de ATP (VILELA et al., 2023). De forma semelhante,
um estudo recente em camundongos Swiss expostos a HFD por 35 dias evidenciou o
impacto da dieta sobre o metabolismo mitocondrial no cortex frontal, com reducdo na
producao de ATP e aumento na geracdo de ROS (MACHADO et al., 2024). Nossos dados
sugerem que a dieta dos progenitores exerce um efeito duradouro sobre a bioenergética
mitocondrial da prole, reduzindo o consumo de oxigénio mitocondrial em praticamente
todos os estados respiratorios, independentemente da dieta recebida pelos descendentes.
Esse achado reforca a hipdtese de que alteragdes metabolicas induzidas pela DH podem
ser transmitidas intergeracionalmente, impactando o funcionamento mitocondrial do

sistema nervoso central na prole.

Em relacdo aos testes comportamentais da prole, observamos um padrdo
semelhante ao detectado nos progenitores, em que a DH impactou o comportamento dos
peixes. No presente estudo, independentemente da dieta dos progenitores, os animais que
consumiram DH apresentaram um menor tempo na zona superior € um menor indice de
exploragdo, sugerindo um comportamento tipo-ansioso na prole F1 alimentada com DH.
Em contraste, Anwer et al. (2022) observaram que o consumo hipercaldrico pelos

progenitores nao afetou o comportamento da prole.

58



7. CONCLUSAO

Em conclusao, foi possivel estabelecer com éxito um protocolo para avaliar os
efeitos intergeracionais do consumo de DH sobre a prole do peixe-zebra. Nos
progenitores F0, independente do sexo dos animais, observamos complicacdes
multifatoriais associadas a ingestdo de DH, como aumento do ganho de peso e alteracao

no comportamento relativo ao indice de exploragao.

Em relacdo a prole, o consumo de DH pelos progenitores FO resultou em maior
suscetibilidade a obesidade na prole, menor viabilidade dos ovos, menor sobrevivéncia
larval e prejuizo no metabolismo mitocondrial no encéfalo. Por fim, a modulacio
comportamental dos progenitores foi reproduzida na prole, com a DH reduzindo o indice
de exploragdo no teste do tanque novo. Assim, € possivel concluir que a DH foi capaz de
causar disfuncdes metabdlicas e comportamentais no peixe-zebra, semelhantes ao que ja
¢ estabelecido em roedores, e ainda propagar esses efeitos intergeracionalmente. Dessa
forma, o peixe-zebra se mostra um modelo inovador e promissor para estudar o impacto

de dietas desequilibradas no neurodesenvolvimento.
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