INSTITUTO FEDERAL DE EDUCACAO, CIENCIA E TECNOLOGIA DO
TOCANTINS
CAMPUS PALMAS
CURSO DE BACHARELADO EM ENGENHARIA AGRONOMICA

JUCELIA DENISE NASCIMENTO PEREIRA

INFLUENCIA DO FOSFORO DIETETICO NA EXPRESSAO DE GENES
MIOGENICOS E OSTEOGENICOS ENVOLVIDOS NO DESENVOLVIMENTO
OSSEO E MUSCULAR DE ALEVINOS DE TAMBAQUI (Colossoma macropomum)

PALMAS - TO
2025



JUCELIA DENISE NASCIMENTO PEREIRA

INFLUENCIA DO FOSFORO DIETETICO NA EXPRESSAO DE GENES
MIOGENICOS E OSTEOGENICOS ENVOLVIDOS NO DESENVOLVIMENTO
OSSEO E MUSCULAR DE ALEVINOS DE TAMBAQUI (Colossoma macropomum)

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado a
Coordenacdo do Curso de Bacharelado em
Engenharia Agronomica da Unidade Palmas, do
Instituto Federal do Tocantins, como exigéncia a
obtencdo do titulo de Bacharel em Engenharia
Agrondmica.

Orientador: Prof. Dr. Antoénio Carlos Silveira
Gongalves
Coorientador: Dr. Eduardo Sousa Varela

PALMAS - TO
2025



Dados Internacionais de Catalogac¢io na Publicacdo (CIP)
Bibliotecas do Instituto Federal do Tocantins

P4361 Pereira, Jucelia Denise Nascimento
INFLUENCIA DO FOSFORO DIETETICO NA EXPRESSAO DE
GENES MIOGENICOS E OSTEOGENICOS ENVOLVIDOS NO
DESENVOLVIMENTO OSSEO E MUSCULAR DE ALEVINOS DE
TAMBAQUI (Colossoma macropomum) / Jucelia Denise Nascimento
Pereira. — Palmas, TO, 2025.
70 f£. : il. color.

Trabalho de Conclusdo de Curso (Bacharelado em Agronomia) —
Instituto Federal de Educagao, Ciéncia e Tecnologia do Tocantins, Campus
Palmas, Palmas, TO, 2025.

Orientador: Dr. Antonio Carlos Silveira Gongalves
Coorientador: Dr. Eduardo Sousa Varela

1. Tambaqui. 2. Espinhas intermusculares. 3. Expressdo génica. 1.
Gongalves, Antonio Carlos Silveira. II. Varela, Eduardo Sousa. III. Titulo.

CDD 630

A reprodugdo total ou parcial, de qualquer forma ou por qualquer meio, deste documento ¢ autorizada para fins de estudo e
pesquisa, desde que citada a fonte.
Elaborado pelo sistema de geracdo automatica de ficha catalografica do IFTO com os dados fornecidos pelo(a)
autor(a).



04/08/2025, 18:35 SEI/IFTO - 2852094 - Documento padrao

MINISTERIO DA EDUCACAO
SECRETARIA DE EDUCACAO PROFISSIONAL E TECNOLOGICA
INSTITUTO FEDERAL DE EDUCACAO, CIENCIA E TECNOLOGIA DO TOCANTINS
CAMPUS PALMAS - TO
COORDENACAO DO CURSO SUPERIOR BACHARELADO EM ENGENHARIA AGRONOMICA

JUCELIA DENISE NASCIMENTO PEREIRA

INFLUENCIA DO FOSFORO DIETETICO NA EXPRESSAO DE GENES MIOGENICOS E
OSTEOGENICOS ENVOLVIDOS NO DESENVOLVIMENTO OSSEO E MUSCULAR DE
ALEVINOS DE TAMBAQUI (COLOSSOMA MACROPOMUM).

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado a
Coordenagdo do Curso Superior Bacharelado
em Engenharia Agronomica do Instituto
Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do
Tocantins - Campus Palmas - TO, como
exigéncia a obtencdo do titulo de Bacharel em
Engenharia Agrondmica.

Aprovado em: 04 de agosto de 2025

BANCA AVALIADORA

Prof. Dr. Antonio Carlos Silveira Gongalves
IFTO - Campus Palmas - TO.

Profa. Dra. Vanessa David Domingos Valenca
IFTO - Campus Palmas - TO.

Prof. Dr. Clauber Rosanova
IFTO - Campus Palmas - TO.

Palmas - TO, 04 de agosto de 2025.

Ei' Documento assinado eletronicamente por Vanessa David Domingos Valenga,
;fm;“u; L'_ﬁ Servidor, em 04/08/2025, as 15:01, conforme horario oficial de Brasilia, com
i fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n2 8.539, de 8 de outubro de 2015.

eletrdnica

https://sei.ifto.edu.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir_web&acao_origem=arvore_visualizar&id_documento=3096418&infra_siste...

12



04/08/2025, 18:35 SEI/IFTO - 2852094 - Documento padrao

Documento assinado eletronicamente por Antonio Carlos Silveira Goncalves,
Servidor, em 04/08/2025, as 15:01, conforme hordrio oficial de Brasilia, com
fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015.

1
o
assinatura
eletrdnica

Documento assinado eletronicamente por Clauber Rosanova, Servidor, em
04/08/2025, as 15:03, conforme horéario oficial de Brasilia, com fundamento no
art. 62, § 12, do Decreto n2 8.539, de 8 de outubro de 2015.

¥ ) ;I—' v
Sel )
assinatura

eletrbnica

Lo A autenticidade  deste  documento pode ser conferida no @ site

P acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0, informando o cddigo

= = | NSTITUTO FEDERAL DE EDUCACAO, CIENCIA E TECNOLOGIA DO TOCANTINS

B BB Campus Palmas 310 Sul, Av. LO 3, s/n, esquina com a Avenida NS 10 - Plano Diretor Sul — CEP 77021-
Bl 090 Palmas/TO - portal.ifto.edu.br — reitoria@ifto.edu.br

Referéncia: Processo n? 23236.015753/2025-18 SEI n2 2852094

https://sei.ifto.edu.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir_web&acao_origem=arvore_visualizar&id_documento=3096418&infra_siste... 2/2



Dedico este trabalho aos meus pais Jodo e
Mauranice, cuja dedicagdo e o suor do campo
foram a semente que floresceu na formacgao de

suas trés filhas. A vocés dedico esta conquista.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente agradego a Deus por ter me concedido o dom da vida, e por todas as
experiéncias vividas ao longo da minha jornada até a conquista da sonhada graduagdo.
Compreendo que tu que vivi neste periodo, desde os momentos dificeis e as alegrias faziam
parte do seu propdsito para minha constru¢do como pessoa. Agradeco pelas pessoas
maravilhosas que o Senhor colocou ao meu lado durante essa trajetoria, e pela saude que me
concedeu todos os dias para correr atras dos meus objetivos. Sou grata por ter guardado com
carinho a minha familia em especial meus pais durante todo esse periodo que me ausentei em
busca dessa realizagdo.

De forma especial agradeco aos meus pais Jodo e Mauranice pelo esfor¢o, dedicagao e
empenho em prol dos meus estudos. Sou grata a vocés por tudo, pelo amor, carinho e apoio
incondicional. Agradego pelos sacrificios que fizeram para que pudesse estudar, pois sei que a
lida do campo nao ¢ facil. Vi vocés, mesmo que sem poder, levantar as quatro da manha para
trabalhar para que nao faltasse nada para nos, e gragas ao suor e esforco de voces, estou
realizando meus sonhos. Sem o apoio de vocés em todos os sentidos eu nao conseguiria, entao
do fundo do meu coragdo, dedico o titulo de Engenheira Agronoma a vocés. Nao existem
palavras neste mundo que consigam expressar a gratiddo que sinto por serem meus pais.

As minhas irmis Joice e Janice, meu muito obrigado por estarem sempre comigo em
todos os momentos que precisei. A minha irma Joice, obrigado por sempre me auxiliar nos
meus trabalhos académicos. Como excelente jornalista, sempre revisou detalhadamente cada
trabalho que realizei, ¢ como uma boa designer, ajudou na constru¢do das minhas
apresentacdes sensacionais de seminarios. A minha parceira de IFTO nestes cinco anos de
caminhada, Janice, meu muito obrigado pelo suporte nos meus trabalhos de campo. Sempre
me auxiliando nos trabalhos praticos, molhou horta, tratou de peixe, coletou insetos e plantas
comigo. Agradeco por serem minhas irmas e melhores amigas. Agradeco aos meus avos, tios
e tias, que mesmo de longe, sempre acompanharam e torceram por mim ao longo da minha
jornada.

Ao meu orientador, professor Antonio Carlos, meu muito obrigada por tudo que fez
por mim durante a constru¢do deste trabalho. A sua orientagdo, cuidado e atencdo foi pega
primordial nesta reta final. Obrigado pelos ensinamentos e companheirismo durante os
projetos que trabalhamos juntos, que sem duvida, foram primordiais para que o escolhesse
como orientador. Agradeco também ao meu coorientador, Dr. Eduardo Varela, por ter

confiado a mim a condugdo deste trabalho. Sou grata por tudo que vocés fizeram por mim!



Agradeco imensamente a meus amigos, José, Celeste, Valdileia, Cleane e em especial,
Maria Lina que sempre se fez presente na casa de meus pais fazendo companhia a eles.
Agradeco a Dona Isabel e Alice pelo apoio e carinho, vocés sdo minha segunda familia. Aos
meus companheiros de curso, Anna Olivia, Francyelma, Francyele, Carolina, Wanderley,
Eduardo e Sarah, obrigado por terem sido a melhor equipe de estudos, me proporcionado
momentos maravilhosos. Aos meus parceiros de trabalho Fellipe ¢ Samara por alegrarem as
minhas manhés no estagio e terem sido excelentes colegas de curso. A minha companheira
fiel de laboratério Maria, muito obrigado pelo apoio e companheirismo durante a realizacao
do TCC. Obrigada Vitoria Andrade por seus conselhos e trocas de experiéncias nessa reta
final.

Aos meus colegas da Embrapa Cherlle, Thallysson, Kércia, Rayllane, Ana Beatriz,
obrigado por fazerem parte da construcdo deste trabalho. Ao Dr. Geice Ribeiro, agradeco
imensamente por todo suporte fornecido para construcdo deste trabalho, desde correcao,
indicagdes de leituras, interpretagdo de dados e principalmente por todo conhecimento
transmitido desde que integrei a equipe do laboratorio K da Embrapa. Nao tenho palavras para
agradecer todo o apoio.

Agradeco imensamente a toda a equipe da Embrapa Pesca e Aquicultura, que me
acolheu e proporcionou todo conhecimento e suporte. Aos seus parceiros FAPTO, CNPQ e
FAPED pelo financiamento das bolsas de iniciacdo cientifica, que foram cruciais para a
realizacdo deste trabalho.

Por fim gostaria de agradecer a todos os meus professores, e as pessoas que direta ou
indiretamente contribuiram para minha formagdo. Este trabalho ¢ fruto dessa construg¢ao
coletiva, pois sozinha ndo se consegue nada nesta vida. A todos vocés que fizeram parte desta

jornada, meu muito obrigada!



“Nossa maior fraqueza estd em desistir. O
caminho mais certo de vencer € tentar mais
uma vez”

Thomas Edison



RESUMO

O tambaqui (Colossoma macropomum) ¢ a principal espécie nativa de importancia economica
da piscicultura brasileira, ocupando o segundo lugar na produgdo nacional de peixes.
Entretanto, a presenca de espinhas intermusculares (IBs), tem promovido um impacto
significativo na expansdo da comercializacdo da espécie. Distribuidas ao longo da
musculatura, a ocorréncia das IBs reduz o valor comercial do pescado, dificulta o
processamento do filé e estd associado a rejeicdo dos consumidores, devido a potenciais
complicacdes de saude decorrentes de sua ingestdo. Recentemente, um plantel de tambaquis
foi identificado sem a presenga das IBs, sugerindo que variagdes genéticas podem estar
envolvidas na presen¢a do fendtipo mutante. Portanto, o objetivo deste trabalho € investigar o
perfil de expressdao de genes miogénicos e osteogénicos em alevinos de tambaqui (Colossoma
macropomum) submetidos a diferentes niveis de fosforo na dieta, visando compreender como
a restricdo do fosforo interfere nos mecanismos genéticos envolvidos na formagdo e
desenvolvimento das espinhas intermusculares. Os animais foram submetidos a trés dietas
experimentais com niveis crescentes de suplementacdo de fosforo na racdo (0%, 0,35% e
0,70%) durante o periodo de larvicultura indoor em sistema de recirculacdo de agua (RAS)
por um periodo de 29 dias (69 dias ap6s a eclosdo). O delinecamento experimental utilizado foi
o inteiramente ao acaso, com quatro repeti¢oes por dieta (12 tanques amostrais), dispostos de
forma aleatoria. Para a visualizagdo das IBs utilizou a técnica de diafanizacdo, e
posteriormente foi realizada a contagem das estruturas Osseas. A Expressao relativa dos
genes miogénicos mstna e mstnb e osteogénico runx2b, runx2a, scxa, collala, collalb,
1-bmp6, xirp2b e tnmd foram avaliados por qRT-PCR a partir da sintese de cDNA do RNA
extraido do musculo branco dorsal sem pele contendo musculo, tecido conectivo e 0sso. Os
resultados da diafanizacdo demonstraram que a disponibilidade de P ¢ crucial para a formacao
das IBs. Os animais alimentados com a dieta 0% apresentaram reducdo das IBs em
compara¢do com o grupo 0,70%, apresentando diferenga significativa na média do numero de
espinhas entre os grupos (p<0,01). A analise da expressdo génica relativa indicou que os
genes Colalb e Mstna apresentaram diferenca significativa entre os tratamentos 0% e 0,70%
(p<0,05). Estes resultados reforcam a importancia do fésforo como modulador da biologia
Ossea em peixes neotropicais.

Palavras-chave: Tambaqui. Espinhas intermusculares. Expressao génica. Macromineral.



ABSTRACT

The tambaqui (Colossoma macropomum) is the main native species of economic importance
in Brazilian aquaculture, ranking second in national fish production. However, the presence of
intermuscular bones (IBs) has significantly impacted the expansion of the species'
commercialization. Distributed throughout the musculature, the occurrence of IBs reduces the
commercial value of the fish, complicates the processing of the fillet, and is associated with
consumer rejection due to potential health complications arising from their ingestion.
Recently, a stock of tambaqui was identified without the presence of IBs, suggesting that
genetic variations may be involved in the presence of the mutant phenotype. Therefore, the
objective of this work is to investigate the expression profile of myogenic and osteogenic
genes in tambaqui fry (Colossoma macropomum) subjected to different levels of phosphorus
in the diet, aiming to understand how phosphorus restriction interferes with the genetic
mechanisms involved in the formation and development of intermuscular bones. The animals
were subjected to three experimental diets with increasing levels of phosphorus
supplementation in the feed (0%, 0.35%, and 0.70%) during the indoor larviculture period in a
recirculating aquaculture system (RAS) for a period of 29 days (69 days after hatching). The
experimental design used was completely randomized, with four repetitions per diet (12
sample tanks), arranged randomly. For the visualization of IBs, the technique of clearing was
used, and subsequently, the counting of the bone structures was performed. The relative
expression of the myogenic genes mstna and mstnb and the osteogenic genes runx2b, runx2a,
scxa, collala, collalb, 1-bmp6, xirp2b, and tnmd were evaluated by qRT-PCR from the
cDNA synthesis of RNA extracted from the skinless dorsal white muscle containing muscle,
connective tissue, and bone. The results of the clearing process demonstrated that the
availability of P is crucial for the formation of IBs. The animals fed the 0% diet showed a
reduction in IBs compared to the 0.70% group, with a significant difference in the average
number of spines between the groups (p<0.01). The analysis of relative gene expression
indicated that the genes Colalb and Mstna showed a significant difference between the 0%
and 0.70% treatments (p<0.05). These results reinforce the importance of phosphorus as a
modulator of bone biology in neotropical fish.

Keywords: Tambaqui. Intermuscular bones. Gene expression. Macromineral.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 — Grafico da produgao de peixe de cultivo no Brasil...........cccceeviiiiieniiciiiinieenn, 18
Figura 2 — Alevino de tambaqui (Colossoma macropomum)................cceeceeeeeeecreeneescveennnens 20
Figura 3 — Espinhas intermusculares em Tambaqui...........cccceevieriiieniiiiiieniieeiieieeieeee e 21

Figura4 — (A) - Espécie completamente dissecada com os diferentes ossos organizados de

acordo com a ordem de coleta. (B) —Tipos de ossos intermusculares (tipo I =
espinho sem bifurcagdo; tipo II = espinho bifurcado incompleto; tipo I1I =
espinho em forma de Y; tipo IV = espinho tipo dois dentes em uma extremidade;
tipo V = espinho tipo dois dentes em duas extremidades; tipo VI = multiplos

espinhos bifurcados em ambas as extremidades.............ecceerirerienciienieniieeieenne, 25
Figura 5 — Ossos intermusculares (epineurais [en] e epipleurais [ep]) de uma carpa gibel

(Carassius @IDELIO)......eeuieriiieiieiie ettt 26
Figura 6 — Sistema de producao de tambaqui em caixas de PVC 500L e oxigenagao

CONTOLAAA. ...t ettt st 29

Figura 7 — Plano experimental com a distribui¢do das caixas com as dietas experimentais de

fosforo (0%, 0,35% e 0,70%) no sistema de produgao...........cecueevveerieereeeueenne 30
Figura 8 — Biometria dos alevinos de Tambaqui...........ccoceeevueeriiniiiniiiiienicieiceeeeceeen 33
Figura 9 — Regido da coleta de musculo para extragdo de RNA........ccooeviiiieniiienienieenne 34
Figura 10 — Tlustragdo das etapas da extragdo de RNA total.......c..ccoceeviniininiiniinenicneenne. 35

Figura 11 — Gréafico de regressao da analise do fosforo total e dissolvido na dgua antes e
dUrante 0 EXPETIMENTO. .......ueeeirreerieeeeieeerieeerteeesteeesereeesereessreeaseeessseeessseeensseens 40
Figura 12 — Espécimes de alevinos de tambaqui (Colossoma macropomum) com 29 dias de
experimentacao diafanizados e corados utilizando a metodologia descrita por
Taylor e Van Dyke (1985) com os tecidos moles transparentes, corando
seletivamente o tecido 6sseo com alizarina nos tons de rosa € roXo................... 44
Figura 13 - Grafico da Média do nimero IBs em alevinos de tambaqui sob diferentes niveis
de suplementacao de fOSTOT0.......c.eevuiiriiiiiiieiieeeee e 45
Figura 14 — Avaliagdo da pureza e integridade do RNA extraido das amostras de cérebro

€ TTUSCULO. ¢ ettt e e e e e e e e et e e e e s e eeeeeaaaraaeeeeeeenaae 47



Figura 15 — Grafico de expressao génica do sequenciamento por qRT-PCR dos genes
Collala (A); I-bmp6 (B); Runx2a (C); Scxa (D); Xirp2b (E) e Tnmd (F)......... 48
Figura 16 — Grafico de expressdo génica do sequenciamento por qRT-PCR do gene
COLIAID......ooooneeeeeeeeee ettt e et e et e e et e e s baeesaseeesaseeenreeas 50
Figura 17 — Grafico de expressao génica do sequenciamento por qRT-PCR dos genes Mstnb
(A) € MSINA (B).eooniieeeeeee ettt e e et e e eas 52
Figura 18 — Grafico de expressdo génica do sequenciamento por qRT-PCR dos genes
T-PLX 1 (A) € I-PLX 2 (B)otteiieieeee ettt 53
Figura 19 — Grafico de expressao génica do sequenciamento por qRT-PCR dos genes Xirp2b
(A); Collala (B); Tnmd (C); Mstna (D); Mstnb (E); Runx2b (F); Scxa (G) e
I-PLX 1 (H) N0 CEIEDIO....cuvviieiiiieiieeeeeee e e e 55
Figura 20 — Gréfico de expressdo génica do sequenciamento por qRT-PCR do gene /-bmp6
110 CEIEDTO. ¢ttt ettt sttt aeas 57
Figura 21 — Grafico de expressdo génica do sequenciamento por qRT-PCR do gene / PLX 2
110 CETEDIO. c.. ettt ettt ettt sttt et e be e bt et set e bttt e be e 58
Figura 22 - Heatmap da expressao diferencial entre cérebro e musculo. A intensidade das
cores representa o nivel de expressdao génica: tons de azul escuro indicam alta
expressao, enquanto amarelo claro indica baixa expressao, conforme a escala de

cores a direita (variando de -2 @ 2).......ccccviiiiiiiieie e 59



LISTA TABELAS

Tabela 1 — Formulagdo e composi¢ao quimica das dietas experimentais (g kg-")................ 32

Tabela 2 — Sequéncia de primers utilizados para analise da expressdo génica.................... 38

Tabela 3 — M¢édias de peso e comprimento dos alevinos de tambaqui submetidos a
suplementagao com diferentes niveis de fosforo, avaliadas aos 14 dias e no

PEriOdO fINAL......oiiiiiicie e e 42



SUMARIO
1 INTRODUGAO ......recrerereesesesessssssssessssssssssesssessssssssessssssssssessssssssssssssssessssssssssssssans
1.1 ODJOUIVOS..uuueerierscnriessssnricssssanressssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasss
11,1 ObJtivO GeIal.....couiiuiieiiiiiiiiiiiiiteeeee ettt ettt sttt
1.1.2 ODbJetiVOS @SPECTIICOS. cuviiiutieiieeiiieiie ettt et rtte ettt ettt e eteestteebeeseaesabeessaeenseessneenseas
2 REFERENCIAL TEORICO........coeveeseessessessessessessesssssesssssssssessessessessessessessessessssasseses

2.1 Agquicultura: conceito e relevancia

2.2 Panorama da producio piscicola no Brasil: Tocantins um estado em ascensio.......
2.3 Desafios da comercializacdo do Tambaqui (Colossoma macropomunt)......................
2.4 Papel do fosforo no desenvolvimento de PeiXes.......ccceevereessercssnrcsssercsssnrcssssessnsssssnseses
2.5 Genes - chaves responsaveis pela formacio muscular e 0ssea.........cceevuerersnercssanecssanes
2.6 Desenvolvimento das espinhas intermusculares (IBS)........cccoecvueieccicnerccscsnnnecsssnnnecsans
2.6.1 Aspectos morfologicos e funcionais das espinhas intermusculares (IBS)..........c.ccceeeneen.
2.6.2 Mecanismos Moleculares envolvidos na Formagao de IBs..........ccccvveeviiiiciiiiciiiciien,

3 METODOLOGIAL.....couueuinrenresnensnensnessenssncssessasssessssssessssssssssasssassassssssssssssssasssassasssassses

3.1 Montagem do experimento
3.2 Varidveis monitoradas no eXperimento.......cccceeecceeecsssrcsssncssssnessssrcssssssssssesssssssssssssanss
3.3 Coleta das amostras biolOZICaS.....ccuvueiervericsrerisssrresssrrcsseressssressssssssssssssssssssssssssssssssssses

3.4 Isolamento do RNA total e SINteSe de CDINA...cceeeeeeeeeeeeceeereeeeeneessesessessssssssssssssssssssssenes

3.5 Analise da expressao génica por qRT-PCR
3.6 DiafaniZACA0...cccvvueiicrirsnriecisssnriecsssaneiosssssssesssssssesssssssssssssssssesssssssssssssasssssssssssssssssssssssnanss
3.7 Anailise estatistica

4  RESULTADOS E DISCUSSOES.......cceeceernerrernsrsenssnssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessasseses

4.1 Avaliacao dos parametros de qualidade da AGUA......cccvererrrerersrercssrercssanscssanesssasesssanesns
4.2 Desenvolvimento d0OS ANIMAIS.....ccccrcrsericsssssrrecsssssneecsssssssossssassesssssssssssssssssssssssssssssssssssss
4.3 DIafaniZACA0...ccveiicrrrrnricssssnricssssaniecsssansecsssssssessssssssssssssssssssssssssssssassassssssssssssssssssssssnssssss

4.4 Avaliacio da pureza e integridade do RNA extraido

4.5 Expressio relativa dos genes 0steogeénicos € MiOZENiCoS.....ccovveerrerecssaresssaressaresssaseses
4.6 Expressao relativa dos genes N0 CErebro.....eenienniriseenseessnensenssnensecssnecssessnesssecssnes
4.7 Padroes de expressao diferencial entre cérebro e musculo..........ccoeeeercercrcneicscneccsanns
5 CONCLUSOES.....uciumirnisnssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss

REFERENCIAS




14

1 INTRODUCAO

O tambaqui (Colossoma macropomum) € uma das principais espécies de importancia
econdmica da piscicultura brasileira, ocupando o segundo lugar na producdo nacional de
peixes, atras apenas da tildpia (Oreochromis niloticus) (PEDROZA FILHO et al., 2020;
LIMA et al., 2021). No entanto, a presenca de espinhas intermusculares (IBs), ou espinha “Y”
vem promovendo um impacto negativo no setor. A ocorréncia das IBs reduz o valor comercial
do pescado, dificulta o processamento e gera rejei¢ao por parte dos consumidores.

As IBs sd3o consideradas um risco a saude e seguranca dos consumidores,
principalmente de criangas e idosos, pois a ingestdo destas estruturas pode resultar em
complicacdes graves que podem ocasionar a morte (MUBANGO et al., 2020). Sua formacao
envolve a via de ossificacdo intramembranosa (I0), sendo que vdrias proteinas e genes
regulam a IO em diferentes fases. Componentes bioquimicos criticos como a proteina
morfogenética Ossea (bmp) e genes como o fator de transcricdo 2 relacionados a Runt
(runx2/CBFAI) e coladgeno tipo I alfa 1 (collala), dentre outros sdo importantes na formagao
e manutengdo dessas estruturas, incluindo o controle da deposi¢do e cimentacdo de minerais
(MUBANGO et al., 2020; CHEN et al., 2020).

Buscando elucidar os mecanismos moleculares que regulam a formagdo das IBs, a
nutrigendmica emerge como um campo cientifico promissor. Esta area do conhecimento
busca compreender como os componentes presentes na dieta afetam a expressdo dos genes e
como eles sdo induzidos ou reprimidos face a um determinado nutriente. Para os animais,
mudancas na alimentacdo ao decorrer do desenvolvimento inicial podem provocar
transformagdes permanentes no metabolismo, induzindo a modifica¢des adaptativas a nivel
celular, molecular e bioquimico (FISCHER et al., 2020; OLIVEIRA, 2024).

Para o desenvolvimento 6sseo em peixes, a disponibilidade de macronutrientes durante
as fases jovens ¢ crucial. Dentre estes, o calcio e o fosforo desempenham papel fundamental
na nutricdo e formagdo do sistema Osseo e muscular, sendo o segundo um componente
essencial da hidroxiapatita, principal mineral que forma os ossos (BOGLIONE et al., 2013).
Portanto, compreender como a restricdo deste macronutrientes na dieta interfere na expressao
de genes relacionados a formacao das IBs e de outros 6rgaos em tambaqui, ajuda a desvendar
os processos moleculares envolvidos no seu desenvolvimento (HUITEMA et al., 2012).

Diante deste contexto, por meio do presente estudo visa-se responder a seguinte
questdo de pesquisa: de que maneira as variagdes nos niveis de fosforo na dieta afetam a

expressao de genes miogénicos € osteogénicos envolvidos na formacdao das espinhas
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intermusculares e no desenvolvimento de outros o6rgdos em tambaqui (Colossoma
macropomum)?

Perante a importancia economica do tambaqui para a regido Norte do Brasil e para a
piscicultura nacional, identificar os principais genes responsaveis pela formacdo das IBs, e
como eles se correlacionam no desenvolvimento estrutural do animal, torna-se fundamental
para impulsionar o melhoramento genético da espécie, bem como para posterior edi¢ao
genética (CRISPR/Cas9), visando o desenvolvimento de linhagens de tambaqui com auséncia
dessa estrutura.

Portanto, compreender a expressdo génica a partir da quantificacdo relativa de mRNA
de genes candidatos que podem estar ligados direta ou indiretamente a cascata de
desenvolvimento das IBs ¢ fundamental para elucidar os mecanismos que regulam a formagao
destas estruturas. Logo os resultados deste estudo poderdo abrir caminho para a producao de

pescado de alta qualidade, livre de espinhas, impulsionando a competitividade da piscicultura

brasileira

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo Geral

Investigar o perfil de expressdo de genes miogénicos e osteogénicos em alevinos de
tambaqui (Colossoma macropomum) submetidos a diferentes niveis de fosforo na dieta,
visando compreender como a restricdio do fosforo interfere nos mecanismos genéticos

envolvidos na formagao e desenvolvimento das espinhas intermusculares.

1.1.2 Objetivos especificos

e Avaliar o efeito do fosforo na expressao de genes de desenvolvimento muscular;

e Avaliar a expressdo génica dos genes miogénicos e osteog€nicos no cérebro de
alevinos de tambaqui;

e Avaliar o efeito do fosforo na expressio de genes envolvidos nos processos de

mineralizagdo dssea do tambaqui.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Aquicultura: conceito e relevincia

A aquicultura refere-se ao cultivo de organismos que apresentam ciclo de vida total ou
parcial em ambiente aquatico, podendo ser subdividida de acordo com a classe dos
organismos cultivados. Neste ramo estdo incluidas as atividades produtivas da piscicultura
(cultivo de peixes), carcinicultura (cultivo de crustaceos, como o camarao), malacocultura
(cultivo de ostras, vieiras e mexilhdes), ranicultura (cultivo de ras) e algicultura (cultivo de
algas). Todas estas categorias englobam desde a producao de alevinos e outras formas jovens,
até as fases de despesca e comercializagdo da produgao (BRASIL, 2015).

Para a Organizacdo das Nagdes Unidas para a Alimentacdo e Agricultura (FAO), a
aquicultura consiste no segmento responsavel pelo cultivo de organismos aquaticos em aguas
continentais ou ocednicas. O setor vem se destacando como um dos mais dinamicos para a
producao de alimentos, sendo que nos ultimos 25 anos a producao aquicola ultrapassou as
demais commodities alimentares, evoluindo para uma induastria mais madura e tecnificada
(SEBRAE, 2015; NAYLOR, FANG, FANZO, 2023).

No ano de 2022 a producao aquicola atingiu a marca de 130,9 milhdes de toneladas,
superando a pesca de captura como principal produtora de organismos aquaticos (FAO, 2024).
Além do crescimento da produgdo, os produtos oriundos da aquicultura no ano de 2019 foram
responsaveis pelo fornecimento de 17% da proteina de origem animal consumida no mundo.
Em paises de renda média e baixa o percentual do consumo chegou a 23% e em partes da
Asia e Africa esse percentual ultrapassou 50% da proteina animal consumida. O setor também
¢ responsavel pelo emprego de cerca de 58,5 milhdes de pessoas (FAO, 2022).

Diante do crescimento populacional e da crescente demanda por alimentos,
especialmente por proteinas, a aquicultura ¢ considerada crucial para a garantia da seguranga
alimentar global, sendo capaz de assegurar a disponibilidade de alimentos (SIQUEIRA,
2018). Nessa perspectiva a aquicultura tem papel crucial para o cumprimento dos Objetivos
de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) das Nagdes Unidas, em aliviar a pobreza (ODS 1) e a
fome garantindo o fornecimento de nutricdo adequada (ODS 2) e promover o crescimento
socioeconomico sustentavel (ODS 8) (ARUMUGAM et al., 2023). A atividade apresenta
bons indices produtivos, capaz de ampliar a producdo de alimentos, a geracao de renda e
emprego e contribuir diretamente para a redugdo da pobreza e da fome em diversas regides do

mundo (SIQUEIRA, 2018).
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Estimativas apontam que até 2030, a aquicultura superara a pesca de captura em cerca
de 6 milhdes de toneladas, tornando-se responsavel por 52% de toda producdo aquatica,
corroborando para atender a demanda por alimento, visto que até 2050 a populagao global
sera de 9 bilhoes de pessoas (MAIR et al., 2023). Neste cenario, o crescimento do comércio
dos produtos aquaticos sera impulsionado pela melhoria nas tecnologias de pos-colheita e
canais de distribuicdo que apoiardo a expansdao da comercializacdo de produtos aquaticos

(FAO, 2022).

2.2 Panorama da producao piscicola no Brasil: Tocantins um Estado em ascensio

A piscicultura emergiu como uma das atividades de crescimento mais acelerado no
cenario global, impulsionada pela crescente demanda por proteina animal e sua crucial
relevancia para a seguranca alimentar. Dentre os principais paises produtores, a China
consolidou-se como lider global na producdo de peixe, com um volume de 83,9 milhdes de
toneladas em 2020, o que representou 35% da produg¢do mundial. Completando o grupo dos
cinco maiores produtores, destacam-se Indonésia (21,8 milhdes de toneladas), India (14
milhdes de toneladas), Vietna (8 milhdes de toneladas) e Peru (5,8 milhdes de toneladas), que
em conjunto representam 58% da produgdo piscicola e aquicola (FAO, 2022; FERREIRA;
MUNIZ; OLIVEIRA JUNIOR, 2024).

Neste cenario, o Brasil destaca-se entre os quinze maiores produtores mundiais,
ocupando a 13° posicdo na producdo de peixes em cativeiro, e a 8° posi¢cdo na producao de
peixes em agua doce, sendo que em territrio nacional a piscicultura representa 82% da
producdo aquicola, com destaque especialmente para o cultivo de tilapia (Oreochromis
niloticus) e tambaqui (Colossoma macropomum) (SIDONIO et al., 2012; PEDROSA FILHO;
ROUTLEDGE, 2016; FERREIRA, 2021). Para o agronegdcio a atividade constitui-se como
uma das mais importantes da cadeia produtiva de alimentos de origem animal, com uma taxa
de crescimento constante. Em 2021, o setor cresceu 8,36% e alcangou uma participacao
significativa no PIB brasileiro, evidenciando sua relevancia economica (FAO, 2022;
OLIVEIRA et al., 2022).

Impulsionado pela constante demanda mundial por pescado, a piscicultura representa a
atividade agropecuéria de maior potencial para o mercado brasileiro (PINTO; GALVAO,
2023). O pais apresenta uma riqueza de recursos naturais que favorecem a competitividade do
setor, como extensao territorial e diversidade climatica que permitem o cultivo de diversas

espécies, além da disponibilidade de recursos hidricos. Todos estes fatores posicionam o
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Brasil como uma das poténcias para a producao de pescado, especialmente porque a produgao
de peixes precisara aumentar significativamente até 2050 para atender a demanda global por
proteina de origem animal.

Consolidando sua hegemonia, como um dos principais produtores de peixes da
América do Sul, de acordo com a Associagdo Brasileira da Piscicultura, o Brasil produziu
887.029 toneladas de peixe de cultivo em 2023, com crescimento de 3,1% (Figura 1) em
relagdo ao ano anterior (860.355 toneladas). Quanto a participagdo das espécies na
piscicultura nacional, a tilapia (Oreochromis niloticus) representou 65,3% da produgao total
(579.080 toneladas), seguida pelos peixes nativos que tiveram participagdo de 29,7% da
produgdo (263.479 toneladas). Outras espécies como carpa, truta e pangasius apresentaram
uma participacdo de 5%, com uma produgdo de 44.470 toneladas. O faturamento da atividade
foi superior a R§9 bilhdes e o pais exportou um total de 6.815 toneladas de peixes de cultivo,
resultando em uma receita de US$24,7 milhdes, representando aumento de 4% em relagdo ao

ano anterior (FAO, 2022; PEIXE BR, 2024).

Figura 1 — Grafico da produg@o de peixe de cultivo no Brasil
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Fonte: Adaptado de Peixe BR (2024).

Dentre as principais regides produtoras, a regido Sul, liderada pelo Parana, concentrou
um terco da producdo nacional de peixe em 2023 (33,4%), totalizando 269.200 toneladas. As
demais regides contribuiram com percentuais menores: Nordeste (19,3%), Sudeste (18,7%),
Norte (16,1%) e Centro-Oeste (12,5%). A regido Norte, por sua vez, destacou-se na produgao

de peixes nativos, com Rondonia liderando o ranking nacional, alcangando 56.500 toneladas
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em 2023, impulsionada principalmente pelo cultivo de tambaqui, uma das espécies mais
cultivadas na regido (PEIXE BR, 2024).

Outro estado que vem obtendo destaque na producdo de peixe na regido Norte do pais
¢ o Tocantins, que se encontra na 18° posicdo no ranking nacional e ocupa a 3° posi¢do na
regido Norte. A principal espécie cultivada ¢ o tambaqui (Colossoma macropomum), que
representa aproximadamente 48% do volume total produzido, seguido pelos hibridos tambacu
e tambatinga com 34% e pintados e seus hibridos com 10,49% (COSTA, 2023; PEIXE BR,
2024).

De acordo com dados da Peixe BR (2024), o estado do Tocantins em 2023 alcangou
producdo de 17.556 toneladas com crescimento de 1,19% em relagdo ao ano de 2022. Deste
total produzido, a participagao dos peixes nativos foi significativa, com uma produgdo de
17.136 toneladas, seguida pela tildpia que apresentou uma producdo de 420 toneladas. No
estado, os cinco maiores municipios produtores sdo Almas, Sitio Novo do Tocantins,
Diandpolis, Porto Nacional e Maurildndia do Tocantins.

O clima favoravel, a topografia e a disponibilidade de dgua posicionam o estado do
Tocantins como um dos melhores para a piscicultura. Ele possui duas principais bacias
hidrogréficas, os rios Araguaia e Tocantins, que sdo fundamentais para o desenvolvimento da
atividade. Além disso, abriga grandes reservatorios de usinas hidrelétricas como Lajeado e
Peixe Angical, que também contribuem para a disponibilidade de agua. A localizacdo
geografica ¢ outro fator que pode contribuir para o desenvolvimento da piscicultura, pois esta
proximo a grandes centros consumidores como Brasilia e Goiania, facilitando o escoamento

da produgdo e o acesso a mercados (ALMEIDA; MENDES, 2015).

2.3 Desafios da comercializacdo do Tambaqui (Colossoma macropomum)

Entre as espécies de peixes teledsteos de importancia comercial, o Tambaqui
(Colossoma macropomum) descrito por Georges Cuvier em 1818 (Figura 2), destaca-se na
piscicultura nacional, consolidando-se como o segundo mais produzido no Brasil, atras
apenas da Tilapia (Oreochromis niloticus) (IBGE, 2023). Pertencente a familia Characidae e
subfamilia Serrasalminae a espécie ¢ origindria da América do Sul, especialmente das bacias

hidrograficas dos rios Amazonas e Orinoco (DAIRIKI; SILVA, 2011; ARIDE et al., 2020).
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Figura 2 — Alevino de tambaqui (Colossoma macropomum)

Fonte: Autora (2025).

Considerado o segundo maior peixe de escamas de 4gua doce da América do Sul, atrés
apenas do pirarucu (4rapaima gigas), o tambaqui pode atingir um metro de comprimento e
pesar 30 kg em habitat natural. Sua morfologia ¢ caracterizada por um corpo romboidal, que
se torna levemente alongado na fase adulta, apresentando uma colora¢ao parda no dorso e
manchas escuras na regido ventral, cuja intensidade varia conforme a tonalidade da agua.
Apresenta habito alimentar onivoro, com preferéncia por microalgas na fase larval,
zooplancton e microalgas durante as fases jovens e frutos e sementes quando adultos
(MORAIS; ALMEIDA, 2017; BRABO, 2017).

A espécie apresenta boa rusticidade favorecendo o cultivo em diversos sistemas como
semi-intensivos (barragens, viveiros e tanques), € intensivos (viveiros e tanques com aeracao
mecanica e tanques redes). O tempo de producdo do tambaqui perdura entre 10 a 12 meses,
considerando uma densidade de estocagem de 10 juvenis/m?, com uma taxa de sobrevivéncia
de 85% e densidade de engorda de 3,250-4000 peixes/ha. O peso médio de venda ¢ de 1,8 kg
apds 10 meses de engorda e 3,1 kg apos 12 meses, resultando em um rendimento de 10,075
kg/ha/ano (BARCANTE; SOUSA, 2015; OLIVEIRA et al., 2024).

Em 2023, o tambaqui foi responsavel pela produgdo de 113,6 mil toneladas,
representando 17% da producdo total de peixes. A alta popularidade da espécie esta
relacionada as suas caracteristicas zootécnicas favoraveis para o cultivo, tais como facilidade
na producdo de alevinos, rapido crescimento em cativeiro, boa aceitacdo a alimentos
artificiais, rusticidade, resisténcia a altas temperaturas da agua, facilidade de comercializagao
e alto valor agregado de sua carne (BARCANTE; SOUZA, 2015; PEIXE BR, 2024).

A carne do tambaqui ¢ considerada iguaria devido as suas caracteristicas desejaveis,
como sabor, coloragdo branca, teor de gordura adequado e alto teor de proteina, o que a torna
valorizada tanto no mercado nacional quanto internacional. Em 2023, as exportagdes do peixe

totalizaram uma receita de US$798.594 mil, acréscimo de 809% em relagdo ao ano anterior. O
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volume exportado chegou a 79 toneladas, aumento de 364% em comparagdo a 2022, com
destino principal para o Peru que absorveu 71% das exportagdes (OLIVEIRA et al., 2024;
PEIXE BR, 2024).

Entretanto, um dos principais entraves da expansdo do consumo e industrializagdo do
tambaqui ¢ a presenca de espinhas intermusculares ou ossos intermusculares em “Y” (IBs)
(Figura 3), fator que limita seu consumo, especialmente em mercados mais exigentes, onde a
preferéncia € por produtos sem espinhas (LIMA et al., 2018). A presenca das IBs, dificulta a
diversificacdo de cortes, como tira, costela, lombo e filé. Assim como ocorre com o
Tambaqui, outras espécies de peixes como o rohu (Labeo rohita) e a hilsa (Tenualosailisha),
requerem processamento antes da comercializagdo, em virtude da presenca dessas estruturas,

o que dificulta a comercializacao. (OLIVEIRA et al., 2023; CIRNE et al., 2019).

Figura 3 — Espinhas intermusculares em Tambaqui
-

Fonte: Panorama da Aquicultura (2019).

As IBs presentes em peixes teledsteos, como o tambaqui, sa0 pequenos 0SSOS
localizados no mioseptos estendendo-se horizontalmente. Esses o0ssos impactam
negativamente o valor econdmico desta espécie, pois limitam as opgdes de processamento e
estdo associadas ao risco de ferimentos. A presenca dessas estruturas no musculo torna o
peixe menos palatdvel e consequentemente, menos desejavel no mercado. Isso acarreta
impactos econdmicos, uma vez que a agrega¢do de valor estd associada a possibilidade de
diferentes cortes, como filé sem espinhas, costela e lombo sem espinhas, que sdo mais
atrativos para os consumidores (OLIVEIRA et al., 2024).

Nessa perspectiva, a presenca das IBs na musculatura dos peixes torna-se um desafio
para os piscicultores, visto que a eliminagdo total ou parcial destas estruturas pode

potencialmente aumentar o consumo e a comercializagdo. Recentemente, foi identificado em
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tambaquis um plantel sem a presenga de ossos intermusculares, sugerindo a existéncia de
variacoes fenotipicas. Essa descoberta representa um avanco para os programas de
melhoramento da espécie, pois permite a selecao de individuos e a possibilidade da producao
de linhagens com as caracteristicas de auséncia da espinha “Y” (XU et al., 2022; OLIVEIRA
et al., 2023).

2.4 Papel do fosforo no desenvolvimento de peixes

O pleno desenvolvimento das espécies esta associado a assimilagdo e metaboliza¢ao
de compostos que constituem as dietas fornecidas, sendo que a quantidade e qualidade dos
nutrientes sdo determinados pelo ambiente em que vivem. Para a manutencao e
desenvolvimento da vida animal, alguns minerais como o fosforo e o calcio sdo requeridos em
maiores quantidades (ROTTA, 2003; RODRIGUES, 2013; SOUZA, 2017; VALENTE, 2018).

Para os peixes em sistemas de producdo, a dieta fornecida é a principal fonte de
minerais, embora estes animais também sejam capazes de assimilar alguns minerais presente
no ambiente, como o calcio (Ca), magnésio (Mg), soédio (Na), potassio (K), ferro (Fe), zinco
(Zn), cobre (Cu), cobalto (Co) e selénio (Se), que podem atender as suas exigéncias
nutricionais (LALL, 2022). Entretanto, a absor¢ao de minerais como o fosforo (P), cloro (Cl),
enxofre (S), manganés (Mn) e iodo (I), ocorre principalmente da dieta, uma vez que a
quantidade disponivel na dgua nao ¢ suficiente para atender sua exigéncia e sua utilizagdo ¢
limitada (SOUSA, 2017).

Considerado um dos macronutrientes de destaque na nutrigdo animal, o fésforo ¢
fundamental para crescimento e reproducdo dos peixes, estando amplamente distribuido por
todas as células do organismo, nos quais desempenha fung¢des importantes em diversos
processos metabolicos. Este elemento quimico encontra-se presente nos acidos nucléicos,
fosfolipidios, enzimas e compostos glicolicos, com participagdo na regulagdo de inumeros
processos metabodlicos sendo um dos principais anions da estrutura cristalina dos o0ssos
(SOUSA, 2017; MENEZES et al., 2021).

O processo de formagdo da matriz 0ssea e mineralizagdo sdo processos interligados,
mas ocorrem separadamente. A formagdo da matriz ocorre primeiro ¢ em seguida a
mineralizagdo, que depende estritamente da ingestdo alimentar de calcio e fosforo (COTTI et
al., 2024). Nos vertebrados, grande parte do fosforo absorvido pelo corpo esta presente como

fosfato inorgénico (P1), que cristaliza junto com o cdlcio e outros micronutrientes formando a



23

hidroxiapatita, que endurece a matriz Ossea extracelular atuando como estoque mineral
interno (SUAREZ-BREGUA et al., 2021).

O fosforo tem sido considerado o terceiro nutriente mais caro das ragdes e um dos
mais poluentes, pois quando em altos teores contribui para a eutrofizagdo do ambiente. Em
contrapartida, a deficiéncia do fosforo na dieta pode resultar na redu¢do da mineraliza¢ao
Ossea, deformidades esqueléticas e baixo desempenho zootécnico dos animais. Logo, hd a
necessidade de elaborar ragdes que sejam mais completas com quantidades especificas de

nutrientes, sobretudo de minerais como o fésforo que atendam as exigéncias dos animais

(SOUZA et al., 2020; SUAREZ-BREGUA et al., 2021; MENEZES et al., 2021).

2.5 Genes - chaves responsaveis pela forma¢ao muscular e 6ssea

Misculo e osso encontram-se intimamente conectados, embora sejam tecidos distintos
atuam em conjunto na garantia da locomogdo, bem como na manutencdo da integridade
estrutural e homeostase do corpo. Essa interacdo ¢ mediada pela atuacdo de moléculas de
sinalizagdo, vias metabdlicas e forcas mecanicas que atuam na manutengdo do sistema
musculo esquelético, podendo dar indicios de uma possivel correlacdo genética e molecular
entre o sistema 6sseo € muscular (BEBER, 2021; DALLE CARBONARE et al., 2024).

A miostatina (MSTN), membro da superfamilia TGF-f, bem como suas isoformas
podem ser secretadas pelo musculo, mas também pelo osso. Este gene atua na inibi¢ao do
crescimento muscular, desempenhando papel crucial na regulagdo de genes chaves para a
formagdo o6ssea, como sost dkkl e rankl (HUE et al, 2023; GROBET et al, 1997,
KAMBADUR et al., 1997; QIN et al., 2017). Camundongos com auséncia de miostatina
apresentaram além de hipertrofia muscular, um aumento significativo na densidade oOssea,
reforcando as evidéncias sobre a existéncia de uma relagdo direta na interagdo bioquimica
entre musculo e osso (HUE et al., 2023).

Reconhecidas como indutores da formagao dssea, as proteinas morfogenéticas dsseas
(BMPs) também desempenham papéis importantes para manutengao e formagao de diversos
orgdos, como cartilagem, musculo, vasos sanguineos e rins. Pertencente aos membros da
familia do fator de crescimento transformador B (TGF-f), atuam em inimeros processos ao
decorrer do desenvolvimento embrionario e homeostase (KATAGIRI; WATABE, 2016).

Embora as BMPs sejam amplamente estudadas devido ao papel na regulacdo do
desenvolvimento 06sseo, o papel no crescimento muscular gradualmente vem sendo

investigado, devido a sinalizacdo de BMPs ser fundamental para o aumento da producao de
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células satélites do musculo esquelético (CHEN et al., 2021). Os autores ainda destacam que a
hipertrofia muscular provocada pela inibi¢do da miostatina ativa a via de BMP, indicando que
a sinalizacdo destas proteinas atua no controle da manutencao, crescimento e atrofia muscular.
Logo, a atuacdo das BMPs vai além da regulagdo do crescimento 6sseo e do desenvolvimento
muscular, atuando também na formagdo do eixo embrionario e desenvolvimento dos ossos do
cranio.

Dentre os genes envolvidos no processo de formacdo ossea, o Runx2 (Fator de
Transcri¢do da Familia RUNX 2) desempenha papel crucial na diferenciagdo dos osteoblastos,
atuando também na regulacdo de genes chaves da matriz 6ssea, como Sppl, Ibsp e Bglap2.
Este gene também atua na maturacdo dos condrocitos e na regulagao de genes responsavel
pela formagao da cartilagem como Coll0al (KOMORI, 2017).

O colageno ¢ uma das proteinas mais abundantes do corpo. O gene collala codifica a
cadeia alfa-1 do colageno tipo I, que atua na manutencdo da integridade de diversos tecidos,
como pele, ossos, tenddes e ligamentos (DURAN et al., 2011). Na literatura ha um consenso
que os ossos intermusculares (IBs) sdo tenddes miosseptais ossificados (NIE et al, 2019).
Desta forma, ha uma complexa interacdo entre genes miogénicos e osteogénicos na
sinalizagdo de proteinas responsaveis pela manutengao e desenvolvimento de tecidos dsseos e

musculares.

2.6 Desenvolvimento das espinhas intermusculares (IBs)

2.6.1 Aspectos morfologicos e funcionais das espinhas intermusculares (IBs)

A arquitetura o0ssea dos peixes ¢ adaptada para proporcionar sua sobrevivéncia em
ambiente aquatico. Composto por ossos e cartilagem, possuem diversas fungdes fisiologicas,
relacionada a sustentagdo do corpo, desenvolvimento e locomogdo, além de fornecer substrato
para a fixacdo muscular e protecao dos 6rgaos. Metabolicamente ativo e complexo, o sistema
Osseo destes animais estd sempre em constante remodelagdo, conferindo-lhes a capacidade de
responder as necessidades adaptativas (OWEN, 1866; OFER et al., 2019; BRONZE, 2020).

A locomocgdo ¢ uma das principais fung¢des do sistema musculoesquelético dos peixes.
Em teledsteos a musculatura esquelética ¢ sustentada pela coluna vertebral, e os mioseptos
fortalecidos pelas espinhas intermusculares (IBs), que estdo em contato com as fibras
musculares. Estas estruturas, comumente denominadas na literatura de costelas falsas, ossos

de alfinetes, ossos de fil¢é, ossos intramiosseptais, espiculas mineralizadas, espinhos
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miosseptos ou espinhas de peixe, estdo presentes apenas nos mioseptos dos teledsteos
inferiores, formados a partir de tenddes miosseptais ossificados (LYALL et al., 2024).
Morfologicamente os IBs apresentam diferentes formas, como nao bifurcados,
bifurcados com extremidades desigual e bifurcados com extremidade equivalente (Figura 4)
(LI et al., 2013). Adicionalmente, a presenga ou auséncia da ossificagdo dos tenddes em
peixes teledsteos estdo relacionados a métricas morfoldgicas, como posicdo das nadadeiras

medianas, proporc¢ao do corpo e o numero de vértebras (YAO et al., 2015).

Figura 4 — (A) - Espécie completamente dissecada com os diferentes ossos organizados de acordo com
a ordem de coleta. (B) —Tipos de ossos intermusculares (tipo I = espinho sem bifurcagao;
tipo II = espinho bifurcado incompleto; tipo III = espinho em forma de Y; tipo IV = espinho
tipo dois dentes em uma extremidade; tipo V = espinho tipo dois dentes em duas
extremidades; tipo VI = multiplos espinhos bifurcados em ambas as extremidades

Fonte: Oliveira et al. (2023).

Sao reconhecidas trés categorias de IBs: (I) epineural, localizados acima do septo
horizontal, regido onde sdo fixados os arcos neurais; (II) epicentral encontrados no septo
horizontal; e (III) epipleural, que sdo fixados na regido da costela, abaixo do septo horizontal.
Contudo, o tipo de IBs variam de acordo com a espécie. Em teledsteos como a enguia
japonesa (Anguilla japonica), sdo encontrados os trés tipos de IBs, enquanto nos ciprinideos,
como a carpa gibel (Carassius gibelio) e o peixe-zebra (Danio rerio) apresenta apenas
epineural e epipleural (Figura 5) a mesma formagdo encontrada em characiformes como o

tambaqui (Colossoma macropomum) (LYALL et al., 2024).
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Figura 5 — Ossos intermusculares (epineurais [en] e epipleurais [ep]) de uma carpa gibel (Carassius gibelio)
2 |

Fonte: Gan et al. (2023).

Diferente do esqueleto axial, como a coluna vertebral que se desenvolve a partir de
uma populacdo de células mesenquimais derivadas do somito vertebral, os IBs sdo tenddes
miosseptais ossificados, formados por condensacdo mesenquimal através da ossificagdo
intramembranosa do tecido conjuntivo. Neste processo as células mesenquimais se
diferenciam em osteoblastos e comecam a mineralizar, de forma que ocorre apds a fixacao do
esqueleto axial (WAN et al., 2016; MUBANGO et al., 2022; PATTERSON; JOHNSON,
1995; BRONZE, 2020; XU et al., 2022).

2.6.2 Mecanismos Moleculares envolvidos na Formacao de IBs

Desde a década de 1960 diversos estudos foram conduzidos para compreender a
homologia e origem das IBs, entretanto as pesquisas concentraram-se apenas na morfologia.
A partir dos anos 2000, comecou-se a utilizar tecnologias avangadas voltadas ao
sequenciamento da expressdo de genes, bem como outras técnicas moleculares para a
identificacdo dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento dessas estruturas. Atualmente,
varios trabalhos tém se concentrado na identificagdo dos genes e proteinas relacionados com o
desenvolvimento das espinhas intermusculares (WAN et al., 2016; LYALL et al., 2024).

De acordo com Mubango ef al. (2022), ha um consenso na comunidade cientifica que
a formacao das IBs ocorre via ossificagao intramembranosa (IO) ao invés da ossificacao
endocondral (EO) responsavel pela formacdo o¢ssea comum. A IO inicia-se com a
especializacdo das células mesenquimais, que se unem e diferenciam. O mesénquima

indiferenciado agrupa-se na membrana fibrosa, formando capilares, enquanto o mesénquima
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diferenciado transforma-se em células osteogé€nicas que posteriormente viram osteoblastos. A
membrana fibrosa que constitui o mesénquima indiferenciado atua como modelo para a
formagdo das IBs, direcionando onde a ossificagdo ira ocorrer nos mioseptos (MUBANGO et
al., 2022).

Anélises 6micas mostraram que o desenvolvimento das IBs estd associado a inimeras
vias de sinalizacdo, tais como via Wnt, TGF-f (Fator de Crescimento Transformador beta),
MAPK (Proteina Quinase Ativada por Mitdgeno), sinalizacdo de calcio, sinalizacdo de
hormonio tireoidiano, sinalizagcdo TNF (Fator de Necrose Tumoral), via NF-Kappa B,
sinalizacdo hedgehog e diferenciagdo dos osteoclastos. Além disso, genes como o sxca
(proteina de ligagdo ao dominio SH3 e anquirina repetida 2) msxC (segmento muscular
homeobox), sost (esclerostina) e bmps (proteinas morfogenéticas 6sseas) podem desempenhar
papeis cruciais no desenvolvimento das IBs (XU et al., 2022).

Assumindo que os IBs provavelmente sdo ossificados a partir dos tenddes, os
principais fatores que atuam no desenvolvimento dos tenddes podem estar associados a
formacdo das IBs, tais como scx (escleraxia), MsxC (segmento muscular homeobox C) e
runx2 (fator de transcrigdo 2 relacionado ao runt). O scx ¢ um fator de transcri¢ao
hélice-al¢a-hélice (PHLH), que atua na diferencia¢do das células do tendao, enquanto o MsxC
¢ um fator importante na formacdo oOssea e induz interacdo epitelial-mesenquimal na
organogénese de vertebrados. J& o runx2 ¢ primordial para as primeiras etapas da formacao
das células Osseas, atuando como um fator de transcrigdo que ativa outros genes envolvidos
nesse processo (LI, et al., 2021; LYALL et al., 2024).

Estudo realizado por Nie et al. (2021), com peixes-zebra gerados por meio de
tecnologia CRISPR-Cas9, buscou compreender o papel do gene scx no desenvolvimento das
IBs. A pesquisa identificou diferenciagdao funcional entre dois ortdlogos do scx, scxa e scxb,
sendo que o gene scxa mostrou-se crucial para o desenvolvimento dos ossos intermusculares.
Os peixes mutantes que nao possuiam o gene scxa (scxa-1 -/-) apresentaram uma reducao
significativa de 70% do numero de ossos intermusculares, em comparagdo com o selvagem.
Especificamente, os adultos scxa-1 -/- tinham apenas 15-25, enquanto os do tipo selvagem
tinham 76-80.

Analises transcriptomicas em peixes sargos de focinho rombudo (Megalobrama
amblycephala) revelaram um padrao de expressdo diferencial de genes da familia BMPs
(Proteinas morfogenéticas Osseas) durante o desenvolvimento dos ossiculos basais, com um
aumento significativo de bmp3, bmp4, bmp5 e bmp8a nos estagios iniciais de ossifica¢do (XU

et al., 2022). Esses resultados, corroborados por estudos em peixe-zebra, sugerem que a
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sinalizagdo dessas proteinas desempenha papel fundamental na diferencia¢do dos osteoblastos
e na maturacdo dos IBs (XU et al., 2022).

Pesquisas em mutantes de peixe-zebra e carpa cruciana (Carassius auratus) revelaram
que o gene bmp6 (Proteina morfogenética Ossea 6) desempenha papel fundamental no
desenvolvimento dos IBs (LYALL et al., 2024). A delecio em ambas as espécies levou a
auséncia completa dessas estruturas, sem comprometer o crescimento, a musculatura ou o
desenvolvimento esquelético em geral. Em um estudo mais recente conduzido pela equipe de
Kuang et al. (2023), a eliminacdo simultanea dos genes bmp6a e bmp6b em carpa cruciana
resultou em uma nova linhagem de carpa cruciana sem IBs, enquanto a delecdo individual de
cada gene causou apenas uma reducdo parcial no numero. Esses achados corroboram com
insights valiosos sobre os mecanismos moleculares da formagao dessas estruturas.

Nos ultimos 10 anos, os avangos tecnoldgicos proporcionaram um avango nos estudos
sobre os mecanismos moleculares envolvidos no processo de formagdo dos IBs,
especialmente em ciprinideos. Estas informagdes contribuem para uma melhor compreensao
da formacao destas estruturas, porém ha a necessidade de mais estudos com espécies
regionais que sao voltadas ao sistema produtivo que adquiriram diferentes padrdes de
adaptagdo, de forma a viabilizar uma possivel remog¢ao por meio do melhoramento genético.

(LYALL et al., 2024).
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3 METODOLOGIA

3.1 Montagem do experimento

O experimento foi conduzido na Embrapa Pesca e Aquicultura localizada em Palmas
Tocantins, com as coordenadas geograficas latitude 10°08'41"S e longitude 48°18'51"W,
estando dividido em duas etapas. A primeira etapa foi realizada no Campo Experimental de
Aquicultura (Ceaq) (Figura 6) localizado na institui¢do, onde os peixes foram manejados nas
fases de larva, pos-larva e alevinagem indoor, submetidos a trés dietas experimentais com
diferentes niveis de suplementacdo de fosforo. A condu¢do do experimento foi submetida e
autorizada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Embrapa Pesca e Aquicultura

(protocolo n°® 05/2023).

Figura 6 — Sistema de producéo de tambaqui em caixas de PVC 500L e oxigenagao controlada

m
T
i
L.

f

Fonte: Autora (2025).

Ap6s a coleta dos exemplares de alevinos de tambaqui com 29 dias (69 dias apds a
eclosdo) em experimentagdo, realizou-se a segunda etapa, que consistiu no processamento das
amostras de tecido muscular e cerebral no laboratério de Biotecnologia da unidade. O
experimento apresentou um delineamento inteiramente ao acaso, com quatro repeti¢des por
dieta em 12 tanques de cultivo, dispostos de forma aleatoria, como demonstrado no esquema

experimental (Figura 7).
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Figura 7 — Plano experimental com a distribui¢do das caixas com as dietas experimentais de fosforo (P) (0%,
0,35% e 0,70%) no sistema de produgdo

Fonte: Autora (2025).

Ao decorrer do experimento, os alevinos de tambaqui foram alimentados com dietas
suplementadas com 0%, 0,35% e 0,70% de fosforo isonitrogenadas e isocaldricas. O
arragoamento foi realizado quatro vezes ao dia, até a saciedade aparente dos animais, nos
seguintes horarios: 8:00, 11:00, 14:00, 17:00h. Chegeni (2016), destaca que garantir que as
dietas formuladas contenham a mesmas densidades calodrica (isocaldricas) € mesmo nivel de
proteina (isonitrogenada), possibilita observar se os efeitos sobre o crescimento que estdo

sendo medidos sejam devido a fonte de proteinas e ndo ao nivel de proteina.

3.2 Variaveis monitoradas no experimento

Para garantir a qualidade dos dados e a confiabilidade dos resultados, foi realizado o
monitoramento dos parametros fisico-quimicos da agua, do manejo alimentar e do
crescimento dos organismos. Parametros da agua, como oxigénio dissolvido e temperatura
foram monitorados regularmente para assegurar que estivessem dentro dos limites adequados
para a larvicultura, condi¢ao essencial para a saude do sistema aquatico. O crescimento de
todos os grupos experimentais foi avaliado por meio de biometria periodica, que incluiu a

determinagdo de peso e comprimento.
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Com o auxilio de uma sonda multiparametro (Hanna HI9829), o oxigénio e a
temperatura foram aferidos diariamente. O monitoramento dos teores de amodnia toxica
presente na agua foi realizado semanalmente por meio do kit produtor basico de agua doce
(Alfakit). Para determinar o fosforo total dissolvido, foram realizadas coletas de dgua, duas
vezes por semana em dois pontos diferentes dos tanques, que posteriormente foram
encaminhados ao laboratério de qualidade de 4gua da unidade, que utilizou o Método
Persulfato APHA (2017) 400-P B.5 e D para determinagdo do fosforo dissolvido. Além do
monitoramento dos parametros de qualidade da dgua, todos os tanques experimentais foram
limpos diariamente para garantir condi¢des ideais para os alevinos.

Os alevinos de tambaqui utilizados no experimento foram adquiridos com a equipe de
reprodugdo de peixes da Embrapa Pesca e Aquicultura, oriundos de reprodutores dos sistemas
de producdo. Na fase de pds-larva, a alimentacdo exdgena foi realizada com nauplios de
artémia seis vezes ao dia, durante uma semana. Apos o oitavo dia, iniciou-se a introdugdo da
racdo comercial microextrusada com 60% de proteina bruta e granulometria de 300 a 500 um,
por um periodo de seis dias que gradualmente substituiu o alimento vivo, nas propor¢des de
25,50 e 75%.

Aos 40 dias de vida, antes de serem distribuidos nas unidades experimentais, ou seja,
apos periodo de alimentacdo em condigdes iguais foi realizada a biometria inicial com
amostragem de 300 alevinos para determinagdo do peso (0.32+0.12 g) e comprimento padrao
(1.98+0.23 cm) iniciais e posteriormente foram transferidos para as unidades experimentais
aleatoriamente. Os tanques com 150 L de volume ftil, em sistema de recirculagdo de agua
(RAS) receberam 300 animais que foram alimentados pelas dietas experimentais preparadas

pela equipe de nutricdo de peixes da Embrapa (Tabela 1).



Tabela 1 — Formulacdo e composi¢do quimica das dietas experimentais (g kg-!)
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Ingredientes Dieta 0% Dieta 0,35%  Dieta 0,70%
Caseina 326 326 326
Albumina 213 213 213
Amido de milho 168 168 168
Celulose 48 48 48
Caulino 38 26 0
Concentrado de proteina de soja 21 21 21
Lecitina de soja 9 9 9
Oleo de peixe 111 111 111
Pré-mistura de vitaminas e microminerais 23 23 23
Oleo de soja 19 19 19
K2S04 12 0 0
NaCl 3 3 3
MgSO4 4 4 4
CaCO3 3 13 23
Hidroxitolueno butilado (BHT) 2 2 2
KH2PO4 0 15 30
Composi¢do quimica (matéria seca basica)

Extrato de éter 10.4 11.2 11.1
Proteina bruta - - -
Cinzas 9.1 8.7 8.2
Fosforo total? 0.3 0.6 0.9
Fosforo disponivel® 0.2 0.4 0.7
Calcio 0.3 0.7 1.2
Ca: P disponivel 1.3 1.6 1.6

Fonte: Rodrigues (2025).

Por um periodo de 29 dias, os animais foram alimentados com dietas experimentais,

sendo o desenvolvimento acompanhado por biometria (Figura 8) realizada aos 14 dias (54

dias apos a eclosdo) apos inicio do experimento e biometria final aos 29 dias (69 dias apos a

eclosdo). Vale ressaltar que antes dos animais serem distribuidos nas unidades experimentais

foi realizada uma biometria inicial de uma amostragem para avaliar o peso e comprimento dos

animais que estavam em condic¢des iguais de alimentacdo, periodo de treinamento alimentar

antes de serem submetidos as dietas experimentais.
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~ P

Fonte: Autora (2025).

As medidas de comprimento total e peso foram registradas apés a eutandsia de 40
peixes realizada com eugenol a uma concentragdo de 20 mg/L, seguindo as diretrizes éticas

para o manejo de animais em pesquisa.

3.3 Coleta das amostras biologicas

A coleta dos tecidos foi realizada quando os alevinos de tambaqui (Colossoma
macropomum) estavam com 29 dias em experimentagdo. Os animais destinados a extra¢do de
RNA foram eutanasiados e imediatamente acondicionados em sacos plasticos e armazenados
em nitrogénio liquido para preservagdo da integridade do RNA. Posteriormente, foi realizada
a dissecagdo, coletando-se amostras de cérebro e musculo branco dorsal sem a pele, acima da
linha lateral (Figura 9) de modo que fosse possivel capturar musculo, tecido conectivo e 0sso.
Os tecidos foram novamente armazenados em nitrogénio liquido até a extracdo do RNA. Os
alevinos utilizados na diafanizacdo foram fixados em solu¢ao de formalina tamponada a 10%,

por um periodo de 24 horas para conservar os elementos teciduais.
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Figura 9 — Regido da coleta de musculo para extragdo de RNA

Regido da coleta de tecido
muscular

Linha lateral

Fonte: Autora (2025).

3.4 Isolamento do RNA total e sintese de cDNA

Para a extragdo de RNA total das amostras de tecido muscular e cerebral dos alevinos
de tambaqui, submetidos aos trés tratamentos com dietas suplementadas com diferentes niveis
de fosforo (0%, 0,35% e 0,70%), utilizou-se o protocolo do Trizol reagent (Invitrogen),
otimizado para os tecidos de C. macropomum. Para cada tratamento, foram utilizadas 36
amostras de cérebro e 36 de musculo no mesmo individuo, totalizando 72 amostras.

A fim de garantir a qualidade e integridade do RNA, medidas de biosseguranga foram
adotadas. Todos os materiais utilizados (como tubos e ponteiras) estavam livres de DNases e
RNases, autoclavados para uso exclusivo em extracoes de RNA. Além disso, todos os
procedimentos foram realizados em capela de fluxo de exaustdo, higienizada com alcool 70%
e RNAzap. Para evitar a ativacdo das RNases e consequente degradacdo do RNA, todas as
manipulagdes foram realizadas em caixa de gelo.

As amostras de musculo (50 a 100 mg) foram homogeneizadas em tubos
microcentrifuga de 2 ml de fundo em “U”, contendo 1000 microlitros de Trizol gelado e duas
esferas de aco no homogeneizador automatico Tissuelyser II (Qiagen) programado na
condi¢do de 30 Hz por 1 minuto, até todos os fragmentos estarem completamente dissolvidos.
Quanto as amostras de cérebro, devido ao menor tamanho, foram adicionadas diretamente ao
Trizol apos retiradas do nitrogénio liquido. Apds a adicdo de 200 microlitros de cloroférmio
gelado e centrifugacdo a 12.000 g por 15 minutos a 4°C, observou-se a formacao de trés fases:
uma fase aquosa superior contendo RNA, uma interface e uma fase orgénica inferior. A fase
aquosa (aproximadamente 400 microlitros) foi retirada para novos tubos e precipitada com
500 microlitros de isopropanol gelado por 1 hora a -80°C no ultrafreezer.

Apdés 20 minutos de centrifugagdo houve a formacdo do pellet (aglomerado

esbranquicado na parte inferior do tubo). Assim, realizou-se o descarte do sobrenadante e o
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pellet de RNA foi lavado duas vezes com ImL de etanol 75% gelado para remover o excesso
de guanidina. Durante cada lavagem, as amostras foram centrifugadas a 12.000 g por 5
minutos a 4°C. O etanol residual foi cuidadosamente removido e o pellet foi ressuspendido

em 25 microlitros de dgua ultrapura livre de RNase (Figura 10).

Figura 10 — Ilustragdo das etapas da extracdao de RNA total

Homogeneizacio das Adicao de 200 pl Centrifugacédo a 12.000 g por

Tubos contendo Trizol . e o
amostras em Tissuelyser de cloroformio 15 min a4°C

Musculo
Esferas de ago

Fase aquosa + 500 pl de Incubacdo porlha Centrifugacdo a 12.000 g
Separacao das fases Tsopropanol _80°C por 20 min & 4°C
Fase aquosa: KNA .;.,
Fase intermediaria
Fase orginica
Formacio do Pellet e 1° lavagem com Centrifugagao a 12.000 g por 2 lavagf%oc/um
descarte do sobrenadante etanol 70% Smin 44°C e : !

E

Pellet

Centrifugacio a 12.000 i
entri ngdgiled' - ¢ por Ramiin i staniol Ressuspen'sao do pellet em 25 pl
5min 44°C de agua ultrapura

Fonte: Autora (2025).

A qualidade e quantidade do RNA total extraido foram avaliados por
espectrofotometria em Nanodrop Thermoscientific. As razdes A260/A280 e A260/A230
foram utilizadas para verificar a pureza do RNA, com valores ideias entre 1,8 ¢ 2,2. A
integridade do RNA foi verificada por eletroforese em gel de agarose 1% (1% de agarose e

100 ml de TAE 0,5X) corado com Sybr Safe Invitrogen. Para permitir a identificacdo das
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bandas de RNAs ribossomais 18S e 28S utilizou-se para a comparac¢do o Ladder de 100 bp
(Ludwig) visualizado em fotodocumentador (Loccus).

Para obtencdo de um RNA de alta qualidade, livre de contaminagao por DNA
gendmico, o RNA total foi purificado utilizando o kit Turbo DNase-free™ (/nvitrogen),
seguindo as instru¢des do fabricante. As amostras foram ajustadas para uma concentragdo de
4 nug e o volume total ajustado para 22 microlitros com agua ultrapura. Posteriormente, foi
adicionado o mix da reacao da DNase, contendo Turbo Dnase e 10x turbo DNase Reaction
Buffer, e incubado a 37°C por 30 minutos. A DNase foi inativada pela adi¢do do Inactivation
Reagent a temperatura ambiente por 5 minutos. Apds centrifugacdo a 14000 rpm por 4
minutos a 4°C, o sobrenadante contendo o RNA purificado foi armazenado a -80°C.

Para realizar a quantificacdo da expressao relativa dos genes de interesse, previamente
o RNA mensageiro (mRNA) foi convertido em DNA complementar (¢cDNA), utilizando a
enzima transcriptase reversa. A reacdo foi realizada com o kit Capacity cDNA Reverse
Transcription (Applied biosystems), implementada com 10 microlitros de RNA purificado e
10 microlitros do mix, contendo /0x RT Buffer, 25x dNTP mix, 10x RT Random Primers,
MultiScribe Reverse Transcriptase e agua ultrapura. O termociclador foi programado com a
seguinte programacgao: 25°C por 10 minutos, seguido por 2 ciclos de 37°C por 60 minutos e
85°C por 5 minutos. O cDNA sintetizado foi armazenado a 4°C para posterior utilizagdo em

qPCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase de Transcricdo Reversa Quantitativa).

3.5 Analise da expressio génica por qRT-PCR

A amplificagdo dos segmentos de cDNA, foi realizada no termociclador QuantStudio
7 Pro (Applied Biosystems), utilizando 45 ciclos de amplificacdo, dividido nas seguintes
etapas:

1. Pré-leitura: Inicialmente o termociclador realizou a leitura da fluorescéncia das
amostras a 30°C por 1 minuto.

2. Pré-desnaturagao: Nesta etapa o DNA ¢ pré-desnaturado a 94,9°C por 15 minutos.
Este processo separa as fitas duplas do DNA em fitas simples, permitindo o
anelamento dos primers as fitas simples.

3. Amplificacdo: A amplificacdo foi realizada em duas etapas:

e Fase 1: 10 ciclos de amplificagdo a 94°C por 20 segundos (desnaturagdo) e

61°C por 1 minuto (anelamento e extensao).
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e Fase 2: 35 ciclos de amplificagdo a 94°C por 20 segundos (desnaturagdo) e
55°C por 1 minuto (anelamento e extensao).
Para a amplificacdo dos segmentos de cDNA utilizou-se pares de iniciadores para
genes miogénicos e osteogénicos. Os genes miogénicos candidatos avaliados foram: mstna e
mstnb. Dentre os genes osteogénicos analisados estdo o runx2b, runx2a, scxa, collala,
collalb, 1-bmp6, xirp2b e tnmd. Também foram analisados os genes Iplna2-x1, Iplxna2-x2
(Tabela 2).



Tabela 2 — Sequéncia de primers utilizados para analise da expressdo génica
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Acesso
ategoria n Par rimers (5' - 3'
Catego Genes de primers (5' - 3') GENBANK
F: CTG TTG AGC ACA GTA CGA G
MSMA g T GTC TGG CAG GAT CTT C XM_036562065.1
Miogénicos F- GCT GTT TCT TCT CCT TCA GT
mstb g AT CTG TGA CGG GCA TC XM_036572923.1
runx2a T ATGTCCACCACCACCC XM_036593342.1
R:TCC ATC CTG CCG CTG -
F: CCC ACT ACC ACA CCT ACC
runx2b B e ACe COe ACC XM _036581739.1
F: ATC GGG CAC GGG AAG
SCXd R GCG GAG AGT CTC AAT CTT TG XM_036566895.1
F: CGA ATA CCA TGA ACC CAG AG
Osteogénicos collala g A GCA GAC TTC TCA TCA AA XM_036589998.1
collalp FACT CCT GGC GAT CCT G XM 036573375.1
R: GCT GGA CTT CTC ACT GC - :
F: ATG GTG GAG CTC TTA TTG CAT GT
1-Bmp6  §. GAA TTG TAC TTG CCG TTG AGC AG M 036560693.1
. F:CAC TAC ACA CAC AGA TCC ATG
Xirp2b R GCT GAG AGT TTT GGG TAG TAC XM_036367482.1
F: TGG TGG ACT CTC ATG TGT
tmmd . AT GGA ACT CAG CAT CTG TAA XM_036568930.1
iy, F-GIC TGA GAG ACA GGT GAC CCA o 0365909101
Outros genes XNA<=XL R TTC ATT GGC CCG TTC ACA TCT AT - :
g Plonaons FTTCACTTCATTAAACCCAGGG CA oo
R: GAA AGT CCT CTG TGA ATC TCG CT - :
Gene de " F: CGT GAT GGA CTC TGG TGA TG M 0365667201
referéncia | 279" R.TCA CGG ACA ATT TCC CTC TC - .

Fonte: National Center For Biotechnology Information (NCBI).

3.6 Diafanizacao

Para visualizar anatomicamente a influéncia das dietas suplementadas com fosforo nos
desenvolvimentos das espinhas intermusculares, realizou-se a diafanizacao dos alevinos. A
metodologia utilizada foi a técnica de pigmentagdo proposta por Taylor e Van Dyke (1985).
Por um periodo de 24 horas, os alevinos de tambaqui permaneceram fixados em solug¢do de
formalina a 10%. Logo apos, realizou-se a lavagem dos exemplares em agua destilada para
retirar o excesso do fixador. Posteriormente os animais foram submetidos a desidratacao em
séries alcoodlicas, em concentragdes de 30%, 50% e 70% por 24 horas em cada solugdo. Em
seguida, as amostras foram acondicionadas em alcool 70% para preservar as estruturas até a
etapa de coloragao.

A coloragdo do tecido cartilaginoso foi realizada por meio da imersdo dos animais na
solucdo de Azul de Alcian (Sigma Aldrich) nas seguintes proporgdes: 30% de azul de alcian
diluidos em 30% de acido acético por um periodo de 24 horas. Em seguida as amostras foram

imersas na solucao saturada de Borato por uma hora, para preservar as estruturas coradas da
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acdo da enzima Pancreatina (Sigma Aldrich), que foi utilizada na digestdo muscular por um
periodo de 96 a 120 horas até os animais apresentarem transparéncia.
ApoOs a digestdo muscular as amostras foram transferidas para a solugdo de

despigmentagdo, composta por Peréxido de Hidrogénio ( H 202) + solucdo saturada de Borato

(6 gotas/100 ml) por aproximadamente 60 horas. Completando a ultima etapa da diafanizacao,
os ossos foram corados com Alizarina (Alizarina em solugdo de KOH 0.5%) por 24 horas. As
amostras foram preservadas em solucdes crescentes de glicerina (solu¢do de preservacao
Glicerina a 30% e 60% em KOH 2%, ambas por 24 horas), ¢ em seguida acondicionadas em
Glicerina + Timol até a coleta das imagens. Esta coleta foi realizada para a analise
quantitativa da presenca ou auséncia das estruturas mineralizadas registradas por uma cdmera

Canon EOS Rebel T3i.
3.7 Analise estatistica

O comprimento padrdo e ganho de peso dos animais foram submetidos & Andlise de
Variancia (ANOVA), seguido do teste Tukey, com nivel de significancia de 5% por meio do
software SISVAR (versdo 5.8). Para analisar a expressao diferencial dos genes nos diferentes
tratamentos foi utilizado o PCRtools do pacote R aplicando o teste de Wilcoxon para

comparagdes entre grupos nao-paramétricos (considerado significativo P-valor < 0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 Avaliaciao dos parametros de qualidade da agua

Os parametros de qualidade da dgua monitorados ao decorrer do experimento foram:
oxigénio dissolvido (5,8 £ 0,5 mg/L), temperatura (28,5 £ 0,3 °C), pH (6,3 £ 0,3) e amonia
toxica (0,0 = 0,0 mg/L). Para espécies tropicais como pirarucu, tambaqui € pacu a temperatura
Otima para o desenvolvimento situa-se entre 25°C e 32°C. O oxigénio dissolvido para essas
espécies deve ser superior a 5 mg/L para proporcionar 6timo crescimento e desempenho. O
pH deve estar entre 6,5 ¢ 8,5 e valores de amonia acima de 0,01 mg/L afetam a resisténcia dos
animais a doencas e interferem no crescimento, sendo valores de 0,20 mg/L sdo letais para
peixes (IMBIRIBA; LOURENCO JUNIOR; CARVALHO, 2000; MORO et al., 2013).

O fosforo total (0,3 + 0,0 mg/ L) encontrava-se dentro do esperado (Figura 11),
assegurando que a TUnica fonte do mineral foi exclusivamente oriunda das dietas

experimentais.

Figura 11 — Grafico de regressao da analise do fosforo total e dissolvido na dgua antes e durante o experimento
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@ dissolvido

@ total
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Fonte: Autora (2025).
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4.2 Desenvolvimento dos animais

Os resultados da biometria dos animais submetidos aos diferentes niveis de
suplementagdo com foésforo (0%, 0,35% e 0,70%) sdo descritos na Tabela 3. As andlises
foram realizadas em dois momentos distintos: 14 dias ap6s o inicio do experimento e ao final

do periodo experimental, avaliando as variaveis peso e comprimento.

Tabela 3 — Médias de peso e comprimento dos alevinos de tambaqui submetidos a suplementagio com
diferentes niveis de fosforo, avaliadas aos 14 dias e no periodo final
Tamentos (0 PR e
oP 1,38 ¢ 3,12¢ 328¢c 420 c¢
0.35P 1,66 b 5,04 b 3,48Db 492b
0.70P 1,85a 6,04 a 3,62a 5,24 a
CV (%) 38,5 42,84 11,56 14,79

Meédias na mesma coluna seguidas por letras diferentes (a, b, ¢) diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
CV: Coeficiente de Variagdo

Fonte: Autora (2025).

Com relagdo a variavel peso, notou-se a influéncia do nivel de fésforo em ambos os
periodos analisados. Aos 14 dias de experimento o teste de Tukey demonstrou que as médias
dos trés tratamentos foram estatisticamente diferentes entre si (p<<0,05), com o maior peso
observado no tratamento com 0,70% (1,85g), seguido por 0,35% (1,66 g). Ao final do
experimento, essa tendéncia de superioridade dos tratamentos com fosforo se manteve.

Os grupos 0%, 0,35% e 0,70% apresentaram pesos médios de 3,12 g, 5,04 ge 6,04 g,
com diferengas significativas entre os tratamentos. Os coeficientes de variacao (CV) para peso
foram de 38,5% aos 14 dias e 42,84% aos 29 dias, indicando uma variabilidade consideravel
nos dados de peso dentro dos grupos, especialmente no periodo final.

A variavel comprimento aos 14 dias apresentou diferenca significativa (p<0,05) entre
os trés tratamentos, com o 0,70% (3,62 g) apresentando valores de comprimento superiores ao
grupo 0,35% (3,48 g) e 0% (3,28 g). A avaliagdo do comprimento ao final do experimento
também foi estatisticamente significativa entre os tratamentos aplicados (p<0,05),
demonstrando que a suplementagdo com niveis crescentes de fosforo proporciona um
aumento gradual sobre o crescimento dos animais. Quanto ao coeficiente de variacdo para
comprimento foram menores 11,56% aos 14 dias e 14,79% ao final, indicando uma menor

dispersao dos dados em comparagdo aos de peso.
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A suplementagdo de fosforo tem sido um topico bastante estudado. Sugiura et al.
(1998) ressalta que a suplementacdo do mineral ¢ crucial principalmente quando as fontes
utilizadas sdo de origem vegetal. Constituinte de maior importancia para a formacao das
estruturas dssea, o fosforo desempenha papel crucial para o crescimento, mineralizagao 6ssea
e metabolismo de lipidios, além de atuar em processos metabolicos e transferéncia de energia
para organismo via ATP para reacdes bioquimicas como sintese proteica, transporte de acidos
graxos (SANTOS, 2012).

Como ¢ um mineral exigido em maiores quantidades, as exigéncias de fosforo vém
sendo estabelecidas para vérias espécies de peixes situando-se em torno de 0,25 a 1% da dieta
variando conforme a fase de vida (SANTOS, 2012). Pezzato et al (2006) ao avaliar a
suplementagdo de dietas com niveis crescentes de fosfato bicalcico para alevinos de tilapia,
encontrou melhores resultados de desempenho e mineralizagdo Ossea com a dieta
suplementada com 0,75%.

Roy et al. (2003) destaca que para teledsteos, como o tambaqui a deficiéncia de
fosforo estd relacionada a diminui¢do da mineralizagdo da matriz dssea. Como algumas
deformidades sdo irreversiveis, podem estar relacionadas a influéncia de niveis de fosforo

presente na expressao de genes (COSTA, 2015).

4.3 Diafanizacao

A técnica de diafanizacdo permitiu avaliar a presenca e auséncia das espinhas
intermusculares (IBs) nos exemplares de alevinos de tambaqui submetidos as dietas
experimentais com suplementacao de fosforo. Por meio da clarificagdo do tecido muscular, foi
possivel corar seletivamente as estruturas Osseas, possibilitando observar as diferengas entre
os tratamentos aplicados. Barroso (2022) destaca a coloragao 0ssea como o método mais
eficiente para identificar e quantificar IBs em comparacdo as outras técnicas, como
tomografia, ultrassom, raio-x e anatdmica por dissecagao.

Ao avaliar os trés tratamentos, foi possivel identificar uma variagdo na intensidade da
coloragdo das estruturas 6sseas, sendo que estas variagdes estdao relacionadas ao processo de
mineralizagdo Ossea, que consiste na substituicao da cartilagem por tecido 6sseo. Os animais
que receberam a dieta sem a suplementagdo de fosforo apresentaram coloragdo menos intensa
em relacdo aos demais tratamentos, indicando uma menor mineralizacao dos tecidos (Figura
12), enquanto os alevinos que receberam a dieta suplementada com 0,35% de fosforo tiveram

uma colora¢do intermediaria, que se intensifica nos animais do tratamento com 0,70% de
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suplementagdo de fosforo. Esta progressao na intensidade da coloragao evidencia um aumento
do processo de mineralizagdo éssea em resposta ao aumento do nivel de foésforo presente na
racao.

O fosforo e célcio sdo os macrominerais de maior importancia para nutri¢do de peixes,
pois atuam no desenvolvimento, manutencdo do sistema esquelético e estabilidade das
vértebras sendo requeridos em maiores quantidades em comparagdo aos demais minerais. A
caréncia de fosforo na dieta pode provocar baixo desempenho zootécnico e deficiéncia na
mineralizacdo dssea, sendo necessario que as formulacdes das ragdes atendam as exigéncias
deste mineral para a espécie de acordo com cada fase de desenvolvimento (ROCHA, 2012).

Quanto a presenga das espinhas intermusculares, os alevinos alimentados com a dieta
0% apresentaram uma redugdo significativa das IBs, com exemplares exibindo auséncia total
das estruturas (Figura 12 B). Nos animais que receberam a dieta suplementada com 0,35% de
fosforo, foi possivel identificar a presenca das IBs (Figura 12 D), entretanto as estruturas
estavam menos nitidas, quando comparadas aos animais da dieta controle 0,70% que exibiram

IBs completamente evidente (Figura 12 F).
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Figura 12 — Espécimes de alevinos de tambaqui (Colossoma macropomum) com 29 dias de experimentagdo
diafanizados e corados utilizando a metodologia descrita por Taylor ¢ Van Dyke (1985) com os
tecidos moles transparentes, corando seletivamente o tecido dsseo com alizarina nos tons de rosa
e roxo. A: exemplar do tratamento 0%; B: ampliagdo da regido dorsal do tronco do mesmo peixe,
permitindo visualizar as vértebras da coluna vertebral e a auséncia das espinhas intermusculares;
C: exemplar do tratamento 0,35%; D: ampliacdo da regido dorsal do tronco detalhando a
presenga das IBs indicadas pela seta preta (epineural[en]localizados acima do septo horizontal,
regifo onde sdo fixados os arcos neurais e epipleural [ep]que sdo fixados na regido da costela,
abaixo do septo horizontal); E: exemplar do tratamento 0,70%; F: ampliacdo da regido dorsal,
destacando a presenca total das IBs.

Fonte: Autora (2025).
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A andlise do nimero de espinhas intermusculares nos trés tratamentos (Figura 13)
demonstra que a dieta com suplementacdo de 0,70% de fosforo exerceu influéncia
significativa no desenvolvimento das IBs. Para todas as categorias avaliadas (epineurais,
epipleurais e total de espinhas), a diferenca na média do nimero de espinhas entre o grupo
controle 0,70P e o tratamento 0% foi estatisticamente significativa para todas as variaveis
analisadas (p<0,01). Entretanto, o tratamento 0,35% ndo apresentou diferenga estatisticamente
significativa quando comparado aos tratamentos 0% e 0,70%. Esses resultados indicam que o
aumento do fosforo dietético esta associado a um maior desenvolvimento de espinhas 0sseas

em tambaquis, particularmente evidenciado no tratamento com 0,70% de fosforo.

Figura 13 - Gréfico da Média do numero IBs em alevinos de tambaqui sob diferentes niveis de suplementacao

de fosforo
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NS: Difereng¢a ndo significativo (p>0,01); ** Diferenca significativa p<0,01.
Fonte: Autora (2025).

O sistema esquelético de teledsteos como do tambaqui ¢ altamente dindmico e
plastico, e responde ao comportamento do ambiente interno e externo ao decorrer das fases de
vida. Desta forma os ossos podem remodelar, reabsorver, remineralizar € comprimir
respondendo a disponibilidade de minerais, vitaminas, temperatura, crescimento e aumento de
cargas mecanicas. For¢as mecanicas externas, como locomog¢ao e alimentagdo impactam de
forma direta no crescimento e formacao Ossea, exercendo influéncia no desenvolvimento

osseo inicial (LYALL et al., 2024).
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Barroso (2020) ao investigar a influéncia de pardmetros morfométricos no
desenvolvimento dos ossos intermusculares (IBs) em alevinos de Colossoma macropomum de
trés familias distintas, com idade de 75 a 124 dias apos a eclosdo, identificou um padrao
dindmico no surgimento e desaparecimento das IBs em curtos periodos. A presen¢a das IBs
aos 46 e 95 DAE, seguida de auséncia aos 100 DAE e reaparecimento aos 104 DAE,
demonstra que ha um mecanismo de controle de remodelagem 6ssea e de reabsor¢ao abrupta
do célcio por volta dos 100 dias apds a eclosdo.

No entanto, Witten e Huysseune (2009), destacam que peixes teledsteos necessitam de
remodelacdo esquelética com reabsor¢do Ossea para crescimento, adaptagdo mecanica e
substitui¢do de tecidos esqueléticos. Em virtude das necessidades de adaptacdo ao ambiente
aquatico diferente dos outros vertebrados, o metabolismo 6sseo dos teledsteos apresenta uma
maior dependéncia aparente do fosforo em detrimento do célcio.

A menor ocorréncia de IBs nos alevinos submetidos a dieta sem suplementacdo de
fosforo (0%) e a diferenca estatisticamente comprovada entre os tratamentos 0% e 0,70%,
trazem importantes perspectivas para a investiga¢do da influéncia da restricdo de fosforo nos
mecanismos moleculares envolvidos na formagao das IBs. Em consonancia Bronze (2020) ao
investigar os mecanismos genéticos envolvidos nas vias de formagdo das espinhas
intermusculares em tambaqui, relatou que a identificagdo do fenotipo sem IBs epineurais na
regido do lobo em seus estudos genéticos foi fundamental para direcionar a analise do perfil

de expressao génica.

4.4 Avaliacio da pureza e integridade do RNA extraido

A pureza do RNA extraido foi determinada pela absorbancia da amostra em diferentes
comprimentos de onda, avaliando-se os valores dos pardmetros A260/A280 e A260/A230.
Para as amostras de cérebro e musculo (contendo tecido conectivo e 0sso) apresentaram
valores superiores a 2,0 (Figura 14). Valores entre 1,8 e 2,0 para a razdo A260/A280 indicam
que o RNA esta livre de contaminagao por proteinas, enquanto a relagdo A260/A230 superior
a 1,5 indicam a auséncia de contaminag¢ao por compostos fendlicos (TIRABASSI, 2024).

Por meio do gel de agarose foi possivel avaliar a integridade das amostras de RNA
extraidas permitindo visualizar as bandas de RNA ribossomais 28S e 18S. As amostras
extraidas do cérebro apresentaram boa integridade, evidenciadas por bandas nitidas e intactas.
Em contraste, as amostras de musculo apresentaram algum grau de degradagdo, mas ndo

comprometeram as analises subsequentes, fator que pode estar associado ao intervalo de
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tempo que o material permaneceu fora do trizol, durante o processo de corte e pesagem das
amostras. O rapido acondicionamento das amostras no trizol, garante a inativagdo das RNases,

enzimas que degradam o RNA.

Figura 14 — Avaliacdo da pureza e integridade do RNA extraido das amostras de cérebro (A) e musculo (B)

A B

L L I I I

T ey
- § | !

T R L L R

Amostras  Nucleic Acid (ng/ul) A260/A280 A260/A230 Amostras Nucleic Acid (ng/uL) A260/A280 A260/A230

qu Po6 1370,7 2,10 2,35 Tq5 P6 4105,7 22 221
Tq6 P10 714,3 2,05 2,27 Tq6 P10 2454,2 2,13 2,25
Tq7 P8 718,3 2,06 2,33 Tq7 P8 2422,1 2,17 2,15
Tq3 P6 1250.1 2,08 233 Tq8 P6 3782,5 2,19 2,16
Tq9 P7 94,5 2,05 2,43 Tq9 P7 1750,8 2,11 2,27
Tql0 P6 558 2,07 2,50 Tq10 P6 1625,6 2,12 2,29
Tqll P10 1301,4 2,08 2,31 Tqll P10 2980 22 2,09
Tql2 P8 869,3 2,08 2,46 Tql2 P8 2418,1 2,15 2,21
Tq13 P10 1005,4 2,07 2,07 Tq13 P10 4613 222 2,11
Tql4 P10 1739,4 2,08 2,25 Tql4 P10 21448 2,12 2,18
Tq 14 P7 1205,9 2,08 2,35 Tq 14 P7 2461,2 2,18 2,11
Tq15P7 819,2 2,05 2,28 Tq 15 P7 3506,7 2,2 2,17
Tql6P8 5434 2,03 2,32 Tq 16 P8 1641,2 2,11 2,26

Fonte: Autora (2025).

4.5 Expressao relativa dos genes osteogénicos e miogénicos

No presente estudo os genes osteogénicos Collala (Colageno tipo I alfa 1) I-bmp6
(Proteina Morfogenética Ossea 6), Runx2a (Fator de transcri¢do da familia RUNX 2a), Scxa
(fator de transcricdo bHLH a da escleraxia) Xirp2b (repeticdo de ligacdo de actina xin
contendo 2b) e Tnmd (Tenomodulina), ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas
entre os tratamentos avaliados (Figura 15). A auséncia de alteragdes expressivas nos niveis de
transcricdo em resposta a suplementagdo de P na dieta, indicam que as concentragdes de
fosforo, ndo influenciam na expressao destes genes em Colossoma macropomum. A falta de
diferenca entre os tratamentos também pode estar relacionada a idade dos animais avaliados,
ou seja, que neste periodo os animais nao tenham necessidade da utilizacado metabodlica deste

genes, que podem ser recrutados em outro periodo.
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Figura 15 — Grafico de expressdo génica do sequenciamento por qRT-PCR dos genes Collala (A); 1-bmp6
(B); Runx2a (C); Scxa (D); Xirp2b (E) e Tnmd (F). NS: Diferenga nao significativa (p>0,05).
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A via de ossificagdo intramembranosa (I0), ¢ considerada como a principal
responsavel pela formagdo das IBs, sendo regulada por inumeros genes e proteinas em
diferentes fases. Genes como o fator o de transcri¢ao 2 relacionados a Runt (runx2), Colageno
tipo 1 alfa 1(collala) e as proteina morfogenéticas Osseas (BMPs) dentre outros, sdo
considerados responsaveis pela regulacao de processos criticos para a formacao e manutencao
das IBs, como deposic¢do e cimentagdo de minerais (MUBANGO et al., 2022).

Entretanto, na IO a expressao de alguns genes e proteinas ndo sdo igualmente
significativos em comparacdo a outros (MUBANGO et al., 2022). Yang et al. (2019),
verificaram uma expressdo insignificante dos genes smadl, smad4a, runx2a, Osterix
(osx/sp7), bmp2a e bmp4a em embrides de peixe-zebra selvagem e mutante com auséncia de
IBs. Nie ef al. (2021), identificaram uma diferenciagao funcional entre dois ortdlogos do gene
scX, scxa e scxb, sendo que a dele¢do de scxa em peixe-zebra resultou na reducao de 70% das
IBs em comparagdo ao tipo selvagem. Entretanto, a expressdo dos genes Runx2a ¢ Runx2b
que estdo envolvidos no processo de diferenciagdo dos osteoblastos, ndo apresentaram
diferenca significativa entre os mutantes e os selvagens. Contudo, a delecao de runx2b por
CRISPR-Cas9 em peixe-zebra resultou na redugdo significativa da diferenciagdo dos
osteoblastos e diminui¢do das IBs (NIE et al., 2022).

Por sua vez, a expressao relativa do gene collalb apresentou diferenca significativa
entre o tratamento 0,70% e 0% (Figura 16). Os animais que receberam a ragao suplementada
com 0,70% de fosforo apresentaram uma expressdo significativa do gene (*p<0,05) em
comparac¢do ao grupo 0%. Esses resultados sugerem que o fosforo pode estar envolvido na
ativacdo deste gene induzindo a formacao das IBs corroborando com os dados da anélise de
contagem das espinhas intermusculares indicaram maior quantidade de 1Bs no grupo 0,70%.
O aumento na disponibilidade de fosforo pode ter estimulado a atividade do gene Collalb,
levando a uma maior produ¢do de colageno tipo I, o que, por sua vez, contribuiu para a maior

quantidade de espinhas intermusculares observada neste grupo.
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Figura 16 — Grafico de expressdo génica do sequenciamento por qRT-PCR do gene Collalb.
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* Diferenca significativa p<0,05; NS: Diferenca ndo significativa (p>0,05)
Fonte: Autora (2025).

O colageno tipo I ¢ a principal proteina que compode a camada do tecido conjuntivo da
matriz extracelular, sendo essencial para forma¢do dos ossos, cartilagens, articulacdes e
tendoes. Em grande parte dos vertebrados, ele ¢ composto por duas cadeias al e uma cadeia o
2 codificada pelos genes collal e colla2. Entretanto algumas espécies de teledsteos, como o
peixe -zebra o colageno tipo I e codificada pelos genes collala (cadeia a 1), collalb (a3) e
colla2 (a2) (LUDERMAN; UNLU, 2017; FURTADO, 2022; JOVANOVIC;
GUTERMAM-RAM; MARINI, 2022).

Na literatura as IBs sdo descritas como tenddes mioseptais ossificados (NIE ef al.,
2021). Portanto, o coldgeno exerce papel crucial para a formagdo e manutencdo das IBs. Ao
investigar como os genes collala e collalb interferem na produgdo de colageno tipo I em
peixe zebra, Gistelinck et al., (2018), observaram que estes genes sdo fundamentais para a
formacao adequada do colageno da estrutura 6ssea e tecidos moles. Mutantes com delecdo ou
que apresentavam mutagdo nesses genes apresentam diferentes graus de deficiéncia na
produgdo de coldgeno, provocando anomalias esqueléticas, fragilidade 6ssea, problemas nos
tecidos moles e deformidades.

Ap0s a obtenc¢ao de mutantes de peixe-zebra sem IBs a partir do nocaute do gene scxa,
Nie et al. (2021), analisou o padrdo de expressdo de gene associados a mineralizacdo e

osteogénese. Os mutantes apresentaram expressdo negativa dos genes colla2, collala,
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collalb, entpd5, enppl, indicando que a delecdo de scxa interfere na regulacdo de genes
importantes para a formagao das IBs.

A disponibilidade de nutrientes, como o fosforo, pode estar intrinsecamente
relacionada ao acionamento de genes envolvidos na formagdo das IBs. O gene Collalb ¢
responsavel pela codificacdo da cadeia do colageno tipo I, fundamental para a formagdo do
tecido conjuntivo. A menor expressdo deste gene nos animais que nao receberam dieta
suplementada com fosforo em comparagdo ao grupo 0,70% evidenciam que a deficiéncia de P
pode comprometer a sintese adequada de coldgeno, desencadeando uma cascata de eventos
que afetam a expressdo de collalb e consecutivamente mecanismos regulatérios envolvidos
na formacao das IBs.

Anatomicamente e funcionalmente, musculo e osso estdo fortemente relacionados,
sendo que em animais vertebrados a atividade muscular desempenha papel crucial ndo s6 no
deslocamento, como também no processo de homeostase entre formacao e reabsor¢ao dssea,
atuando diretamente nessa regulacdo (BRONZE, 2020). Por estas razdes, a expressao relativa
de genes miogénicos também foi quantificada. Esses resultados ajudam a compreender como
o foésforo interfere na regulagao de genes miogénicos e sua possivel relagdo com a formacgao
das IBs.

A expressdo relativa média do gene Mstnb (miostatina b) ndo apresentou diferenga
significativa entre os tratamentos analisados (Figura 17 A), indicando que as concentragdes de
P testadas ndo tiveram impacto suficiente para exercer influéncia sobre a expressao desta
isoforma em tambaqui. Em compensacdo, a Mstna (miostatina a), apresentou niveis de
expressao distintos entre os grupos submetidos as dietas suplementadas com fosforo (Figura

17 B).
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Figura 17 — Grafico de expressdo génica do sequenciamento por qRT-PCR dos genes Mstnb (A) e Mstna (B).
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O tratamento 0% apresentou menor expressdao, em compara¢do ao grupo 0,35%, no
entanto essa diferenca ndo foi estatisticamente significativa. No entanto, o grupo que recebeu
maior suplementacdo de fosforo na dieta (0,70%), apresentou maior expressdo, sendo
estatisticamente significativo (*p<0,05) em comparacdo ao tratamento 0% e 0,35%. Estes
resultados sugerem que a disponibilidade de fosforo na dieta pode desempenhar papel crucial
na regulacdo deste gene, podendo ter implicacdes relevantes para o crescimento muscular e
regulacdo de genes associados a formagao das IBs.

A miostatina pertence a superfamilia do Fator de Crescimento Transformador Beta
(TGF-B), responsavel pelo controle e ativagao da transcrigdo de genes musculo-especificos,
sendo considerada fundamental para a regulacdo negativa do crescimento do musculo estriado
esquelético (SALOMAO, 2014; OSWALDO; GILMAR; ARIAS, 2020). Estudo realizado por
Qin et al. (2017), demonstraram que a miostatina promoveu a expressao de genes importantes
que atuam na regulacao negativa da formacao 6ssea como esclerostina (sost), dkkl e rankl em
células osteociticas cultivadas (Ocy454).

Estudo realizado por Bronze (2020) observou que a expressdo de miostatina em
tambaqui aumentou conforme o desenvolvimento das IBs. A autora destaca que isso pode
estar relacionado ao fato de que conforme ocorre o desenvolvimento das IBs dentro dos
mioseptos, a miostatina atue na inibi¢do do crescimento muscular permitindo a formagao das

IBs. Mendias et al. (2008) avaliaram a influéncia de mstn na regeneracdo de tenddes em
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camundongos nocauteados com o gene, e constataram que as estruturas apresentavam mais
frageis e menores. Portanto, a miostatina, principalmente a Mstna pode ter um papel-chave
direta ou indiretamente no processo metabolico para a formacao das IBs.

A analise da expressdo dos genes Iplxna2 - xI e Iplxna2 - x2 apresentaram expressao
nos trés tratamentos, entretanto ndo foi estatisticamente significativa (Figura 18), para os

tecidos alvos do estudo.

Figura 18 — Grafico de expressdo génica do sequenciamento por qRT-PCR dos genes /-PLX [ (A) e I-PLX 2
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Em humanos a Plexina (PLXNAZ2), é responsavel pela codificacdo da plexina A, que
atua como correceptora das semaforinas. As semaforinas sdo proteinas ligadas a membrana
que atuam no desenvolvimento do sistema nervoso, cardiovascular, imunoldégico, enddcrino,
hepéatico, renal, reprodutor, respiratorio e musculoesquelético (NCBI, 2015; ALTO:;
TERMAN, 2016). Em relacdo a sua atuagdo em peixes, a funcdo deste gene ainda ndo se
encontra bem estabelecida, necessitando que mais estudos sejam conduzidos a fim de
compreender sua funcao no desenvolvimento dsseo € muscular. A andlise da expressao destes
genes no tecido cerebral serd crucial para entender como a restricdo de fosforo pode afetar a

atividade génica.
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4.6 Expressao relativa dos genes no cérebro

O sistema nervoso central e o cérebro sdo os principais responsaveis pela coordenagao
da homeostase corporal, atuando diretamente nas atividades dos oOrgdos. Apesar de
aparentemente nao estarem relacionados, cérebro e osso possuem uma dependéncia bilateral
(OTTO et al., 2020). Shi e Chen (2024) ressalta que had uma comunicagdo bidirecional entre
sistema nervoso central (SNC) e metabolismo esquelético, abrangendo uma diversidade de
vias de sinalizagdo, fatores neuroendocrinos ¢ mediadores moleculares responsaveis pela
comunicagdo entre metabolismo esquelético e sistema cerebral.

Para compreender os processos moleculares envolvidos na formacdo das IBs, ¢
fundamental entender como esses genes candidatos interferem no desenvolvimento de outros
setores do animal, principalmente no cérebro, que ¢ um Orgdo altamente importante para
coordenacdo de todos os outros 6rgaos e sistemas.

A andlise da expressdo génica do cérebro dos alevinos de tambaqui, demonstrou que
independente dos tratamentos aplicados os genes xirp2b, collala, tnmd, mstna, mstnb,
runx2b, scxa e 1 plxnal-xI encontram-se expressos neste 6rgdo do sistema nervoso central
(Figura 19), indicando que possivelmente estes genes desempenham algum papel neste 6rgao.
Entretanto, ndo foi observada diferenca significativa na expressao destes genes em resposta as

dietas suplementadas com fosforo (p > 0.05 para todas as comparagdes entre os tratamentos

para cada gene).
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Figura 19 — Grafico de expressdo génica do sequenciamento por qRT-PCR dos genes Xirp2b (A); Collala (B),
Tnmd (C); Mstna (D), Mstnb (E); Runx2b (F), Scxa (G) e I-PLX 1 (H) no cérebro
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Minoia et al. (2023), destacam que apesar de poucos estudos terem sido realizados
para investigar a conex@o entre sistema 6sseo e nervo, € possivel que exista uma correlagao
entre esses dois sistemas, sendo que alteragdes em um interferem no outro. Os autores
destacam que as vias de sinalizagdo Wnt e Hedgehog que desempenham papeis cruciais para
o desenvolvimento de tecido e cartilagem. A via Wnt/B-catenina, por exemplo, ¢ responsavel
pela expressdo de runx2, gene importante para diferenciacdo osteogénica. No entanto,
também ¢ um elemento fundamental para a regulacao de processos neurais, participando de
processos como desenvolvimento do hipocampo e tdlamo em camundongos.

Ao estudar a crista neural (NCC) células responsaveis pela origem de neurdnios,
cartilagem e osso craniofacial em embrides de peixe-zebra, Rocha et al. (2020) observaram
que a sinalizagdo de BMP induziu a formacao da crista neural, e alteragdo na atividade de
BMP durante a gastrulagdo (processo de desenvolvimento embriondrio) interrompeu a
formagdo da NCC. Os autores também observaram que a via de sinalizagdo Wnt
desempenhou papel fundamental na indug¢do de NCC, regulada pela expressdo dos genes
foxd3 e soxI0. Esses resultados demonstram que as vias de sinalizacdo que desempenham
papel importante na regulagdo de genes envolvidos no desenvolvimento désseo também
exercem papel fundamental na regulacao de genes envolvidos na formag¢ao do sistema neural.

O gene 1-bmp6 apresentou expressao nos trés tratamentos, com diferenga significativa
entre a dieta suplementada com 0,35% em relacdo ao grupo 0% (Figura 20). Esses resultados

indicam que essa concentracdo de fosforo pode representar uma faixa ideal para otimizar a



57

expressdo deste gene no cérebro de alevinos de tambaqui. Portanto, os resultados indicam
que em tambaqui a expressdo de 1-bmp6 no cérebro necessita de uma faixa ideal de fésforo, e
que o aumento adicional de P ndo proporciona maior expressao do gene. No entanto, ¢
necessario que mais estudos sejam realizados para compreender os mecanismos envolvidos na

expressao deste gene mediante a disponibilidade de fosforo na dieta.

Figura 20 — Grafico de expressdo génica do sequenciamento por qRT-PCR do gene /-bmp6 no cérebro
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Fonte: Autora (2025).

As proteinas morfogenéticas Osseas (bmps) contém uma gama de genes que estdo
envolvidos em processos fundamentais do desenvolvimento de vértebras, reabsorg¢do e
formagao Odssea, interligada pela sinalizagdo de multiplas vias de sinalizacdo como Wnt,
Hedgehog Notch e FGF (CHEN et al., 2017). A expressdao de 44 ortdlogos de BMPs foi
analisada em doze tecidos de carpa comum (cérebro, figado, musculo, rins gonada, coracao,
pele, branquias, rins da cabeca, sangue e bago). Os resultados obtidos indicaram que a maioria
dos genes analisados apresentaram niveis de expressdo mais altos em branquias, intestino,
figado, baco, sangue e cérebro, apresentando especificidade por estes tecidos (CHEN et al,
2017).

O nivel de expressio do gene [ plxnal-x2 no cérebro apresentou expressiao
significativa entre os tratamentos 0% e 0.70% (Figura 21). A suplementagao de fosforo 0,70%

em comparacdo a dieta sem suplementacdo (OP) apresentou um efeito significativo na
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expressdo de Iplxna2-x2 no cérebro dos alevinos de tambaqui, sugerindo que o fosforo pode

influenciar em processos bioldgicos nos quais este gene esta envolvido.

Figura 21 — Grafico de expressdo génica do sequenciamento por qRT-PCR do gene / PLX 2 no cérebro.
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A andlise da expressdo dos genes da familia Plexina por hibridizagdo in situ em peixe
zebra (Danio rerio) durante o desenvolvimento embrionario, observaram que a plxnAl, Alb,
A2, A3 e A4 apresentaram padrdes distintos durante as fases embrionarias. Essa variagdo na
expressdo sugere que cada gene pode desempenhar papéis especificos na orientagdo dos
neurdnios e na formagdo de conexdes neurais em regides distintas do cérebro e do sistema
nervoso (EMERSON et al., 2018).

Dado a importancia da plexina para o desenvolvimento do sistema neural e outros
orgdos, ¢ necessario que mais estudos sejam realizados, buscando averiguar o papel desses
genes em tambaqui e em outras espécies de peixe de importadncia econdmica para a
aquicultura, e sua correlagdo com a disponibilidade de nutrientes como o fésforo que sao

fornecidos na dieta.



59

4.7 Padroes de expressao diferencial entre cérebro e musculo

O heatmap apresenta um padrao hierdrquico da expressao relativa dos genes (/PLX -1,
IPLX-2, Mstna, Scxa, Collala, Tnmd, Collalb, 1-bmp6, Xirp2b, Mstnb e Rux2b) para as
amostras de cérebro e musculo, possibilitando visualizar o padrdo da expressdo génica
agrupada em perfis de similaridade (Figura 22). O tecido muscular apresentou superexpressao
de um conjunto de genes associados a crescimento, diferenciacdo e estrutura muscular, bem
como de genes implicados na formagdo das espinhas intermusculares. Em contrapartida, o
cérebro mostra expressdo acentuada de genes mais relacionados a fung¢des neurais, regulagdo

de sinalizagdo celular e homeostase metabdlica.

Figura 22 - Heatmap da expressdo diferencial entre cérebro e musculo. A intensidade das cores representa o
nivel de expressdo génica: tons de azul escuro indicam alta expressdo, enquanto amarelo claro
indica baixa expressdo, conforme a escala de cores a direita (variando de -2 a 2)
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Fonte: Autora (2025).

Os genes 1 PLX-1, IPX-2 e Mstna apresentaram alta expressdo nas amostras de
cérebro (coloragao azul) e baixa no tecido muscular (coloracao amarela). A expressao destes
genes no tecido cerebral indica que eles podem estar envolvidos nas vias de sinalizagdo ou
processos bioldgicos especificos no sistema nervoso central. A expressdo da mstna ¢

particularmente intrigante, dada sua fungdo mais conhecida ser de reguladora do crescimento
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muscular, entretanto possivelmente hd uma possivel relacdo deste gene no desenvolvimento
neural no periodo avaliado pelo estudo.

Os genes Scxa, Collala e Tnmd, apresentam alta expressao nas amostras de musculo
em detrimento do cérebro. Este perfil ¢ coerente com suas func¢des conhecidas como
marcadores de tecido conectivo e componentes estruturais da matriz extracelular e do
desenvolvimento de tenddes. Similarmente, os genes Collalb, 1-bmp6, Xirp2b, Mstnb e
Runx2b apresentaram padrao de expressao maiores no musculo. Os genes /-bmp6 ¢ Runx2b,
estdo associados ao desenvolvimento Osseo e cartilaginoso, juntamente com Mstnb (uma
isoforma de miostatina), sugere sua participacdo em processos de remodelagdo, diferenciacao
ou manutenc¢do do tecido musculoesquelético. A co-expressao de Mstnb com estes genes pode
indicar interagdes complexas na regulacdo da massa muscular e tecido adjacente.

Genes como Runx2, Collala/b, Scxa e BMP6 estao fortemente associados a formacao
de ossos membranosos, incluindo as IBs estruturas calcificadas que se desenvolvem na
musculatura dos peixes. Sua superexpressdo no musculo corrobora com os dados fenotipicos
que mostram maior quantidade de espinhas em condi¢cdes que favorecem esse perfil
transcricional. Costa et al., (2018), ressalta que a concentracdo de um determinado nutriente
na dieta pode interferir no metabolismo e influenciar na expressdo génica. Portanto o nivel de
P dietético pode interferir no desenvolvimento esquelético e influenciar na expressdo de genes
especificos.

Este heatmap nao apenas valida as diferencas de expressdo génica entre Orgaos
distintos, mas também fornece insights cruciais sobre a co-regulacdo de genes, indicando
possiveis interagcdes bioldgicas ou envolvimento em vias metabdlicas/sinalizagdo comuns.
Tais achados sdo fundamentais para futuras investigagdes sobre as fungdes especificas desses

genes nos respectivos tecidos e suas implicagdes bioldgicas
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5 CONCLUSOES

A expressao diferencial dos genes Collalb e Mstna revelou influéncia significativa da
dieta suplementada com fosforo na regulagdo molecular da formacao dssea em tambaquis. O
gene Collalb apresentou aumento significativo de expressdo sob alta suplementacdo de
fosforo presente no tratamento 0,70%, correlacionando-se com o aumento do numero de
espinhas intermusculares. Estes achados indicam que este gene pode estar diretamente
envolvido no processo de osteogénese induzido por fésforo em musculos esqueléticos,
enquanto Mstna pode desempenhar papel secundario, possivelmente associado ao
remodelamento muscular em resposta a osteogénese local. Tais evidéncias refor¢am o papel
do foésforo como modulador da biologia Ossea em peixes neotropicais e destacam a
importancia de Collalb como marcador funcional da formacdo de IBs em alevinos de
tambaquis.

A analise integrada da expressdao génica e fenotipo 6sseo demonstrou que a formagao
das espinhas intermusculares (IBs) em tambaquis estd associada a ativagdo coordenada de
genes osteogénicos como Collalb juntamente com reguladores de diferenciagdo de tecidos.
Este padrao ¢ especialmente evidente em peixes submetidos a dieta com 0,70% de fosforo,
que apresentaram maior numero de IBs. Esses dados indicam que o fosforo dietético promove
a formagao de IBs via ativacdo de um programa molecular osteogénico-muscular especifico.

Por outro lado, a expressao génica diferencial entre musculo e cérebro em tambaquis
identificou dois programas bioldgicos distintos: um perfil osteomuscular altamente ativado no
musculo, com superexpressao de genes associados a formagao de espinhas intermusculares,
crescimento tecidual e remodelamento celular, e outro mais regulatério e conservador no
cérebro, voltado a manutencdo da homeostase neural. Este padrdo confirma a relacdo
funcional entre expressdo génica e a morfologia adaptativa observada no musculo,

particularmente em resposta ao fosforo dietético e a presenca de IBs.
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