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RESUMO

A obesidade ¢ uma condi¢do multifatorial, influenciada por fatores biologicos,
sociais, culturais e comportamentais, agravada pelo consumo de ultraprocessados e pelo
sedentarismo. Evidéncias mostram que as dietas ricas em gordura estao associadas a doencgas
cronicas nado transmissiveis, alteragdes metabolicas e impactos cognitivos e
comportamentais. Nesse contexto, o presente estudo buscou investigar a influéncia de uma
dieta hiperlipidica (DH) sobre os parametros morfométricos € o comportamento tipo-ansioso
em peixes-zebra (Danio rerio), que tem se consolidado como modelo experimental devido a
sua homologia genética com humanos, viabilidade economica e possibilidade de modelar os
principais disturbios cerebrais. Os animais foram divididos em grupos de machos e fémeas
e alimentados durante aproximadamente oito semanas com dieta padrao (DP) ou dieta
hiperlipidica (DH). Ao final do protocolo experimental constatou-se que a DH promoveu
aumento significativo do peso final dos animais, sem alteragdes relevantes no comprimento
corporal ou no IMC. No comportamento, fémeas submetidas a DH apresentaram menor
distancia percorrida e menor indice exploratorio, indicando comportamento tipo-ansioso.
Nos machos, embora a locomocao nao tenha sido alterada, observou-se reducdo do indice
exploratdrio, sugerindo também um comportamento tipo-ansioso. Dessa forma, a DH foi
capaz de induzir ganho de peso e comportamentos compativeis com ansiedade em peixes-
zebra, corroborando achados prévios da literatura. O modelo mostrou-se adequado para
investigar as consequéncias metabolicas e comportamentais da obesidade, refor¢ando a
relevancia do peixe-zebra como ferramenta experimental para compreensao das interagdes

entre dieta, metabolismo e comportamento.

Palavras-chave: Peixe-zebra, dieta hiperlipidica, obesidade, ansiedade.



ABSTRACT

Obesity is a multifactorial condition influenced by biological, social, cultural, and
behavioral factors, further aggravated by the consumption of ultra-processed foods and by
sedentary lifestyles. Evidences indicate that high-fat diets are associated with non-
communicable chronic diseases, metabolic alterations, and cognitive and behavioral
impairments. In this context, the present study aimed to investigate the influence of a high-
fat diet (HFD) on morphometric parameters and anxiety-like behavior in zebrafish (Danio
rerio), a model organism increasingly consolidated due to its genetic homology with humans,
cost-effectiveness, and ability to reproduce key brain disorders. Animals were divided into
male and female groups and fed with either a standard diet (SD) or a high-fat diet (HFD) for
approximately eight weeks. At the end of the experimental protocol, it was observed that the
HFD induced a significant increase in final body weight in both sexes, without relevant
changes in body length or body mass index (BMI). Regarding behavior, females exposed to
the HFD exhibited reduced distance traveled and lower exploration index, indicating an
anxiety-like phenotype. In males, although locomotion remained unchanged, a reduction in
exploration index was also observed, likewise suggesting anxiety-like behavior. Thus, the
HFD was able to induce weight gain and anxiety-like behavioral patterns in zebrafish,
corroborating previous findings in the literature. This model proved suitable for investigating
the metabolic and behavioral consequences of obesity, reinforcing the relevance of zebrafish
as an experimental tool for understanding the complex interactions between diet,

metabolism, and behavior.

Keywords: Zebrafish, high-fat diet, obesity, anxiety.
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1. INTRODUCAO

1.1 Fisiopatologia da Obesidade

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), sobrepeso e obesidade sdo
definidos como acumulo anormal ou excessivo de gordura que apresenta risco a saude
(OMS, 2025). Ja ¢é descrito na literatura que a adiposidade corporal excessiva tem papel
central no desenvolvimento de doencas cronicas nao transmissiveis (DCNTs), como diabetes
melito tipo 2 (DM2) (Cai, 2013), hipertensao arterial, dislipidemia e doenga cardiovascular

aterosclerotica (Little; Horowitz; Feinle-Bisset, 2007).

De forma cronica, a obesidade produz uma ativagdo tonica de baixo grau do sistema
imunoldgico inato que afeta as medidas de estado estacionario da homeostase metabodlica e
desencadeia vias inflamatorias em uma infinidade de tecidos periféricos, resultando em
resisténcia a insulina e desregulando respostas fisiologicas (Thaler; Schwartz, 2010;
Lumeng; Saltiel, 2011). Além disso, estudos mostram que a obesidade decorrente da
ingestao excessiva de alimentos ricos em gordura provoca alteragdes no Sistema Nervoso
Central (SNC), podendo gerar comportamentos ansiosos € depressivos, além de adaptagdes
moleculares cerebrais associadas a depressao e ao controle do comportamento motivado por

comida (Décarie-Spain et al., 2018).

Ha evidéncias de que as relacgdes entre dieta, inflamacao, resisténcia a insulina e risco
cardiometabdlico sdo, em parte, mediadas pela composicdo de bactérias intestinais. A
microbiota intestinal ¢ um fator ambiental importante que afeta a absor¢do de energia da
dieta e o armazenamento de energia no hospedeiro (Bickhed et al., 2004). E comum que
individuos apresentem microbiotas distintas, visto que a microbiota ¢ definida em parte por
fatores genéticos e em parte por caracteristicas individuais e ambientais, como o tipo de parto
ao nascer (normal ou cesariana), idade e habitos alimentares, resultando numa grande
variabilidade intra e interindividual. Dessa forma, foi visto que individuos magros e obesos
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apresentam diferentes composicoes de microbiota, em que os ultimos podem aumentar a
producao de citocinas pré-inflamatorias, alterando a expressao génica e facilitando o

desenvolvimento de DCNTSs (Moraes et al., 2014).

1.2 Epidemiologia da obesidade

Segundo a Organizacdo Pan-Americana da Satde (OPAS), mais de 1 bilhdo de
pessoas no mundo sdo portadores da obesidade, estabelecendo-se, assim, como uma das
DCNT mais comuns do mundo. Estima-se que, até 2025, aproximadamente 167 milhdes de
pessoas — adultos e criangas — ficardo menos saudaveis por estarem acima do peso ou obesas
(OPAS, 2022). Em um contexto nacional, a Vigilancia de Fatores de Risco e Protecao para
Doengas Cronicas por Inquérito Telefonico (VIGITEL), realizou uma pesquisa publicada
em 2024 que constata um acréscimo no percentual de adultos com obesidade, que passou de
11,8% em 2006 para 24,3% em 2023. Essa mesma pesquisa mostrou que o aumento das
taxas de mortalidade por obesidade ¢ mais pronunciado nas faixas etarias mais avancadas,
ou seja, na populacdo idosa, que costuma apresentar diversas outras DCNTs, agravando

ainda mais a condi¢do de satde (VIGITEL, 2024).

A causa da obesidade ¢ multifatorial, tornando-a uma condicdo cronica complexa.
Engloba elementos biologicos, sociais, culturais, comportamentais, de satde publica e
politica (Wanderley; Ferreira, 2010). Em acréscimo, o atual cenario do mundo globalizado
incentiva cada vez mais o consumo de alimentos e bebidas ultraprocessados,
concomitantemente a uma evolugdo tecnoldgica que promove geragdes sedentdrias
(VIGITEL, 2023) refletindo no aumento da prevaléncia de sobrepeso e obesidade entre
criancas e adolescentes de 5 a 19 anos de 11 milhdes em 1975, para 124 milhdes em 2016

(ABESO, 2017).

A OMS reconheceu a necessidade de enfrentar a crise global da obesidade de forma

urgente hd muitos anos. Na 75* Assembleia Mundial da Satide em 2022, os Estados-
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Membros exigiram e adotaram novas recomendacdes para a prevencao e gestao da obesidade
e endossaram o plano de aceleragdo da OMS para acabar com a obesidade até 2030 (OMS,
2022). Portanto, aprofundar os estudos sobre obesidade ¢ crucial para o auxilio ao combate

dessa condig¢ao cronica, ao passo que o uso de modelos in vivo e in vitro sao grandes aliados.

1.3 Modelos animais para estudo de desordens metabdlicas

A riqueza de dados genéticos e epidemioldgicos humanos sobre obesidade fornece
ampla oportunidade para investigacdes mecanicistas em modelos animais. Estudos
preliminares com camundongos, realizados por nosso grupo de pesquisa, mostraram que
animais jovens submetidos a uma dieta hiperlipidica (DH) por 7 semanas apresentaram
comprometimento cognitivo das memorias de reconhecimento espacial de curta duracdo e
de longa duragido (Vilela et al., 2023).Um grupo de pesquisadores demonstrou que alimentar
peixes-zebra com uma dieta rica em colesterol, sem qualquer intervengao genética, resulta
em hipercolesterolemia significativa e oxidagdo robusta de lipoproteinas, tornando peixes-
zebra um modelo animal atraente para estudar mecanismos relevantes para o

desenvolvimento inicial da aterosclerose humana (Fang; Liu; Miller, 2014).

1.4 Peixe-zebra como modelo experimental

1.4.1 Vantagens do modelo

O peixe-zebra (Danio rerio) tem sido um modelo amplamente utilizado em pesquisas
cientificas. A comparagdo com o genoma de referéncia humano mostra que
aproximadamente 70% dos genes humanos t€ém pelo menos um ortélogo 6bvio de peixe-
zebra (Vaz; Outeiro; Ferreira, 2018; Howe et al., 2013). Além disso, o peixe-zebra possui
varias vantagens em relagdo aos modelos murinos em estudos de desenvolvimento e doengas
de vertebrados. Dentre essas vantagens, ¢ possivel citar as centenas de embrides em uma
unica ninhada, clareza dptica do embrido em desenvolvimento, devido a transparéncia desta

espécie (Choi et al., 2021), capacidade de acelerar os estudos genéticos por supressdo ou
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superexpressao de genes (Howe et al., 2013), e assim, se torna possivel realizar estratégias

de mutagénese e triagem em grande escala, em menos tempo e a um custo reduzido (Santoro,

2014).

Ademais, os peixes-zebra sdo altamente sociais, exibem comportamentos de cardume
e de aprendizagem, e podem ser submetidos a testes de comportamento social para avaliagdo
de comportamentos tipicos de transtornos mentais em humanos (Choi et al., 2021). Por mais
que certas areas do cérebro do peixe-zebra ndo sejam tdo desenvolvidas como nos
mamiferos, ou ainda ndo tenham seu mapeamento plenamente definido em relagdo as
contrapartes mamiferas, os principais distirbios cerebrais podem ser modelados nessa
espécie, tornando-a uma excelente ferramenta de pesquisa em neurociéncia e a genética

(Gerlai, 2011; Kalueff; Stewart; Gerlai, 2014).

Como beneficio adicional, sdo animais relativamente pequenos e geralmente
resistentes, logo, podem ser mantidos em densidades muito maiores e a custos muito
menores do que os sistemas de modelos de mamiferos (Lawson; Wolfe, 2011). Por fim, esse
modelo animal segue o principio dos 3Rs (substituicao, redugdo e refinamento, do inglés
replace, reduce and refine), conforme preconizado por diversos orgaos reguladores
nacionais e internacionais. Dessa forma, o crescente uso do peixe-zebra como modelo de
pesquisa permite reduzir ou até mesmo substituir os experimentos cientificos com
mamiferos, ndo excluindo a importancia de manter o bem-estar do novo modelo animal

(Bailone et al., 2020).

1.4.2 Limita¢des do modelo

Em contrapartida, muitas questdes ainda precisam ser abordadas em estudos futuros
sobre peixes-zebra. Uma limitacdo reconhecida na genética desse modelo ¢ a escassez de
linhagens consanguineas bem caracterizadas (Kalueff; Stewart; Gerlai, 2014). Em geral, ao

contrario dos roedores, peixes ndo toleram a consanguinidade e perdem rapidamente a
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fertilidade. Outros obstaculos no uso do peixe-zebra na pesquisa sdo a duplicacdo do
genoma; o desconhecimento do cuidado parental, essencial para modelar alguns distirbios
do desenvolvimento e influenciar caracteristicas comportamentais (Kalueff et al., 2013); e a
possivel dificuldade em traduzir diretamente as doses humanas ou de roedores em doses para
peixes-zebra, devido as diferencas fisiologicas entre as espécies (Kalueff, Echevarria;

Stewart, 2014).

Outra limitagdo encontrada no modelo ¢ a determinagdo do sexo e o dimorfismo
sexual. A determinacdo sexual em peixes € um processo muito flexivel, incluindo a acdo de
fatores genéticos, ambientais (por exemplo, temperatura e pressdo), comportamentais ¢
fisiologicos (Devlin; Nagahama, 2002). Muitos estudos defendem que essa espécie tem um
sistema de determinacdo sexual genética diferente do encontrado na maioria dos mamiferos.
Nos humanos, ocorre a determinagdo cromossdmica do sexo (CSD, do inglés chromosomal
sex determination), na qual o sexo ¢ definido por um interruptor primario localizado em um
ou ambos os membros de um par cromossomico sexual bem diferenciado (Liew et al., 2012).
Os peixes-zebra nao possuem tais diferengas entre os conjuntos cromossdmicos dos genomas
masculino e feminino (Hosseini et al., 2019b), logo, defende-se que estes t€ém uma
determinagdo sexual poligénica (multigénica ou multifatorial) (PGSD, do inglés polygenic
sex determination), em que genes diferentes podem influenciar a determinacao do sexo em
diferentes linhagens, ou que genes diferentes se tornam mais importantes sob diferentes

condi¢gdes ambientais (Gerlai, 2011; Liew et al., 2012; Hosseini et al., 2019b).

Alguns dos genes sugestivos de exercerem influéncia no sexo nos peixes foram
encontrados nos cromossomos 4, 5 ¢ 16 (Howe et al., 2013), mas ainda sdo necessarios
estudos conclusivos sobre o assunto. Outro artigo mais recente, de 2022, defendeu que o
peixe-zebra encontrado na natureza possui 0 método cromossdmico de determinacdo sexual
convencional do tipo WZ/ZZ, com um determinante sexual principal identificado no
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cromossomo 4. Todavia, ele ndo foi encontrado no animal domesticado, retornando a
hipdtese de um mecanismo poligénico de determinacao sexual (Aharon; Marlow, 2022) e
dando origem a teoria de que o peixe-zebra perdeu genes determinantes do sexo por meio da
domesticacdo de longo prazo. O motivo poderia estar relacionado a regulacdo da
diferenciagdo sexual em laboratério por temperatura e por multiplos fatores genéticos

(Hosseini et al., 2019a).

Outrossim, a diferenciagdo das gonadas comeca entre 10 e 12 dias apds a eclosdo,
sendo que todos os animais apresentam uma fase juvenil em que possuem ovario contendo
odcitos, independentemente do seu sexo definitivo (Schartl, 2004). Posteriormente, os
ovarios continuam a crescer produzindo 6vulos maduros em fémeas, ou comecam a se
transformar em testiculos por volta de 23 e 25 dias de idade em machos (Takahashi H, 1977).
A maturidade sexual ¢ marcada pela produgdo de gametas viaveis e pelo desenvolvimento
de caracteristicas sexuais secundarias naqueles peixes que estdo em condigdes de
reproducdo, incluindo uma coloragdo amarelada ventral em machos e um abddémen
distendido em fémeas gravidas, como ilustrado na Figura 1 (Parichy et al., 2009). Por serem

distingdes sutis, a diferenciagdo entre os sexos se torna um obstaculo.

Figura 1. Diferenciacao fisica entre peixes-zebra macho e fémea.

Fonte: autoria propria.

(A) Peixe-zebra fémea. (B) Peixe-zebra macho.
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Por fim, ¢ importante ressaltar que nenhum modelo animal pode recapitular
completamente todas as caracteristicas fisiologicas humanas, bem como as patologias

desenvolvidas por esses mamiferos.

1.4.3 Uso do peixe-zebra para estudo de obesidade e suas consequéncias

Como modelo para estudos sobre metabolismo lipidico, o peixe-zebra tem sido um
grande aliado. Os 6rgdos digestivos, tecidos adiposos, maquinaria de sintese e transporte de
gorduras e musculos esqueléticos do peixe-zebra sdo fisicamente organizados de maneira
semelhante aos seus equivalentes humanos (Oka et al., 2010; Schlegel; Stainier, 2007,
Anderson; Carten; Farber, 2011). A caracteristica primaria da obesidade ¢ a hipertrofia ¢ a
hiperplasia adiposa. No peixe-zebra, assim como nos mamiferos, os lipidios sdo
armazenados em depositos de adipdcitos viscerais, intramusculares e subcutaneos. As
primeiras goticulas lipidicas neutras aparecem nos adipdcitos viscerais e se acumulam
conforme o peixe-zebra cresce. Esse acumulo ¢ produzido por superalimentagdo, que pode
ser iniciada a partir do quinto dia pés-fertilizacao (dpf), sendo que no oitavo dpf, o deposito
de gordura ja € notavel. Uma vantagem frente aos modelos de roedores, para os quais a dieta
s0 pode ser iniciada apos o desmame, que € pelo menos 3 semanas depois nascimento (Zang;

Maddison; Chen, 2018; Flynn; Trent; Rawls, 2009).

Dentre os tipos de alimentagdo para peixe-zebra existem a dieta viva, como por
exemplo com a espécie de zooplancton Artemia, e a dieta processada, como a ragdo. O
primeiro € conhecido pelo seu alto indice proteico (Silva; Mendes, 2006; Diemer et al.,
2012), sendo que os cistos devem ser reidratados em agua salgada por 18 a 24 horas e apos
esse periodo os nduplios, ou larvas, eclodem e sdo ofertados como alimento para os peixes
(Dammski et al., 2011). Ja as ragdes processadas sao encontradas em diversas formulagdes
e ndo precisam de nenhum preparo adicional; por isso, costumam ser mais utilizadas. Como
outras fontes de alimento, estudos utilizam gema de ovo para aumento do percentual de
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gordura da dieta (Tingaud-Sequeira; Ouadah; Babin, 2011; Zhou et al., 2015), visto que sua
composi¢ao ¢ principalmente de gordura e proteina (APN, 2012). A gema pode ser comprada
seca com uma concentracdo de cerca de 60% de lipideos (Sigma Aldrich) (Smolinska et al.,
2024) ou preparada de forma convencional, cozinhando o ovo, separando a gema, €
triturando antes de oferecer aos animais. Além dessa fonte de gordura, 6leos e banhas

também ja foram explorados (Meguro; Hasumura, 2018; Meguro; Hasumura; Hase, 2015).

Um estudo feito na Alemanha em 2017 comparou trés grupos alimentares de peixes-
zebra por 8 semanas: (1) grupo controle alimentado com dieta padrao de 5/mg/peixe/dia de
Artemia (22% de gordura, 44% de proteinas, 16% de carboidratos; Aqua Schwarz) para
manter o peso corporal; (2) grupo superalimentado com 60mg/peixe/dia de Artemia, para
induzir obesidade a partir de uma dieta normal em gorduras; e (3) grupo alimentado com
uma DH composta por 5 mg/peixe/dia de Artemia em conjunto com 30 mg/peixe/dia de ovo
em po (59% de gordura, 32% de proteinas, 2% de carboidratos; Sigma). Foi notado que os
dois ultimos grupos tiveram a abddmen aumentado e um crescimento significativo no indice
de massa corporal (IMC) em comparagdo aos peixes controle. Contudo, apenas o grupo
superalimentado com dieta rica em gordura apresentou niveis significativamente elevados
de glicose no sangue, triglicerideos plasmaticos e colesterol, bem como um actmulo

ectopico proeminente de lipidios no figado e musculo (Landgraf et al., 2017).

Observacdes clinicas e pré-clinicas tém relacionado a obesidade com diversos
distarbios centrais, entre eles: pior desempenho cognitivo, declinio cognitivo e deméncia
(Nguyen; Killcross; Jenkins, 2014). Um estudo anterior do nosso grupo de pesquisa relatou
que uma dieta rica em gordura ¢ capaz de modular uma ampla gama de dominios
comportamentais em peixes-zebra, aumentando a agressividade e comportamentos

semelhantes a ansiedade; e prejudicando a formacao de memoria (Picolo et al., 2021)
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Diante do exposto, tornam-se necessarios mais estudos a fim de entender melhor os
distarbios metabodlicos e cognitivos ocasionados pela obesidade. Nesse contexto, o peixe-
zebra se apresenta como um bom modelo obesogénico para a analise dessas complicagdes,
contribuindo para ampliar os conhecimentos acerca dessa epidemia global para buscar novas

formas de combaté-la (VIGITEL, 2024).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:
Explorar os efeitos de uma DH sob pardmetros morfométricos e cognitivos em

peixes-zebra adultos, analisando as diferencas entre machos e fémeas.

2.2 Objetivos especificos:

Analisar as consequéncias resultantes da DH em peixes-zebra adultos nos parametros:

e Morfométricos: peso, comprimento e indice de massa corporal (IMC);

e Comportamentais: avaliar as condi¢cdes locomotoras, exploratdrias e caracteristicas
do comportamento tipo ansioso por meio do teste de Tanque novo;

e Dimorficos: Demonstrar as diferencas encontradas entre machos ¢ fémeas nos

parametros citados anteriormente.
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3. METODOLOGIA

3.1 Caracterizacdo dos animais e protocolo experimental

Os peixes-zebra (Danio rerio) utilizados nessa pesquisa foram animais criados em
cativeiro, adquiridos do fornecedor local Acquaplan (Acquaplan, DF, Brasil). Os animais
foram mantidos em aquarios de vidro com as seguintes dimensdes: 18 cm de largura, 15 cm
de comprimento e 20 cm de altura. Cada aquéario continha 4 L de dgua coletada do sistema
ZebTEC (Tecniplast Italia), que mantinha a temperatura (27+1°C) e pH (7,01+0,5%)
controlados. Durante todo o experimento, os aquarios foram alojados em uma sala particular,
organizada em estantes que continham papel azul em suas paredes, a fim de enriquecer o
ambiente. Nas estantes, os machos e as fémeas eram separados em aquarios distintos,
organizados de maneira intercalada de acordo com o sexo. A sala era equipada com um
sistema de fotoperiodo, o qual acendia suas luzes as 8 horas e apagava as 20 horas,
totalizando 12 horas de ciclo claro e 12 horas de ciclo escuro. Em cada aquario havia um
aerador, cujo objetivo era manter a oxigenagdo da dgua adequada para os peixes. Os outros
parametros controlados eram os niveis de amodnia e nitrito da agua, medidos por kits
colorimétricos da Labcon Test (Alcon Ltda., Santa Catarina, Brasil), estes por sua vez,
dependentes do valor de pH da dgua, que foi analisado por um pHmetro. Tais critérios foram

avaliados sempre antes da troca dos aquarios, que acontecia em dias intercalados.

O protocolo experimental utilizado foi desenvolvido conforme as recomendagdes e
aprovagdo do Comité de Etica no Uso de Animais da UnB, (SEI n° 23106.075530/2024-12).
Inicialmente, os 78 animais, sendo 50 machos e 28 fémeas, foram divididos em 16 aquérios,
separados por sexo, sendo as fémeas alimentadas por 58 dias e os machos por 66 dias, uma

vez ao dia, com uma das dietas a seguir:

e Dieta padrao (DP): 7,5 mg/peixe da ragdo seca Tetra-ColorBits (47,5% proteinas,

6,5% de gorduras e 18% de carboidratos; 4,9 cals/mg) Tetra, Alemanha.
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e Dieta hiperlipidica (DH): 5 mg/peixe da racdo comercial usada para DP acrescida
de 15 mg/peixe de gema de ovo cozida (26% de gordura, 16% de proteinas, 2%

de carboidratos; 3,23 cals/mg).

No 36° dia de experimento os animais foram submetidos a uma reproducao para um
estudo paralelo. Durante o periodo noturno, os peixes foram alocados em aquarios menores,
com a propor¢ao de uma fémea para dois machos em cada aquario, sendo que 3 fémeas nao
participaram desse processo. Em virtude da reprodugao, foi possivel notar uma redugao no

peso nas fémeas, em consequéncia da liberagdo dos ovos.

Figura 2. Protocolo experimental.
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Os animais foram divididos em dois grupos, um que foi alimentado com dieta padrdo (DP) e o outro que foi
alimentado com dieta hiperlipidica (DH) a partir do dia 0. No 36° dia de dieta, os peixes foram submetidos a
fecundag@o para um estudo paralelo. O teste comportamental de Tanque aberto foi realizado nos dias 55 ¢ 56
para as fémeas e nos dias 62, 63, 64 ¢ 65 para os machos. O peso dos animais foi mensurado seis vezes durante
0 experimento, ao passo que o comprimento corporal foi aferido ao fim do experimento, no dia 57 e 58 para as
fémeas e no dia 66 para os machos.

3.2 Dados morfométricos
3.2.1 Peso

Os animais foram pesados seis dias diferentes no decorrer do experimento. Cada
peixe foi retirado do aquario com uma rede e levemente seco com papel absorvente disposto

na bancada. Em seguida, foi colocado em um béquer, com agua do sistema ZebTEC, sob
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uma balanga analitica de precisdo. Os resultados foram dispostos em uma tabela no Excel e

posteriormente analisados.

3.2.2 Comprimento

O comprimento dos peixes foi mensurado ao final do experimento. Os animais foram,
individualmente, anestesiados com tricaina a 0,2% e colocados sob a bancada, coberta com
papel, lateralmente a uma régua, que serviu de referéncia para aplicacdo posterior de uma
escala. Logo apds, os peixes foram fotografados e o comprimento foi medido com a
utilizagdo do software Image J, levando em consideracdo a distdncia da boca do peixe até o

pedunculo caudal (Singleman; Holtzman, 2014; Oka et al., 2010).

3.23IMC
A partir dos dados de peso e comprimento, calculou-se para cada um dos individuos
o IMC, um pardmetro amplamente utilizado para medir adiposidade corporal (Zang et al.,

2018), através da formula peso(mg)/comprimento(cm)? (Leibold; Hammerschmidt, 2015).

3.3 Teste do tanque novo

A andlise comportamental dos peixes foi realizada ao final do experimento, com 55
e 56 dias de dieta das fémeas e entre 62 e 65 dias de dieta dos machos. Uma forma de analisar
os comportamentos locomotor e tipo ansioso dos animais ¢ através do teste de tanque novo,
semelhante ao teste de campo aberto em roedores, que explora o comportamento instintivo
do peixe-zebra de buscar prote¢do quando exposto a um ambiente desconhecido,
permanecendo no fundo do mesmo até que se sinta seguro o suficiente para explorar (Levin;
Bencan; Cerutti, 2007; Ribeiro et al., 2015). O aumento do tempo de permanéncia na parte
inferior, o aumento de movimentos erraticos € o congelamento sdo caracteristicos de
comportamento tipo-ansioso (Egan et al., 2009). Baseado no exposto, os peixes foram
inicialmente submetidos a 1 hora de ambientacdo na sala de teste, que estava preparada com

luz reduzida, quantificada com luximetro, e envolta com papel celofane azul. O teste foi feito
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concomitantemente com trés aquarios de vidro de 18 cm de largura, 15 cm de comprimento
e 20 cm de altura, e preenchidos com 4L de dgua do sistema ZebTEC (27 + 1°C). Os
aquarios foram alocados em cima de uma mesa branca e separados por divisorias, a fim de

evitar interferéncias visuais.

Para a realizacdo do teste, cada peixe foi retirado do seu aquario habitual com uma
rede e colocado no aquario do teste, onde foi gravado durante 6 minutos por uma camera
localizada a frente do aquario. De forma virtual, os aqudrios foram divididos em dois
quadrantes, um inferior e um superior. Foram analisados os pardmetros velocidade maxima
e distancia total percorrida, relacionados a locomocgao, bem como o tempo gasto nas areas
superior ¢ inferior, e o indice de exploragdo, representativos do comportamento tipo ansioso.

Para analise desses resultados, foi utilizado o software ANY-maze.

3.4 Analise estatistica

Os dados foram analisados utilizando o Software GraphPad Prism, versao 9.2.0. A
fim de garantir a precisdo da analise e interpretacdo dos dados, os outliers foram retirados
ap6s sua a identificagdo pelo método de ROUT (Q= 1%). Para avaliar a normalidade
utilizou-se como critérios os testes de D’ Agostino-Pearson, Shapiro-Wilk e Kolmogorov-
Smirnov, sendo necessario atender a pelo menos um dos testes para ser considerada uma
distribuicdo normal. Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM)
e, quando considerados normais, analisados pelo Teste ¢ de Student ndo pareado. A
significancia estatistica foi baseada em P< 0,05. De maneira particular, o grafico que expde

a relag@o entre animal, peso e tempo foi analisado por regressao linear.
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4. RESULTADOS

4.1 O consumo de DH promoveu aumento do peso corporal, mas nao modificou o
comprimento corporal e o IMC

Os animais foram pesados em dias especificos durante todo o experimento. A
evolucdo do peso corporal em relagdo ao tempo de dieta foi apresentada por meio da andlise
estatistica de regressdo linear. Foi observado um aumento significativo no peso das fémeas
submetidas a DH em relagdo ao grupo submetido a DC [F (2, 157) = 4,945; p= 0,0083]
(Figura 3A). O coeficiente de Pearson (r) para as fémeas DC foi de 0,3263, enquanto para

as fémeas DH foi de 0,5243.

Com o encerramento do protocolo experimental, foi possivel notar um aumento
significativo do peso final das fémeas alimentadas com DH (p= 0,0422; Figura 3B). Nao
houve diferengas em relacdo ao comprimento corporal (p=0,6388; Figura 3C) e ao IMC (p=

0,5791; Figura 3D).

Figura 3. Variacao dos parametros morfométricos das fémeas.
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(A) Peso final. (B) Peso corporal das fémeas ao longo do tempo do protocolo experimental. (C) Comprimento
final. (D) IMC. As fémeas foram alimentadas por 56 dias, parte com DC e parte com DH. Elas foram pesadas
nos dias de dieta 2, 9, 33, 55 ¢ 58. O peso corporal ao longo do protocolo experimental foi representado por
regressdo linear. Para a comparagdo entre os grupos DC ¢ DH dos demais testes, foi utilizado o teste t de
Student ndo pareado e os dados paramétricos foram expressos como média + EPM. N= 13 a 15 por grupo. A
significancia estatistica esta representada pelo asterisco * (p< 0,05).

Assim como para as fémeas, o peso final dos machos alimentados com DH em
relacdo aos machos alimentados por DC, apresentou aumento significativo (p= 0,0449;
figura 4A). Entretanto, no resultado do peso ao longo do tempo do protocolo experimental
ndo foi observada tal diferenga [F (2, 225) = 20,85; p <0,0001] (Figura 4B). O coeficiente
de Pearson (r) para DC foi de 0,1128 e para DH foi de 0,02634. Também nao houve diferenca
estatistica no comprimento (p= 0,0720; Figura 4C) ¢ no IMC (p= 0,4071; Figura 4D).
Entretanto, foi possivel notar uma tendéncia de aumento no comprimento do grupo de

machos DH.

Figura 4. Varia¢ao dos parametros morfométricos dos machos.
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(A) Peso final. (B) Peso corporal dos machos ao longo do tempo do protocolo experimental. (C) Comprimento
final. (D) IMC. Os machos foram alimentados por 65 dias, parte com DC e parte com DH. Eles foram pesados
nos dias de dieta 2, 9, 33, 55 ¢ 65. O peso corporal ao longo do protocolo experimental foi representado por
regressao linear. Para a comparagdo entre os grupos DC e DH dos demais testes, foi utilizado o teste t de
Student nao pareado e os dados paramétricos estdo expressos como média = EPM. N= 16 a 20 por grupo. A
significancia estatistica esta representada pelo asterisco * (p< 0,05).
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4.2 O consumo de DH promoveu comportamento tipo-ansioso

O teste de Tanque novo foi conduzido conforme protocolo apresentado, no qual
espera que o animal permaneg¢a no quadrante inferior do aquario até se sentir seguro para
explorar a por¢ao superior. Durante a analise, foram avaliados parametros como velocidade
maxima e distancia total percorrida, que caracterizam a locomog¢ao do peixe, € outros
parametros como tempo gasto nas areas superior e inferior e indice de exploragdo, calculado
pelo tempo na area superior/ (tempo na area inferior + tempo na area superior) x 100. Esses,

por sua vez, sdo representativos do comportamento tipo ansioso.

Para a velocidade maxima das fémeas nao houve significancia estatistica (p=0,1299;
Figura 5B). Entretanto, a distancia total percorrida (p=0,0167; Figura 5C), o tempo na zona
superior (p= 0,0109; Figura 5D) e o indice exploratorio (p= 0,0110; Figura 5F) foram
menores para o grupo DH, enquanto o tempo na zona inferior (p= 0,0114; Figura 5E) foi
maior, se comparado ao grupo DC. Os resultados encontrados inferem uma menor
locomogdo e a presenca de comportamento tipo-ansioso desencadeados pela alimentagao
rica em gordura.

Figura 5. DH influencia o comportamento das fémeas.
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(A) Protocolo experimental do teste de Tanque novo. Foram analisados velocidade méaxima (B), velocidade
maxima (B), distancia total percorrida (C), tempo na zona superior (D), tempo na zona inferior (E) e indice
exploratério (F) que ¢ calculado ZS/[(ZS+ZI) x100]. A comparagdo entre os grupos DC e DH foi realizada
através do teste t de Student ndo pareado e os dados paramétricos estdo expressos como média = EPM. N=9
por grupo. A significancia estatistica esta representada pelo asterisco *(p< 0,05).

Por outro lado, a DH ndo alterou a locomog¢ao dos machos, pois os dados de
velocidade maxima (p= 0,4312; Figura 6B) e distancia total percorrida (p= 0,1184; Figura
6C) ndo demonstraram diferengas estatisticamente significativas. Contudo, o tempo na zona
inferior (p= 0,0434; Figura 6E) dos animais DH foi maior em relacdo aos animais DC, e o
indice exploratorio (p= 0,0488; Figura 6F) foi menor no grupo DH. O tempo na zona superior
(p= 0,1107; Figura 6D) nao foi diferente entre os grupos. Por meio desses resultados, ¢é
possivel inferir que os animais alimentados com DH apresentaram comportamento tipo-

ansioso.

Figura 6. DH influencia o comportamento dos machos.
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(A) Protocolo experimental do teste de Tanque novo. Foi analisado velocidade maxima (B), distincia total
percorrida (C), tempo na zona superior (D), tempo na zona inferior (E) e indice exploratorio (F) que é calculado
pela formula ZS/[(ZS+ZI) x100]. A comparagdo entre os grupos DC e DH foi realizada através do teste t de
Student ndo pareado e os dados paramétricos estdo expressos como média + EPM. N= 15 por grupo. A
significancia estatistica esta representada pelo asterisco *(p< 0,05).
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5. DISCUSSAO

De acordo com o Atlas Mundial da Obesidade 2025, o mundo ndo atingird as metas
de 2025 da Assembleia Mundial da Saude para a prevencdo e o controle de DCNTs, que
incluem “interromper o aumento do diabetes e da obesidade”, de acordo com as linhas de
base de 2010 (OMS, 2013). Ao contrario do que ¢ esperado, observou-se aumento na
prevaléncia de sobrepeso e obesidade em muitos paises de renda média e platés em um nivel

elevado em paises de alta renda (Federacdo mundial da obesidade, 2025).

Nesse contexto, a obesidade tem sido associada a neuroinflamacao, a diminui¢ao das
fungdes cognitivas e ao desenvolvimento de doencas neurodegenerativas (Bittencourt et al.,
2022). Portanto, diante do atual cendrio, estudos para melhor entender a influéncia do
sobrepeso e obesidade no metabolismo e na cogni¢do tornam-se essenciais. Como aliado a
essa estratégia, o peixe-zebra se mostra eficiente modelo de pesquisa devido a alta
homologia fisioldgica e genética com os humanos, bem como a semelhanca da morfologia
do SNC (Kalueff, Stewart, et al., 2014). O presente estudo utilizou peixes-zebra adultos
alimentados com DH como modelo obesogénico. Pardmetros morfométricos como peso,
comprimento ¢ IMC foram utilizados para acompanhar a resposta dos peixes a indugao da

obesidade pela alimentacdo rica em gordura.

O peso final dos peixes nutridos com DH, tanto fémeas (Figura 3A) quanto machos
(Figura 4A), apresentou aumento significativo. Um resultado semelhante foi encontrado por
Landgraf e seu grupo de pesquisa em 2017, em que eles utilizaram peixes-zebra machos
divididos em trés grupos: o primeiro foi alimentado com Artemia suficiente para manutengao
do peso corporal, o segundo foi superalimentado com Artemia para induzir obesidade por
meio de uma dieta com quantidades normais de gordura, e por fim, o Gltimo foi alimentado
com a combinagdo de Artemia e gema de ovo em p6 imitando uma dieta rica em gordura.

Ap0s oito semanas de experimento, os animais foram pesados e foi observado aumento de
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peso tanto nos animais superalimentados com Artemia quanto nos animais alimentados com
Artemia e gema de ovo em po. Ainda, no ultimo grupo os adipdcitos viscerais eram maiores

e apresentavam um fendtipo de tecido adiposo metabolicamente comprometido (Landgraf et

al., 2017).

Outro parametro analisado foi o comprimento dos animais, que apresentou uma
tendéncia de aumento no grupo de machos DH (Figuras 4C). Em contrapartida, ndo houve
diferenga entre os grupos de fémeas (Figura 3C). Uma pesquisa com perfil semelhante a esta
relacionou o prejuizo da neurogénese e homeostase cerebral pelo sobrepeso induzido por
dieta em peixe-zebra, e encontrou um resultado estatisticamente significativo. Nela, foi
desenvolvido um modelo obesogénico rapido de quatro semanas, em que os animais foram
superalimentados com Artemia. Ao final, foi encontrado um aumento no comprimento de

125% nos machos e 162% nas fémeas em relacdo ao grupo controle (Ghaddar et al., 2020).

O ultimo pardmetro morfométrico analisado foi o IMC, calculado a partir da férmula
peso(mg)/comprimento(cm)?. O IMC das fémeas (Figura 3D) e dos machos (Figura 4D) niio
foi alterado pela dieta, o que diverge de resultados consolidados na literatura (Hiramitsu et
al., 2014; Landgraf et al., 2017; Oka et al., 2010; Picolo et al., 2021). A saber, um estudo
realizado em 2014 no Japao desenvolveu um modelo obesogénico em peixes-zebra adultos
por meio do consumo de Artemia. O grupo controle foi alimentado apenas uma vez ao dia
enquanto o grupo de superalimentacdo recebeu a dieta trés vezes ao dia durante quatro
semanas. No ultimo dia de protocolo, os animais foram pesados € medidos, € sendo o IMC
calculado 1,4 vezes maior nos animais superalimentados em comparagdo aos animais

controles (Hiramitsu et al., 2014).

A assimetria encontrada em relagdo aos dados obtidos pelo presente projeto e os
descritos na literatura podem ser consequéncia de alguns fatores determinantes. Em primeira

analise, ¢ importante ressaltar que os animais utilizados no protocolo experimental sdo de
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cativeiro, conferindo a eles uma certa heterogeneidade. Portanto, devido ao niimero de
peixes necessario para o desenvolvimento da pesquisa, mesmo apds randomizagdo maxima
possivel, pode ter ocorrido variagdo no estagio de vida entre as fases jovem e jovem-adulto.
Sendo que, o aporte nutricional na fase jovem deve ser altamente proteico para estimular o
desenvolvimento e crescimento dos animais, em contraste com a dieta direcionada a peixes
adultos, que precisa de uma quantidade maior de lipideos, a fim de priorizar a reproducao da
espécie (Coutinho, 2018; Dammski et al., 2011; Rodrigues; Bergamin; Santos, 2013).
Ademais, um estudo realizado por Singleman e Holtzman sugere que o crescimento do
peixe-zebra ¢ maior em determinados estdgios da vida, principalmente entre as idades 30-45

dpf e 90-180 dpf (Singleman; Holtzman, 2014).

De forma suplementar, convém considerar o tipo de dieta utilizado no protocolo
experimental. A literatura citada para comparagdo dos resultados obtidos utilizou como
alimento dos peixes a Artemia, principal dieta viva utilizada em pesquisas. Acredita-se que
esse tipo de dieta ¢ mais balanceado nutricionalmente, mais atrativo quimica e visualmente
e mais digestivel, além de ser uma oportunidade de bioencapsulacdo de nutrientes e
aprimoramento do comportamento predatdrio (Dammski et al., 2011; Licitra et al., 2024).
Porém, ¢ importante ressaltar que presas vivas apresentam riscos potenciais de transmissao
de patogenos e possuem custo substancialmente superior em relagdo a racao seca (Chang;
Benedict; Whipps, 2019; Licitra et al., 2024). Independentemente das vantagens e
desvantagens de cada tipo de dieta, o uso da ragdo seca em detrimento da alimentag¢do viva

pode ter tido influéncia nos resultados encontrados.

Hé evidéncias que a ingestao alimentar adequada tem efeitos importantes nas fungdes
e na saude cerebral humana. (Chianese et al., 2018). Da mesma forma, muitos estudos em
humanos demonstram déficits no desempenho cognitivo, na memoria € no comportamento
desencadeados por dietas ricas em gordura (Eskelinen et al., 2008; Greenwood; Winocur,
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2005; Molteni et al., 2002; Sharma, 2021). O peixe-zebra, devido a sua semelhanga genética
com os humanos (Vaz; Outeiro; Ferreira, 2018* Howeet al., 2013) e ao seu comportamento
altamente social (Choi et al., 2021), permite que os principais distirbios cerebrais sejam
representados, tornando-o uma excelente ferramenta de pesquisa em neurociéncia ¢ a

genética (Gerlai, 2011; Kalueff; Stewart; Gerlai, 2014).

No teste do tanque novo, ao analisar a locomog¢ao dos animais, resultados diferentes
foram encontrados para as fémeas e para os machos. A velocidade méxima ndo mostrou
alteracdo significativa entre os grupos DC e DH de ambos os géneros (Figura 5B e 6B),
porém, observou-se menor distincia total percorrida pelo grupo de fémeas DH (Figura 5C),
fato intimamente relacionado ao peso dos animais, visto que por estarem mais pesadas, se
faz necessario um esfor¢o maior para se movimentarem, confirmando a dificuldade
locomotora. Uma pesquisa recente de 2024 encontrou resultados semelhantes. Nesse estudo,
os animais foram divididos em quatro grupos, sendo dois grupos controle, em que um deles
foi alimentado com Artemia e o outro com racdo comercial, e os dois grupos modelos de
obesidade, em que um recebeu gema de ovo em p6 misturada com 6leo de soja e outro foi
superalimentado com Artemia. No referido estudo, o primeiro grupo do modelo obesogénico
apresentou redugdo da distancia percorrida, aumento da laténcia para adentrar a rea superior
e menor velocidade média, (Silva et al., 2024) os dados aqui apresentados e indicando

comportamento tipo-ansioso.

De maneira semelhante, outros indicadores de comportamento tipo-ansioso foram
analisados, como o tempo gasto nas areas superior € inferior e o indice de exploragdo (Egan
et al., 2009). Geralmente, o maior tempo de permanéncia na zona inferior € o0 menor indice
de exploragao demonstram inseguranga do peixe em explorar o novo ambiente, sendo um
perfil tipico de ansiedade elevada (Egan et al., 2009; Levin; Bencan; Cerutti, 2007). Os
resultados encontrados a partir do teste de tanque novo do experimento estdo em
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concordancia com publicacdes ja consolidadas (Picolo et al., 2021; Silva et al., 2024). O
tempo na zona inferior foi maior para as fémeas (Figura 5E) e para os machos (Figura 6E)
alimentados com DH, enquanto o indice exploratério foi menor, também para as fémeas
(Figura 5F) e para os machos (Figura 6F). Assim, infere-se que o aumento de gordura na
dieta de peixes-zebra induz comportamento tipo-ansioso. O mesmo desfecho foi atestado em
um trabalho recente do nosso grupo de pesquisa, que demonstrou declinio cognitivo,
comportamento agressivo € comportamento tipo-ansioso em peixes-zebra, induzido por DH

a curto prazo (Picolo et al., 2021).
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6. CONCLUSAO

O modelo experimental utilizado mostrou-se adequado e confidvel para o estudo da
obesidade e de suas consequéncias metabodlicas e cognitivas, uma vez que foram observados
ganho de peso e comportamento tipo-ansioso nos animais. Os achados reafirmam a
relevancia do peixe-zebra como ferramenta para o aprofundamento do conhecimento nessa

area.
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