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1 INTRODUCAO

1.1 Espécie Estudada

Nativo das bacias hidrograficas do Ganges e Brahmaputra, localizadas no
nordeste da india (SPENCE et al., 2007a), o zebrafish (Danio rerio) pertence & familia
Cyprinidae (NELSON, 1994), tem como habitat aguas dulcicolas e Iénticas (FANG,
2001), como é&reas de varzea. Tem vida media de 42 meses, com relatos de individuos
de 66 meses de idade (GERHARD et al., 2002; KISHI et al., 2003).

Em condicGes laboratoriais (28,5 °C e 14h claro e 10h escuro), o zebrafish
possui rapido desenvolvimento, sendo que a embriogénese ocorre 24h apés a
fertilizacdo (DAHM, 2002), a eclosdo das larvas entre 2-3 dias apés a fertilizacéo, e a
transicdo da fase larval para juvenil ocorre em cerca de 30 dias (KIMMEL et al., 1995).
Atinge a maturidade sexual a partir de 10 semanas apds a eclosdo (EATON; FARLEY,
1974a), e sob condicOes favordveis sua desova é parcelada (EATON; FARLEY, 1974b).
Assim, a alta capacidade reprodutiva e o curto intervalo de geracdo sdo caracteristicas
vantajosas para seu uso laboratorial sobre outras espécies de peixes que possuem
intervalo longo, como algumas espécies de salmonideos, que pode ser de 2 a 4 anos
(WEGRZYN; ORTUBAY, 2009).

Esse peixe é estudado desde o inicio do século XIX, quando foi descrito por
Francis Hamilton (SPENCE et al., 2007a), pesquisa que originou o livro "An Account of
the Fishes Found in the River Ganges", que descreve aspectos particulares de seu
habitat e principais alimentos ingeridos.

De hébito alimentar onivoro, a base da alimentagdo natural do zebrafish
consiste de zoopléncton e insetos, sendo comumente encontrados em estudos de
conteddo estomacal o fitoplancton, algas filamentosas e escamas de peixes (MCCLURE
et al., 2006; SPENCE et al., 2007b).

Quanto ao trato digestério, seu intestino é longo e ndo possui estdmago
verdadeiro (ULLOA et al., 2011), o que reduz a acdo enziméatica na digestdo do
alimento. A auséncia da digestdo na fase &cida pode afetar negativamente a
disponibilidade dos nutrientes contidos no alimento, reduzindo seu valor bioldgico
(NRC, 2011).
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E atualmente um dos modelos biolégicos mais utilizados em estudos em
toxicologia, neurobiologia e genética molecular (WHIPPS et al., 2015), devido a ampla
variedade de ferramentas moleculares e informagdes disponiveis para sua anélise
genébmica (JOHNSTON et al., 2008). Propde-se também que este seja utilizado como
organismo modelo para estudos de nutri¢do e crescimento em peixes, por reduzir custos,
tempo e espaco necessarios para os testes (RIBAS; PIFERRER, 2013). Dentre as
caracteristicas que a promove uma das espécies mais promissoras para uso em biotérios,
destacam-se o tamanho dos animais, desenvolvimento rapido com larvas transparentes e
sua alta producéo de ovos (BIGA; GOETZ, 2006).

Apesar de seu crescente uso como animal de biotério e peixe ornamental,
poucos estudos sdo realizados para determinar a exigéncia nutricional do zebrafish
(LAWRENCE, 2007), ndo havendo dieta balanceada para a espécie. A maioria das
pesquisas ndo relatam a composicao da dieta fornecida, e em grande parte os alimentos
fornecidos sdo dietas de peixes de corte ou ragdo comercial para peixes ornamentais
(ULLOA et al., 2011), ambos podendo fornecer em excesso ou deficiéncia os nutrientes

e a energia.

1.2 Aspectos Nutricionais de Peixes Cultivados

Pela restricdo ao alimento natural, a qualidade da dieta é fundamental para os
animais cultivados. Este fato faz da alimenta¢do um dos fatores de maior importancia na
administracdo das criacOes, influenciando a taxa de crescimento, sanidade e qualidade
do organismo cultivado (NRC, 2011). Deste modo, pesquisas tém sido desenvolvidas a
fim de melhor definir a exigéncia nutricional das espécies de interesse econémico,
visando a melhor assimilagéo dos nutrientes, refletindo em menores custos de producao,
maior lucratividade e mitigacdo de impactos ambientais. Além disso, para o melhor
entendimento das exigéncias nutricionais dos peixes ornamentais, estudos devem ser
realizados para cada fase da vida: larval, juvenil e adulta, de acordo com a espécie
estudada (LAWRENCE, 2007).

A elaboracgdo da dieta adequada a ser fornecida deve visar a maxima producéo,
sendo que seus nutrientes e energia devem atender a exigéncia nutricional dos animais

sem deficiéncia ou excesso, ndo acarretem em custos adicionais e danos desnecessarios
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ao ambiente. Como outros setores da cadeia animal, a piscicultura ornamental tem sua
expansdo atrelada a otimizacdo dos sistemas de producdo e ao emprego de tecnologias
especificas, como por exemplo, o conhecimento das exigéncias nutricionais de cada
espécie para formulacdo de dietas balanceadas aos animais de cultivo (ZUANON et al.,
2006). Para tal, devem-se considerar dois aspectos importantes, o de que a alimentacdo
é responsavel pelo desenvolvimento adequado e pela satide do animal, e 0 excesso de
nutrientes pelo fornecimento de dieta desbalanceada prejudica a qualidade da agua e o
desempenho produtivo dos peixes.

Informacgdes consideradas como bésicas para a nutricdo animal, como a
exigéncia de proteina, ainda sdo escassas para a maior parte dos peixes ornamentais de
producgéo (SALES; JANSSENS, 2003). Esta falta de conhecimento provoca o uso de
racbes formuladas para peixes de corte no cultivo de espécies ornamentais, ndo
considerando que estas sdo, em grande parte, cultivadas sob outros sistemas de
producdo e possuem exigéncias nutricionais diferentes. Pode-se utilizar racdes de
aquarismo, porém o uso desses alimentos disponiveis no mercado aumentam o custo de

cultivo, podendo inviabilizar economicamente a atividade.

1.2.1 Minerais

Os seres vivos necessitam de aproximadamente 30 elementos naturais para sua
manutencdo e desenvolvimento, sendo que 96% do peso corporal animal é proveniente
do carbono, hidrogénio, nitrogénio e oxigénio, assim estes sdo exigidos em altas
concentracfes (McDOWELL, 1992). Ja os minerais calcio (Ca), fésforo (P), magnésio
(Mg), potassio (K), sddio (Na), cloro (ClI) e enxofre (S) representam 2,72% do peso
corporal animal (HALVER, 1991; LALL, 2002).

Os peixes sdo capazes de absorver alguns minerais tanto das dietas quanto da
agua onde se encontram (LALL, 2002; NRC, 2011). O Ca, Mg, Na, K, ferro (Fe), zinco
(Zn), cobre (Cu), cobalto (Co) e selénio (Se) séo absorvidos pelos peixes diretamente
quando dissolvidos na agua, podendo atender assim suas exigéncias nutricionais
(LALL, 1989). Ja a absorc¢édo de P, cloro (CI), S, manganés (Mn) e iodo (1) € oriunda,
efetivamente, das dietas (WATANABE et al., 1997) ou proveniente de sua alimentacdo

natural, uma vez que a quantidade disponivel na 4gua ndo é suficiente e sua utilizagdo
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pelos peixes é limitada (NRC, 2011). Os minerais sdo essenciais na formacdo da
estrutura esquelética, na manutencao dos sistemas coloidais e na regulacdo do equilibrio
acido-base, além de serem componentes de hormodnios, enzimas e ativadores
enzimaticos (LALL, 2002).

Um fator importante da fisiologia de minerais € a interagédo existente entre eles
(FRACALOSSI; CYRINO, 2013). Por possuirem propriedades fisicas e quimicas
semelhantes, os minerais competem por sitios de ligagdo em moléculas transportadoras
no sangue, de armazenamento em tecidos e em enzimas (NRC, 2011). Assim, 0 €Xcesso
de um podera prejudicar a utilizacdo do outro, reduzindo sua absorcdo e disponibilidade,
e quando o mineral depende de outro para ser disponibilizado, a deficiéncia deste

acarretara na baixa funcionalidade do outro.

1.2.1.1 Fésforo

O P é um macromineral fundamental, e juntamente com o Ca sdo 0s principais
constituintes da por¢do inorgéanica da dieta (NRC, 2011). Esta presente nos animais na
sua forma orgénica e inorganica, podendo estar ligado a proteinas e outros componentes
celulares. E componente essencial para a formacdo de coenzimas, fosfolipidios e acidos
nucleicos, e atua diretamente na transferéncia de energia por meio da quebra do ATP
para 0s processos de metabolismo e contracdo muscular, além de compor a estrutura de
tecidos duros, como 0ssos, dentes e escamas (HARDY; GATLIN, 2002), e de tecidos
moles, onde é componente estrutural e de material genético (LALL, 2002).

A guantidade de P a ser adicionada em dietas para peixes esta intimamente
relacionada com a constituicdo do trato gastrintestinal da espécie e da fonte de P
utilizada (STEFFENS, 1987). Devido a baixa producdo de suco gastrico das carpas
(Cyprinus carpio), a disponibilidade do P presente no fosfato tricalcico € muito baixa
guando comparada com outras espécies de peixes, como por exemplo a truta arco-iris
(SATOH et al., 1992). Desse modo, espécies sem estdbmago funcional absorvem de
forma mais ineficiente os fosfatos de baixa solubilidade, como é o caso do zebrafish.

A eficiéncia na retencdo de P é influenciada pela quantidade ingerida do
mineral, diminuindo a retencdo com sua maior ingestdo (BUREAU; CHO, 1999),

refletindo em aumento do custo de producéo e reducéo da qualidade de agua de cultivo.
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Além disso, o metabolismo de muitos minerais pelos peixes € influenciado pela
concentracdo dietética e a concentracdo de ions dissolvidos no meio aquatico, uma vez
que estes podem influenciar sua osmoregulagdo, regulagdo iénica e o equilibrio &cido-
base (MOYLE; CECH, 2000). Sua regulacdo pelos peixes é considerada como mais
critica e complexa se comparada a do calcio havendo as etapas de absorcéo,
armazenamento, mobilizacdo e conservacao do mesmo (LALL, 2002).

Na aquicultura o P age como regulador de consumo, relacionando-se a
eficiéncia alimentar (MCDOWELL, 1992). Dietas deficientes em P podem proporcionar
graves consequéncias em termos de desempenho reduzido e deformidades 6sseas (NRC,
2011), bem como mortalidade e reducdo na qualidade de carcaca (WALDROUP, 1999).

Atualmente a maior parte das dietas para peixes sdo formuladas com base em
ingredientes de origem vegetal, devendo-se atentar a presenca do acido fitico nestes
alimentos.

Na fase de maturacdo dos vegetais ocorre a translocacdo do P presente no solo,
na forma de acido fitico, para as sementes. O acido fitico ou fitato possui um grupo
ortofosfato em sua molécula que é altamente ionizado, formando facilmente complexos
com cations, alguns aminoécidos e, ainda, com moléculas conjugadas de glicose,
especialmente a do amido (DESHPANDE; CHERYAN, 1984).

Desse modo, parte do P é indisponivel para os peixes, sendo necessaria a
adicdo de fitase, enzima que melhora a disponibilidade de P de alguns alimentos
vegetais (GONCALVES et al.,, 2007), ou adicionar outro ingrediente que forneca o
mineral.

Quando em excesso 0 P é poluente ambiental, podendo influenciar ndo sé o
crescimento dos peixes como também afetar a disponibilidade de zinco (Zn) e manganés
(Mn), alterando a concentragcdo destes minerais no corpo e nas vértebras (PORN-
NGAM et al., 1993; SATOH et al., 1997; SATOH, 2007). Um dos métodos mais
econémicos e eficientes para diminuir a a¢do poluente do P na atividade é ajustar o
consumo a real exigéncia dos animais nas diferentes fases de vida (LELLIS et al.,
2004).

1.2.1.1 Exigéncia de fosforo para peixes
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Os registros mais antigos de estudos referentes a exigéncia de P pelos peixes
relatam que no século XIX um pesquisador alemdo chamado Knauthe adicionou o
fosfato de célcio a duas dietas testes para carpas na fase adulta, uma composta por
farinha de carne e farinha de milho, e a outra por farinha de carne e farinha de arroz, de
forma que fossem menos proteicas e mais energéticas do que as dietas utilizadas na
época para carpas juvenis. O pesquisador adicionou o mineral acreditando que a
reducdo de ingredientes proteicos por energéticos provocasse a diminui¢do dos teores de
Ca e P das dietas teste (FORBES; KEITH, 1914).

Desde entéo, estudos foram realizados objetivando avaliar o nivel adequado de
suplementacdo de P para mais de 40 espécies de peixes, resultando em mais de 60
estudos publicados (PRABHU et al., 2013), sendo este o mineral essencial mais
estudado. Porém, estas pesquisas possuem variabilidade quanto a exigéncia nutricional,
uma vez que as conclusdes se baseiam em diferentes parametros, e alguns relatam seus
resultados baseados em P total, ndo considerando a disponibilidade da fonte mineral
utilizada para a espécie estudada.

Com base nesses estudos, a suplementacdo de P em niveis adequados para cada
especie de peixe é de grande importancia, pois permite otimizar o crescimento e a
mineralizacdo 0ssea, e concomitantemente reduzir a contaminacdo ambiental pelo

excesso do mineral nas dietas.

1.2.1.2 Disponibilidade de Fosforo

A eficiéncia de utilizacdo dos minerais pelos peixes refere-se ndo somente a
anélises quimicas de seu contetdo total na dieta, mas também da real efetividade
bioldgica do mineral. Diversos sdo os fatores que influenciam a disponibilidade dos
minerais, dentre 0os quais destacam-se o nivel de inclusdo, sua forma quimica, o
tamanho das particulas, as interacBes com outros nutrientes, presenca de substancias
inibidoras e/ou quelantes, o estado fisiologico e patoldgico do peixe, composicao
quimica da agua de cultivo, processamento da dieta e a espécie de peixe estudada
(ULLREY, 1995; LALL, 2002; NRC, 2011).

Assim, a disponibilidade dos minerais determina a eficiéncia do seu

aproveitamento pelos peixes, possibilitando a formulacdo de dietas que atendam com
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maior precisao suas exigéncias nutricionais e proporcione menores impactos ambientais.
Diversas sdo as consequéncias da falta ou excesso de minerais, como por exemplo: a
suplementacdo excessiva dos minerais Ca e P causam a reducdo da disponibilidade de
Zn e catarata em juvenis de salmonideos (RICHARDSON et al., 1986). Por outro lado,
dietas com restricdo de P reduzem a concentracdo de Mg e Ca total no corpo e sinais
clinicos nos peixes de anorexia, letargia, coloracdo escura e reducdo no crescimento
(SHEARER; HARDY, 1987).

1.3 Anomalias Esqueléticas em Peixes

O esqueleto é uma reserva de Ca, P e outros ions que sdo disponibilizados para
o0 sangue e outros fluidos celulares (LALL, 2002). Devido a funcdo dos minerais no
desenvolvimento 6sseo, o autor ainda afirma que seu fornecimento abaixo da exigéncia
nutricional influencia negativamente o metabolismo d&sseo, podendo originar
deformidades em diversas regides do corpo dos peixes.

O Ca e o P estdo intimamente relacionados com o desenvolvimento e
manutencdo do sistema esquelético, bem como a estabilidade e dureza vertebral (LALL;
LEWIS-MC CREA, 2007). De acordo com o0s autores, apesar das concentracfes
corporais se manterem estaveis, a regulacdo do P € considerada mais critica se
comparada ao do calcio devido a sua absorcéo, estocagem, mobilidade e conservacao,
tanto em peixes de agua doce como 0s marinhos.

As principais estruturas 0sseas dos peixes sdo a cabeca e a coluna vertebral,
formada por vértebras, que por sua vez sdo estruturadas em espinhas neurais
(dorsalmente) e espinhas hemais (ventralmente) (MOREIRA et al., 2001).

Estudos referentes a incidéncia de anomalias esqueléticas em teledsteos
atribuem essas deformidades a diversos fatores, uma vez que ¢ alta a variabilidade de
especies, condi¢cdes de cultivo e fases de desenvolvimento (BOGLIONE, 2013). Dentre
as possiveis causas, as mais comuns sdo condic¢des abioticas desfavoraveis, alimentacéo
inadequada e fatores genéticos (LEPREVOST; SIRE, 2014), resultando em piora do
bem-estar animal, baixas taxas de crescimento, baixa resisténcia ao estresse e agentes

patdgenos, bem como aumento do custo de producdo (BOGLIONE et al., 2013).
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Como a ingestdo de P dietético é a principal fonte do mineral para a
mineralizacdo Ossea, dietas deficientes do mineral podem ocasionar anomalias
esqueléticas: avaliando a ocorréncia de deformidade em zebrafish cultivados, Ferreri et
al. (2000) constataram algum tipo de deformidade na regido caudal em 100% dos
animais, fornecimento de dietas deficientes de P para carpa (OGINO; TAKEDA, 1976;
OGINO et al., 1979), truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) (OGINO et al., 1979), peixe
branco europeu (Coregonus lavaretus) (VIELMA et al., 2002), arinca (Melanogrammus
aeglefinus) (ROY; LALL, 2003), e salmdo do Atlantico (Salmo salar) (VIELMA;
LALL, 1998; FJELLDAL et al., 2012), espécie que em cultivo pode apresentar
deformidades em cerca de 17% dos peixes (SULLIVAN et al. 2007).

1.3.1 Deformidades Craniais

As deformidades craniais sd0 muito comuns e ocorrem em grande parte das
espécies de peixes cultivados (ARGUELLO-GUEVARA et al., 2014), podendo
acarretar danos fisioldgicos e morfol6gicos, os quais podem elevar a taxa de
mortalidade no cultivo ocasionando prejuizo econémico ao produtor.

A ontogenia das deformidades craniais pode estar relacionada a diversos
fatores, podendo ter influéncia de mais de um fator na mesma anomalia para diferentes
espécies de peixes, 0 mesmo fator pode provocar diferentes anomalias em diferentes
espécies, a mesma anomalia na mesma espécie pode ser provocada por fatores
diferentes, a maior sensibilidade de algumas espécies propicia 0 surgimento de
deformidades, um fator causal especifico pode ser compensado por outro, maior
incidéncia de deformidades em diferentes areas do corpo entre as espécie, 0 mesmo
fator causal pode provocar deformidades em alguns elementos esqueléticos especificos
porém ndo acometer todos os 0ssos do mesmo tipo e ossificacdo do mesmo individuo
(BOGLIONE et al., 2013).

A deficiéncia mineral é uma das principais causas desta deformidade dssea
(GEORGAKOPOULOU et al., 2007; VERHAEGEN et al., 2007; IZQUIERDO et al.,
2010), principalmente pela relacdo Ca:P com o desenvolvimento e manutencdo do
sistema esquelético (LALL; LEWIS-MC CREA, 2007). Ainda ndo esta esclarecido o
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processo que provoca deformidades, porém estudos demonstram que se inicia, em sua
maioria, na fase larval de desenvolvimento (MATSUOKA, 2003).

As deformidades craniais se manifestam em diferentes formas (COBCROFT et
al., 2004). Uma delas é a ma formacdo das mandibulas, sendo que a primeira descrita
foi a denominada pinched, caracterizada pelos pesquisadores como mandibula apertada
e posicdo dos arcos alterada (FRASER; de NYS, 2005). Outro tipo de méa formacéo
mandibular corresponde ao encurtamento da mandibula superior (MATSUOKA, 2003),
provocando o ndo fechamento correto da boca do peixe. Avaliando a influéncia de
deformidades bucais em carpa comum, Kocour et al. (2006) observaram a incapacidade
dos peixes acometidos em cortar os alimentos, constatando reducdo na ingestdo de
alimento e consequentemente efeito negativo no crescimento.

As deformidades bucais encontradas em menor frequéncia sdo a mordida em
cruz, boca em forma de ventosa (BARAHONA-FERNANDES, 1982) e a sindrome da
boca aberta (COBCROFT et al., 2001).

1.3.2 Deformidades Vertebrais e Espinhais

Um complexo de distarbios 6sseos acomete a coluna vertebral e suas espinhas.
Das anomalias vertebrais destacam-se a compressdo vertebral, 0 espagamento entre as
vértebras, espinhas hemais e neurais com fusdo parcial (ROY; LALL, 2003) e
composigdo anormal das espinhas vertebrais (fusdo e paralelismo).

As anomalias na coluna vertebral mais notadas s&o as curvaturas: a lordose,
devido ao desenvolvimento de 0ssos moles e pouco mineralizados (BAEVERFJORD et
al., 1998), a compresséo vertebral que resulta em escoliose; e a cifose (LALL; LEWIS-
MC CREA, 2007). As espinhas sdo comumente afetadas devido ao baixo conteudo
mineral, fazendo esses tecidos dsseos frageis e finos, e também pela constante exigéncia

muscular dessa regido para movimentos natatorios (SAKAMOTO; YONE, 1978)

1.4 Expressdo Génica

Como algumas deformidades sao irreversiveis, se faz necessario o diagndstico

da deficiéncia antes dos sinais 0sseos da baixa mineralizacdo. Assim, a analise
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molecular permite, por meio do uso de ferramentas de expressao genetica, determinar
tendéncias especificas e consistentes referente ao tratamento das anomalias, neste caso,
referentes a influéncia dos diferentes niveis de P na expressdo dos genes avaliados.

Dentre as proteinas relacionadas com a mineralizacdo déssea, a osteocalcina (y-
acido carboxiglutamico - Bgp), € muito importante devido a sua funcdo de atuar
diretamente na inibicao da calcificacdo dos 0ssos (ROY et al., 2001) e como reguladora
da reabsorcio Ossea (HARADA; RODAN, 2003). E codificada pelo gene Oc,
disponivel na base de dados do GenBank com o codigo de acesso: NM_001083857. O
gene que codifica a Oc ja foi estudado no zebrafish (GAVAIA et al., 2006), sendo que
sua sequéncia é considerada homologa entre humanos e peixes (CANCELA et al., 1995;
PINTO et al., 2001), o que faz do zebrafish um bom modelo para o estudo desta
proteina.

1.5 Proteinas Dependentes da Vitamina K

Diversas proteinas dependentes da vitamina K (PDVK) ja foram descritas, e na
sua maioria estdo associadas a estrutura 0ssea, & homeostase do calcio e vistas como
necessarias para a coagulacdo sanguinea (NELSESTUEN et al., 2000; BENZAKOUR,
2008; COUTU et al., 2008;). Tendo seu nome originario de sua principal funcéo,
regular a coagulacdo normal do sangue, as PDVK sdo proteinas secretoras encontradas
na matriz extracelular ou nos fluidos corporais (BENZAKOUR, 2008).

As PDVK encontram-se em varios tecidos dos vertebrados, sendo encontradas
apenas no 0sso duas proteinas Gla de extrema relevancia: a proteina Gla da matriz
(Mgp) e a osteocalcina (Oc ou proteina Gla do osso - Bgp) (NELSESTUEN et al.,
2000).

Uma base fraca é carboxilada e apés a oxigenacdo de KH?, se forma uma base
forte intermediaria (Figura 1). A base forte desprotona o y-carbono a substrato Glu para
gerar um carbanido intermediario, o qual posteriormente reage com CO, para formar o
Gla (RISHAVY, 2004).

Apds o processo de pos-traducdo, os residuos de acido glutdmico (Glu) sdo
convertidos em 4&cido y-carboxiglutamico, por meio da y-carboxilase que utiliza a
energia da oxigenagdo da vitamina K (PRICE et al., 1983; BERKNER, 2000;
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BERKNER, 2005). Estes residuos de proteina Gla tém a capacidade de se ligar ao
calcio, atuando como reguladores da deposicao deste mineral (BERKNER, 2005).
Ainda ha existéncia de outras proteinas dependentes da vitamina K, como por
exemplo a proteina produzida pelo gene 6 (gas 6), relacionada ao controle de
crescimento; as proteinas Gla ricas em prolina 1 e 2 com funcao na transducéo de sinais,
e a proteina Z, com fun¢do desconhecida (BERKENER, 2000). Ainda segundo a autora,
a enzima carboxilase também pode ser considerada uma proteina dependente de

vitamina K.

Carboxilacdo Carboxilacdo
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J- H
Yy
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OH OH e ©
\
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oy =— & - cn‘_:f - j co,
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Figura 1. Reacéo de carboxilagdo dependente de vitamina K.
Fonte: Adaptado de Rishavy (2004).

1.5.1 Osteocalcina

A osteocalcina (BGP ou Oc) é a proteina ndo colagena mais abundante no 0sso,
correspondendo a cerca de 60% do total das proteinas ndo colagenas em carpas (ROY et
al., 2001), e que, segundo os autores, € a que mais exerce influéncia nas propriedades
Osseas de carpas.

Devido a sua funcdo, é considerada proteina especifica de 0sso e esta

intimamente relacionada com a concentragdo de Ca e P, (ROY et al., 2001), apesar de ja
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ter sido encontrada no plasma sanguineo e no rim (HAUSCHKA; REID, 1978; PRICE
etal., 1981).

A Oc tem importante funcdo quanto a qualidade do mineral depositado, sendo
essencial para a correta maturagdo mineral do osso (BOSKEY et al., 1998). Funciona
também como marcador de osteoblastos, uma vez que estd associada a este tipo celular
e € seu local de expressdo (BOIVIN et al., 1990). Pode ainda, exercer a funcdo de
recrutar os osteoclastos, por meio do processo de quimioatracgdo, regulando a deposi¢do
e manutencdo de minerais no 0sso, aumentando a formacdo Ossea e reduzindo a

reabsorcdo 6ssea quando em quantidade abaixo do normal (ROY et al., 2001).
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CAPITULO 2

Este artigo foi elaborado de acordo com as normas do periodico Zebrafish.
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EXIGENCIA DIETARIA DE FOSFORO PARA ZEBRAFISH (Danio rerio)

RESUMO: O ensaio de crescimento foi realizado para estimar a disponibilidade de
fésforo (P) do fosfato bicélcico, a exigéncia de fosforo e os sinais externos de
deficiéncia em dietas para zebrafish (Danio rerio) em aquéarios de 15 L. Foram
utilizadas seis dietas semipurificadas para conterem os niveis graduais de (0,35, 0,65,
0,95, 1,25, 1,55 e 1,85%) de fosforo total por 8 semanas. A dieta basal (T1), contendo
0,35% de fosforo total, ndo foi suplementada com fonte mineral de fosforo, e as cinco
dietas experimentais foram formuladas com inclusdo crescente de fosfato bicélcico. O
delineamento foi inteiramente casualizado com seis tratamentos e cinco repeticdes,
utilizando 450 alevinos (peso médio inicial de 0,0079 £ 0,0003g e idade de 31 dias pos-
eclosdo). Os peixes foram alimentados 6 vezes ao dia, e mantidos em temperatura
constante de 28+1 °C, o pH e as concentracdes de amonia e oxigénio dissolvido foram
de 6,8 + 0,32 mg L-1, 0,06 + 0,01 mg L-1 e 6,5 = 0,3, respectivamente. A
disponibilidade de fésforo do fosfato bicalcico foi de 53,84%. A conversdo alimentar
(FC), a taxa de crescimento especifico (SGR), o crecimento (G) e o comprimento final
(L) tiveram correlacdo positiva com o nivel de fosforo na dieta (p>0,01). A eficiéncia na
retencdo de fésforo foi maior nos peixes alimentados com as dietas com 0,35 e 0,65%
de fosforo. As andlises de composicdo corporal dos peixes mostraram que o fosforo,
calcio, magnésio, matéria seca e lipideos foram significativamente afetados pela
concentracdo de fosforo nas dietas (p<0,01), porém, ndo significativo para a
concentracdo corporal de manganés, zinco e cobre entre os tratamentos. Sinais da
deficiéncia de fosforo foram caracterizados pelo menor crescimento, baixa apetite,
aumento da concentracdo corporal de lipideos, aparecimento de sinais externos de
deformidades esqueléticas (cranial, lordose e escoliose), redu¢do da mineralizagdo dssea
(espessura do tecido 0sseo). Pode-se concluir que o melhor nivel de fosforo foi de 1,55

% para 0s parametros avaliados.

Palavras-chave: deformidades, disponibilidade de fdsforo, mineralizacdo 0ssea,

nutricdo, peixes ornamentais
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DIETARY PHOSHORUS REQUIREMENT OF ZEBRAFISH (Danio rerio)

ABSTRACT: The growth assay was performed to estimate the dicalcium phosphate
phosphorus (P) availability, the phosphorus requirement and external deficiency signs
in diet of zebrafish (Danio rerio) allocated in 15 L aquarium . Six semipurified diets
were used with graded total phosphorus levels (0.35, 0.65, 0.95, 1.25, 1.55 and 1.85%)
for 8 weeks. The basal diet (T1), with 0.35% total phosphorus was not supplemented
with phosphorous mineral source, and all diets were formulated with inorganic
phosphate inclusion increasing. For the experiment 450 zebrafish fingerlings were used
(0.0079 + 0,0003g average weight with 31 days post-hatching), distributed in a
completely randomized design experiment with five replications. The fish were fed six
times a day at 28 + 1°C, 6.8 £ 0, 32 pH, 0.06 £ 0.01 mg L-1 ammonia concentration
and 6.5 £ 0.3 mg L-1dissolved oxygen. Dicalcium phosphate phosphorus availability
was 53.84%. Feed Conversion (FC), Specific Growth Rate (SGR), Growth (G) and the
final Length (L) had a positive correlation with phosphorus diet levels (p> 0.01). The
phosphorus retention efficiency was higher in fish fed 0.35 and 0.65% phosphorus diets.
The fish body composition analyzes showed that phosphorus, calcium, magnesium, dry
matter and lipids were significantly affected by phosphorus diets concentration (p>
0.01), however, not significant for body manganese, zinc and copper concentration
among treatments. Phosphorus deficiency signs were characterized by lower growth,
low appetite, increased body lipid contents, external appearance of skeletal deformity
(cranial, lordosis and scoliosis), mineralization bone reduction (bone tissue thickness). It
can be concluded that the better phosphorus level was 1.55% for all parameters

evaluated.

Keywords: bone mineralization, deformities, nutrition, ornamental fish, phosphorus

availability
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INTRODUCAO

O zebrafish (Danio rerio) ¢ um dos modelos biologicos mais utilizados para
estudos em toxicologia, neurobiologia e genética molecular (WHIPPS et al., 2015),
além de ser considerado como modelo para estudos de nutri¢do e crescimento em peixes
(ULLOA et al., 2011) devido ao seu rapido desenvolvimento (DAHM, 2002), alta
capacidade reprodutiva (WEGRZYN e ORTUBAY, 2009), desenvolvimento larval
transparente (BIGA e GOETZ, 2006) e ampla variedade de ferramentas moleculares e
informacdes disponiveis para analise gendmica (JOHNSTON et al., 2008).

Apesar de sua importancia, poucos trabalhos tém sido desenvolvidos quanto a
sua exigéncia nutricional, criando uma lacuna quanto a informag0es nutricionais para
utilizacdo em pesquisas com esta espécie (ULLOA et al., 2011).

Devido a restricdo de alimento natural em condi¢6es laboratoriais, 0s nutrientes
e a energia devem ser providos inteiramente pela dieta fornecida (NRC, 2011). Dentre
0s componentes de uma dieta balanceada os minerais sdo considerados como essenciais
para o0 crescimento e metabolismo, dos quais o célcio (Ca) e o fosforo (P) sdo os
principais constituintes da porcao inorganica da dieta (NRC, 2011).

Considerado como um dos minerais mais importantes devido suas fungdes na
formacdo de coenzimas, fosfolipidios e acidos nucleicos, o P atua também na
transferéncia de energia por meio da quebra do ATP. E componente de tecidos duros,
como 0ssos, dentes e escamas (NRC, 2011), e moles, onde tem funcdo estrutural e
também na composicdo do material genético (LALL, 2002).

Estudos foram realizados objetivando avaliar o nivel adequado de
suplementacdo de fosforo para mais de 40 espécies de peixes (PRABHU et al. 2013),
sendo este 0 mineral essencial mais estudado. Reducdo do crescimento, da ingestdo de
alimento e da mineralizacao dssea, letargia, e aumento da deposicéo de gordura corporal
e de deformidades dsseas (OGINO e TAKEDA, 1978; WATANABE et al., 1997;
WALDROUP, 1999; ROY e LALL, 2003; SHAO et al., 2008; ARGUELLO-
GUEVARA et al., 2014), sdo os sinais mais frequentes causados pela sua deficiéncia.

Além da quantidade balanceada deve-se avaliar a quantidade de P disponivel
ao peixe, considerando que seu aproveitamento ndo é baseado em valores brutos da

dieta, mas sim em seu valor bioldgico (LALL, 2002), ferramenta que permite, por meio
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da selecdo de alimentos com mais P disponivel, reduzir o fosforo excretado no
ambiente, uma das principais causas de contaminacdo da agua (NRC, 2011).

Diante disso, este estudo visou determinar a exigéncia nutricional de P para
zebrafish, avaliando a disponibilidade de fosforo do fosfato bicélcico, desempenho

zootécnico e frequéncia de deformidades dsseas.

MATERIAL E METODOS

Animais

O processo reprodutivo de zebrafish (Danio rerio) foi realizado no Laborat6rio
de Pesquisa em Nutricdo de Organismos Aquaticos - AquaNutri. Iniciou-se a
alimentacdo das larvas no dia 4 pds-eclosdo com base em gema de ovo cozida e
microvermes (Panagrellus redivivus), e apds 10 dias, complementou-se esta

alimentacdo com nauplios de artemia salina, até o dia 30 pds-eclos&o.

Experimento 1

O experimento foi realizado no Laboratério de Pesquisa em Nutricdo de
Organismos Aquaticos — AquaNutri, FMVVZ - Unesp, Campus de Botucatu. Foram
utilizados 450 alevinos de zebrafish, com peso médio de 0,0079 + 0,0003g e idade de 31
dias pos-eclosdo, distribuidos num delineamento inteiramente casualizado, com cinco
tratamentos e seis repeticdes, sendo cada unidade experimental um aquario de 15 L de
volume alojando 15 individuos.

Os aquérios foram abastecidos por sistema de recirculacdo de agua, provido de
filtro fisico e bioldgico, sendo mantida a temperatura constante em 28 °C. O nivel de pH
e as concentracdes de aménia e oxigénio dissolvido foram de 6,8 £+ 0,32, 0,06 £ 0,01 mg
LY e 65 + 0,3 mg L% respectivamente, aferidos semanalmente com a sonda
multiparametro YSI 556® (YSI Environmental, Yellow Spring, OH, USA).

Ao final do periodo experimental de 8 semanas, 0s peixes foram mantidos em

jejum por 24 h, para esvaziamento do trato gastrointestinal. Apds este procedimento, 0s



O 00 N o u»

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

24

animais foram coletados e insensibilizados em imersdo com agua e 6leo de cravo (50

ml.L™) para serem posteriormente pesados e medidos.

Dietas

As dietas (isoprotéicas e isoenergeticas) foram formuladas com base numa
racdo referéncia semipurificada (Tabela 1), segundo o Instituto de Nutricdo Americano
(INA, 1977), com base na proteina da albumina e da gelatina, formulada para conter
40% de proteina bruta (PB) e 3.500 kcal de energia bruta (EB), sendo adicionados 100
g.kg™ de farinha de visceras de aves como palatabilizante. As dietas foram elaboradas
para conterem: 0,35 (T1); 0,65 (T2); 0,95 (T3); 1,25 (T4); 1,55 (T5) e 1,85% (T6) de
fosforo total, baseado na exigéncia da carpa de 0,7-0,9% P total (NRC, 2011).

O arragoamento foi realizado seis vezes ao dia, até a saciedade aparente dos
peixes, nos seguintes horarios: 8:30, 10:00, 11:30, 14:00, 15:30, 17:00h.

Para confeccdo das dietas, apds pesagem e homogeneizacao dos ingredientes,
foi adicionada agua a 45°C, na proporcdo de 12% sobre seu peso total, e o dleo, de
acordo com a formulagdo das dietas e em seguida, homogeneizada novamente e
desidratada em estufa de ventilacdo forcada (55°C), durante o periodo de 24h. As dietas
foram mantidas a 5°C durante 2h, e em seguida trituradas e classificadas em trés
granulometrias diferentes: p6, 0,42mm e 0,71mm, e foram fornecidas de 1-15, 16-45 e

46-60 dias, respectivamente.

Experimento 2

O experimento foi realizado no Laboratorio de Pesquisa em Nutricdo de
Organismos Aquaticos — AquaNutri, FMVZ — Unesp, Campus de Botucatu, objetivando
determinar a disponibilidade de P do fosfato bicalcico. Foram utilizados 100 individuos
machos e adultos, com peso médio de 0,285 + 0,012 g, distribuidos em uma gaiola
alojada em um aquério com capacidade para 40 L de 4gua, dotado de aeracdo e filtro

individual.
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A agua do aquério foi mantida a temperatura de 28 °C, por meio de aquecedor
de 100W acoplado a um termostato. A temperatura foi medida duas vezes ao dia (as
8:00 e as 14:00 horas).

Para a determinagdo da disponibilidade de fosforo do fosfato bicalcico utilizou-
se a formulacdo das dietas T1 e T6, adicionando éxido de cromo como marcador (59.kg’
1). O arragoamento foi realizado seis vezes ao dia, até a saciedade aparente dos peixes.

As coletas de fezes foram realizadas pelo sistema Guelph modificado, de
acordo com a metodologia descrita por Pezzato et al. (2002). As fezes foram colhidas
por meio de um sifdo coletor, por gravidade. Apds o periodo de coleta de fezes (14
dias), as amostras foram secas em estufa de ventilacdo forcada a 55°C por 48h, moidas e
encaminhadas para analise. O coeficiente de disponibilidade aparente de fésforo nas
dietas experimentais foi determinado segundo Nose (1960).

CDA, (%)= 100 - [100 (2£52%5=) x (221))]

0, 0,
/oCr203f % PT

%Cr,03: Porcentagem de cromo na racdo, %Cr,O3¢; Porcentagem de cromo nas fezes,
%Ps: Porcentagem de fésforo nas fezes, %P,: Porcentagem de fosforo na racéo.

Analises Quimicas e Bromatoldgica

A determinacdo das concentracdes dos minerais fosforo (P), célcio (Ca),
magnésio (Mg), zinco (Zn) e manganés (Mn) de nove animais por unidade experimental
foram realizadas no Laboratorio de Quimica da Unesp, Botucatu. As amostras foram
submetidas a digestdo &cida, e a quantificacdes de P foi realizada segundo Markzent
(1976), de célcio, cobre, crdmio, manganés, magnésio e zinco foram feitas por
espectrometria de absorgdo atdmica em chama utilizando equipamento Shimadzu AA-
6800 e de acordo com as condi¢des descritas no manual do fabricante (Cookbook
Shimadzu - Operation manual: Atomic Absorption Spectrophotometer AA-6800,
SHIMADZU, 2000).

A andlise bromatoldgica das dietas e dos animais foi realizada no Laboratério
de Bromatologia do Departamento de Melhoramento e Nutricdo Animal da FMVZ-
Unesp, Botucatu. Foram determinados os niveis de matéria seca (MS%), matéria

mineral (MM%) e extrato etéreo (EE%), segundo metodologia de Weende, proteina
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bruta (PB%) pelo método de Kjedahl e fibra bruta (FB%) pelo método de Van Soest
(AOAC, 2000).

Parametros de Desempenho Produtivo

Os parametros de desempenho produtivo avaliados foram: ganho de peso,
conversdo alimentar e taxa de crescimento especifico, sendo estes valores, obtidos

respectivamente pelas seguintes equacoes:

WG = PF - PI
WG = ganho de peso (g); PF = peso final (g); Pl = peso inicial (g).

FC = AF/GP

FC = conversdo alimentar; AF = quantidade de alimento fornecido (g); GP = ganho de

peso (g).

SGR = ((LnPF-LnPI) / tempo (dias)) x 100

SGR = taxa de crescimento especifico; PF = peso final (g); Pl = peso inicial(g).

PER (%) = [(PF x FF) — (P1 x FI)]/CR x F

PER = Taxa de eficiéncia de retencdo de nutrientes no ganho em peso (%); PF = peso
médio final (g); FF = porcentagem média de nutriente corporal final (%); Pl = peso
médio inicial (g); FI = porcentagem de nutriente corporal inicial (%); CR = consumo de

racdo; F = porcentagem do nutriente na dieta (%).

Analises Histoldgicas

Fixou-se 12 animais por tratamento em formol a 10% para confec¢do de
laminas histologicas de dois cortes transversais, seccao inicial da cabeca e secc¢éo final
da coluna vertebral. Para a confeccao das laminas histoldgicas, o material foi submetido
a fixacdo em formalina 10% tamponada. Apos 48 horas as amostras foram lavadas em

agua corrente e imersas no alcool etilico 70% onde permaneceram até 0 momento do
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processamento. Os fragmentos foram entdo submetidos a desidratacdo, diafanizacdo e
emblocamento em parafina. Posteriormente realizou-se cortes de 4 um em micrétomo
automético (Leica¥). Em seguida procedeu-se a desparafinizacdo, reidratacio e
coloragdo pela técnica de Hematoxilina e Eosina, conforme protocolo histotécnico
padréo.

As laminas foram analisadas em microscopio 6ptico LEICA, modelo DMLB,
equipado com camera acoplada LEICA. As lentes de aumento utilizadas foram de
aumento de 40x. As medidas de espessura 6ssea foram obtidas pelo software de anélise
de imagens LEICA QWin Plus.

Deformidades

Foi quantificado o numero de individuos, em porcentagem, que apresentaram

deformidades Osseas de acordo com a classificacdo de Ferreri et al. (2000).

Andlise Estatistica

Os parametros de desempenho produtivo, composi¢do quimica e bromatologica
e de espessura Ossea da seccdo medial da cabeca e da seccdo final da espinha animais
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e em caso de diferenca significativa,
complementadas com anélise de regressdo polinomial pelo software Minitab 16 e/ou
teste de Tukey, em nivel de 5% de significancia. (MINITAB, 2000).

Para as variaveis deformidades corporais foi empregado o teste de qui-

quadrado de Pearson, em nivel de 5% de significancia (AYRES et al., 2000).

RESULTADOS

A disponibilidade aparente de fosforo (P) do fosfato bicélcico para o zebrafish
foi de 53,84%, resultando em um aproveitamento de fosforo de aproximadamente a
metade contida no ingrediente.

Observa-se melhora da FC e aumento da SGR, G e L conforme o aumento da

suplementacdo de fésforo na dieta (p<0,01), sendo os melhores indices obtidos pelos
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peixes do T6 (Figura 1-A, Figura 1-B, Figura 1-C e Figura 1-D, respectivamente). Os
valores obtidos para a PER foram de: 0,53; 0,45; 0,36; 0,36; 0,35; 0,35. As dietas que
apresentaram as melhores taxas de eficiéncia na retencdo de P foram os niveis de 0,35 e
0,65 de fosforo, cerca de 34% e 15% melhores, respectivamente, se comparadas as
outras dietas. Pela regressdo quadratica obteve-se o valor étimo de fésforo de 2,35%
para SGR e de 4,87% para G.

Os dados da composicdo mineral e bromatoldgica da carcaca dos animais estdo
apresentados na Tabela 2. A concentracdo corporal dos niveis de P, Ca e Mg
aumentaram conforme a adi¢@o de P nas dietas (p<0,01), enquanto o Mn, Zn e Cu nédo
apresentaram diferenca significativa entre os tratamentos, constatando-se que 0s niveis
de P utilizados ndo foram acima da exigéncia.

A matéria seca e 0 extrato etéreo corporal foram inversamente proporcionais ao
P nas dietas, enquanto a concentracdo de proteina bruta foi proporcional ao aumento de
P nas dietas.

Os primeiros sinais de deficiéncia de P nos animais do Tl e T2 foram
observados aos 20 dias. Inicialmente com letargia, escurecimento do corpo e baixa
ingestdo de alimento, observou-se em seguida a mortalidade de um animal em cada um
destes tratamentos (p>0,05), ndo havendo mais mortalidades apos este periodo.

Os animais apresentaram diversos tipos de deformidades Osseas, sendo as
regides cranial, craniofacial e da inser¢do da nadadeira caudal as mais afetadas pela
deficiéncia de P, acometendo cerca de metade dos animais do T1 e T2, seguida pela
lordose com 27% de animais deformados, Figuras 2 e 3. Menos severa, a escoliose foi
observada em pouco mais de 1% dos animais dos tratamentos T1 e T2.

Devido a deficiéncia de fosforo estar relacionada as deformidades Osseas, 0s
tratamentos T5 e T6 reduziram os casos de deformidades 0sseas, Tabela 3.

Observou-se correlagdo positiva entre o nivel de P e a espessura do tecido
0sseo da seccdo medial da cabeca (MHS) e da seccéo final da coluna vertebral (SES),
Figuras 4 e 5, resultando em maior espessura dos tecidos 6sseos da sec¢do medial da
cabeca e da seccdo final da coluna vertebral nos peixes do T5 e T6. A seccdo final da
coluna vertebral mostrou-se mais sensivel a quantidade de P ofertada na dieta, uma vez
gue a menor espessura foi observada nos animais do T1 e T2, aproximadamente 70%

menor se comparada aos peixes do T5 e T6 (Tabela 4).
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DISCUSSAO

A disponibilidade aparente do fosfato bicalcico (53,84%) obtida neste estudo
foi inferior aos valores descritos para diversas espécies de peixes. Para alevinos de
tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus), a disponibilidade foi de 74,23% (MIRANDA et
al., 2000), para o bagre-do-canal de 82,0% (Ictalurus punctatus) (LI e ROBINSON,
1996) e para truta arco-iris (Rainbow trout) de 71,0% (OGINO et al., 1979). Entretanto
para carpa comum (Cyprinus carpio) a disponibilidade relatada é de 46,0% (OGINO et
al., 1979), disponibilidade menor do que para outras familias de peixes.

A baixa disponibilidade pode estar relacionada a auséncia de estbmago em
espécies de ciprinideos, caracteristica que pode reduzir a acdo de enzimas durante a
digestédo e consequentemente sua disponibilidade para absor¢do, como foi observado
para a carpa comum, espécie que também ndo possui estbmago nem secre¢do de acido
gastrico, admitindo-se a influéncia da acidez gastrica na disponibilidade de P (WOOD e
SERFATY LACROSNIERE, 1992).

Os dados da taxa de eficiéncia na retencédo de P estdo em consenso com Lellisa
et al. (2004), que obtiveram relacdo direta entre a diminuicao na eficiéncia de retencédo
de P com o aumento do fornecimento do mineral, atribuindo este resultado ao possivel
desenvolvimento de mecanismos que aumentem o aproveitamento do nutriente
fornecido em quantidade abaixo da exigéncia.

Além disso, foi observado piora do desempenho zootécnico, aumento da
deposicéo de gordura, baixa mineralizacdo 0ssea, letargia e ocorréncia de deformidades
Osseas em peixes alimentados com baixa concentracdo dietética de P. Tais resultados
corroboram com os apresentados por ROY e LALL, 2003; FJELLDAL et al., 2007,
SHAO et al., 2008 e GRINI et al., 2011, sendo estas as principais consequéncias da
deficiéncia de P em peixes (LALL, 2002).

A piora da conversdo alimentar (FC) dos peixes alimentados com dietas
contendo baixa concentracdo de P confirmam os resultados descritos por Vielma e Lall
(1998) para o salméo do Atlantico (Salmo salar) e por Roy e Lall (2003) que obtiveram
piora da conversdo alimentar para a arinca (Melanogrammus aeglefinus L.) alimentadas

com dietas contendo 0,42% e 0,62% de P. Este resultado pode ter sido ocasionado
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devido o fosforo ser um elemento essencial, que por sua vez afeta a eficiéncia alimentar
(SHEARER, 1995).

O baixo P nas dietas também influenciou o crescimento dos peixes,
corroborando com outros estudos que constataram niveis prejudiciais ao crescimento
abaixo de 0,65% de P para European sea bass (Dicentrarchus labrax) (OLIVA-TELES
e PIMENTEL-RODRIGUES, 2004), 0,74% para garoupa (Epinephelus marginatus)
(CHENG et al., 2005), 0,70% para grande corvina amarela (Pseudosciaena crocea)
(MAI et al., 2006) e 0,72% para arinca (ROY e LALL, 2003). Diferente do observado
nesse estudo, Fjelldal et al. (2012) ndo constataram reducdo no crescimento de salméo
do Atlantico alimentados com dietas deficientes de P, devido a capacidade da espécie de
atender a exigéncia metabdlica ndo apenas pela reserva do tecido ésseo como também
das escamas.

A concentracdo de macro e micro-minerais corporais estdo proximos ao
encontrado por Kaushik et al. (2011) para o zebrafish, e por Tacon et al. (1984) para
carpa comum. Além disso, o efeito negativo nas concentracdes de P, Ca e Mg nos
peixes alimentados com dietas deficientes de P também foi observado em perca
prateada (Bidyanus bidyanus) (YANG et al.,, 2006), black seabream (Sparus
macrocephalus) (SHAO et al., 2008) e carpa comum (TACON et al., 1984).

A relacdo Ca:P foi de ~1,4:1 diferente aos resultados obtidos para a carpa de
~2:1 (TACON et al., 1984), enquanto Kaushik et al. (2011) obtiveram relagéo ~1:1,
préximo ao obtido neste estudo.

A influéncia do P corpdreo nas concentracdes de Mn, Cu e Zn é devida ao
excesso de P reduzir a absorcdo destes minerais devido a competi¢cdo por sitios de
absorc¢do no intestino (ROY e LALL, 2003), e ao seu uso metabdlico estar atrelado ao
Zn e Mn (LALL, 2002). Assim, pode-se sugerir que o fornecimento de P ndo foi em
excesso, uma vez que ndo alterou a composicdo corporal destes minerais.

A concentracdo de EE e a PB foi semelhante ao encontrado por Kaushik et al.
(2011), que reportaram ~10% para EE e ~16% para PB avaliando quatro dietas testes
com fontes diferentes de proteina e uma dieta comercial na alimentacéo do zebrafish.

A reducéo da deposicdo de gordura na carcaca dos peixes com 0 aumento de P
na dieta confirma os resultados obtidos por Furuya et al. (2008) com tilapia-do-Nilo,

Shao et al. (2008) com black seabream, Mai et al. (2006) com a grande corvina amarela
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e Roy e Lall (2003) com arinca. Esses autores observaram reducdo na concentracéo de
lipidios na carcaca quando as dietas possuiram nivel adequado do mineral. Esta reducao
corporal. A absor¢do mitocondrial dos lipidios necessita de ATP, processo que pode ser
inibido pela insuficiéncia de fosfato inorgénico, resultando em menor utilizagdo de
lipidios como fonte de energia (ROY e LALL, 2003).

Os animais do T1 e T2 apresentaram letargia e baixa ingestdo de alimento,
comportamento também relatado por Roy e Lall (2003) avaliando arincas alimentadas
com 0,42% fosforo na dieta. Segundo 0s autores essas caracteristicas expressam a
deficiéncia do mineral.

Sinais externos de deformidades 6sseas em peixes alimentados com dietas
deficientes de P foram observados em diversas espécies, como a carpa comum e truta
arco-iris (OGINO et al., 1979), peixe branco europeu (Coregonus lavaretus L.)
(VIELMA et al.,, 2002), arinca (ROY e LALL, 2003), e salmdo do Atlantico
(FJELLDAL et al., 2012). Em semelhanca aos resultados obtidos neste estudo, Ferreri
et al. (2000) relatou alta incidéncia de deformidade na regido caudal em zebrafish, 86%
dos individuos selvagens e 100% dos cultivados apresentaram deformidade nesta
regiao.

As deformidades cranial, craniofacial e exoftalmia estdo intimamente ligadas
ao nivel de P da dieta, apresentado correlacdo negativa. Os animais do T1 apresentaram
a maior incidéncia destas deformidades. Este fato também foi reportado por Ogino e
Takeda (1978) em carpas alimentadas com niveis de P abaixo da exigéncia.

A menor espessura do tecido 6sseo da seccdo medial da cabeca (MHS) e da
seccdo final da coluna vertebral (SES) nos animais alimentados com dietas deficientes
de P (T1, T2, T3 e T4) pode ser devido ao fato da mineralizacdo 6ssea e o crescimento
esquelético estarem relacionados a concentracdo de P corporal (FERRERI et al., 2000),
gue uma vez alimentados com P abaixo da exigéncia reduz seu acUmulo e

consequentemente a espessura do tecido 6sseo.
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CONCLUSAO

A disponibilidade aparente de P do fosfato bicalcico para o zebrafish foi de
53,84%. O melhor nivel de fosforo total em dietas para zebrafish foi de 1,55 %, com
melhores resultados no desempenho produtivo e na mineralizacdo 0ssea, apresentando

menor incidéncia de deformidades.
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Table 1. Composition of six zebrafish experimental diets.

. 0 Diets

Ingredients (%) T1 T2 T3 T4 T5 T6
Albumin 34.74 3476 3479 3481 3483 34.85
Poultry Viscera Meal 10.00 10.00  10.00 10.00  10.00  10.00
Gelatin 8.00 8.00 8.00 8.00 8.00 8.00
Starch 3895 36.01 3311 3021 2731 2442
Soy Qil 2.64 3.51 4.36 5.21 6.07 6.92
Cellulose 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00
Dicalcium Phosphate 0.00 2.05 4.07 6.10 8.12 10.14
BHT 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02
NaCl 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10
Premix® 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
Vitamin C" 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05
Total 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
Chemical Composition*
Crude protein % 40.13  40.07 40.00 40.08 40.01 40.10
Crude lipid % 4.53 5.39 6.24 7.09 7.93 8.78
Total phosphorus (%) 0.34 0.67 0.93 1.26 1.55 1.81
Available Phosphorus® 0.18 0.36 0.50 0.68 0.83 0.97
Ca/P ratio (%) 2.03 2.25 2.32 2.34 2.37 2.38
Energy (kcal™) 3493 3494 3506 3506 3508  3.493

& Premix vitamin - mineral premix (composition by kg product): vit. A = 1.200.000 Ul; vit. D3 = 200.000
Ul; vit. E = 12.000 mg; vit. K3 = 2.400 mg; vit. B1 = 4.800 mg; vit. B2 = 4.800 mg; vit. B6 = 4.000 mg;
vit. B12 = 4.800 mg; folic acid = 1.200 mg; calcium pantotenate = 12.000 mg; vit. C = 48.000 g; biotin =
48 mg; choline = 65.000 mg; niacin = 24.000 mg, iron = 10.000 mg; cooper = 600 mg; manganese =
4.000 mg; iodine = 20 mg; cobalt = 2 mg e selenium = 20 mg.

®Vitamin C: calcium salt, 2- ascorbic acid monophosphate, 35% active principle.

°The values were calculated based on the T1 and T6 diets digestibility (53.84%).

*Analyzed composition diets.
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Table 2. Whole-body composition of zebrafish fed diets varying dietary phosphorus

levels?.

- Diets
Composition T1 T2 T3 T4 T5 T6
P (g.kg™) 16.65°  18.53%  20.8 21.83° 23.42%* 2482°
Ca (g.kg™) 21.48° 2553  26.41° 27.81° 3353  34.80°
Mg (g.kg™) 0.85° 0.83° 089°  1.01° 1.07% 1.17°
Mn (mg.kg™) 0.60° 0.40° 0.50*  0.50° 0.50° 0.40°
Zn (mg.kg™) 120.00® 110.00® 100.00® 100.00* 110.00° 120.00°
Cu (mg.kg™) 3.15° 3.00° 3.23° 2.82° 2.08° 2.92°
MS 23.16%° 2579 2419 2143 21.15°  20.66°
EE 2261  18.09°  15.85° 21.03"°  11.04°  11.35°
PB 16.07% 16.13"¢ 1581% 17.06® 17.06®°  17.99

*Value in the same row with different superscript letters are significantly different (Tukey’s multiple-
range test, P<0.01).
! Results shownd was based on dry matter (%).
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Table 3. Percentage of fishes with bone malformations: cranial, craniofacial, lordosis,

scoliosis, spin end (SE), exophthalmia and all previous (AP) of zebrafish fed diets

varying dietary phosphorus levels.

Deformities Diets

(%) T1 T2 T3 T4 T5 T6
Cranial 45.2 28.8 27.4 14.6 0.0 0.0
Craniofacial 45.2 28.8 21.9 12.0 2.6 1.3
Lordosis 27.4 12.3 9.6 4.0 0.0 0.0
Scoliosis 1.3 1.3 0.0 0.0 0.0 0.0
SE 50.7 38.3 34.2 25.3 0.0 0.0
Exophthalmia 13.7 6.8 54 4.0 0.0 0.0
AP 15.0 0.1 0.0 0.0 0.0 0.0
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Table 4. Bone tissue thickness in the medial head (MHS) and spine end (SES) of

zebrafish fed diets varying dietary phosphorus levels.

Thickness Diets
(1m) T1 T2 T3 T4 T5 T6
MHS 3.73¢ 3.63¢ 3.93¢ 5.58° 9.22% 9.95%
SES 4.87¢ 4.53¢ 6.25° 9.06° 14.73% 15507

*Value in the same row with different superscript letters are significantly different (Tukey’s multiple-
range test, P<0.01.
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Figure 1. Performance of zebrafish fed diets varying dietary phosphorus levels. A - Feed
conversion (FC); B — Specific growth rate (SGR); C - Growth (G) e D - Length (L).
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Figure 2. Percentage of fishes with vertebral deformities: lordosis, scoliosis, spine end (SE) and
all previous (AP) of zebrafish fed diets varying dietary phosphorus levels.

Chi-square test results:

LORDOSIS
Diets (%) T1 T2 T3 T4 T5
T1 X <0.02 <0.01 <0.01 <0.01
T2 X ns ns <0.01
T3 X ns <0.01
T4 X ns
T5 X
T6
SPIN END
Diets (%) T1 T2 T3 T4
T1 X ns <0.04 <0.01
T2 X ns ns
T3 X ns
T4 X
T5
T6




ALL PREVIOUS

Diets (%) T1 T2 T3 T4
T1 X <0.01 <0.01 ns
T2 X ns ns
T3 X ns
T4 X
T5
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Figure 3. Percentage of fishes with cranial, craniofacial and exophthalmia deformities of
zebrafish fed diets varying dietary phosphorus levels.

Chi-square test results:
CRANIAL

Diets (%) T1 T2 T3 T4
T1 X <0.04 <0.02 <0.01
T2 X ns <0.03
T3 X <0.05
T4 X
T5
T6

CRANIOFACIAL

Diets (%) T1 T2 T3 T4 T5 T6
T1 X <0.04 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01
T2 X ns <0.01 <0.01 <0.01
T3 X ns <0.01 <0.01
T4 X <0.02 <0.01
T5 X ns
T6 X




1

EXOPHTHALMIA

Diets (%) T1 T2 T3 T4 T5
T1 X ns ns <0.03 <0.01
T2 X ns ns <0.02
T3 X ns <0.04
T4 X ns
T5 X

16
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Figure 4. Bone tissue thickness into Medial Head Section (MHS) of zebrafish fed diets varying
dietary phosphorus levels (microns). A -T1; B-T2; C-T3; D - T4; E - T5; F — T6. Scale
250pm.
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Figure 5. Bone tissue thickness in the Spine End Section (SES) of zebrafish fed diets varying
dietary phosphorus levels (microns). A —T1; B-T2; C-T3; D - T4; E - T5; F — T6. Scale
250um.



47

CAPITULO 3

Este artigo foi elaborado de acordo com as normas do periodico

Journal of Fish Diseases
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ANOMALIAS ESQUELETICAS EM ZEBRAFISH ALIMENTADOS COM

NIVEIS DE FOSFORO

RESUMO: Este estudo teve como objetivo descrever as anomalias esqueléticas em
zebrafish (Danio rerio) alimentados com dietas suplementadas com niveis de fosforo.
Foram utilizados 450 alevinos de zebrafish (peso médio inicial de 0,0079 + 0,0003g e
idade de 31 dias pos-eclosdo), distribuidos em delineamento inteiramente casualizado
com cinco repeti¢des. Os peixes foram alimentados 6 vezes ao dia a temperatura de
28+1 °C, o pH e as concentraces de amonia e oxigénio dissolvido foram de 6,8 + 0,32,
0,06 +0,01 mgL™*e6,5+0,3mgL™ respectivamente. Apés o periodo experimental de
8 semanas, os peixes foram diafanizados para possibilitar avaliar internamente as
deformidades 6sseas (craniais e vertebrais). A ocorréncia de fusdo parcial das espinhas
neurais e hemais, auséncia de fuséo nas espinhas, auséncia de paralelismo entre as
espinhas neurais e hemais, normalidade do espacamento intervertebral, compresséo
vertebral, intensidade das deformidades: escoliose, lordose, anquilose e insercdo da
nadadeira caudal, e as deformidades craniofaciais foram inversamente proporcionais ao
aumento do P dietético. Nao foi observada influéncia na mortalidade pelas dietas
avaliadas. A concentracdo de P dietético e fator critico na ocorréncia de anomalias
esqueléticas em zebrafish, e a concentragdo de 1,55% de P total na dieta reduziu
significativamente a ocorréncia de deformidades esqueléticas. Pode-se concluir que a
inclusdo de 1,55% de fosforo total nas dietas reduz a incidéncia de anomalias
esqueléticas e estd intimamente ligada & mineralizacdo &ssea, influenciada pela

expressao do gene da ostecalcina.

Palavras-chave: Danio rerio, deformidade 6ssea, diafanizacao, fosforo
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SKELETAL ANORMALIES IN ZEBRAFISH FEED WITH DIFFERENT
PHOSPHORUS LEVELS

ABSTRACT: The aims of this study were to describe skeletal abnormalities in
zebrafish (Danio rerio) fed by different phosphorus diets levels. For the experiment 450
zebrafish fingerlings were used (0.0079 + 0,0003g average weight with 31 days after
hatching), distributed in a completely randomized design experiment with five
replications. The fish were fed six timesa day at 28 + 1 °C, 6.8 £ 0, 32 pH, 0.06 = 0.01
mg L™ ammonia concentration and 6.5 + 0.3 mg L™dissolved oxygen. After 8-week
experiment, fish were diaphanized to evaluate bone deformities (cranial and spinal). The
partial neural and hemal fusion spines occurrence, spines fusions absence, parallelism
absence between neural and hemal spines, intervertebral normal spacing, vertebral
compression, deformities intensity: scoliosis, lordosis, ankylosis and fin caudal
insertion, and craniofacial deformities were proportional inversely to P dietary increase.
There was no fish mortality in all treatments. It was found that the dietary phosphorus
concentration is critical factor in the zebrafish skeletal abnormalities occurrence, and
1.55% of P concentration in the diet reduces significantly skeletal deformities
occurrence. It can be concluded that 1.55% total phosphorus inclusion in the diet
reduces skeletal abnormalities incidence and is closely related with bone mineralization,

influenced by ostecalcin gene expression.

Keywords: bone deformity, danio rerio, diaphanization, phosphorus
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INTRODUCAO

O zebrafish (Danio rerio) é considerado um dos modelos biolégicos mais
utilizados para estudos em toxicologia, neurobiologia e genéetica molecular, devido ao
seu rapido desenvolvimento (Dahm 2002), alta capacidade reprodutiva (Wegrzyn &
Ortubay 2009), desenvolvimento larval transparente (Biga & Goetz 2006) e ampla
variedade de ferramentas moleculares e informacdes disponiveis para analise gendmica
(Johnston et al. 2008); além de ser considerado como modelo para estudos de nutricdo e
crescimento em peixes (Ulloa et al. 2011).

Apesar de sua importdncia para pesquisa existem poucos estudos das
exigéncias nutricionais do zebrafish (Westerfield 2000, Robison et al. 2008). Uma vez
confinados em laboratdérios para pesquisa, o zebrafish deve atender sua exigéncia
nutricional e energetica por meio do alimento fornecido. Estas dietas devem ser
balanceadas e fornecer a quantidade necessaria de minerais, devido & sua importancia
no metabolismo dos peixes (Lall 2002, NRC 2011).

O fosforo é um macromineral essencial, que junto ao calcio sdo os principais
constituintes da porcdo inorgénica da dieta (NRC 2011). Atua na formacgdo de
coenzimas, fosfolipidios, acidos nucleicos e na transferéncia de energia por meio da
quebra do ATP para os processos de metabolismo e contracdo muscular, além de
compor a estrutura de tecidos duros, como 0ssos, dentes e escamas (Hardy & Gatlin 111
2002), e de tecidos moles, onde é componente estrutural e de material genético (Lall
2002).

O tecido 0Osseo é a reserva de célcio, fésforo e outros ions que séo

disponibilizados para o sangue e outros fluidos celulares (Lall 2002). A principal
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estrutura 6ssea dos peixes é a coluna vertebral, também chamada de esqueleto axial
(Leprévost & Sire 2014). Ela estd segmentda em vértebras, que por sua vez sdo
estruturadas em espinhas neurais (dorsalmente) e espinhas hemais (ventralmente)
(Moreira et al. 2001).

Deformidades esqueléticas em teledsteos sdo estudadas ha bastante tempo,
porém suas causas ainda sao pouco claras por serem oriundas de diversos parametros,
como a qualidade de agua, genética dos animais e alimento fornecido (Leprévost & Sire
2014). Neste sentido, sem atribuir a causas especificas, Ferreri et al. (2000) compararam
zebrafish selvagem e de cultivo, constatando deformidades na regido caudal em 86% e
100% dos animais avaliados, respectivamente.

Devido a diversas dessas deformidades serem irreversiveis, se faz necessario o
diagnostico da deficiéncia antes dos sinais da baixa mineralizacdo 6ssea, como as
deformidades. Assim, com o advento de diversas técnicas moleculares, como a de PCR
em tempo real, podem ser (teis para determinar tendéncias especificas e consistentes
referentes a influéncia do nivel de P dietético na mineralizacao dssea.

Dentre as proteinas relacionadas a mineralizacdo 6ssea, a osteocalcina (BGP ou
Oc) € de suma importancia por atuar diretamente na inibicdo da calcificacdo de 0ssos
(Price 1990), por regular a reabsorcao éssea (Harada & Rodan 2003).

Tendo em vista a importancia da nutricdo adequada de animais de biotério,
uma vez que as dietas deficientes podem influenciar nos resultados obtidos em estudos
que utilizam modelos bioldgicos, este estudo teve por objetivo avaliar a influéncia de
niveis de fésforo em deformidades esqueléticas e na expressdo relativa do gene

codificador da proteina Oc em zebrafish.



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

52

MATERIAL E METODOS

Animais

O processo reprodutivo foi realizado na FMVZ - Unesp, Laboratério de
Pesquisa em Nutricdo de Organismos Aquaticos - AquaNutri, Campus de Botucatu.
Passados quatro dias de eclosdo dos ovos, iniciou-se a alimentagdo com gema de ovo
cozida e microvermes (Panagrellus redivivus), e apos 10 dias, complementou-se esta

alimentacdo com nauplios de artemia salina, até o dia 30 pds-eclosao.

Experimento

O experimento foi realizado na FMVZ - Unesp, Laboratorio de Pesquisa em
Nutricdo de Organismos Aquaticos - AquaNutri, Campus de Botucatu. Foram utilizados
450 alevinos de zebrafish com idade de 31 pds eclosdo, peso médio de 0,0079 +
0,0003g, distribuidos em delineamento inteiramente casualizado, com cinco tratamentos
e seis repeticdes, sendo cada unidade experimental um aquério alojando 15 individuos.
Para tal foram utilizados 30 aquérios de 15 L de volume, com temperatura constante em
28 °C, considerada a ideal para a espécie (Westerfield 2000).

Os aquérios foram abastecidos por sistema de recirculacdo de agua, provido de
filtro fisico e bioldgico para reduzir as impurezas e os niveis de amonia, sendo mantida
a temperatura constante em 28 °C. O nivel de pH e as concentracfes de aménia e
oxigénio dissolvido foram de 6,8 + 0,32, 0,06 + 0,01 mg L e 6,5 + 0,3 mg L™,

respectivamente, aferidos semanalmente com a sonda multi probe YSI 556® (YSI
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Environmental, Yellow Spring, OH, USA). Ao final do experimento, os animais foram
coletados e insensibilizados com 6leo de cravo (50 ml.L™) e, posteriormente, abatidos
em superdose de benzocaina e fixados em formol a 5% por 10 dias para posterior

diafanizacdo.

Dietas

As dietas (isoprotéicas e isoenergéticas) foram formuladas com base numa
racdo referéncia, denominada de semipurificada (Tabela 1), segundo o Instituto de
Nutricdo Americano (Ina 1977), formulada para conter 40% de proteina bruta (PB) e
3.500 kcal de energia digestivel (ED) (S4 et al. 2005), sendo adicionados 10g.kg™ de
farinha de peixe como palatabilizante. As dietas foram elaboradas para conterem: 0,35
(T1); 0,65 (T2); 0,95 (T3); 1,25 (T4); 1,55 (T5) e 1,85% (T6) de fosforo total, baseado

na exigéncia da carpa de 0,7-0,9% P total (NRC 2011).

Diafanizagao

A diafanizacdo foi baseada em protocolo adaptado de Pontthoff (1984). Dois
peixes por unidade experimental conservados em formol foram lavados em agua
destilada (24 horas) para retirada do excesso de fixador, sendo entdo desidratados em
duas baterias de alcool (50% e 95%) por 24 horas cada.

Para coloracdo da cartilagem, os peixes foram imersos em solucéo de azul de
alcian (30% de azul de alcian diluido em 60% alcool absoluto e 40 % &cido acético) por
24 horas. Os animais foram transferidos para solucdo saturada de Borato (5 horas),

solucédo de branqueamento (2hs, 3% H,O, em KOH 2%) e solucdo de clareamento (7
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horas, 35% de borato saturado e 65% de H,O, destilada). Logo apds, os exemplares
foram imersos em solucdo para coloracdo dos ossos (Alizarina 2% em solucdo de KOH
2%) por 24 horas, sendo entdo transferidos para solucdo de preservacdo | (24 horas,
Glicerina 30% + KOH 2%), solucdo de preservacao Il (24horas, Glicerina 60% + KOH

2%) e finalmente a solucdo de manutencao (Glicerina + Timol).

Deformidades esqueléticas

A severidade das anomalias esqueléticas foi definida em escala numérica
crescente, de um a seis, um para animais que apresentavam menor e 6 para maior grau
de severidade. A anomalia craniofacial corresponde ao alongamento da mandibula

inferior em relagéo a superior, denominada prognatismo.

Avaliacéo da expressao génica

Para o estudo da expressdo génica foram coletados dois individuos de cada
unidade experimental, totalizando 10 animais por tratamento. Apds a colheita as
amostras foram imediatamente armazenadas em freezer -80° C.

Para a extracdo de RNA, as amostras foram maceradas individualmente com o
auxilio de cadinho e pistilho de ceramica previamente autoclavados e descontaminados
com RNase AWAY® (Thermo Fisher Scientific) em nitrogénio liquido, a fim de manter
a integridade das amostras para a extracdo de RNA de qualidade. A extragdo do RNA
foi feita pelo método TRIzol, utilizando-se para cada amostra 500 pl de TRIzol (GIBCO

BRL), para romper as células e liberar seu conteudo. O produto da extragdo foi
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visualizado em gel de agarose 1%, e quantificados com o aparelho NanoDrop
(Spectrophotometer ND-1000). Em seguida, todas as amostras foram armazenadas a -
80°C até a sintese de cDNA.

Apbs o tratamento do RNA com DNAse, o cDNA foi sintetizado utilizando
uma solucdo de oligo dT (N=18) 0,75 mM, oligos aleatérios (N=8) 0,15 mM, dNTP
0,75 mM e 11 ul RNA tratado com DNAse na etapa anterior, sendo entdo incubada a
65°C por 5 minutos e depois colocada no gelo por 1 minuto. A esta preparagédo
adicionou-se tampdo 1x, DTT 0,005 M, RNAse out 40 U e 100 U da enzima super
script I1l. Essa preparacdo foi incubada a 50°C por 1 hora e depois a 70°C por 15
minutos para inativar a enzima.

A mineralizacdo 6ssea foi avaliada pela expressdo do gene Oc. Como controle
interno para as reacdes de Real Time PCR foi utilizado o gene efla (Tabela 2)
previamente descritos por Tang et al. (2007).

As reacgOes de PCR em Tempo Real foram realizadas no aparelho ABI 7300
(Applied Byosystems) utilizando o kit SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems, Foster City, CA) nas seguintes condi¢des: um ciclo a 50°C por 2 minutos;
um ciclo a 94°C por 10 minutos, seguidos por 40 ciclos de 94°C por 15 segundos e
60°C por 1 minuto. A curva de dissociacao foi obtida da seguinte maneira: 95°C por 15
segundos, 60°C por 30 segundos e 95°C por 15 segundos. A determinacdo da expressdo
dos genes foi realizada por meio da reacdo da polimerase em cadeia em tempo real
(Real-time PCR), em triplicatas. Em cada reagdo foi feito um controle negativo
constituido da mistura de reagentes e agua.

Para calcular a eficiéncia dos oligonucleotideos, foram feitas quatro dilui¢fes

das amostras de cDNA: 1:5, 1:25, 1:125 e 1:625. A eficiéncia (E) foi calculada pela



O 00 N O

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

56

formula: E=10(-1/inclinacdo). A quantificacdo relativa (R) dos genes foi determinada de
acordo com Pfaffl (2001), na qual o crossing point & definido como o ponto em que a
fluorescéncia detectada estd acima da fluorescéncia de fundo. Para o célculo da
expressao relativa de Oc, o valor de crossing point dos peixes do T6 foi utilizado como

controle, de acordo a seguinte formula:

R = E alvo ACP alvo (controle — amostra)

ACP enddgeno (controle - amostra) E endégeno

Estatistica

Os parametros de auséncia de paralelismo entre espinhas neurais e hemais,
fuséo parcial das espinhas neurais, fusdo parcial das espinhas hemais, auséncia de fusdo
das espinhas, normalidade do espagamento intervertebral, compressdo vertebral e
expressao relativa do gene codificador da proteina osteocalcina foram submetidos a
anélise de variancia (ANOVA), e em caso de diferenca significativa, complementadas
com o teste de Kruskal Wallis a 5% de significancia.

Para a anomalia craniofacial foi empregado o teste de qui-quadrado de Pearson,

(Ayres et al. 2000).

RESULTADOS

A fusdo parcial das espinhas neurais e hemais, Figuras 1-A e 1-B, foi mais

observada nos animais do T1, T2 e T4, e ausente no T5 e T6 (P <0,0001). A reducéo da
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auséncia de fusdo nas espinhas nos peixes foi proporcional ao aumento do P nas dietas,
sendo que os peixes do T6 ndo apresentaram esta deformidade nas espinhas, Tabela 3.

A auséncia de paralelismo entre as espinhas neurais e hemais foi mais critica
nos peixes do T1, ndo observando nenhum caso da deformidade (P < 0,0001) nos peixes
do T6.

A normalidade do espacamento intervertebral foi observada nos animais do T4,
T5e T6 (P <0,0001). Houve maior ocorréncia de vértebras espagadas nos peixes do T1,
correspondendo a 80% do total das vértebras. Os tratamentos T2 e T3 possuiram maior
numero de individuos com vértebras comprimidas (P < 0,0001), deformidade ausente
nos animais do T6.

A intensidade das deformidades escoliose e lordose foram mais severas nos
animais dos tratamentos T1, T2, T3 e T4, (P < 0,0001), com escore variando de 1 a 3
para a escoliose, e de 2 a 4 para lordose, Figura 2. Os animais do T5 e T6 apresentaram
menor intensidade de escoliose e lordose, ndo diferindo entre si (P <0,0001).

A deformidade craniofacial também foi observada em maior severidade nos
animais do T1, T2, T3 e T4, diferindo estatisticamente do T5 e T6, 0s quais ndo
apresentaram diferenca entre si, Tabela 4.

As intensidades das deformidades anquilose e inser¢do da nadadeira caudal
(SE) foram inversamente proporcionais ao aumento do P dietético, sendo que a
intensidade da anquilose foi maior nos individuos do T1 e T2, enquanto a intensidade da
SE foi maior no T1, Figura 5.

Observou-se que a expressao relativa do gene codificador da proteina Oc teve

correlagdo negativa ao nivel de fosforo ofertado pela dieta, Figura 6.
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DISCUSSAO

As deformidades esqueléticas observadas neste estudo foram os principais
sinais morfologicos encontrados em diversas pesquisas com peixes alimentados com
dietas deficientes de P (Borlongan & Satoh 2001, Lall 2002, Sugiura, Hardy & Roberts
2004, Oliva-teles & Rodrigues-Pimentel 2004). Estes resultados estdo intimamente
ligados a nutricdo devido ao seu efeito no desenvolvimento esquelético estando
relacionada com as malformacdes dsseas (Kamler et al. 2008, Tocher et al. 2008).
Desse modo, o fator responsavel pela alta ocorréncia de deformidades dsseas em peixes
alimentados com dietas deficientes de P é a baixa mineralizacdo 0ssea provocada pela
falha na deposicdo do mineral no 0sso ou pela reabsorcdo 6ssea (Kaushik 2001).

Devido a funcdo de suporte para o corpo, 0 esqueleto dos peixes é submetido a
fortes tensdes mecanicas durante a natacao, fato determinante na grande importancia da
nadadeira caudal e das vértebras (Leprévost & Sire 2014), sendo estas as regides 0sseas
mais afetadas pela concentracdo de P dietético, uma vez que influenciam a direcdo e a
intensidade do impulso. Este fato justifica também o alto grau de anomalia nestas
regibes, uma vez que demandam maior concentracdo de P para a mineralizacdo e
reposicdo mineral provocada pelos desgastes 0sseos.

A maior incidéncia de anomalias vertebrais nos animais dos tratamentos T1, T2
e T3 (dietas com P insuficiente) confirmam a influéncia do P na baixa mineralizacdo
Ossea. Apesar dos animais do T1 e T2 terem 0 maior numero de espinhas com fusdo
parcial, e esta deformidade ser uma das mais severas por afetarem o corpo vertebral
(Boglione et al. 2013b), esta deformidade ndo exerce nenhum dano externo ao animal
segundo os autores, pois suas funcdes sdo de protecdo da medula espinhal e de suporte a

musculatura dorsal, ndo ocasionando prejuizos a natacdo e estrutura 6ssea.
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A combinacdo entre 0 maior espacamento intervertebral e a compressdo das
vertebras dos animais alimentados com as dietas contendo menores niveis de P podem
estar relacionadas a esforcos mecanicos da coluna vertebral, devido a necessidade
bioldgica de crescimento do peixe (Boglione et al. 2013b). Uma vez alimentado com
dieta deficiente de P para o desenvolvimento adequado da espinha vertebral, o
organismo pode utilizar o artificio de espacar as vértebras como forma de compensacéo
deste déficit e a0 mesmo tempo permite o crescimento constante do peixe. Esta
deformidade também foi observada por Fjelldal et al. (2007) em estudo com salméo do
Atlantico, no qual os autores relatam que o maior espacamento intervertebral reduz o
suporte mecanico da bexiga natatéria e, como acdo compensatoria, 0 peixe utiliza
excessivamente as nadadeiras, combinacdo que provocou anomalias no eixo da coluna,
como lordose e escoliose. Assim, esta pode ter sido a causa da maior severidade da
lordose e escoliose observada nos animais do T1, T2, T3 e T4 neste estudo.

Semelhante ao observado neste estudo, os sinais de deficiéncia de P observados
em arinca (Melanogrammus aeglefinus) foram nas vértebras e proxima a regido caudal
(Yang et al. 2006), area mais afetada pela baixa ingestdo do mineral.

A deformidade craniofacial, Figura 4, foi observada com maior frequéncia nos
animais alimentados com dietas deficientes de P (T1, T2, T3 e T4), além de reduzir o
valor comercial dos peixes, também diminui a ingestdo de alimento, reduzindo o
crescimento e o peso corporal (Pittman et al. 1989), danos que aumentam 0s custos de
peixes cultivados e, quando utilizado como modelo biolégico, podem influenciar os
resultados das pesquisas.

A influéncia da mineralizacdo 6ssea nas deformidades na regido caudal dos

peixes, como anquilose e SE, pode ocorrer devido as vértebras dessa regido estarem em
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constante desgaste, além disso s@o maiores e mais mineralizadas, uma vez que possuem
maior resisténcia mecanica (Fjelldal et al. 2006), e pertencerem a regido da musculatura
responsavel pela forca propulsora.

Pelo fato dos nutrientes utilizados em dietas influenciarem o metabolismo, suas
concentracfes também controlam a expressdo génica (Panserat & Kaushik, 2010), uma
vez que ambas sdo respostas fisiologicas. Assim, o nivel de P das dietas pode afetar
diretamente o desenvolvimento esquelético pela influéncia na expressao relativa de
genes especificos, como o Oc.

A expressdo negativa da Oc nos peixes com maior P (T4 e T5) se comparado
aos demais (T1, T2 e T3), podendo ter relagdo com a maior mineralizacdo 0ssea nestes
individuos, devido a sua associacdo ao processo de deposi¢cdo mineral nos 0ssos, uma
vez que quando expressa de maneira negativa em roedores ocorre 0 aumento da massa
0ssea e melhora da qualidade funcional do tecido 6sseo (Ducy et al. 1996), concluindo
que a Oc é regulador negativo na formagdo dssea. Resultado semelhante foi obtido por
(Hofbauer & Heufelder, 1997) em roedores, que relatam aumento da densidade Gssea e
qualidade funcional do osso com baixa expresséo da Oc.

Poucas sao as informagfes sobre as consequéncias das anomalias esqueléticas
em peixes, mas em geral, resultam em efeitos negativos no bem-estar animal,
performance bioldgica, qualidade do produto e custos de producdo (Boglione et al.
2013a, Boglione et al. 2013b). Como o uso do zebrafish se restringe & aquariofilistas e
animal de biotério em pesquisas laboratoriais, as anomalias esqueléticas causadas por
dietas deficientes de P podem n&o s6 reduzir seu valor comercial, mas principalmente

influenciar os resultados de estudos que utilizem o zebrafish como modelo bioldgico.
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CONCLUSAO

A concentracdo de P na dieta é fator critico na ocorréncia de anomalias
esqueléticas de zebrafish, sugerindo-se a concentracdo dietética de 1,55% de P total para
a adequada mineralizacdo 6ssea com base nas deformidades Gsseas. A expressdo
relativa do gene Oc foi influenciado pelo nivel de P dietético, e sua expressdo teve

efeito negativo na mineralizacao 6ssea.
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Table 1. Composition of six experimental diets for zebrafish.

. 0 Diets

Ingredients (%) T1 T2 T3 T4 T5 16
Albumin 34.74 3476 3479 3481 3483 34.85
Poultry Viscera Meal 10.00  10.00  10.00 10.00  10.00  10.00
Gelatin 8.00 8.00 8.00 8.00 8.00 8.00
Starch 3895 36.01 3311 3021 2731 2442
Soy oil 2.64 3.51 4.36 5.21 6.07 6.92
Cellulose 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00
Dicalcium phosphate 0.00 2.05 4.07 6.10 8.12 10.14
BHT 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02
NaCl 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10
Premix® 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
Vitamin C" 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05
Total 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
Chemical Composition*
Crude Protein % 40.13  40.07 40.00 40.08  40.01 40.10
Crude Lipid % 4.53 5.39 6.24 7.09 7.93 8.78
Total Phosphorus (%) 0.34 0.67 0.93 1.26 1.55 1.81
Available Phosphorus® 0.18 0.36 0.50 0.68 0.83 0.97
Ca/P ratio (%) 2.03 2.25 2.32 2.34 2.37 2.38
Energy (kcal™) 3493 3494 3506 3506 3508 3.493

& Premix vitamin - mineral premix (composition by kg product): vit. A = 1.200.000 Ul; vit. D3 = 200.000
UI; vit. E = 12.000 mg; vit. K3 = 2.400 mg; vit. B1 = 4.800 mg; vit. B2 = 4.800 mg; vit. B6 = 4.000 mg;
vit. B12 = 4.800 mg; folic acid = 1.200 mg; calcium pantotenate = 12.000 mg; vit. C = 48.000 g; biotin =
48 mg; choline = 65.000 mg; niacin = 24.000 mg, iron = 10.000 mg; cooper = 600 mg; manganese =
4.000 mg; iodine = 20 mg; cobalt = 2 mg e selenium = 20 mg.

®Vitamin C: calcium salt, 2- ascorbic acid monophosphate, 35% active principle.

°The values were calculated based on the T1 and T6 diets digestibility (53.84%).

*Analyzed composition diets.
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Table 2. Oligonucleotides sequences used and details.

Gene

Gene bank
acess number

Primers sequence  Amplification Ta EE
5'-3’ (pb) (C?  (%)°

Oc

efla

NM_001083857 CTGCCTGATGA 220 61 87.4

NM_131263

CTGTGTGTGTG

AGCG

GGCGGCATGAT

TCCAGACG

ACGCCCTCCTG 217 61 115.0
GCTTTCACCC

TGGGACGAAGG

CAACACTGGC

®Ta optimal annealing temperature specific to each oligonucleotide.
® Measuring the efficiency of the reaction Real Time PCR (calculated trough the standard curve).
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Table 3. Percentage of fishes with vertebral anomalies: parallelism absence between neural and haemal spines, partial fusion neural and
haemal spines, spines absence fusion, intervertebral spacing normal and vertebral compression of zebrafish fed diets varying dietary

phosphorus levels.

Anomalies Diets
T1 T2 T3 T4 T5 T6

Parallelism absence between neural and haemal spines 51.5° 52.0° 43.0° 39.0® 5.5 0.0°
Partial fusion neural spines 10.0° 9.0 6.0° 10.0° 3.0° 0.0°
Partial fusion haemal spines 10.0°% 10.0° 8.5 19.5°% 3.0° 0.0°
Spines fusion absence 35.0%® 70.0° 61.5° 16.0° 6.0 0.0°
Intervertebral normal spacing 20.0° 56.5" 54.0° 100.0° 100.0° 100.0°
Vertebral compression 10.0™ 32.5° 21.0° 14.0° 6.0 0.0°

*Value in the same row with different superscript letters are significantly different (Kruskal Wallis test, P<0.0001).
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Table 4. Chi-square test for craniofacial anomaly of zebrafish fed diets varying dietary

phosphorus levels.

Diets (%) T1 T2 T3 T4 T5 T6
T1 X ns ns ns 0.0004* 0.0027*
T2 X ns ns 0.0004* 0.0027*
T3 X ns 0.0117* 0.0019*
T4 X 0.0117* 0.0019*
T5 X ns
T6 X

*Values evaluated in pairs different statistically to the chi-square test (P <0.05).
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Figure 1. Vertebral and spinal anomalies of zebrafish fed diets varying dietary
phosphorus levels. 1A — arrow show the partial fusion in neural spines; 1B — arrow
show the partial fusion in haemal spines; 2 — arrows shows the neural spine absence
fusion; 3 — arrows shows the parallelism absence between neural and haemal spines; 4 —
normal spine end; 5 — spine end anomaly (the track represent the estimated normality);
6 — anchylosis. Scale 500um.
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Figure 2. Scoliosis and lordosis intensity boxplot of zebrafish fed diets varying dietary
phosphorus levels. Medians with different superscript letter are significantly different

(Kruskal Wallis test, P<0.0001).
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Figure 3. Skeletal anomalies. A — lordosis; B — scoliosis. The track represent the
estimated normality. Scale 500um.
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Figure 4. Craniofacial anomaly. A — normal head; B — lower mandible larger than upper
mandible. Scale 500um.
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Figure 5. Anchylosis and Anormal Spine End (ASE) boxplot of zebrafish fed diets
varying dietary phosphorus levels. Medians with different superscript letter are
significantly different (Kruskal Wallis test, anchylosis (P<0.0001) e ASE (P<0.003)).
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varying dietary phosphorus levels.
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IMPLICACOES

Apesar de sua grande importancia como modelo bioldgico em estudos para
peixes bem como para seres humanos, o zebrafish ndo possui uma dieta balanceada para
ser utilizada como alimentacdo padrdo para zebrafish de biotérios. Ainda neste sentido,
organismos alimentados com dietas deficientes de nutrientes e minerais podem
apresentar alteracbes metabdlicas que podem influenciar positiva ou negativamente as
pesquisas que utilizam o zebrafish, como por exemplo, atribuir anomalias craniais a
certa doenca que, na realidade, podem estar sendo causadas por deficiéncia de algum
nutriente ou mineral.

Devido a certas anomalias serem reversiveis, sugere-se estudos avaliando a
substituicdo de dietas deficientes em P por dietas com nivel de P adequado na
alimentacdo de zebrafish, objetivando avaliar o periodo adequado desta substituicao,
bem como sua influéncia na ocorréncia de deformidades 0sseas.

Devido a grande disponibilidade de informacdes de expressdo génica do
zebrafish e seu uso crescente como animal de biotério, acredita-se também que este seja
um importante para estudos utilizando-o como modelo para teledsteos nas areas
“Omicas” da biologia, principalmente na area da nutrigenémica, que tem como objetivo
avaliar a influéncia dos alimentos fornecidos aos animais na expressao relativa de genes
especificos a funcédo destes alimentos.

E recomendavel também a realizacdo de mais pesquisas para que Sse possa
elaborar uma dieta completa e com dados especificos da exigéncia nutricional do
zebrafish, que assim poderd ser assumida como padrdo para uso em laboratérios
nacionais e internacionais, semelhante ao programa alimentar de outro modelo

bioldgico, os roedores.



