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CAPITULO - |

CONSIDERACOES INICIAIS

REVISAO BIBLIOGRAFICA

O Zebrafish (Danio rerio) é um peixe pertencente a familia dos ciprinideos
(NELSON, 1994), originarios de rios da india, encontrado pela primeira vez no delta
do rio Ganges, tem o corpo fusiforme e achatado lateralmente, com listras
horizontais escuras em toda a extensdo do corpo (Figura 1), motivo pelo qual é
conhecido como Zebrafish (SPENCE et al., 2008).

Figura 1. Zebrafish (Dowling, 2012)

Atualmente esta espécie vem sendo usada como modelo bioldgico,
apresentando 70% de semelhanca genética com mamiferos, abrangendo a espécie
humana (JONES & RACHEL, 2007), o que possui notaveis caracteristicas que
favorecem as pesquisas, incluindo: pequeno tamanho, facil manejo em laboratorio,
curto intervalo de geracdo (12 a 14 semanas), prole numerosa, facilidade de
reproducéo e alta producédo de ovos férteis (CLARK, 2003). Além disso, o zebrafish
conta com ferramentas moleculares e informagcbes gendmicas que facilitam os
estudos com toxicologia, neurobiologia e genética molecular (JOHNSTON et al.,
2008; KALUEFF et al., 2014).

Segundo Eaton e Farley (1974) ha grandes variac@es nas taxas de crescimento
dessa espécie por ndo se ter as exigéncias nutricionais definidas. Segundo esses

autores, isso seria responsavel pela falta de uniformidade nas taxas de crescimento,



baixa taxa de sobrevivéncia dessa espécie e grande quantidade de animais contendo
deformidades.

Dada a utilizacdo do zebrafish como modelo no desenvolvimento bioldgico,
especialmente durante o inicio da ontogese, é surpreendente observar que suas larvas
séo utilizadas para diversos protocolos de primeira alimentagdo (KAUSHIK, 2011),
devido a facilidade em buscar alimentacdo inerte e ndo ocorrer canibalismo entre
elas.

Embora a literatura apresente poucas informagbes nutricionais sobre a
espécie, pesquisas referentes a sua reproducdo, manejo em laboratério e
envolvimento com o ambiente vém aumentando devido a sua importancia como
modelo biolégico (LIU et al., 2013).

O conhecimento das necessidades nutricionais de diferentes espécies de
peixes ornamentais € um dos primeiros passos para a criacdo de novas tecnologias
para a sua producdo (SALES & JANSSENS, 2003). Essas informacOes sao
fundamentais para que seja possivel a formulacdo de racdes adequadas para cada
espécie (BOONYARATPALIN & LOVELL, 1977).

Determinar as exigéncias nutricionais de determinada espécie de peixe
significa quantificar e qualificar sua necessidade em energia, proteina, aminoacidos,
lipidios, acidos graxos, vitaminas e minerais (PEZZATO et al., 2004). Entretanto
essa busca é complexa, uma vez que as exigéncias sdo especificas e variam em
funcdo de alguns fatores, como: sexo, estadio de maturacdo sexual, sistema de
producdo, idade, freqliéncia e taxa de arracoamento, além da qualidade da dieta
(PEZZATO et al., 2004).

Em dietas para peixes, a proteina além de onerosa € o nutriente de
importancia para o desenvolvimento da espécie. Portando, deve se atender as
exigéncias proteicas para obter adequado crescimento (NUNES, 2011; ABDEL-
TAWWAB, 2012).

E necesséario conhecer as exigéncias nutricionais para padronizacio de dieta
referéncia, que possa ser utilizada em pesquisas com o Zebrafish. Isso é importante
pelo fato de que ingredientes especificos da dieta, niveis de nutrientes e, ainda, a
presenca de fatores antinutricionais podem intervir nas respostas fisiologicas dos
peixes adultos e de sua prole (SICCARDI-III et al., 2009).



Sendo a proteina o nutriente de maxima importancia na dieta, é de
fundamental importéncia o fornecimento de ragcdo com adequado teor proteico e
balan¢o aminoacidico, sdo importantes, pois a por¢éo proteica que nao for digerida e
absorvida sera excretada (PEZZATO et al., 2009). O suprimento dietéario de proteina
é determinante na produtividade dos peixes e, da producdo e excrecao de residuos
nitrogenados na agua (TIBBETTS et al., 2000), pois o excesso pode reduzir o
desempenho dos animais e poluir o ambiente de criagdo e os corpos d’agua que
receberem os efluentes.

Portanto, a obtencdo de informagdes sobre o melhor nivel de proteina na
dieta, com consequiéncias para o crescimento, eficiéncia de utilizacdo de nutrientes e
reducdo no custo da racdo sdo importantes para a formulacéo de dieta balanceada que
atenda as exigéncias do zebrafish (Danio rerio).

Zebrafish

Com o mapeamento do genoma, a genética permite conhecer e identificar os
genes responsaveis pelo crescimento de algumas espécies animais; sendo possivel,
ainda, mapear as regides de locos das caracteristicas quantitativas que afetam o
crescimento das espeécies cultivadas (DAVIS & HETZEL, 2000; FJALESTAD et al.,
2003; REID et al., 2005; ARANEDA et al., 2008; LO PESTRI et al., 2009; DUMAS
et al., 2010).

Segundo Barbazuk et al. (2000), existe sintonia compartilnada entre os
genomas do homem e do Zebrafish. Neste aspecto, o zebrafish tornou-se modelo
genético com ampla variedade de ferramentas moleculares e informacdes disponiveis
para analise genémica, embora nao perfeito.

Nativo das bacias hidrograficas do Ganges e Brahmaputra, localizadas no
nordeste da india (SPENCE et al., 2007a), o zebrafish (Danio rerio) pertence a
familia Cyprinidae (NELSON, 1994), tendo como habitat 4guas dulcicolas e lénticas
(FANG, 2001), bem como areas de varzea. Seu tempo medio de vida é de 42 meses,
poréem GERHARD et al. (2002) mantiveram o zebrafish por aproximadamente 66
messes. KISHI et al. (2003) informaram que D. rerio com idade avancada mantidos

em cativeiro, podem ter deformidades esqueléticas e degeneragdo muscular.



Com cerca de 5 a 7 semanas apos a eclosdo (10 a 15 mm de comprimento
total) inicia o processo de desenvolvimento dos testiculos no zebrafish, passando por
uma fase inter sexual e, no terceiro més (12 a 17 mm de comprimento total) o
processo de diferenciacdo gonadal se torna completo. Porém, o desenvolvimento
gonadal depende das condicBes de criacdo e das caracteristicas genéticas (MAACK
& Segner, 2003; SPENCE et al., 2008).

O zebrafish tem o habito de viver em cardume, podendo constituir grupos que
variam de 5 a 20 individuos, o que pode facilitar a sua reproducdo uma vez que essa
espécie desova em pequenos grupos. Na época reprodutiva os machos sdo
territorialistas e perseguem ativamente as fémeas (SPENCE et al., 2008). Estes, por
sua vez, parecem orientar suas escolhas por meio de sinais quimicos (LAWRENCE,
2007; SPENCE et al., 2008). As fémeas depositam 0s ovos no substrato e estes séo
fertilizados pelos machos. Apds ecloséo, entre quarto a sete dias as larvas comecam a
ter natagdo livre e buscam alimentos vivos (BREDER & ROSEN, 1996). Em
condicdes controladas de laboratorio, os machos podem ser mantidos separados das
fémeas, pois quando unidos podem gerar desovas viaveis, porém irregulares ao longo
do tempo.

SINGLEMAN & HOLTZMAN (2014), com base no comprimento padrdo
(CP) e nos dias pos-fertilizacdo (DPF), sugeriram que a 28,5C° o ciclo de vida do
zebrafish pode ser dividido em trés fases distintas: fase larval = com duracdo de
aproximadamente 28 dias (3 a 12 mm CP) com inicio no terceiro DPF; fase juvenil =
inicio em torno dos 28+31 DPF (12 a 18 mm CP), apresentando crescimento
exponencial e alteragdes morfologicas (PARICHY et al., 2009); fase adulta = que
ocorre em torno do 3° més (90 DPF e CP superior a 18 mm), na qual a taxa de
crescimento € menor e 0s peixes atingem a maturidade sexual e sdo capazes de
reproduzir.

Segundo Maack & Segner (2003) e Spencer et al. (2008), o crescimento do
Danio rerio ndo ultrapassa 0s 5 cm de comprimento e o dimorfismo sexual pode ser
assim definido: fémeas comumente maiores que 0s machos, tendo o corpo com
forma arredondado, devido a presenca dos ovos, enquanto 0os machos apresentam
corpo esguio e tonalidade escura. Sua elevada capacidade reprodutiva e o curto

tempo de geracdo (12 a 14 semanas) mostram-se como vantagens em relagdo a outras



espécies de peixes, as quais normalmente apresentam longo intervalo de geracéo
(WEGRZYN & ORTUBAY, 2009).

O zebrafish apresenta intestino longo e desprovido de estdbmago verdadeiro,
sendo considerado onivoro uma vez que pode se alimentar de grande variedade de
alimentos, podendo assim consumir grande variedade de crustaceos bentdnicos,
plancton, vermes e larvas de insetos (DUTTA, 1993; Moyle & Cech., 2000).

Pesquisas realizadas com Danio rerio selvagens, por McClure et al. (2006) e
Spence et al. (2007), com base na analise do conteldo estomacal, mostraram que
insetos de origem terrestre em sua maioria sd8o as presas predominantes. Segundo
estes mesmos autores, outros componentes principais foram identificados, com
destaque para zooplancton e outros insetos (58,6%), ovos de invertebrados e
aracnideos (2,5%), fitoplancton (5,9%) e outros componentes ndo identificados
(33%).

Estes peixes podem ser alimentados em cativeiros com presas vivas de facil
obtencdo como a Artemia sp. e Brachionus sp., simulando os alimentos encontrados
na natureza e, por alimentos proteicos de origem animal e vegetal (WATANABE et
al., 1983). A partir destas informacdes, Ulloa et al. (2011) sugeriram que o zebrafish
seria capaz de modificar e adaptar o seu sistema digestorio em resposta a dieta
fornecida, o que facilita a formulacdo de dietas e a elaboracdo de protocolos de
alimentacdo que melhor reflita sua fisiologia digestiva e seu comportamento
alimentar. Informacdes consideradas como béasicas para a nutricdo animal, como a
exigéncia de proteina, ainda sdo escassas para a maior parte dos peixes ornamentais
(SALES & JANSSENS, 2003). Portanto, maiores estudos sdo necessarios para
expressar 0 maximo desenvolvimento da espécie. Entretanto, segundo Lawrence
(2007) séo escassas as informacdes sobre as exigéncias nutricionais desta espécie,
sendo necessarios estudos nesse sentido, para as trés fases da vida (larval, juvenil e
adulto).

Zebrafish como Modelo Bioldgico

Em 2012 o zebrafish tornou—se modelo biolégico preferencial nas pesquisas

na area da biomedicina, por apresentar vantagem bioldgica e experimental sobre os



outros modelos bioldgicos. Dentre estas vantagens, pode-se destacar: baixo custo de
manutencdo, facilidade na reproducéo, fecundacgdo externa, transparéncia dos ovos
fecundados, rapido desenvolvimento embrionario, curto intervalo de geracdo (3 a 4
meses para a maturidade sexual) e facil manipulacédo, tanto das matrizes quanto dos
embrides (LONG et al., 1997; BRIGGS, 2002). Outras vantagens foram, ainda,
apresentadas por Lawrence (2007), das quais se destacam: matrizes de pequeno
tamanho, producdo constante de ovos, uma fémea pode produzir no ano 200
ovos/semana, alta taxa de sobrevivéncia larval e baixo custo de mantenga.

Segundo Kinth et al. (2013), em 1951 foi publicado o primeiro artigo
cientifico usando o Zebrafish como modelo vertebrado, sendo, entretanto, 0 mesmo

significativamente utilizado em pesquisas no final do século vinte (Figura 2).
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Figura 2: Numero de artigos cientificos que utilizaram o Danio rerio como

modelo bioldgico (Kinth et al., 2013).

O genoma humano e do Zebrafish partilham de similaridade genética, em
torno de 70% (LIESCHKE & CURRIE, 2007; DEO & MACRAE, 2011). Algumas
areas da biomedicina sdo favorecidas com essa semelhanca, tais como a cardiologia,
imunologia, oncologia e genética. Isto favorece as pesquisas na area da fisiologia
humana, além de possibilitar a identificacdo de novos genes e suas funcGes em
vertebrados (DAHM & GEISLER, 2006).

Fecundacéo externa, facil manipulagdo e transparéncia dos ovos do zebrafish
e a possibilidade de manipular e monitorar suas fases de desenvolvimento (Kimmel

et al,, 1995) permitem realizar experimentos em que 0s resultados precisam ser



visualizados, como por exemplo, a utilizagdo de marcadores fluorescentes que tém
alvo os 6érgdos (como o coragdo), com respostas celulares e fisiologicas exatas (DEO
& MACRAE, 2011).

Exigéncias Proteicas dos Peixes Ornamentais

A literatura apresenta poucas informacdes sobre as exigéncias nutricionais do
Zebrafish (LIU et al., 2013) mas, para o seu adequado desenvolvimento € necessario
conhecer as suas necessidades nutricionais basicas para que se possa formular dietas
mais adequadas para cada estadgio do desenvolvimento dessa espécie. Conhecer a
exigéncia proteica e primordial para a saude e crescimento dos peixes (NRC, 2011)
e, além disso, a proteina e responsavel pelo maior custo da dieta (ROBINSON & LI,
1997).

As proteinas sdo moléculas grandes e complexas, compostas por aminoacidos
covalentes, unidos por ligacdes peptidicas (GUYTON & HALL, 2011; NELSON &
COX, 2011). As proteinas sdo essenciais para o funcionamento de todos os
organismos vivos (NRC, 2011), compondo de 65 a 75% do tecido organico dos
peixes, sendo responsaveis pela estrutura (musculo, colageno e queratina),
mecanismos de regulacdo do metabolismo (enzimas e hormonios), transporte
(hemoglobina) e defesa (anticorpos) (NELSON E COX., 2011; NRC., 2011).

Portanto, para os peixes obterem os aminoacidos € necessaria a ingestdo de
proteina, que por sua vez serd hidrolisada liberando dipeptideos, tripeptideos e
aminodacidos livres, que sdo absorvidos pelo epitélio intestinal, que por meio do
sangue sdo distribuidos para os tecidos e 6rgdos (BICUDO, 2008; WU, 2013).

Se comparado com outros animais terrestres, 0s peixes necessitam de maior
quantidade de proteinas em sua dieta, com teores de proteina bruta que podem variar
de 24,0 a 50,0% de proteina bruta dependendo da fase de desenvolvimento da
espécie (PEZZATO et al, 2004). Segundo Furuya et al. (2005), os peixes
necessitam de dietas que contenham quantia exata e corretamente balanceada em
seus aminoacidos, para que seja atendida suas exigéncias para manutencdo e
producéo.

A necessidade proteica de uma espécie de peixe também depende da

propor¢do dos outros nutrientes na dieta. Nestes termos € fundamental que a dieta



esteja balanceada em todos os nutrientes, ou seja, 0 balango entre esses elementos é
fundamental para o adequado funcionamento do metabolismo do peixe (SANZ et al.,
2000). Além disso, o balanceamento da dieta pode contribuir para manter a qualidade
da &gua, por reduzir a excre¢do de nitrogénio ao meio e, dessa forma, permitir a
criacdo sustentavel de peixes (TIBBETTS et al., 2000).

Por outro lado, o fornecimento de dietas com niveis inadequados de proteina,
superior ou inferior a exigéncia, pode prejudicar a saude e o desenvolvimento dos
peixes. Se a dieta contiver quantidade de proteina menor que aquela necessaria é de
se esperar que 0 peixe tenha menor crescimento ou perda de peso, em consequéncia
da degradacdo de proteina dos tecidos, para manter as funcdes vitais do organismo
(MILLWARD, 1989). Enquanto que niveis acima do exigido tem custo energético e
metabdlico para deaminar estes aminoacidos e, ainda, pode a excretar residuos
nitrogenados no ambiente (STEFFENS, 1989; HAYASHI et al., 2002; NOGUEIRA
et al., 2005; NRC, 2011) .

Os peixes tém facilidade em utilizar a proteina como fonte de energia, por
meio do catabolismo da proteina para producdo de energia (HALVER e HARDY,
2002; KAUSHIK & SEILIEZ, 2010; PEZZATO et al.,, 2004). No entanto, tal
processo ndo é desejavel e, por isso, é preferivel do ponto de vista econdémico, maior
taxa de sintese (anabolismo) em favor do crescimento do que a degradacao
(catabolismo) (HEPHER et al., 1989). O catabolismo da proteina pelos peixes pode
ocorrer com maior facilidade, pelo fato do sistema digestdrio e metabdlico dos peixes
sdo adaptados a utilizacdo deste nutriente como fonte energética (LOVELL, 1989;
MOYES & WEST, 1995).

Segundo CHO (1992), a quantidade Otima de proteina na dieta dos peixes
esta marcada por um delicado balango entre a energia digestivel e a proteina bruta.
Com base nesse conceito, utilizar fontes energéticas ndo proteicas é mais eficiente
por melhorar a retencdo de proteina pelo animal e diminuir a excrecdo de nitrogénio.
Aumentar a concentracdo de carboidratos e lipideos na dieta pode diminuir a
degradacdo das proteinas e aminoacidos; entretanto, esta quantidade tem que ser
ajustada para ndo exceder as necessidades energéticas e, consequentemente, o
balanco de energia e proteina da dieta (NRC, 2011).

Segundo COWEY (1980), a excre¢do de nitrogénio pelos peixes teledsteos €

feita na forma de aménia, sendo 97% do total eliminados pelas branquias, sem gasto
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de energia e, somente, 0s 3% restantes eliminados pela urina. Entretanto, devido ao
alto custo das fontes proteicas, associado a poluicdo ambiental em funcdo do uso
excessivo das fontes nitrogenadas nas dietas, necessita-se reavaliar tanto as fontes
como os niveis de proteina a serem utilizadas na formulacdo das ragdes comerciais
de peixes(SILVA & ANDERSON, 1995).

As informacdes sobre as exigéncias em proteina e aminoécidos pelos peixes
sdo geralmente obtidas em pesquisas com base em dose-resposta, tendo como critério
de avaliagdo o desempenho proporcionado pelas dietas (NRC, 2011; COUTINHO,
2012).

Dessa forma, pesquisas sdo necessarias para zebrafish para que possam
expressar seu potencial de crescimento, maxima eficiéncia de utilizagdo de nutrientes
e saude. Infelizmente, parte das racdes disponiveis sdo confeccionadas sem que
considere o nivel mais adequado de proteina e, nem sempre com o0s alimentos mais
eficientes para a formulacdo das racfes para estas espécies.

A producdo de peixes ornamentais no Brasil estd em expansdo, sendo
lucrativa oque favorece o desenvolvimento do mercado (JUNIOR, 2001; RIBEIRO,
2008). Cingapura atualmente € o maior exportador de peixes ornamentais e o Brasil
aparece na 18° posicdo mundial (FISHSTATS PLUS, 2011).

Apesar de ndo haver estimativa sobre a quantidade de Zebrafish produzida ou
comercializada no Brasil, essa espécie tem potencial para a piscicultura ornamental.
Atualmente sua producdo tem sido principalmente destinada a pesquisas como
modelo biolégico. O zebrafish é candidato para dominar a producdo de peixes
ornamentais, por seu baixo custo de producao, facil manejo e técnicas simplificadas
de producdo (LIU et al., 2013).

As racdes utilizadas para alimentacdo dos peixes ornamentais nos aquarios
devem apresentar maxima eficiéncia. Os aquariofilistas exigem que as racles
comerciais tenham maxima eficiéncia nutritiva, pois o produto do metabolismo da
proteina, que é principalmente a amonia, compromete a qualidade da agua e pde em
risco a salude dos peixes (PANNEVIS, 1993; NG et al,. 1993; EARLE, 1995;
PANNEVIS & EARLE, 1995; MACARTNEY, 1996; RAJ & JESILY, 1996).

Para que uma racao para peixes ornamentais possa ser aceita pelo mercado, a

mesma deve atender as necessidades nutricionais dos peixes. Segundo SALES &
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JANSSENS (2003) ha informacdo sobre a exigéncia proteica para algumas espécies

de peixes ornamentais em aquarios, conforme pode ser observado na Tabela 1.

Tabela 1. Exigéncia de Proteina Bruta para Peixes Ornamentais (Adaptado de
SALES & JANSSENS, 2003).

Nome Tamanho | Fonte de Parametros Analisados Exigéncia | Referencias
Inicial Proteina Dietaria
)]
(%0)
Guppy 0,1 Farinha de Ganho de Peso, Conversdo Alimentar,
peixe, Desenvolvimento Gonadal
(P. reticulata) . 30-40 1
Caseina
0,008 Farinha de Taxa de Crescimento Especifico,
peixe, Eficiencia Alimentar, Retengdo de
Caseina Nutrientes 53 2
Goldfish
(C. auratus) 0,2 Farinha de Ganho de peso,Conversdo Alimentar,
peixe, Taxa de eficiéncia Proteica
. 29 3
Caseina
Tin foil barb 0,81 Caseina Ganho de Peso
(B. altus) 41,7 4
Discus 4,5 Farinha de Taxa de Crescimento Especifico
peixe,
(S. aequifasciata) Caseina 44,9 -50,1 5
Redhead cichlid 0,28 Farinha de Taxa de Crescimento Especifico
Peixe
(C. synspilum) 40,81 6
Angelfish Farinha Ganho de peso, conversao
de Peixe e i alimentar,taxa de crescimento
(P. scalare) 0,44 . - T 34 7
Soja especifico e taxa de eficiencia

proteica

'Shim & Chua (1986); “Fioghé &

(2006)

Kestemont (1995); °Lochmann & Phillips (1994);
*Elangovan & Shim (1997); ®Chong et al. (2000); °Olvera-novoa et al. (1996); ’Zuanon et al.

A composicdo de aminoacidos corporal do Zebrafish é semelhante ao relatado

em outras especies de cyprinideos (GOMES et al., 2010). Sabe-se que existe relacéo
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entre o perfil de amino&cidos corporal e os exigidos pelas espécies (MAMBRINI &
KAUSHIK, 1995), o0 que permite pressupor sua exigéncia aminoacidica (KAUSHIK
et al., 2011). Gatlin (1987) comparou as exigéncias de aminoacidos das espécies
Carassius auratus, Notemigonus crysoleucas e Pimephales promelas com os
aminoécidos corporais e concluiu que existem semelhancgas.

Em pesquisas realizadas com Golden shiners, Fathead minnows e Goldfish,
espécies que pertencerem a familia Cyprinedea, Gatlin (1987) verificou que
apresentavam semelhante composicdo aminoacidica corporal, que suas exigéncias
em aminoacidos também eram semelhantes, além de que ndo diferiram das
exigéncias ja determinadas para a carpa comum (Cyprinus carpio).

Segundo Fiogbe e Kestemont (1995), para 0 maximo crescimento do
zebrafish sua dieta deve conter teores de proteina bruta de 30 a 53 %. Estes valores
se mostram pouco consistentes e, como sdo poucas as informagdes sobre sua
exigéncia nutricional tem sido recomendado o emprego das informacOes existentes
para a carpa comum (LOCHMAN & PHILLIPS, 1996; CARVALHO et al., 2004;
DABROWSKI et al., 2005). Westerfield (2000) propés uma dieta comercial,
especifica para o zebrafish, contendo entre 46,0 e 50,0% de proteina bruta,
apresentando-se na forma de po fino.

Segundo SHIM & CHUA (1986) e SHIM & NG (1988), como sdo poucos 0s
estudos sobre as exigéncias nutricionais dos peixes ornamentais, a alimentacao
desses peixes tem sido realizada com base nas recomendacfes existentes com peixes
de maior interesse comercial (YANONG, 1999; SALES & JANSSENS, 2003). Além
disso, o nimero de espécies ornamentais cultivadas é grande e apresentam habitos
alimentares variados.Com base nesta realidade e, em funcdo da grande demanda do
Zebrafish para atender as pesquisas biologicas e, ainda, como espécie para fins
ornamentais, estudos sdo necessarios para que seja possivel formular uma dieta mais

adequada para essa especie.

Dietas Experimentais

Dietas artificiais sdo utilizadas de forma efetiva no cultivo de peixes, podendo

ser aplicada de maneira pratica ou experimental. Porém, quando utilizadas
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experimentalmente, elas devem ser fabricadas de maneira que ndo haja interferéncia
nos resultados dos estudos bioldgicos.

Os peixes devem ser arracoados com dieta adequadamente balanceada, para
a espécie e para a fase de vida do animal (PEZZATO, 1995), ressaltando que as
dietas a serem oferecidas aos peixes devem ser elaboradas com ingredientes que
fornecam todos os nutrientes para suprir as exigéncias do animal (WILSON, 1995).
Além disso, a mesma deve ser processada (extrusada ou peletizada) para que tenha
boa estabilidade fisica na &gua para que ndo ocorram perdas de nutrientes e/ou
degradacéo do ambiente (NRC, 2011).

Pode-se observar que estudos sobre as exigéncias nutricionais com peixes,
utilizam dietas praticas, purificadas ou semipurificadas. A escolha do tipo de dieta a
ser utilizada depende da natureza da pesquisa e da substéancia a ser testada.

As racOes experimentais devem, preferencialmente, ter composicdo quimica
bem definida, de forma a nédo interferir nos resultados. Como exemplo, em estudos
com minerais recomenda-se 0 uso de dieta purificada para minimizar a acdo das
substancias antinutricionais (LOVELL, 1998; HARDY & BARROWS, 2002; NRC,
2011).

De acordo com NRC (2011) utilizar um ingrediente padrdo, como a farinha
de peixe, por exemplo, em dietas semipurificadas, serve para melhorar a sua
palatabilidade. Entretanto, as dietas semipurificadas devem conter ingredientes com
composicao e valor nutritivo conhecido, a fim de evitar interferéncia nos resultados
dos estudos. Ensaios posteriores que com dietas praticas sdo de extrema importancia
para validar os resultados obtidos originalmente com dietas semipurificadas
(FRACALOSSI et al., 2012). Sao muitas as dificuldades quando da determinacdo das
exigéncias de algumas espécies pouco estudadas. Pois existem duavidas para a
obtencdo destas informacdes, dentre as quais se destacam a falta de informes sobre o
comportamento alimentar, morfologia e fisiologia do sistema digestorio (CHO et al.,
1985; NRC, 2011).

Dentre os alimentos utilizados na confeccdo das dietas dos peixes
ornamentais, se destacam 0s concentrados protéicos de origem animal, que
apresentarem melhor palatabilidade, elevados teores de vitaminas do complexo B e
alto teor de minerais, principalmente de célcio e fosforo. Entretanto, os alimentos

proteicos de origem vegetal também compbGem estas dietas, pelo preco mais
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competitivo e maior disponibilidade no mercado, embora possam conter fatores
antinutricionais. Os cereais também séo usados nas dietas de peixes ornamentais que
sdo importantes fontes de energia, além de melhorarem a estabilidade fisica da dieta
(FURUYA et al., 1997; PEZZATO et al., 2004; NRC, 2011).

Processo de Digestao

De maneira geral, as espécies de peixes apresentam elevadas necessidades,
tanto de proteina quanto de aminodcidos, sendo a dieta a principal fonte para os
peixes cultivados (Pillay, 1990). O metabolismo proteico é complexo, tendo inicio na
digestdo e absorcdo dos aminoacidos e peptideos. Porém 0s peixes apresentam
grande variedade de habitos alimentares, podendo ser carnivoros, herbivoros e
onivoros. Essa ampla variedade de espécies de peixes, apresenta diferentes formas de
digestdo do alimento, desde a forma de apreensdo quanto a forma da digestdo
quimica e enzimatica (Pough et al., 2006).

O processo de digestdo de proteinas ¢ a combinagdo dos processos fisicos,
quimicos e enzimaticos que inicia assim que o alimento é apreendido e ingerido,
terminando quando as fezes e 0s produtos nitrogenados da digestdo sdo excretados
(NRC, 2011). Porém, alguns peixes possuem peculiaridade quanto a anatomia
digestiva, tendo, por exemplo, os ciprinideos, que ndo possuem estdmago definido,
quais apresentam diferentes locais das acGes enzimaticas quando comparado com
peixes que possuem estomago funcional (Fange and Grove, 1979).

A digestdo quimica se inicia no estomago, devido ao fato de ndo existir
secrecdo de enzimas digestivas pela boca e faringe, nos peixes (HORN, 1988). A
capacidade dos peixes em utilizar os nutrientes ingeridos depende da presenca de
enzimas em locais apropriados da parede e ao longo do limen do trato digestério
(Tengjaroenkul et al., 2000). Geralmente, a distribuicdo e intensidade da atividade
das enzimas intestinais variam com os habitos alimentares e a morfologia intestinal
(Cockson; Bourne, 1972; Hofer; Schiemer, 1981; Kuzmina, 1984; Kuzmina &
Smirnova, 1992; Sabapathy; Teo, 1993).

A producdo de sucos gastrico ocorre na maioria das espécies de peixes,
exceto naquelas que ndo possuem estbmago definido (ciprinideos), nessas espécies

nem o acido cloridrico ou a pepsina sdo formados (Fange and Grove, 1979). Entéo



15

para essas espécies, a digestdo ocorre no intestino quando h& o encontro das enzimas
com esses alimentos.

No péncreas sdo armazenadas enzimas proteoliticas, principalmente tripsina,
quimiotripsina, carboxipeptidases e elastase (Fange and Grove, 1979). Ao ser
secretado na luz intestinal, o tripsinogénio é convertido em tripsina por proteases
secretadas pelas celulas presentes no epitélio da mucosa intestinal, as demais
enzimas sdo ativadas pelas tripsina e iniciam a agdo sobre o substrato (Fange and
Grove, 1979).

A lipase e amilase, em peixes sem estomago definido pode ocorrer a sintese
na mucosa intestinal (Borlongan, 1990). A amilase em peixes herbivoros pode
aparecer em maiores concentracfes no intestino, devido ser essencial a digestdo de
carboidratos presentes no alimento (Borlongan, 1990). Apesar de ser encontrada
lipase no sitio anterior do intestino e nos cecos piléricos de alguns peixes (Gisbert et
al., 1999), a digestdo de lipideos continua nas demais porcdes do intestino (Smith,
1989).

A absor¢do dos aminoacidos no intestino delgado pode ocorrer a partir de
transporte passivo (Lovell., 1998), ou de dois provaveis sistemas de transporte ativo,
semelhante ao das hexoses, sendo uma para aminoacido neutros, um para basicos e
outro para &cidos (Nunes., 1998). As proteinas intactas também podem ser
absorvidas diretamente para o sistema sanguineo, via rota paracelular ou absorvido
pelos enterdcitos via pinocitoses (Horn., 1998). Apds entrarem nos enterocitos, 0s
mesmo sdo transportados pela corrente sanguinea até o figado como aminoacidos
livres ou lipoproteinas (NRC, 2011).

Uma particularidade presente em peixes € o fato de, em fase larval nédo
apresentarem o seu trato gastrointestinal completamente desenvolvido (Ferraris et al.,
1987; Ronnestad et al., 1999), isto por sua vez pode levar ao problema de baixa
atividade proteolitica (Kuz'mina., 1996) e reduzida capacidade de absorcdo de
nutrientes, oque leva a absorcao de aminoacidos livres, provenientes da dieta natural
(Ronnestad et al., 1999).

O capitulo 2, intitulado “Exigéncia Proteica de Juvenis de Zebrafish (Danio
rerio)”, encontra-se redigido de acordo com as normas editoriais da Journal
Zebrafish — Editor Chefe: Stephen C. Ekker, PhD — ISSN Online: 1557-8542.
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Exigéncia Proteica de Juvenis de Zebrafish (Danio rerio)

Resumo

O zebrafish, tele6steo de dgua doce, apresenta caracteristicas biologicas e genéticas
favoraveis para pesquisas bioldgicas, entretanto, faltam informacGes sobre sua
exigéncia nutricional. Neste sentido este trabalho objetivou determinar sua exigéncia
proteica. Utilizou-se 900 juvenis com 25,2+1,98 mg e 12,95 + 1,91 mm, distribuidos
em 30 aquarios de 15 L de volume (30 peixes/aquario) num delineamento
inteiramente casualizado com cinco tratamentos e seis repeticbes. As dietas
semipurificadas foram formuladas para conter 27,6; 33,2; 38,2; 43,8 e 49,2% de
proteina bruta (PB). Apds 62 dias, constatou-se que o teor de 27.6% PB foi mais
efetivo (p<0.01) para a taxa de eficiéncia proteica. Entretanto, ndo houve diferenca
entre tratamentos para peso, comprimento, taxa de eficiéncia alimentar e de
crescimento especifico, consumo de racdo e sobrevivéncia. Em relacdo a utilizacao
dos nutrientes e composicdo corporal, a dieta contendo 38,2% de PB proporcionou
melhores respostas (p<0.01) para retencédo e taxa de retencdo de nitrogénio, retencao
de energia e quantidade de energia corporal. Pode-se concluir que, dieta contendo
27.6% PB foi adequada para obtencdo da melhor taxa de eficiéncia proteica e
desempenho zootécnico e 38,2% PB para utilizacdo dos nutrientes e energia pelo

zebrafish.
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Protein Requeriment of Juvenile Zebrafish (Danio rerio)

Abstract

The zebrafish, teleost freshwater, shows biological and genetic characteristics tha are
propitious for biological research . However, there is a lack of information about
their nutritional requirements, considering this the purpose of this study is to
determine its protein requirement. Were used 900 fingerlings with 25,2+1,98 mg
distributed into 30 fish tanks of 15 liters of capacity (30 fishes/fish tank) in a
completely randomized with five treatment and six repetitions. The Semipurified
diets were formulated to include 27.6; 33.2; 38.2; 43.8; 49,2% of crude protein (CP).
After 62 days, it was found that the percentage of 27.6% CP were more efective
(p<0.01) to protein efficiency ratio. Although there was no difference between
treatments for weight, length, feed efficiency rate and specific growth, feed intake
and survival. In relation the use of nutrients and body composition, diet containing
38.2% crude protein provided better responses (p<0,01) for retention and nitrogen
retention rate, energy retention and amount of body energy. We can be concluded
that a diet containing 27.6% CP was adequate to obtain the best protein efficiency
ratio and growth performance and 38.2% CP for use of nutrients and energy for the

zebrafish.
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Introducéo

O zebrafish (Danio rerio) tem sido utilizado como modelo biolégico em
pesquisas na area da biomedicina por possuir 0 genoma inteiramente sequenciado,
facil manejo reprodutivo (fecundacéo externa), alta prolificidade, ovos transparentes,
alta sobrevivéncia das larvas, e importante semelhanca genética com humanos.* Com
base nas informagBes gendmicas obtidas com essa espécie, Ulloa et al. (2011)?
propuseram que o zebrafish também seja o organismo modelo para estudos na area
de nutricdo e crescimento de peixes. Apesar de sua importancia bioldgica, existem
poucas informacdes sobre suas exigéncias nutricionais,? explicitando a importancia
de novos conhecimentos nessa area, fundamentais para o adequado crescimento desta
espécie.

Quando criados em condi¢des laboratoriais, € importante saber a origem e a
composicdo da dieta utilizada na alimentacdo do peixe, uma vez que a mesma
interfere em todas as respostas biolégicas dos animais.® Segundo o NRC (2011)°, as
dietas experimentais devem conter todos o0s nutrientes necessarios para o0
desenvolvimento da espécie. Dentre o0s nutrientes da dieta, as proteinas sao
consideradas os mais importantes para o metabolismo, crescimento e saude dos
animais® e, de maneira geral, os peixes tém exigéncia em proteina mais elevada do
que outros vertebrados, sendo a mesma o nutriente mais oneroso da dieta.”

Por isso, estudos com exigéncia proteica para peixes sao importantes, pois 0
excesso de proteina da dieta ofertada aos peixes pode aumentar a excrecdo de amonia
e sua subsequente acumulacdo na agua, que por sua vez é altamente toxica para
peixes mesmo em baixas concentracdes. Além disto, a falta de proteina na dieta
ofertada aos peixes também pode acarretar problemas, como inadequado
crescimento.®

Embora existam poucas informacgdes sobre as exigéncias nutricionais do
zebrafish, Matthews et al. (2002)° afirmaram que na maioria das pesquisas com esta
espécie de peixe tem sido utilizados nauplios de Artemia e uma dieta comercial na
forma de flocos para peixes tropicais como “protocolo padrdo de alimentagdo™ desse
peixe; Robson et al. (2008)" avaliaram a influencia dos niveis de carboidrato em
dietas de larvas até a maturidade sexual e concluiram que sua dieta deve conter até

25% de carboidrato; Westerfield (2000)® sugere para larvas e adultos dessa espécie,
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uma dieta comercial contendo niveis de proteinas entre 46-50%; Siccardi et al.
(2009)* avaliaram o desempenho de juvenis dessa espécie alimentados com sete
dietas, das quais, cinco comerciais, uma semipurificada e outra purificada, e
concluiram que o desempenho zootécnico foi significativamente melhor com a dieta
semipurificada.

De acordo com Fioghé & Kestemont (1995)° as exigéncias proteicas do
zebrafish seria de 30 a 53%, e que a mesma pode ser comparada a de outros peixes,

310 variando conforme a

como as carpas comum, a qual tem sua exigéncia nesta faixa,
fase de desenvolvimento e habito alimentar.’* Neste sentido, Lawrence (2007)
destacou a importancia em se utilizar uma dieta para o zebrafish que tenha potencial
para sua maxima resposta de crescimento para ndo comprometer os resultados dos
experimentos.

Este estudo objetivou determinar a exigéncia de proteina bruta para zebrafish

(Danio rerio), com dieta semipurificada e em condicBes experimentais.

Material e Métodos

O estudo foi conduzido na Universidade Estadual Paulista, Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Laboratorio de Nutricdo de Organismos Aquaticos
- AquaNutri, Campus de Botucatu — SP.

Os procedimentos adotados na conducao deste experimento foram aprovados

pelo comité de ética da instituicdo (protocolo n° 135/2014).
Dietas experimentais

As dietas isoenergéticas foram formuladas com base nas exigéncias de
Cyprinus carpio.® As dietas eram semipurificadas'* tendo como fonte proteica a
albumina e a gelatina, com a adicdo de 100 g.kg™ de farinha de salmdo como
palatabilizante, apresentando cinco niveis de proteina bruta (PB): 27,65, 33,27,
38,25, 43,8, 49,21% (Tabela 1).

Para confeccdo das dietas, os ingredientes foram moidos, pesados e

homogeneizados de forma a conter tamanho menor que 0.42 mm. Em seguida foram
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peletizadas e secas em estufa de ventilagdo forcada (55 °C / 24h), quando foram
fracionadas para obtencdo de grénulos de dois tamanhos (1° - maiores e 2° - menores
que 0,42mm), que foram ofertados aos animais de acordo com a fase de

desenvolvimento.

Experimento

Os zebrafish foram produzidos no Laboratério de Nutricdo de Organismos
Aquéticos — AquaNutri — FMVZ, UNESP, Campus de Botucatu. Para tal, 30 fémeas
e 60 machos adultos foram introduzidos as 8:00h em um cesto plastico circular, com
50 c¢cm de raio, 60 cm de altura e fundo com tela de 4 mm entrends. O cesto de
reproducdo foi instalado num aquario de 1000 litros com aeracdo constante e
temperatura controlada (28°C). Os reprodutores foram alimentados até as 15:00h e as
18:00h realizou-se sifonagem do aquario para retirar residuos de fezes ou alimento.

Apos, para estimulo reprodutivo, em ambiente sem luz, o cesto foi icado e a
coluna d"agua reduzida para aproximadamente 5 cm de altura. No dia seguinte, as
6:00h a iluminacdo do ambiente foi restabelecida para novo estimulo reprodutivo e
as 8:00h o cesto contendo os reprodutores foi retirado.

Apos quatro dias, periodo para incubacdo dos ovos, eclosdo das larvas e
absorcdo do saco vitelinico, sifonou-se o fundo do aquario para retirada de residuos,
e iniciou-se a alimentacdo com base em gema de ovo cozida e triturada, e
microvermes (Panagrellus redivivus). No décimo dia pos-eclosdo essa alimentagédo
foi substituida por nauplios de artemia (Brachipus stagnalis) e ao vigésimo dia esse
alimento foi gradativamente substituido por uma racdo semipurificada (34% PB) até
completarem 28 dias, momento em que Singlenan & Holtzman (2014)™ classificam
0 zebrafish como juvenil.

Para a pesquisa, foram selecionados do lote produzido, 900 juvenis com peso
médio de 25.19+1.98 mg e comprimento médio de 12.95+0.15 mm, distribuidos em
30 aquérios 15-L (30 peixes/aquario). Os aquarios foram abastecidos por um sistema de
recirculacdo de &gua, provido de filtro fisico e biologico para manutencdo da qualidade da

agua além de um sistema de ultravioleta para esterilizacdo do sistema. A temperatura foi

mantida constante com aquecimento controlado por termostato em 28 °C.
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Foram mensuradas semanalmente as variaveis fisicas e quimicas da agua, e
a temperatura aferida quatro vezes ao dia, utilizando-se sonda multiprobe YSI 556®
(YSI Environmental, Yellow Spring, OH, USA). Nesse periodo os valores
registrados foram: pH (kit Labcon®) 7.2 + 0.2, oxigénio dissolvido 8.34 = 0.26 mg
L™, sélidos totais dissolvidos 0.05 + 0.01 g L™ e aménia téxica 0.001 + Oppm (kit
Labcon®), temperatura 28.2 + 0.3°C, os quais mantiveram-se dentro dos parametros
recomendados para zebrafish.?

Utilizou-se um delineamento inteiramente casualizado, com cinco
tratamentos e seis repeticdes, considerando cada aquario uma unidade experimental.
Os tratamentos foram caracterizados pelos niveis de proteina bruta nas dietas: 27.65,
33.27, 38.25, 43.8, 49.21%. As ragdes foram ofertadas durante o experimento em
funcdo do tamanho dos peixes. O arragoamento foi realizado quatro vezes ao dia, em
intervalos de tempo de trés horas, com inicio as 08:30.

Ao final de 62 dias experimentais, para determinacao do peso final e posterior
calculo dos indices zootécnicos, os peixes foram mantidos em jejum por 12 h, sendo
em seguida eutanasiados com dose letal de solucdo de benzocaina (300 mgL™),
conforme recomendado por Wilson et al. (2009). *® Apés mensuragdes, 20 peixes por

aquario foram congelados para posterior analises centesimal da carcaca.
Analises quimicas

A anélise bromatoldgica das dietas e dos animais foi realizada no Laboratdrio
de Bromatologia do Departamento de Nutricdo Animal da FMVZ-Unesp, Botucatu.
Foram determinados os niveis de matéria seca (MS%) e matéria mineral (MM%),
segundo metodologia de AOAC, proteina bruta (PB%) pelo método de Kjedahl.*’

Parametros de crescimento e de utilizacdo do alimento

Ao final do ensaio de desempenho foram determinados 0s seguintes

parametros de crescimento e de utilizacdo do alimento:

Ganho de peso (mg) = Peso final — peso inicial;
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Taxa de crescimento especifico (% dia ) = [(In (peso final) — In (peso inicial)) / dias
de experimento] x 100;

Sobrevivéncia (%) = (N de peixes final/N® de peixes inicial) x 100;

Consumo de racdo (mg) = (Quantidade racdo ofertada aos peixes)/(N° de animais x
aquario);

Eficiéncia alimentar = Ganho de peso (mg)/Consumo de ragdo (mg);

Taxa de eficiéncia proteica = [ganho em peso (mg)/consumo de proteina bruta na
matéria seca (mg)];

Peso médio (g) = (peso inicial + peso final) / 2;

Consumo de nitrogénio (mg g peso médio™ dia™) = (consumo de proteina na matéria
seca (mg peixe™) / 6,25 x 1000) / (peso médio (mg) x dias de experimento);

Retencéo de nitrogénio (mg g peso médio™ dia™) = [((peso final (mg) x proteina na
carcaca final (%)) — (peso inicial (mg) x proteina na carcaca inicial (%)) / 6,25 X
1000]/(peso medio (mg) x dias de experimento);

Taxa retencdo de nitrogénio (% do ingerido) = (retencdo de nitrogénio / consumo de
nitrogénio) x 100;

Consumo de energia (kcal g peso médio™ dia™) = (consumo de energia (kcal mg) x
1000) / (peso médio (mg) x dias de experimento).

Retencdo de energia (kcal g peso médio™ dia™®) = [((peso final (g) x energia na
carcaca final (kJ)) — (peso inicial (g) x energia na carcaca inicial (kJ))] x 1000)/(peso
médio (g) x dias de experimento);

Taxa de retencdo de energia (% do ingerido) = (Retencdo de energia/consumo de

energia) x 100

Analises estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos aos testes de normalidade e, quando
constatada distribuicdo normal, procedeu-se a ANOVA e ao teste de comparacao de
médias de Tukey. Os resultados estdo apresentados como média * desvio padrdo para
variaveis com distribuicdo normal. O nivel de significancia foi p <0.05er2>0.70
para todos os testes estatisticos. Foram feitas analises de regressdo para todas
variaveis com r2 > 0.7. As analises foram realizadas utilizando-se o pacote estatistico
Minitab® 16.1.1.0.*®
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Analise Variancia Multivariada

Os parametros de utilizagdo dos nutrientes e energia e de composigéo corporal foram
avaliados pela analise de varidncia multivariada (Manova). As andlises foram

realizadas utilizando-se o pacote estatistico Minitab® 16.1.1.0.*8
Analise de Componente Principal (PCA)

A andlise teve por objetivo simplificar a descricdo de um conjunto de
variaveis inter-relacionadas (utilizagdo dos nutrientes e composicdo corporal do
zebrafish)*® a qual transformou um conjunto original de variaveis em outro de
dimensdo menor ou equivalente, mantendo o maximo da informag&do em um menor
numero de componentes, onde cada componente principal € uma combinacéo linear
das variaveis originais, independentes entre si e estimados com o propdsito de reter,
em ordem de estimagdo, 0 maximo da informacdo em termos de variancia total

contida nos dados originais % (Fig. 9 e Fig. 10).

Resultados
Desempenho produtivo

Pode-se observar (Tabela 2) que a dieta contendo 27.6% de proteina
proporcionou a melhor (p<0,01) taxa de eficiéncia de utilizacdo da proteina dietaria
(Fig 5). Nao houve diferenca entre tratamento (p>0.05) para as variaveis peso final,
comprimento final, consumo de racdo, eficiéncia alimentar, taxa de crescimento

especifico e sobrevivéncia.
Utilizacdo dos nutrientes
Observou-se (Tabela 3) diferenca (p<0.01) entre tratamentos para 0 consumo

de nitrogénio, destacando-se que embora o0s tratamentos 33,2 e 38,2% de PB tenham

se apresentado estatisticamente similares, houve aumento no consumo de nitrogénio
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com o aumento do teor de proteina bruta da dieta. Além disso, 0 menor e 0 maior
teor de PB dietaria resultaram, respectivamente, no menor e no maior consumo de
nitrogénio dietario. Para a variavel retencéo de nitrogénio (mg g ABW™ dia™) houve
diferenca (p<0.01) entre tratamentos, sendo que com o aumento do teor de PB da
dieta observou-se elevacdo na retencdo de nitrogénio pelos peixes. Quanto a taxa de
retencdo de nitrogénio (% de N ingerido), observou-se diferenca significativa
(p<0.01) entre tratamentos, com tendéncia de diminuir a taxa de retencdo de
nitrogénio (% de N ingerido), em fun¢do do aumento do teor de PB da dieta; sendo
que os peixes alimentados com a dieta 27.6% de PB apresentaram a melhor retencéo
em relag&o ao nitrogénio ingerido.

Quanto a retencdo de energia (mg™ g ABW™ dia™) (Tabela 3), foi observado
que os peixes alimentados com as dietas contendo o maior teor de proteina (49.2%
PB) apresentaram a menor retencdo (p<0,01). Entretanto, para as variaveis consumo
de energia e taxa de retencdo de energia (% energia ingerida), ndo houve diferenca

estatistica (p>0.05) entre tratamentos.

Composicao centesimal do peixe

A porcentagem de proteina corporal foi maior (p<0,01) nos peixes
alimentados com as dietas 38,2, 43,8 e 49,2% PB quando comparado aos peixes
alimentados com a dieta 27.6% PB. Sobre a energia bruta corporal constatou-se
diferenca (p<0.01) entre tratamentos, sendo que os peixes alimentados com as dietas
com menores teores de proteina de (27.6, 33.2 e 38.2% PB) apresentaram maiores
valores de energia bruta (kcal g™) corporal (p<0,01), sendo semelhantes nestes trés
tratamentos. Os peixes alimentados com dietas com maiores teores de proteina (43.8
e 49.2% PB) apresentaram carcacas com 0s menores Vvalores de energia bruta (kcal
g), quando comparados aos demais. Quanto ao teor de humidade da carcaga, ndo

houve diferenca (p>0.05) entre os tratamentos.
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Discussao

O nivel de proteina dietaria ndo influenciou o peso e o comprimento final dos
peixes. Observa-se que o menor nivel de proteina bruta (27,6%) foi suficiente para
atender as exigéncias de desempenho do zebrafish. Faltam pesquisas para
determinacdo das exigéncias proteicas do zebrafish e, embora Fioghé & Kestemont
(1995)° tenham recomendado para esta espécie dietas contendo de 30 a 53%, as
respostas de desempenho no presente estudo mostram que esse peixe pode ser
arragoado com dieta com nivel de proteina bruta de 27.6%, nivel menor que aqueles
propostos por Fioghé & Kestemont (1995)° o que pode ser atribuido & diferenca na
qualidade da proteina utilizada na formulagéo das dietas.

O consumo de racao, neste estudo, foi semelhante para os peixes alimentados
com as dietas contendo os diferentes teores de proteina. Isto, provavelmente, devido
a baixa variagdo dos niveis de energia bruta (EB) destas dietas (4100 kcal kg™), pois
como os peixes regulam a ingestdo com base em sua necessidade energética *%,
talvez esse nivel se aproxime de sua necessidade em energia dietaria. Resultados
obtidos por Lochman & Phillips (1994)** e Luchesi et al (2013)?* com outras
espécies de ciprinideos, como o Carassisus auratus, utilizando dietas praticas,
quando concluiram que a exigéncia de proteina bruta foi de 29 a 32%, dependendo
da fase de desenvolvimento. Para outros ciprinideos como Labeo fimbriatus o nivel
de proteina bruta recomendado por Jena et al. (2012)?* foi de 30%; para juvenis de
Jian carp a exigéncia estimada foi de 34% de proteina. * Segundo o NRC (2011)3
para carpa comum (Cyprinus carpio), as exigéncias de proteina bruta variam de
acordo com fase de desenvolvimento, sendo de 34 a 37% na fase juvenil e de 28 a
32% na fase adulta.

Os resultados deste estudo corroboram o valor de energia proposto para
ciprinideos por outros autores, entre 4100 e 4200 Kcal kg™ #%" 28 Essa hipotese
ganha consisténcia pelo fato de ndo ter ocorrido diferenca entre tratamentos para
peso, comprimento, consumo de racdo, taxa de crescimento especifico e
sobrevivéncia dos peixes.

Os peixes alimentados com a dieta com 27.6% de PB apresentaram a melhor
taxa de eficiéncia proteica (Fig. 5), 0 que mostra que essa quantidade de proteina

dietaria atende as necessidades do zebrafish para melhor utilizag&o da proteina. Este
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resultado esta de acordo com os resultados de desempenho zootécnico obtidos, que
pode ser atribuido ao adequado balan¢o de aminodcidos e a dieta semipurificada
desta pesquisa. Outros autores apresentaram resultados similares quanto a taxa de
eficiéncia proteica, quando utilizaram outros ciprinideos como modelos de estudo:
Barboles altus (Elangovan & Shim, 1997)%, Mystus nemurus (Ng et al., 2001)*°
Spinabarbus hollandi (Yang et al., 2003)*, Paralichthys olivaceus (Kim et al.,
2004)* e Yang et al (2002)*. Segundo estes autores a TEP foi superior para 0s
peixes alimentados com os menores teores de proteina dietaria devido ao uso de
dietas com alta digestibilidade, além de salientarem que o0 excesso de proteina
ofertada aos peixes para a quantidade necessaria é catabolizada e utilizada com fonte
de energia.

Observou-se que o consumo de nitrogénio pelos peixes foi diretamente
proporcional ao aumento do teor proteico nas dietas (Fig. 6). A retencdo de
nitrogénio (mg g ABW™ dia™) aumentou de forma similar ao consumo de nitrogénio
da dieta (Fig. 7), sendo maiores as retencdes nos peixes que receberam os maiores
niveis de proteina bruta na dieta (38,2, 43,8 e 49,2%). A taxa de retencdo de
nitrogénio foi maior para os peixes alimentados com as dietas com 27.6, 33,2 e
38,2% de proteina bruta. Entretanto, observa-se que houve um teor proteico nas
dietas comum para retencdo e taxa de retencao de nitrogénio, sendo que 38,2% PB
monstrou-se como o0 mais adequado para utilizacdo do nitrogénio pelos zebrafish.

Os resultados de utilizacdo do nitrogénio, também foram utilizados para
estimar a exigéncia proteica com diferentes espécies de peixes; Coutinho et al.,
(2012)** recomendaram 42.9% PB para juvenis de sharpsnout sea bream e Coutinho
et al., (2015)* verificaram que 45% PB na dieta atende a exigéncia do zebra sea
brean. Estes autores ** ** e Laeger & Morrison (2013)*® destacaram a importancia
desta ferramenta na determinacdo da necessidade proteica dos peixes, além disso,
concluiram que a qualidade da proteina dietaria pode afetar os parametros de
utilizacdo do nitrogénio.

Os resultados mostraram (Tabela 3) que ndo houve diferenca entre
tratamentos para 0 consumo energia e a taxa de retencdo de energia pelos peixes.
Embora os peixes que receberam dieta contendo 27,6; 33,2; 38,2 e 43,8% de PB
tenham apresentado similar retencdo de energia (kcal g ABW™ dia™), aqueles

arracoados com a dieta de 49.2% de PB apresentaram retencdo de energia
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significativamente inferior aos demais, o que pode ser explicado pela necessidade de

37,3839 o confirmado

utilizar energia para catabolizar o excesso de proteina da dieta,
pelo fato de que os peixes que consumiram a dieta 49.2% PB apresentaram menor
taxa de retencdo de nitrogénio, diferentemente daqueles arragoados com as dietas
contendo 27.6, 33,2 e 38,2% PB que apresentaram maior taxa de retencdo de
nitrogénio, ou seja, necessitaram utilizar menos energia para desaminar proteina.

A tendéncia de aumento no teor de proteina corporal dos peixes em funcao
dos niveis de proteina da dieta pode ser explicado pelo maior consumo (Fig. 6) e
retengdo de nitrogénio (Fig. 7) pelos peixes. Tal evidéncia corrobora com os dados
de Islam e Tanaka (2004)* que também observaram aumento de proteina corporal do
ciprinideo Tor putitora com o aumento da proteina dietética. Resultados semelhantes
também foram encontrados, com Labeo finbriatus por Jena et al. (2012)** e com Jian
carp por Liu et al.(2009)*2. Em relagdo & quantidade de energia bruta corporal
(Tabela 4) a mesma reflete o observado para a retencdo de energia pelo zebrafish
(Fig. 8). Pode-se destacar (Tabela 4) que houve menor quantidade de energia bruta
corporal (kcal g™*) quando os peixes foram arracoados com as dietas contendo 0s dois
maiores teores de proteina bruta na dieta (43,8 e 49,2% de PB). Isto pode ser
explicado pelo fato de que o0 excesso de proteina dietaria teve que ser excretado, com
custo energético pelos peixes.***Resultados estes que confirmam o observado em
estudos para determinacdo da exigéncia proteica (Kim et al 2005)* com juvenis de
Paralichthys olivaceus; Nibea miichthioides (Wang et al., 2006)** e Puntius
gonionotus (Mohanta et al., 2008)*.

Como observado para a retencao e taxa de retencdo de nitrogénio, retencéo de
energia e quantidade de energia corporal, o teor proteico de 38.2% foi o que
proporcionou 0s melhores resultados para o zebrafish. Além disso, quando
correlacionados todos os dados de utilizacdo dos nutrientes e composi¢cdo corporal
dos peixes, pode-se observar pela analise de componente principal (PCA) que o teor
proteico de 38.2% PB foi 0 mais adequado para atender a exigéncia proteica desta
espécie (Fig. 10).

A necessidade de proteina dietética pode variar entre as espécies tendo em
vista o tamanho dos peixes, a formulacdo da dieta, a condicdo de ambiente entre
outros fatores *° e a qualidade da proteina utilizada na dieta. *’ Destaca-se que no

presente estudo utilizou-se dieta semipurificada com excelente valor biolégico. Se a
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dieta pode ser considerada responsavel pela homeostase dos peixes *¥49°0°

€,
considerando, que o zebrafish tem sido modelo biolégico para pesquisas em
diferentes areas, recomenda-se mais estudos a fim de que a dieta ndo interfira nas
conclusbes destes testes. Portanto, novos estudos com dietas praticas devem ser
realizados para obtencdo de maiores informacgdes que permitam a recomendacgédo de
uma “dieta modelo” para estudos bioldgicos com este peixe.

Os resultados do presente estudo com o zebrafish, em que se utilizou dieta de
alto valor biolégico, indicam que 27,6% de proteina bruta foi adequado para

obtencdo da melhor taxa de eficiéncia proteica e desempenho zootécnico.

Conclusao

O nivel de 38,2% de proteina bruta proporcionou a melhor retencéo e taxa de

retencdo de nitrogénio, retencdo de energia e quantidade de energia corporal para

essa espécie.
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TABELA 1. FORMULATION (%) AND ANALYZED COMPOSITION OF EXPERIMENTAL DIETS.

Crude protein level (%)

Item

27.6 33.2 38.2 43.8 49.2
Ingredients (g kg ~ diet)
Albumin 21.56 29.39 37.23 45.06 52.89
Fish meal 10 10 10 10 10
Gelatin 5 5 5 5 5
Corn starch 47.8 41.46 35.3 29.29 22.5
Soybean oil 6 4.75 3.31 1.77 1
Cellulose 4.9 471 4.52 4.34 4.15
Dicalcium phosphate 3.05 3 2.95 2.87 2.8
BHT® 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02
Salt 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
Vitamin C° 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05
Vitamin and mineral premix® 15 15 1.5 1.5 1.5
L-lysine 0.02 0.02 0.01 0.1 0
Analyzed composition (% dry matter)
Dry matter 90.78 89.8 88.8 88.94 89.26
Gross energy, Kcal / kg 4163 4186 4197 4204 4137
Crude protein 27.65 33.27 38.25 43.8 49.21
Crude fat 7.79 9.15 7.21 6.32 6.29

2 Butylated hydroxytoluene;

®\itamin C Rovimix@ Stay-35 DMS Nutritional Products, Switzerland,

¢ Vitamin and mineral supplement (levels per kg of product): vitamin A = 1,200,000 1U; vitamin D3 = 200,000
1U; vitamin E = 12,000 mg; vitamin K3 = 2,400 mg; vitamin B1 = 4,800 mg; vitamin B2 = 4,800 mg; vitamin B6
= 4,000 mg; vitamin B12 = 4,800 mg; folic acid = 1,200 mg; calcium pantothenate= 12,000 mg; vitamin C =
48,000 mg; biotin = 48 mg; choline = 65,000 mg; nicotinic acid= 24,000 mg; Mn =4.000 mg; Zn = 6.000 mg; | =
20 mg; Co =2 mg; Cu =4 mg e Se = 20 mg.
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TABELA 2. GROWTH PERFORMANCE OF ZEBRAFISH FED EXPERIMENTAL DIETS FOR 62 DAYS .

Diets (%PB) 27.6 33.2 38.2 43.8 49.2 p-Value

Initial length 12.95+ 1,91 12.95 + 1,91 12.95 + 1,91 12.95 + 1,91 12.95 + 1,91

Initial body weight (mg) 25.2+1,98 25.2+1,98 25.2+1,98 25.2+1,98 25.2 + 1,98

Final body weight (mg) 139.35 (+42.98) 139.74 (+47.37) 140.06 (+40.85) 146.23 (+49.49) 138.73 (+46.20)  0.527
Final Length (mm) 18.38 (+1.74)  18.30(+1.88)  18.62 (+1.65)  18.77 (+1.83)  18.45(+1.76)  0.083
Feed intake (mg) 449.00 (+15.4)  450.10 (+20.8)  438.80 (+17.8)  479.50 (¥32.3)  453.60 (+11.4)  0.092
Feed efficiency? 0.24 (+0.03) 0.24 (+0.01) 0.25 (+0.03) 0.23 (+0.02) 0.24 (+0.02) 0.667
Specific growth rate (% day™)®  2.68 (+0.18) 2.71 (x0.10) 2.73 (x0.10) 2.75 (x0.07) 2.69 (+0.08) 0.857
Protein efficiency ratio® 294 (+0.43)a 248(x0.13)b  2.25(+0.26) bc 1.86 (x0.12)cd  1.63(x0.11)d 0.001
Survival (%)° 99.44 (+1.36)  98.89 (+1.72)  99.44 (#1.36)  97.22(¥3.27)  99.44 (+1.36)  0.249

! Values presented as means + standard deviation for data normally distributed. Means in the same row with different letters differ (P<0.05)

by Tukey test, n=6.

% Feed efficiency: [weight gain (mg)/dry matter feed intake (mg fish-1)];

b Specific growth rate: [(In(final weight) — In(initial weight))/(number of days)]*100;
¢ Protein efficiency ratio: [weigh gain (mg)/(dry matter crude protein intake (mg)];

¢ Survival: [(number of final fish/number of initial fish)]*100

39
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TABELA 3. NUTRIENT AND ENERGY UTILIZATION OF ZEBRAFISH FED EXPERIMENTAL DIETS FOR 62 DAYS!.

Crude protein level (%)

Diets
27.6 33.2 38.2 43.8 49.2 p-value
Nitrogen
Intake (mg g ABW* day™)? 3.54(£0.34)d 4.21(+0.33)c  4.66 (+0.30)c  5.63(x0.41)b  6.33(x0.42)a  0.001
Retention (mg g ABW* day)° 1.49 (+0.17)b  1.48 (+0.07)b 1.68(+0.10)ab 1.74 (+0.13)a  1.78 (+0.10)a  0.001

Nitrogen retention rate (% nitrogen intake)® 42.84 (#9.17)a 35.2 (+3.38)ab 36.2 (+3.85)ab 31.18 (+4.38)b 28.23 (+2.78)b  0.001

Energy
Intake (kcal g ABW™ day™)” 1435 (+134) 1380 (+72) 1345 (+80) 1425 (+84) 1388 (+80) 0.471
Retention (kcal g ABW™ day™)® 600 (+22)a 606 (+19)a 597 (+18)a 580 (+13)a 544 (+18)b  0.001

Energy retention rate (% energy intake)’  42.26(5.21) 44.09(+3.40) 44.61(+4.25) 40.81(+2.58) 39.33(x2.77) 0.117

Values presented as means + standard deviation for data normally distributed. Means in the same row with different letters differ (P<0.05) by
Tukey test, n=6.

#Nitrogen intake: [dry matter protein intake (g)/(6.25x1000)]/ (average body weight x number of days);

b Nitrogen retention: [((final body weight x final body protein (%))-(initial body weight x initial body protein (%))/6.25 x 1000]/average body
weight x number of days;

¢ Nitrogen retention (% Nitrogen intake): (Nitrogen retention/Nitrogen intake) x 100;

¢ Energy intake: (energy ingested (kcal) x 1000)/(average body weight x number of days);

¢ Energy retention: [(final weight x final energy)-(initial weight x initial energy) x 1000]/(average body weight x number of days);

"Energy retention (% Energy intake): (Energy retention / Energy intake) x 100 ;

*ABW: average body weight: (initial body weight + final body weight)/2



TABELA 4. WHOLE-BODY COMPOSITION (WET WEIGHT BASIS) OF ZEBRAFISH FED EXPERIMENTAL DIETS FOR 62 DAYS™.

Crude protein level (%)
Diets
Initial 27.6 33.2 38.2 43.8 49.2 p-value

Protein (%) 50.52 43.16 (+3.10)bc  42.97 (+1.35)c 47.49 (+2.43)ab 48.28 (+3.12)a 49.93 (+2.34)a  0.001

Gross energy (kcal g%) 5061 6168 (+98)a 6233 (+110)a 6133 (2122)a 5911 (+107)b  5690(x149)c  0.001

88.93
Moisture 90.24  89.06 (+2.03) (2,09 91.10 (+0.81)  90.63 (0.64) 89.68 (+1.04)  0.063
+2.

"Values presented as means # standard deviation for data normally distributed. Means in the same row with different letters differ
(P<0.05) by Tukey test, n=6.
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IMPLICACOES

Apesar da importancia do zebrafish como modelo bioldgico para estudos na area
da medicina quanto na nutricdo de peixes, 0 mesmo ndo possui dieta modelo para o
Uso nessas pesquisas, 0 que pode interferir nas conclusdes, visto que peixes
alimentados com dietas deficientes em nutrientes podem afetar, ndo somente o
crescimento, quanto o metabolismo.

Considerando a proteina o nutriente mais importante que comp8e uma dieta, e
essencial para o funcionamento do organismo, desvendar a exigéncia proteica do
zebrafish se tornou essencial. O presente estudo utilizou dieta semipurificada de
excelente valor biolégico para evitar qualquer interferéncia de fatores
antinutricionais que pudessem afetar os resultados, além de realizar a reproducdo dos
mesmos para obter os alevinos de mesma idade.

Apesar da falta de informacdo e das dificuldades obtidas para reproduzir e
manter os alevinos de zebrafish, esta ndo foi uma barreira para a realizagdo do
experimento, pois foram criados “métodos e maneiras” quem facilitassem essas
etapas.

Sendo assim, ficou evidente que os diferentes niveis de proteina na dieta,
influenciaram nos resultados de desempenho zootécnicos, composicdo de carcaca e
de utilizacdo da proteina e energia dos peixes. E que o melhor nivel proteico descrito,
pode auxiliar nas futuras pesquisas com zebrafish.

Porém novos estudos com dietas praticas devem ser realizados a fim de se obter

dieta modelo para ser utilizadas em estudos bioldgicos com este peixe.



