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PRIMEIRA PARTE

1. INTRODUCAO GERAL

A prevaléncia da obesidade aumentou significativamente nas Gltimas trés décadas, sendo
considerada uma pandemia que afeta 1,9 bilhdo de pessoas no mundo inteiro. Nos paises
desenvolvidos e em desenvolvimento, o sobrepeso e a obesidade séo considerados problemas
de salde publica e apresentam uma alta taxa de mortalidade por fatores de riscos associados
(FREITAS et al., 2018).

A preocupacdo com essa doenca aumenta, pelo fato da obesidade dos pais poderem trazer
consequéncias negativas para a salde,a longo prazo, nas geracdes subsequentes. Estudos
epidemiol6gicos em animais forneceram evidéncias de que a obesidade materna ou paterna é
um fator de risco independente para obesidade e disturbios metabdlicos em criangas (REILLY
et al., 2005).

Os mecanismos bioldgicos subjacentes que mediam os efeitos transgeracionais da obesidade
ainda ndo sdo claros. Com isso, os modelos animais preenchem muitas dessas lacunas,
idealmente, o modelo deve ser de facil observacdo comportamental, ter tempos de geracao
curtos, permitindo estudos de multigeracdes em um periodo de tempo razoavel (BAKER et al.,
2014).

Diante disso, o zebrafish apresenta ser um excelente modelo para investigar o desenvolvimento
da obesidade e seu efeito transgeracional, por ser um peixe de pequeno porte, de facil
manutencdo, econdémico para cria¢do, de comportamento facilmente observavel e quantificavel
em um ambiente controlado (SPENCE et al., 2008).

Assim, o objetivo do presente trabalho foi induzir a obesidade em zebrafish, através de uma

superalimentacdo de machos e fémeas e analisar os efeitos reprodutivos e seu impacto na prole.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 A Obesidade

A palavra “Obesidade" tem origem no latim obesitas, que significa gordo ou corpulento
(HASLAM, 2005). No sentido etiolégico, a obesidade é definida como um distarbio biologico
heterogéneo, tendo como um dos principais contribuintes para a doenca uma dieta
desequilibrada com a ingestdo excessiva de alimentos hipercal6ricos (FAO/ WHO, 2015).

As calorias extras ingeridas levam ao armazenamento do excesso de nutrientes nas celulas
adiposas, onde se acumulam como triglicérideos ou lipidios neutros (VARGAS e VASQUEZ,
2017). Esta condigéo leva a um aumento no tecido adiposo, que pode gerar como consequéncia
resisténcia a hormoénios anorexigénicos, como insulina e leptina, e alteracdo no balanco
energético a nivel central, caracterizado pela diminuicdo do gasto energético e aumento do
consumo alimentar (BARRETO-VIANNAEet al., 2016).

Um dos indicadores mundialmente aceito para diagnosticar a obesidade é o indice de Massa
Corporal (IMC) (peso/ altura?). Que segundo a classificagdo mais recente, um valor do IMC
maior que 25 kg/m2, o adulto é considerado com sobrepeso e, quando esse valor for maior que
30 kg/m2, ja ¢ tratado como um grau de obesidade (SEIDELL et al., 2015).

Com os dados relatados nas Gltimas décadas, muitos autores ja consideram a obesidade como
uma pandemia global. Isso pode ser visto, por exemplo, em um estudo realizado em 2015
mostrando que 107,7 milhdes de criancas e 603,7 milhdes de adultos eram obesos em todo o
mundo. Entre os adultos, a prevaléncia da obesidade analisado em 195 paises, no periodo de
1980 a 2015, revelou um maior indice de mulheres obesas em todas as faixas etarias, sendo que
para ambos 0s sexos, a taxa de aumento da obesidade foi maior no inicio da idade adulta
(OBESITY COLLABORATORS, 2017).

No ambito nacional, um levantamento realizado pela Pesquisa de Vigilancia de Fatores de
Risco e Protecdo para Doencas Cronicas por Inquérito Telefénico (BRASIL, VIGITEL, 2016),
realizada em todas as capitais brasileiras, mostrou que um em cada cinco brasileiros esta acima
do peso. A prevaléncia da obesidade no pais passou de 11,8% em 2006 para 18,9% em 2016,
mostrando um aumento em 10 anos de cerca de 60% da doenga no Brasil.

Mas a obesidade ndo é apenas uma desordem singular e sim uma doenca multifatorial, cujas
consequéncias estdo alem da apresentacdo de um fenotipo caracteristico (BRITO, 2018). A
ocorréncia da obesidade reflete da interacdo de fatores bioldgicos, comportamentais, genéticos

e ambiental (LEE et al., 2017), que estdo associados ao desenvolvimento de complicagdes



crénicas severas, como diversos tipos de cancer, dislipidemias, hipergliceridemia,
hipercolesterolemia, doenca hepética gordurosa ndo alcodlica e esteatohepatite ndo alcoodlica
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2002).

O aumento da adiposidade causa também uma condicdo denominada sindrome metabdlica,
definida por ser um conjunto de caracteristicas metabolicas inter-relacionadas que estdo ligadas
ao desenvolvimento de doengas cardiovasculares e diabetes (GRUNDY et al., 2004). Para ser
consideradacomo sindrome é necessario a presenca de 3 dos seguintes 5 fatores em cada
individuo: obesidade abdominal (circunferéncia da cintura >102 ¢cm para homens e >88 cm para
mulheres), triglicerideos elevado, colesterol lipoproteico de alta densidade reduzido, elevada
pressdo arterial e glicemia de jejum alterada (EXPERT PANEL ON DETECTION; 2011).
Todas essas consequéncias da obesidade ocorrem, pois o tecido adiposo além de ter a funcédo de
estoque de energia, também € o maior 6rgdo endocrino do corpo humano (ORIO et al., 2016).
Os adipocitos sdo responsaveis pela producdo de substancias que regulam varias funcdes
organicas como o balango energético, a secrecdo de peptideos, de proteinas bioativas e
adipocinas que sdo responsaveis por uma série de alteracdes metabdlicas, como por exemplo,
no controle da ingestdo alimentar, no controle da sensibilidade a insulina e em processos
inflamatérios (FICHMAN, 2018).

Além de ser composto majoritariamente por adipécitos, o tecido adiposo também € composto
por outros tipos de células, incluindo linfécitos, macrofagos, fibroblastos e células vasculares,
que também possuem papéis importantes no controle funcional do tecido. A obesidade gera
grandes mudancas na composicao celular do tecido adiposo e também modula o fenétipo de
células individuais dentro deste tecido (NAKAMURA et al., 2014). Em relacdo aos
macrofagos, que apresentam duas classes de subpopulacGes conhecidas: as que apresentam
capacidade de producdo de citocinas pro-inflamatéria, como TNF-a, denominadas M1 e
aquelas envolvidas em reacdes anti-inflamatdrias, expressando citocinas como IL-10, chamadas
M2 (LUMENG et al., 2007). Em individuos saudaveis, os macréfagos encontram-se dispersos
entre os adipocitos e, em sua maioria, constituem o subtipo M2. Entretanto, em obesos, 0s
monacitos tendem a se diferenciar em macréfagos do tipo M1(ALMEIDA, 2017).

A producdo exacerbada de sinais inflamatorios pelos adipdcitos que ocorre em individuos
obesos estimula a diferenciacdo de macrofagos M1 que por sua vez liberam 6xido nitrico, TNF-
a, IL-6 e IL-1 (WEISBERG et al., 2003). Estas substancias estimulam ainda mais a atividade
inflamatdria dos adipdcitos. Assim, macréfagos e adipocitos contribuem, isoladamente, para o
estado de inflamacao no tecido adiposo, estimulam mutuamente a atividade inflamat6ria um do
outro e contribuem significativamente para uma inflamacéo sisttémica crénica do individuo
obeso (BERG; SCHERER, 2005).



Além dos distarbios metabolicos nos 6rgdos periféricos, as alteracdes inflamatdrias
relacionadas a obesidade perturbam tambeém funcGes cerebrais, afetando especialmente as areas
do cérebro que regulam a homeostase energética e 0 metabolismo sistémico (JAIS et al., 2017).
Todas essas consequéncias mostram que o estado nutricional e a dieta sdo importantes fatores
relacionados com a promocéo e a manutencao de uma boa saide. Mostrando a obesidade como

uma das principais causas de doencgas crénicas ndo transmissiveis.

2.1.1 O impacto da obesidade na reproducéo

Além das causas etioldgicas citadas anteriormente, hd uma proporc¢éo significativa de casos de
infertilidade ser direta ou indiretamente relacionada com a obesidade (BAKER, 2017). O
processo reprodutivo envolve gasto energético, sendo, portanto sensivel a mecanismos
fisiolégicos ligados aqueles envolvidos no controle do apetite e consumo alimentar (SELI et
al., 2014).

As mulheres, por exemplo, necessitam de uma quantidade minima de gordura para a eficiéncia
reprodutiva; por outro lado, com o aumento da adiposidade na obesidade, hd um aumento de
citocinas pro-inflamatorias, como citado anteriormente (HUANG et al., 2016). Acredita-se que
essas citocinas pro-inflamatdrias contribuam para o desequilibrio homeostatico da glicose e
induzuma resisténcia a insulina (BAKER, 2017), essa situa¢doinduz maior conversdo de
androgenos em estrogénios,diminuicdo da sintese hepatica SHBG (proteina ligadora de
horménios sexuais) que é uma globulina hepatica de ligacdo ao hormdnio sexual, resultando no
aumento dos niveis de estradiol e testosterona livres, tendo seu efeito potencializado pela
associacdo com a hiperinsulinemia (TALMOR, 2015). O efeito combinado dessas alteragdes
causa disfuncdo hipotalamica, secrecdo aumentada de gonadotrofinas, reducdo da
foliculogénese e niveis mais baixos de progesterona luteinica (MAHUTTE et al., 2018).

Uma das consequéncias geradas por esses problemas é a irregularidade menstrual, sendo
portanto mais comum em mulheres com obesidade e aumenta a frequéncia com o nivel de
obesidade (POLOTSKY et al., 2010). Varios estudos sustentam a hipdtese de que a obesidade
tem efeitos negativos na satde reprodutiva das mulheres demonstrando ser responsavel por 25
a 50% das causas de infertilidade feminina (GIVIZIEZ et al., 2016). No entanto, 0 modo como
afeta a reproducédo, incluindo desordens ovulatdrias, ainda é objeto de investigacdo(BEST &
BHATTACHARYA, 2015). Sabe-se que a distribuicdo de gordura corporal € um importante
fator para essa condicdo, pois tem sido demonstrado que as mulheres com maior circunferéncia

da cintura (excesso de gordura abdominal) sdo mais propensas a sofrer de anovulacdo do que as
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mulheres obesas com 0 mesmo IMC que tém menos gordura abdominal (KUCHENBECKER et
al., 2010).

As complicagdes geradas pela obesidade podem comprometer ndo somente a fertilidade
feminina, como também na gravidez causando diabetes gestacional e hipertensdo, pre-
eclampsia, aumento do risco de aborto espontaneo, tentativa fracassada de trabalho de parto,
complicagdes operatorias, hemorragia e infeccbes (RHOTON-VLASAK et al., 2017). Dados de
uma revisdo e meta-analise também indicaram que os profissionais de salde devem estar
cientes do fato de que mulheres obesas que engravidam tém maior probabilidade de apresentar
depressdo pré-natal e pds-parto do que mulheres com peso normal (MOLYNEAUX et al.,
2014).

A obesidade também afeta a salde reprodutiva masculina. De acordo com investigacoes
clinicas, homens com sobrepeso ou obesidade podem diminuir a qualidade espermatica,
incluindo concentracdo de espermatozoides, motilidade espermatica, declinio da reacdo
acrossémica, aumento de danos no DNA do espermatoz6ide e menores taxas de implantagédo
embrionaria, comparados aos de homens com IMC normal (LIU et al.,, 2017). Um dos
mecanismos de comprometimento da espermatogénese na obesidade é o aumento da
temperatura testicular devido ao acimulo de gordura na regidao abdominal, coxas e area escrotal
(KAHN & BRANNIGAN, 2017).

Em um estudo realizado recentemente em Islamabad, capital de Pasquistdo, com homens com
idade entre 20 e 55 anos, demonstrou que a obesidade influencia a fertilidade masculina por
meio de varios mecanismos, que incluem hipogonadismo, espermatogénese reduzida e
disfuncdo erétil. Nesse estudo foi demonstrado que as concentracBes de leptina foram
significativamente maiores e os valores de FSH, LH, testosterona e SHBG foram
significativamente menores em homens obesos em comparag¢do aos homens com peso normal,
verificando que o nivel de leptina ndo estd diretamente relacionado a infertilidade masculina
(AMJAD et al., 2019).

Esses estudos demonstram que a obesidade pode levar ao desequilibrio hormonal relacionado
ao eixo hipotalamico hipofisario gonadal (HPG), induzir uma inflamacdo crénica e aumentar o
estresse oxidativo nos niveis sistémico e tecidual. Desta forma, o ambiente essencial para a
espermatogénese nos testiculos e a maturacdo dos ovoécitos nos ovarios pode ser afetado,

levando a infertilidade.

2.1.2 Os Efeitos Transgeracionais da Obesidade
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Alguns autores sugeremque 0s genes desempenham um papel importante na predisposicdo dos
individuos a obesidade, mostrando que ter um ou ambos 0s pais obesos, especialmente a mae,
aumenta o risco de obesidade na prole (MAFFEIS et al., 2017). Mulheres que estdo com
sobrepeso ou obesas quando entram na gravidez sdo mais propensas a ter filhos com maior
probabilidade de desenvolver obesidade durante a infancia, adolescéncia e na idade adulta
(HAIRE-JOSHU et al., 2016). Essa modulagéo observada acontece ndo somente com a dieta
materna, pesquisadores identificaram mudancas epigenéticas relacionadas ao metabolismo
alterado na prole resultante de variacfes na dieta do pai, indicando que os comportamentos
paternos também podem colocar a prole em risco de obesidade (OZANNE, 2015).

Os fatores genéticos desempenham um papel importante na determinacdo da suscetibilidade
individual ao ganho de peso e a obesidade. Isto levou a um crescente interesse em compreender
0 papel potencial da epigenética como um mediador de interagdes gene-ambiente subjacentes
ao desenvolvimento da obesidade e suas comorbidades associadas (VAN DIJK J et al., 2015).
A metilacdo do DNA representa um dos mais importantes mecanismos epigenéticos e, até o
momento, 0 mais estudado (BURGIO et al., 2015). Em um estudo realizado com mulheres,
foi evidenciado uma associacdo entre o status de metilacdo localizadas em sitios CpG
localizados em genes CLOCK, que controlam o reldgio biolégico, com a obesidade, sindrome
metabolica e perda de peso (MILAGRO et al., 2012).

A obesidade estd associada a diversas comorbidades, como citado anteriormente, mulheres
obesas na fase reprodutiva sdo mais propensas a desenvolver complicacdes na gravidez, como
diabetes mellitus gestacional (DMG) (PANTHAM et al., 2015). Uma consequéncia dessa
condicdo, em decorréncia do feto ter uma maior exposicdo a hiperglicemia no Utero, pode
induzir um estado pré-inflamatdrio na prole com aumento do estresse oxidativo, modificar a
metilacdo e a expressdo de genes associados ao apetite, estimular a secrecdo de
insulina, induzir alteracbes neuro-hormonais e epigenéticas no hipotalamo e levar a alta
adiposidade ao nascimento, o que pode subsequentemente definir a prole em uma trajetdria
para a obesidade naidade adulta(SHARP et al., 2015). Um estudo recente realizado em
camundongos demonstrou que uma exposi¢cdo pré-natal ao DMG aumenta a adiposidade da
prole. Este acimulo de gordura ndo parece resultar de um desequilibrio entre consumo e gasto
energético, mas sim de alteracfes no metabolismo lipidico (TALTON et al., 2019). Tem sido
observado que o impacto da DMG é dependente do sexo da prole, como demonstrado em um
estudo realizado nos Estados Unidos, entre os anos de 1996 a 2010, que avaliou a associacdo
sexo-especifica entre a exposicdo ao DMG no Utero e o risco subsequente de longo prazo da
obesidade na infancia, adolescéncia e inicio da idade adulta dos filhos. Foi verificado, uma
associacdo do DMG materno com aumento do risco de obesidade entre os filhos do sexo



masculino, mas o mesmo nédo foi observado nos filhos do sexo feminino (LI et al., 2017). O
mesmo foi observado em um estudo realizado na Espanha, no qual a DMG foi associada a
macrossomia apenas entre os recém-nascidos do sexo masculino, mas nédo entre a prole do sexo
feminino (RICART et al., 2009).

A obesidade durante a gestacdo causa também uma desregulacdo na homeostase e funcdo do
sistema imune na prole (WILSON et al., 2015). Criangas nascidas de maes obesas tém niveis
elevados de proteina pro-inflamatérios C reativa (PCR)e apresentam maior risco de
desenvolver asma e ataques de sibilancia (O'REILLY et al., 2013). Em um estudo realizado em
camundongos, demonstrou-se que o impacto da dieta no sistema imune da prole pode estar
associado a uma microbiota intestinal alterada, mostrando que a exposicdo ao acido graxo
causa mudancas rapidas na composi¢do microbiana, sugerindo que mudancgas induzidas por
dieta na microbiota materna sdo passadas para os filhos (MYLES et al., 2013).

Ha também uma recente evidéncia de um impacto negativo da obesidade materna na funcao
cognitiva no cérebro da prole, como uma predisposicdo para doencas psiquiatricas e
neurodegenerativas (CONTU et al., 2017). Poucos trabalhos tém sido feito em humanos para
investigar 0s mecanismos genéticos e /ou ambientais pelos quais a obesidade materna
influencia a cognicdo dacriancae a saude mental (BURGIO et al., 2015). Em modelos
animais, foi verificado atividade sinaptica anormal e ramificacdo de dendritos interrompida
todos relatados em descendentes de animais nascidos de mées obesas (YU et al.,
2014 ; HATANAKA et al.,, 2017), fornecendo uma certa base estrutural para possiveis
alteracdes nos circuitos funcionais.

Em um estudo, realizado com 46 gestantes nos Estados Unidos, detectou-se alteragdes
significativas de conectividade funcional em uma coorte de neonatos nascidos de maes com
IMC alto em comparacdo aqueles nascidos de maes com IMC normal. As alteracbes de
conectividade funcional detectadas abrangem os quatro dominios hipotéticos que estdo
implicados criticamente em mecanismos da obesidade em adolescentes e adulto, incluindo
processamento de estimulossensoriais, mecanismos de recompensas, controle cognitivo e
controle da saida motora (SALZWEDEL et al., 2019).

Em humanos, ja foi verificado que a obesidade paterna também afeta a saide da prole. Um dos
primeiros estudos realizados verificou que a exposicdo a dieta hiperlipidica paterna, em
camundongos, programa a disfuncdo das células B em seus filhotes, induz uma piora na
secrecdo de insulina e a tolerancia a glicose ao longo do tempo (NG et al., 2010).

Os estudos sobre os efeitos potenciais da obesidade e supernutricdo na modulacéo genética dos
espermatozoéides sdo limitados (HOUFFLYN et al., 2017). Alguns estudos demonstraram que

ao estudar a metilacdo do DNA em espermatozdides, de uma populacdo de 69 voluntarios, 0s
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percentuais de metilacdo do DNA foram significativamente diferentes em homens obesos ou
com sobrepeso comparado com homens com peso normal (SOUBRY et al., 2016). Outro
estudo, forneceu uma abordagem epigenética abrangente em amostras de esperma de homens
dinamarqueses com peso normal e obesos, e confirmaram uma associacdo entre obesidade e
diferencas epigenéticas em espermatozoides (DONKIN et al., 2016).

Os dados sobre o impacto da obesidade paterna na salde dos filhos sdo limitados. Ja foi
demonstrado que a obesidade paterna pode aumentar o risco de obesidade, doencas
cardiovasculares e inflamacéo na prole (BROADNEY et al., 2017). Dados em camundongos
também indicam que a obesidade paterna altera o fluido seminal e, em geral, o liquido seminal
alterado pode afetar o fen6tipo metabolico da prole (BINDER et al., 2015). Entretanto, mais
pesquisas sd0 necessarias para entender completamente o papel da obesidade paterna na salde

infantil.

2.2 O zebrafish (Danio rerio)

O zebrafish também conhecido como paulistinha, € um pequeno teledsteo (3 a 4 cm) de agua
doce, proveniente do Sul da Asia, com origens nos campos de arroz dos principais rios da
india, Bangladesh e Nepal (SPENCE et al., 2008). Apresenta este nome por ter um padrio de
listras horizontais, sendo que a coloragéo pode alterar de mais clara a mais escura dependendo
das circunstancias e do ambiente em que se encontra o individuo (ENGESZER et al., 2007).
Devido a nossa historia evolutiva compartilnada, muitas das caracteristicas anatémicas e
fisiologicas dos peixes sdo altamente homologas aos seres humanos (NISHIMURA et al.,
2015). Por exemplo, o cérebro do zebrafish e mamiferos compartilham muitas caracteristicas,
que incluem sistemas e estruturas de neurotransmissores bem conservados, como GABA,
glutamato, por exemplo. Como também compartilham caracteristicas anatdmicas amplas, tais
como a presenca do cerebelo, telencéfalo, diencéfalo, medula espinhal e sistemas nervoso
entérico-autbnomo (SCHMIDT et al., 2013).

Entre as vantagens de utilizar o zebrafish como modelo animal, pode-se citar o fato do seu
genoma ser sequenciado, o que permite investigacdes nos niveis bioquimico, genético e celular
serem mais faceis (GARCIA et al., 2016). Uma outra vantagem do uso do zebrafish é que este
peixe possui uma similaridade genética com humanos em torno de 70% e cerca de 82% dos
potenciais genes relacionados com as doencas humanas (HOWE et al., 2013). Essa
caracteristica possibilita 0 uso do zebrafish para estudo de doengas como disturbios
cardiovasculares (FANG et al., 2014), distarbios neuroldgicos e psiquiatricos (LEVITAS-
DJERBI E APPELBAUM, 2017), cancer (BROWN et al., 2017) entre outros.
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O zebrafish tem surgido como um modelo promissor também na avaliagdo de complicagdes
reprodutivas devido as suas vantagens de desenvolvimento e fisiologia. A vantagem se deve ao
fato, do zebrafish possuir ciclo reprodutivo curto, com desenvolvimento externo e transparente
nos estagios iniciais de vida que permite que os pesquisadores realizem atividades de pesquisa
de maneira mais eficiente (HYPOGONADISM, CONGENITAL HYPOGONADOTROPIC,
2016).

Entre os quesitos ja citados, o zebrafish também se destaca por ser um peixe de pequeno porte,
de manutencdo facil, econbmico para criacdo, de comportamento facilmente observavel e
quantificavel em um ambiente controlado (ZANG et al., 2018).

Basicamente, os estudos utilizando o modelo zebrafish contribuiram para um vasto avango em
muitos campos da ciéncia, desempenhando papéis significativos em pesquisas fundamentais,
como ciéncia evolutiva, genética, neurobiologia e biologia do desenvolvimento (HOO et al.,
2016). Além disso, existe uma extensa literatura sobre experimentos com esse modelo
(CHAKRABORTY et al., 2016). Com essas caracteristicas, o zebrafish apresenta um perfil que
ainda tem muito a ser explorado, possibilitando elucidar diversos mecanismos, vias metabolicas

e descoberta de novos farmacos.

2.2.1 Zebrafish como modelo animal para a obesidade

A regulacdo do consumo e gasto de energia envolve muitos 6rgaos, incluindo cérebro,
intestinos, musculo esquelético e tecido adiposo. Por isso, 0 uso de modelos animais € essencial
para uma melhor compreensédo do desenvolvimento e progressao de uma disfuncdo metabolica,
como a obesidade. O zebrafish € um excelente modelo para estudar esse tipo de doenca, pois
possui 0s principais 6rgdos que sdo importantes para a regulacdo da homeostase energética e
metabolismo em mamiferos, incluindo 6rgédos digestivos, tecido adiposo e musculo esquelético.
Além disso, possui as principais fungdes bem conservadas, como regulacdo do apetite,
regulacdo da insulina e armazenamento de lipidios (ZANG et al., 2018).

Uma caracteristica primaria da obesidade é a hipertrofia e hiperplasia adiposa. Semelhante ao
tecido adiposo branco de mamiferos, os adipécitos do zebrafish em estagio inicial contém
varias pequenas goticulas lipidicas, enquanto os adipdcitos maduros tém uma Unica gota
lipidica grande (FLYNN et al., 2009). No zebrafish, os lipidios também sdo armazenados em
adipdcitos viscerais, intramusculares e subcutaneos (SONG E CONE, 2007), proporcionando a
oportunidade de compreender a regulacéo da distribuicdo da gordura corporal em casos como
da obesidade.

O primeiro modelo de zebrafish obeso induzido por dieta (DIO) foi relatado em 2010, através

de uma superalimentacdo com Artemia durante 8 semanas. Foi mostrado através de uma
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analise comparativa de transcriptoma que o tecido adiposo visceral entre zebrafish, rato,
camundongo e humano possui uma semelhangca no metabolismo lipidico (OKA et al., 2010).
Apos a publicacdo dessa pesquisa, Varios outros métodos de inducéo a obesidade no zebrafish
foram aplicadas, como uma inducéo através de uma dieta hipercaldrica, com éleo de milho ou
racdo comercial enriquecida com Oleo vegetal, para diferentes finalidades do estudo sobre
obesidade (MEGURO et al., 2015; VARGAS E VASQUEZ, 2017).

As vias metabodlicas que controlam o peso corporal em mamiferos sdo conservadas no
zebrafish. Por isso, o zebrafish é frequentemente usado como modelo transgénico para
obesidade (ZANG et al., 2018). Destaca-se em um estudo no qual o zebrafish transgénico
confirmou a fungdo do microRNA, miR-27b, como um centro regulador do metabolismo
lipidico por inibir a traducdo de varios genes chave do metabolismo (HSU et al., 2007).

Uma nota de adverténcia é que nem todos os genes do metabolismo lipidico sdo altamente
conservados em sequéncia e funcdo no zebrafish. Por exemplo, a proteina de leptina do
zebrafish é apenas 19% idéntica a proteina humana. Em camundongos e humanos, a leptina €
um hormonio adipostatico que regula a massa adiposa, e a falha na sinalizacdo da leptina
resultam em hiperfagia e obesidade (MYERS et al., 2010). Ao contrario dos mamiferos, a
leptina e o0 receptor da leptina ndo sdo expressos no tecido adiposo no zebrafish. O zebrafish
deficiente no receptor de leptina tem principalmente a homeostase da glicose interrompida
(MICHEL et al., 2016), que é diferente dos fendtipos observados em modelos de
camundongos como hiperfagia severa, hiperlipidemia e obesidade morbida (YEN et al., 1976).
O zebrafish é usado também para estudo do desenvolvimento de comorbidades associados a
obesidade, como doengas cardiovasculares (BOUNELE et al., 2016); e diabetes mellitus tipo 2
(DM2), mostrando ter respostas semelhante a humanos frente a medicamentos antidiabéticos
(metformina e glibenclamida). Desta forma, o zebrafish € um modelo adequado para
identificacdo de alvos terapéuticos e triagem quimica (ZANG et al., 2017). Em um recente
estudo foi observado que o perfil da microbioma intestinal do zebrafish e humanos com DM2
possui semelhancgas funcionais, como o perfil bacteriano. Portanto, o zebrafish é apontado
como um possivel organismo modelo para estudar as interacdes bacterianas-hospedeiras na
obesidade humana e suas doencas relacionadas (OKAZAKI et al., 2019).

O modelo animal zebrafish tem sido constantemente usado também para testar os efeitos de
alguns suplementos dietéticos no acumulo de gordura corporal (WEST E YORK; 1998). Como
exemplo de alguns trabalhos utilizando o modelo zebrafish, para evidenciar o efeito do extrato
de cha verde inibindo o acimulo de lipidios, diminuindo o volume do tecido adiposo visceral e
alterando a expressé@o dos genes catabdlicos do lipidio (MEGURO E HASUMURA, 2015). Por

outro lado, outros trabalhos tem demonstrado o efeito e os mecanismos do B-glucano
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derivado do cogumelo comestivel, Agaricus bisporus, regulando o metabolismo lipidico e
prevenindo o deposito lipidico, e fornecendo dados experimentais para o seu uso na dieta
alimentar e na dependéncia alimentar (LI et al., 2019). O uso de um polifenol natural, o
resveratrol, também foi relatado como tendo efeitos anti-obesidade via regulacdo do
metabolismo lipidico (RAN et al., 2017). Todos esses trabalhos demonstram os beneficios da
utilizacdo do zebrafish DIO para avaliar os efeitos de alimentos e compostos funcionais no
desenvolvimento e tratamento da obesidade.

3. CONSIDERACOES GERAIS

Sabendo-se da problematica causada pela obesidade, e mais especificamente do seu efeito
negativo na reproducdo e potencial transgeracionalidade para a prole. Foi observado nessa
revisio que muitos mecanismos subjacentes a essa condi¢do ainda ndo foram elucidados. E
notdvel em varios momentos que mais estudos sdo necessarios e a utilizacdo de modelos
animais se mostra imprescindivel.

Demonstrou-se que o modelo zebrafish tem sido usado para estudos da obesidade e suas
comorbidades. O zebrafish apresenta caracteristicas necessarias para o estudo da doenca e
vantagens de reproducdo, como desenvolvimento rapido, fecundacdo externa e
desenvolvimento embrionario transparente que possibilita analisar como a obesidade pode
afetar a reproducdo e sua prole desde as primeiras fases de desenvolvimento, sendo esse

assunto melhor abordado no artigo a seguir.
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ABSTRACT

Obesity is a transgenerational epigenetic metabolic disturbance. Animal models of obesity like
zebrafish (Danio rerio) are useful to understand the signaling pathways involved on this
condition. In this study, we analyzed, on zebrafish, the effect of maternity and paternity obesity
on reproduction and offspring (F1). Animals of both genders were used, divided into two
groups; the control group (C) which received a balanced diet, and the obesity group induced by
overfeeding (DIO). The feeding protocol was contucted for eight weeks and the animals were
reproduced weekly. To verify the impact of obesity on the parents, we made histologic
assessment through morphometry of adipose tissue (AT) visceral and subcutaneous, and we
measured the hepatosomatic (GSI) and gonadosomatic (HSI) indexs. The impact of overfeeding
was evaluated on reproduction, spawning, fertility and fertilization rate. On the offspring were
analyzed the mortality rate, hatching, lordosis, and tail deformity. Glucose and triglycerides
plasma levels were measure in zebrafish adult and offspring. As a result, we identified that the
induction of obesity caused hypertrophy on AT and an increase of HSI, in both sexes and an
increase of GSI on the females. The obesity not caused infertility of the zebrafish. However,
overfeeding caused high mortality rate of offspring, morphologic deformities and high
plasmatic levels of glucose and triglycerides, with 100% of mortality at 60 dpf. We concluded
that the induction of obesity through overfeeding didn’t have any effect on the reproductive
capacity of zebrafish, however, it caused negative effects on its offspring with the high

occurrence of deformities and mortality.



1. INTRODUCTION

Obesity is an alarming threat of pandemic proportions, that presents significant growth in the
latest decades (SELLAYAH et al., 2019). It’s widely recognized that inappropriate feeding
habits and sedentary lifestyle are the main responsible for the high incidence of obesity and
are responsible for the development of severe chronic complications, like metabolic
diseases, Type 2 Diabetes Mellitus, cardiovascular diseases, and others (SANCHEZ-
GARRIDO et al., 2018). It is also known that obesity is an epigenetic and transgenerational
disturbance (CHEN et al.,, 2016), that was observed on epidemiologic evidences and
experiments, that join the nutritional estate of the parents to metabolic characteristics on the
offspring (PORTHA et al., 2019).

Recently the zebrafish (Danio rerio) has presented as a great model for obesity studies, for
presenting mechanisms involved on appetite regulation, insulin regulation and lipids storage,
just like mammals (OKA et al., 2010; ZANG et al., 2018). The zebrafish is a model that
presents fertilization and external embryonic development, and the embryos are transparent
which enables the precocious observation of any morphologic change without the need for an
invasive intervention in the model (KIMEL et al.,1995). These characteristics permit the
zebrafish to have a potential to consolidate itself as an excellent model on transgenerational
studies involving obesity, but the model has been used just a few (LEIBOLD E
HAMMERSCHMIDT, 2015; NEWMAN et al., 2016).

There is in the literature some methods of induction to obesity on zebrafish through
hypercaloric diet or overfeeding, that were used with different purposes, such as cardiovascular
disease induction and Type 2 Diabetes Mellitus (VARGAS E VASQUEZ, 2017; ZANG et al.,
2017). However, studies involving obese individuals with an evaluation of the reproductive
aspects and the offspring have not been carried out. The aim of this study was to induce obesity
on the adult zebrafish through overfeeding and to evaluate the reproductive parameters, as well

as, the possible changes on these individuals offspring.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1. Declaration of ethics principles
All the experimental proceeds on this study were approved according to the ethics
committee on animal experimentation of Federal University of Lavras, MG, Brazil, on the
number 084/2017 and according to the guidelines of care and usage of laboratory anima