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Introdugdo: Os ovos de Zebrafish que ndo sao fertilizados podem ser uma
fonte de alimento para o peixe. O objetivo deste estudo é avaliar a influéncia do
acesso aos ovos de Zebrafish no indice de Massa Corporal, niveis séricos de
colesterol e triglicérides e acumulo de gordura no hepatdcito. Materiais e métodos:
Zebrafish adultos de ambos sexos foram divididos em dois grupos: grupo 1 com
acesso livre aos proprios ovos e grupo 2 com o fundo do aquario coberto de bolas
de vidro para evitar o acesso aos ovos por duas semanas. Para a coleta de sangue,
ambos os grupos foram mantidos em jejum pelo periodo de 24 horas antes da
coleta. O IMC foi medido em gramas por centimetro quadrado (g/cm?). Para coletar
as amostras sanguineas, os animais foram anestesiados e uma incisdo, anterior a
cauda, foi realizada para acessar a veia dorsal. Uma pipeta automatica foi utilizada
para coletar o sangue que foi centrifugado obtendo soro para analises. Os niveis
séricos de triglicérides e colesterol foram analisados com testes colorimétricos. O
figado foi coletado para analise histolégica. O n utilizado foi 4 para cada grupo. Para
as analises bioquimicas foram utilizados pools de 10 peixes. Resultados: Os
resultados estdo expressos em média * erro padrdao. Nao houve diferencga
significativa no IMC (grupo 1 0,037 = 0,009 g/cm? e grupo 2 0,035 + 0,008 g/cm?)
nem nos niveis de colesterol (colesterol total: grupo 1 362 + 73 mg/dL e grupo 2 357
+ 23 mg/dL; HDL — colesterol: grupo 1 91,22 + 1,79 grupo 2 72,14 + 2,89; LDL —
colesterol: grupo 1 55,68 + 10,88 grupo 2 44,18 + 9,84 ). No entanto, houve
diferencga significativa nos niveis de triglicérides séricos (grupo 1 457 + 43 mg/dL e
grupo 2 292 + 111 mg/dL P=0,03). Nao foi observado acumulo de lipideos nos
hepatdcitos. Conclusdes: O acesso aos proprios ovos alterou os niveis de
triglicérides sem modificar os niveis de colesterol, alterar o IMC nem acumular

gordura nos hepatdcitos.
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Abstract

Introduction: The Zebrafish eggs that are not fertilized can be a food source for the
fish. The aim of this study was to measure the influence of accessing eggs in Body
Mass Index, cholesterol and triglycerides serum levels and lipid accumulation in
hepatocyte of Zebrafish. Material and Methods: Adult Zebrafish of both genders
were divided into two groups: group 1 free access to their own eggs and group 2 with
the bottom of the aquarium filled with glass balls to prevent them to access their eggs
for two weeks. To the blood collection, both groups were kept fasting for 24 hours
before the blood collection. The body mass index (BMI) was measure in gram per
square centimeter (g/cm?). To collect the blood samples, animals were anesthetized
and an incision was made before the tail to access the dorsal vein. We used an
automatic pipette to collect the blood. It was centrifuged and serum was obtained for
analysis. Triglycerides and cholesterol seric levels were analyzed with colorimetric
tests. The liver was collected to histological analysis. The n used was 4 for each
group. Pools with serum of 10 animals were used to biochemical analysis. Results:
The results are expressed in mean * standard error. There was no significant
difference in BMI (group 1 0,037 £ 0,009 g/cm? and group 2 0,035 = 0,008 g/cm?)
neither in cholesterol levels (total cholesterol: group 1 362 £ 73 mg/dL and group 2
357 + 23 mg/dL; HDL — cholesterol: group 1 91,22 + 1,79 group 2 72,14 + 2,89; LDL
— cholesterol: group 1 55,68 + 10,88 group 2 44,18 + 9,84 ). However, there was a
significant difference in triglycerides levels (group 1 457 + 43 mg/dL and group 2 292
+ 111 mg/dL P=0,03). Lipid accumulation was not observed in hepatocytes.
Conclusion: Having access to eggs seams to influence the Zebrafish's triglycerides
serum levels without modifying the BMI and cholesterol serum levels neither lipid

accumulation in hepatocytes.
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1 INTRODUCAO

Como um modelo animal de experimentacao cientifica em ascensao, o Danio
rerio tem sido utilizado em estudos relacionados a diversos campos cientificos. As
caracteristicas desse animal e homologia com os mamiferos sdo as principais
razdes para o interesse do meio cientifico no Zebrafish. No entanto, ainda que
avangados estudos relacionados a manipulagdo genética ja tenham sido realizados
com o Zebrafish, alguns paradmetros funcionais basicos e a influéncia dos habitos

alimentares desse peixe no seu metabolismo ainda sdo pouco estudados.

A partir disso, o presente estudo teve como objetivo investigar a influéncia do
acesso aos proprios ovos, e consequente ingestdo desses ovos visto que o
canibalismo se trata de um habito dessa espécie, no perfil lipidico sérico, no indice

de Massa Corporal e na presenga de gordura nos hepatécitos de Danio rerio.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Zebrafish - Consideracdes Gerais

O Danio rerio é um peixe teledsteo de agua doce nativo da Asia, do sudeste
do Himalaia também conhecido como Zebrafish ou Paulistinha. Esse peixe tem o
comprimento entre trés e quatro centimetros quando adulto, e seu habito alimentar €
onivoro (Westerfield, 2000). Descrito pela primeira vez por Hamilton em 1822, Danio
rerio € do sub-género Cyprinus, familia Cyprinidae, ordem Cypriniformes e classe
Acitinopterygii. Ainda que o género Brachydanio tenha sido utilizado para designar
peixes de um tamanho menor e corpo esguio, no qual Danio rerio estaria incluso, a

denominagédo correta aceita hoje para Zebrafish é Danio rerio (Mayden et al., 2007).

A manutencdo e manipulagdo do Zebrafish estdo bem estabelecidas e
possuem vantagens em relacdo aos animais tradicionalmente utilizados para
experimentagdo, como ratos e camundongos. Os peixes sdo pequenos, ocupam
pouco espaco fisico e ndo requerem equipamentos sofisticados. Além disso, outras
vantagens da utilizacdo de Zebrafish para experimentagao animal sdo o rapido ciclo
de vida - com 96 horas ap6s a fertilizagdo o Zebrafish pode ser comparado a um
embrido humano de trés meses; a prole numerosa; desenvolvimento externo com
larvas transparentes, o que € uma vantagem para estudos embriolégicos (Parng,
Seng, Semino, & McGrath, 2002); e a excelente homologia imunoldgica, fisioldgica e
molecular com mamiferos (Rosemberg et al.,, 2008). Devido a essas vantagens o
numero de estudos desenvolvidos com Danio rerio estd em ascensao,
principalmente nos campos da embriologia, carcinogénese, toxicologia e genética

(Lieschke & Currie, 2007).
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A habilidade de manipulagdo genética e desenvolvimento de mutantes assim
como 0 mapeamento completo do genoma fizeram com que o Zebrafish se tornasse
um excelente modelo de experimentagao animal (Anderson, Carten, & Farber, 2011;
Driever et al., 1996), importante para estudos de doencas, de aspectos toxicolégicos
e de desenvolvimento. O sequenciamento do seu genoma e a relativa facilidade com
que alteracbes genéticas podem ser realizadas levaram ao desenvolvimento de
diversos mutantes de Zebrafish para estudo de doengas humanas tais como
neoplasias, doencas cardiovasculares, neurolégicas entre outras (Best & Alderton,

2008; Guyon et al., 2007; Lieschke & Currie, 2007; Zon & Peterson, 2005).

O aumento da prevaléncia de doengas relacionadas ao desequilibrio do
metabolismo dos lipideos, tais como aterosclerose, obesidade e diabete tipo 2
coloca o metabolismo dos lipideos em evidéncia para o desenvolvimento de
pesquisas. Embora estudos citologicos experimentais trouxessem avangos
importantes, a transposicdo do modelo celular para um modelo animal € sempre

desafiadora (Hoéltta-Vuori et al., 2010).

A escolha de um modelo experimental sempre traz vantagens e desvantagens
(Lieschke & Currie, 2007). A Drosophila melanogaster, por exemplo, tem como um
dos aspectos vantajosos a facil manipulacdo genética, porém o estudo de 6rgaos e
tecidos é dificil. A manipulagao genética em roedores, por outro lado, é lenta, de alto
custo e o estudo dos orgéos e tecidos in situ ndo é facilmente acessivel (Holtta-Vuori
et al., 2010). Por ser um vertebrado, o Zebrafish tem o desenvolvimento e o

metabolismo bastante similar ao dos mamiferos, além de ser um animal de facil
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manipulagéo. A prole numerosa é também uma vantagem, uma vez que permite um
rastreamento em larga escala, assim como a utilizacdo de estratégias de
manipulagdo genética permitem produzir espécies knockout, transgénicos e
mutantes. Baseando-se nesses aspectos, o Zebrafish vem sendo considerado um
modelo experimental adequado para pesquisas em metabolismo de lipideos (HOltta-

Vuori et al., 2010).

Mesmo com um perfil favoravel para estudos do metabolismo dos lipideos, o
Zebrafish € um novato nesse campo. A partir das vantagens descritas anteriormente,
Danio rerio € um modelo adequado para a etapa seguinte a experimentagao celular.
A transposicdo dos achados dos experimentos celulares para organismos vivos
inteiros foi facilitada a partir da utilizacdo dos peixes no ambito da pesquisa

experimental (Holtta-Vuori et al., 2010).

Lieschke e Currie publicaram em 2007 (Lieschke & Currie, 2007) uma relagao
de modelos de doengas humanas que utilizaram Zebrafish como animal
experimental. Uma versdo resumida do quadro publicado pelos autores esta

representada na tabela 1:
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Tabela 1: Relagdo de modelos de doengas metabdlicas e nutricionais humanas que utilizam
Zebrafish como animal experimental.

Doenca, processo
patoldgico ou exposigao

Estratégia utilizada

Fendtipo e/ou estudo da
patogénese da doenca

Doengas metabdlicas

Disturbios do
armazenamento do ferro

(Donovan et al., 2000)

(R. E. Fleming & Sly,
2001)

Porfiria (exemplificando
erro inato do
metabolismo)

(H. Wang, Long, Marty,
Sassa, & Lin, 1998)

(Childs et al., 2000)

Doencgas endécrinas
Hipotireoidismo
(Elsalini & Rohr, 2003)

(S. H. Lam, Sin, Gong, &
T. J. Lam, 2005)

Excesso do horménio do
crescimento

(Biga et al., 2005)
Doencgas nutricionais
Jejum e jejum prolongado

(Goldsmith, lovine, Reilly-
pol, & Johnson, 2006)

Deficiéncia de vitaminas

(Jagadeeswaran & J P
Sheehan, 1999)

Mutacdo ENU-induzida
afetando ferroporinas

Mutac&do ENU-induzida
afetando enzimas da
sintese do heme

Exposicdo do embrido a
farmacos

Superexpressao
trangénica ou
administracao direta

Restrigdo de alimentos

Descoberta do
transportador de ferro
basolateral e posterior
implicagao na
Hemocormatose tipo IV

Anemia sensivel aluz e
hemolise

Hipotoreoidismo
bioquimico com efeitos no
desenvolvimento

Aumento da massa
muscular

Afeta o crescimento das
nadadeiras

Antagonista da vitamina K Anti-coagulagao

através da administragao
de warfarin

Fonte: Adaptacéao de Lieschke e Currie, 2007. ENU: n-Etil-n-Nitrosurea
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2.2 Aspectos anatomicos e fisiologicos do Zebrafish

Como mencionado anteriormente, o Zebrafish € um modelo em ascensao que
ainda nao é tdo vastamente conhecido como modelo de experimentagdo animal. A
fim de fornecer algumas informacdes basicas a respeito de suas anatomia e

fisiologia este capitulo foi inserido.
2.2.1 Sistema Digestorio

O sistema digestério tem como funcao a digestdo, absorgcéo e excregao de
nutrientes, além da fungao de barreira protetora ao ambiente externo (Di Giulio &
Hinton, 2008). Em peixes, a boca e cavidade bucal sdo consideradas estruturas
pertencentes a ambos os sistemas: respiratorio e digestorio (Roberts & Ellis, 2001).
A funcao da cavidade bucal para o sistema digestoério limita-se a seleg¢ao, apreensao
e direcionamento dos alimentos ao intestino (Menke, Spitsbergen, Wolterbeek, &
Woutersen, 2011). O Zebrafish ndo apresenta estbmago e o esbdfago se diferencia
em intestino, que consiste em um tubo longo inicialmente largo e progressivamente
mais estreito no sentido rostral-caudal (Menke et al., 2011). A regido das vilosidades
e criptas intestinais € homoéloga a dos mamiferos, em estrutura e fung¢ao (Di Giulio &

Hinton, 2008).

Sendo assim, um pequeno eséfago distensivel e intestino delgado e grosso
sdo as principais estruturas do tubo digestério (Di Giulio & Hinton, 2008). Estruturas
como faringe e dentes, utilizados para a fragmentacao dos alimentos, também estéo
presentes (Roberts & Ellis, 2001). O tecido pancreatico ndo se concentra apenas no

pancreas, também é possivel encontrar tecido pancreatico enddcrino ao longo do
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intestino e os acinos exocrinos sdo muito semelhantes aos dos mamiferos (Ellis,

2001).

O figado do Zebrafish é constituido por trés lobos que se encontram em torno
trato digestorio, semelhante ao figado dos mamiferos (Roberts & Ellis, 2001). Entre
os aspectos estruturais e funcionais do figado, sdo elencadas algumas
caracteristicas principais: (a) as fungdes metabdlicas e exdcrinas sdo exercida pela
mesma célula, o hepatécito; (b) ha irrigacdo sanguinea tanto arterial (através da
aorta dorsal), quanto venosa (através da veia porta) (Di Giulio & Hinton, 2008). Nos
peixes, a veia porta, as artérias hepaticas e os ductos biliares estdo distribuidos
estocasticamente dentro do parénquima hepatico e ndo agrupado num trato portal,

como em mamiferos (Tao & Peng, 2009).

O metabolismo de carboidratos, proteinas, lipideos e vitaminas & exercido
pelo figado, além do papel fundamental na detoxificacdo de substancias; na sintese
de proteinas séricas, como albumina e fibrinogénio; na sintese de fatores
complementares e de proteinas de fase aguda, esse 6rgao tem outras fungdes. As
principais diferencas anatédmicas entre o figado do Zebrafish e o dos mamiferos é a
auséncia de organizagao em lobulos e da triade portal. Do ponto de vista histoldgico,
observa-se a inexisténcia das células de Kuppfer (Menke et al.,, 2011). A

representacao grafica se encontra na figura 1.

Algumas diferencas também s&o observadas no ambito fisiolégico. Em
humanos, a organizagao do parénquima hepatico, conceituada como acino hepatico,
apresenta-se como uma massa parenquimatosa irregular arranjada em torno de um

pequeno trato portal, o qual consiste de arteriola hepatica, vénula portal, ducto biliar,
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vasos linfaticos e nervos. A estrutura acinar € encontrada entre duas ou mais veias
centrolobulares. Entre a triade porta e a veia hepatica central, existem trés zonas
que se diferenciam em sua composi¢ado enzimatica, nutricdo e oxigenagao
sanguinea (Wanless, 2007). Em geral, os nutrientes e oxigénio sdo mais
concentrados na regiao periportal, a zona 1, e vao diminuindo conforme se
aproximam da regido perivenular, passando pela zona 2 e 3. As enzimas envolvidas
no ciclo do Acido Citrico, gliconeogénese, na sintese de uréia e colesterol, no
catabolismo de aminoacidos e na secrecao de acido biliar sdo mais presentes na
zona 1. Ja as reagdes como a glicolise, lipogénese e as enzimas de detoxificagcao de
drogas, como a citocromo P450, estdo altamente expressas na zona 3 (Sherlock &
Dooley, 2002). No Zebrafish, as enzimas de biotransformagao sdo homogeneamente
distribuidas por todo o figado, ndo tendo predilecao por locais proximos a veias

centrais, por exemplo (Figura 1).
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Figura 1: Representagdo grafica da estrutura hepatica de mamiferos e do Zebrafish. A)
Estrutura da triade hepatica de mamiferos com arquitetura preservada. B) Estrutura hepatica do

Zebrafish diferentemente dos mamiferos, sem a arquitetura preservada.

Fonte: Adaptado de Lorent et al, 2004.

Para sintetizar as diferengas entre o figado de peixes, roedores e humanos, o

tabela abaixo compara as caracteristicas anatdmicas e histologicas do figado.

Tabela 2: Sintese das diferengas entre o figado de peixes, roedores e humanos.
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Caracteristica Roedores Peixes Humanos
Lobos hepaticos Multiplos Geralmente unicoem  Quatro
peixes, no Zebrafish
séo 3 lobos
Arquitetura lobular Presente Ausente Presente
Trato portal Presente classica Ausente Presente classica

Irrigagdo sanguinea

Drenagem venosa

Sistema biliar

Células de Kupffer

Macrofagos
perisinusoidal

Agregados de

triade porta (ducto
biliar, veia porta e
artéria hepatica)

Duplo: artéria
hepatica e veia porta

Veias hepaticas em
direcdo a veia cava

Rede de canaliculos
nos lébulos.
Colangiolos (Ductos
de Herin) e pequenos
ductos biliares nos
tratos porta e grandes
ductos biliares intra-
hepaticos no hilo
hepatico

Presentes

Presentes

Ausentes

Duplo: artéria hepatica

e veia porta

Veias hepaticas em
dire¢cdo ao sinus
venosus

Canaliculos que se
comunicam com a luz
dos tubulos hepaticos
distribuidos
estocasticamente e
colangiolos no centro
dos tubulos

Ausentes

Presentes

Presentes

triade porta
(ducto biliar, veia
porta e artéria
hepatica)

Duplo: artéria
hepatica e veia
porta

Veias hepaticas
em direcdo a veia
cava

Rede de
canaliculos nos
I6bulos.
Colangiolos
(Ductos de Herin)
e pequenos
ductos biliares
nos tratos porta e
grandes ductos
biliares intra-
hepaticos no hilo
hepatico

Presentes

Presentes

Ausentes
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macrofagos

Fonte: Adaptado de Di Giuglio e Hinton, 2008 (Di Giulio & Hinton, 2008)

2.2.2 Sistema Hematoldgico

Os ossos do Zebrafish nao apresentam cavidade medular, como é encontrado
em mamiferos, e o tecido hematopoiético encontra-se no rim e no baco. Nos adultos,
a hematopoiese ocorre no intersticio anterior e posterior do rim (Menke et al., 2011).
Os animais nao possuem linfonodos, a filtragdo de substancias externas e de células
sanguineas defeituosas fica a cargo do rim e do baco. Do ponto de vista
macroscopico, o bagco € um drgdao vermelho escuro localizado na cavidade
peritoneal adjacente a um dos lobos hepaticos. O timo € um 6rgado anexado a
cavidade braquial e, como em mamiferos, tem como funcdo a maturacdo dos

linfocitos (Menke et al., 2011).
2.2.3 Sistema Urinario

Os rins no Zebrafish sdo semelhantes aos rins dos mamiferos. Apresentam
néfrons, gromérulos, tubulos proximais e distais e ductos coletores. No intersticio

renal € que sao encontradas as células hematopoiéticas (Menke et al., 2011).
2.2.4 Sistema Vascular

A circulacao é fechada, simples e completa. Simples porque passa apenas
uma vez pelo coragéo a cada ciclo de circulagdo, no entanto, o sangue oxigenado se
mistura com o nao oxigenado. O sangue venoso se desloca para o sinus venoso e,
posteriormente, através da valvula sino atrial, para o atrio. A contragao do atrio e a
dilatacédo do ventriculo induzem a passagem do sangue para o ventriculo, através da

valvula atrio ventricular. A contragdo do ventriculo gera a pressao necessaria para o
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bombeamento do sangue para o interior do bulbo arterial, via valvula ventriculo-
bulbar (Hu, Yost, & Clark, 2001). Do coragao, a aorta distribui o sangue para as
branquias, onde este sera oxigenado, através das artérias branquiais aferentes

(Menke et al., 2011).
2.2.5 Sistema Respiratério

As fungdes principais das branquias nos peixes estao relacionadas as trocas
gasosas, a osmoregulacao e ao equilibrio acido-basico (Di Giulio & Hinton, 2008). A
agua passa para a parte interna das branquias através da boca. O sangue flui,
através das artérias aferentes, para os espacos branquiais, onde o CO;, ¢é liberado e
o O, é absorvido. O sangue oxigenado se distribui através de artérias lamelares
eferentes que alimentam a aorta dorsal, de onde o sangue é distribuido para os

tecidos. (Menke et al., 2011).

2.3 Caracteristicas dos ovos de Zebrafish

Zebrafish sdo peixes oviparos e suas fémeas pdéem de 50 a 200 ovos
diariamente (Nagel, 1993). Os ovos maduros de Zebrafish sdo ovécitos em metafase
Il, depois de completar o processo ovulatério (Figura 2) (Lubzens, Young, Bobe, &
Cerda, 2010). Esses ovos contem DNA e RNA polimerases, proteinas de cromatinas
histonadas e nao histonadas, fatores de transcricdo e tradugdo, rRNA, tRNA e
mMRNA materno. Além disso, os ovos maduros contem vitaminas e fatores de
crescimento com fungdes determinadas durante o crescimento embrionario. A
funcao de protegcdo do embrido do ambiente externo € exercida pelas proteinas da

parte externa dos ovos que possuem também fatores antimicrobianos.



24

Os ovos de vertebrados em geral sdo cobertos por uma camada de vitelina
conhecida como envelope, membrana de vitelina, capsula do ovo ou membrana
radiante (Modig et al., 2006). Esse envelope é formado por trés camadas principais,
ricas em proteinas: membrana plasmatica e duas camadas acelulares depositadas

pelo ovécito (Lubzens et al., 2010).

A gema do ovo do Zebrafish é vastamente depletada durante a primeira
semana de desenvolvimento larval. A maioria dos lipideos da gema é neutra
(triacilglicerois e esteres estéreis) e fosfolipideos polares, em especial fosfatidilcolina
e fosfatidiletanolamina. A proporgédo de lipideos dos ovos de cada espécie de

teledsteo varia significativamente (Holtta-Vuori et al., 2010).

O grau de deplecao dos lipideos presentes na gema € capaz de sinalizar o
estagio de desenvolvimento embrionario. Alguns estudos indicam que os lipideos da
gema sao entregues aos tecidos em desenvolvimento, através de lipoproteinas

carreadoras (Holtta-Vuori et al., 2010).

Primeiro
, . : 5 corpusculo
Inicoda Replicagdo Vitelogénese polzr
meiose  do DNA
—p Meiose Profase | completa Ovdvito moduro
| Mitose | G1 | § { G2 A profasel —— 1 Metsfase| - Ana/Teldfasel L Metéfase I .]
s

Maturacdo do ovavito

Y

Figura 2: Descricdo esquematica dos estagios de desenvolvimento do ovdcito de peixes

teledsteos.

Fonte: Adaptado de Suwa e Yamashita, 2007.
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2.4 Acumulo de lipideos nos ovos de Zebrafish

Durante a formagao dos ovos, um dos processos de acumulo de nutrientes é
chamado de vitelogénese. Esse € o termo geralmente utilizado para descrever a
incorporagao de proteinas vitelogeninas ao ovdcito e a sua transformacdo em
proteinas encontradas na gema. No entanto, esse termo deveria ser estendido para
incluir a incorporacdo de outras moléculas, como lipideos e vitaminas, a gema. Ao
final do processo de vitelogénese, o ovdcito é capaz de ser fertilizado e contem
mRNA materno, proteinas, lipideos e carboidratos, vitaminas e hormdnios
necessarios para o desenvolvimento do embrido (Wallace, Akhter, Smith, Lorent, &

Pack, 2005).

O acumulo de lipideos no ovocito ocorre na gema e se origina de
vitelogeninas e de proteinas de muito baixa densidade (VLDL) do plasma do peixe.
Os receptores dessas duas lipoproteinas estao envolvidos no processo de captura
de lipideos do plasma e passagem desses lipideos para o ovécito (Davail et al.,
1998; Prat, Coward, J P Sumpter, & C R Tyler, 1998). As moléculas envolvidas
nesse processo foram reconhecidas. Sao discutidos dois mecanismos: os lipideos
seriam sequestrados da VLDL do plasma do peixe, ou sofreriam agao da lipase. A
primeira hipotese ocorreria devido a ligagao da apolipoproteina B (ApoB), presente
nos receptores de VLDL do sangue, que se desprenderia do VLDL do sangue e se
ligariam com a lipoproteina VLDL ou com a vitelogenina, ancorados na membrana
plasmatica do ovécito, caracterizando a transferéncia dos lipideos do sangue para o
ovo. Além desse, outro mecanismo foi proposto. Os lipideos sofreriam acédo da

lipase, presente na lipoproteina aderida ao endotélio, permitindo a migragao dos
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acidos graxos. Uma vez que as lipoproteinas s&o internalizadas no ovo, os
triglicérides da VLDL sofrem lipdlise e sdo transformados em acidos graxos. Esses
sofrem esterificacdo, resultando em de lipideos neutros que sdo armazenados em
glébulos de lipideos dentro do ovo (Luckenbach, lliev, Frederick W Goetz, &

Swanson, 2008).

Quando os ovos nao sao fertilizados, ha a possibilidade de que esses sejam
ingeridos pelos peixes. Westerfield demostrou que na produgdo dos ovos ha uma
utilizacao acentuada das proteinas corporais dos peixes (Westerfield, 2000). Assim,
segundo o autor, os ovos seriam ingeridos a fim de aumentar o aporte protéico da

dieta.

2.5 Metabolismo dos lipideos no Zebrafish

Como pescilotérmicos, os peixes precisam alterar a composigdo de seus
lipideos em fungcdo das mudangas de temperatura no ambiente. Em baixas
temperaturas, o peixe precisa aumentar a propor¢cao de fosfolipideos insaturados
das membranas celulares a fim de manter a viscosidade da membrana celular

(Héltta-Vuori et al., 2010).

Os primeiros pré-adipdcitos viscerais surgem, durante o desenvolvimento do
peixe, junto com o pancreas, muito proximo ao periodo em que a alimentacéo
externa inicia (Flynn, Trent, & Rawls, 2009). Os peixes armazenam lipideos na forma
de triacilgliceréis (TAG) em depdsitos de adipdcitos no tecido visceral, intramuscular

e subcutaneo (Song & Cone, 2007).
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No estagio de embrido ou larva, os lipideos utilizados pelos primeiros quatro
dias, apos a fertilizagao, sdo provenientes da gema (Figura 3 A). Por volta do sétimo
dia, apos a fertilizagdo, apenas o preenchimento surfactante da bexiga natatéria é
corado com Oil red (Figura 3 B). Mutagdes sao capazes de causar um acumulo
inapropriado de lipideos, no figado, musculo esquelético e cardiaco e vasculatura

(Figura 3 C).

Figura 3: Anatomia da larva de Zebrafish e deteccdo de mutagdes na homeostase dos
lipideos.
Fonte: (Schlegel & D. Y. R. Stainier, 2007)

No Zebrafish, desde a sua forma larval, as principais células envolvidas na
absorgcao e no processamento dos lipideos estdo presentes, tais como enterdcitos,
adipdcitos, hepatécitos e células acinares do pancreas (Wallace et al., 2005).
Durante os primeiros quatro dias apds a fecundagao, o embrido de Zebrafish usufrui

do estoque de nutriente presente no saco vitelinico. Os lipideos presentes na gema
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sdo fonte ndo sO de triglicérides, mas também de vitaminas lipossoluveis e
colesterol, essencial para a membrana celular e para a produg¢ao de acidos biliares
(P J Babin et al., 1997; Bownes, 1992). Os lipideos presentes no ovo do Zebrafish
tornam-se disponiveis para o desenvolvimento do embrido a partir das enzimas de
mobilizagdo e lipoproteinas de transporte, que se encontram na camada sincicial da
gema (YSL - yolk syncytial layer) (P J Babin et al., 1997; Marza et al., 2005). A partir
do aparecimento do sistema circulatério, que no Zebrafish ocorre de 12 a 30 horas
apo6s a fertilizagcdo do gameta, os lipideos presentes na gema, nos hepaticos e no
intestino sdo transportados, através de lipoproteinas, para os tecidos alvos. Os
lipideos da gema sao completamente consumidos ao final de cinco ou seis dias apés
a fertilizacado, periodo no qual a larva comeca a se alimentar (Holtta-Vuori et al.,

2010).

Zebrafish € um peixe onivoro e, quando se encontra em ambiente selvagem,
se alimenta primeiramente de zoo- e fito-plancton, mas também de insetos (Holtta-
Vuori et al., 2010). Quando em ambiente artificial, sdo alimentados com ragao seca
que apresentam geralmente um percentual de lipideos que vai de 8 a 15%. A dieta
costuma ter alto teor de lipideos e ser rica em triacilglicerois, fosfolipideos e
esteroides. Esses lipideos, antes de serem absorvidos no intestino, passam por um

processo de emulsificacao e digestao realizado pela bile e enzimas digestivas.

No Zebrafish a bile é produzida pelos hepatécitos e liberada em uma rede de
ductos intra-hepaticos que drenam para a vesicula biliar. A bile é liberada no lumen
intestinal, depois de consumo de alimento, para emulsionar os lipideos e facilitar as
sua absorgao pelos enterdcitos. A bile € composta por acidos biliares, fosfolipideos e

sais, que juntos promovem a formacao de micelas, se inserindo entre as camadas



29

duplas de lipideos e reduzindo a tensdo superficial, permitindo a curvatura da

membrana (Anderson et al., 2011).

Depois de emulsificados, os tracilglicerdis (TAG) e fosfolipideos devem ser
quebrados pelas lipases do lumen intestinal liberando acidos graxos livres ou mono
e di acilgliceréis que podem ser absorvidos pelos enterdcitos. Os lipideos absorvidos
sdo acumulados nos enterdcitos sob forma de gotas de lipideos. Esses séao
utilizados através da via oxidativa nas mitocéndrias, ou s&do empacotados em
quilomicras e secretados na superficie basolaterais dos enterécitos para o sangue e

linfa (Anderson et al., 2011).

Sheridan (Sheridan, 1988) propés um modelo de absorgéo de lipideos em
peixes em duas etapas, uma rapida e outra lenta. Esse modelo propde que, na
etapa rapida, imediatamente apds a ingestdo de lipideos, uma fragdo dos acidos
graxos da dieta é encontrada no plasma em duas formas: a) cadeias nao ligadas a
proteinas carreadoras, b) ligados a proteinas carreadoras. A etapa lenta consiste na
sintese e transporte de quilomicras ricas em TAG através de um mecanismo similar
ao dos humanos. Para Anderson e colaboradores (Anderson et al., 2011), a
microssomal triglyceride tranfer protein (MTP) € a proteina responsavel por
empacotar os TAG em lipoproteinas que tem sua expressao e fungao conservadas

no Zebrafish.

Estudos com lipideos marcados sugerem que peixes e mamiferos produzem
quilomicras com lipoproteinas muito similares (Sire, Lutton, & Vernier, 1981) (Skinner
& Rogie, 1978). YSL expressa mRNA de diversas lipoproteinas que também sao

expressas no intestino e figado de Zebrafish, como proteinas ligantes de acidos
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graxos no intestino (Sharma et al., 2004). Devido a grande similaridade do padréo de
expressdo observados na YSL e nos orgdos digestivos da larva do Zebrafish,
Anderson e colaboradores (Anderson et al., 2011) geraram a hipdtese que a
utilizagao dos lipideos do ovo de Zebrafish, durante o desenvolvimento embrionario,
seja um processo altamente analogo ao transporte de lipideos, mediado por

lipoproteinas.

O transporte dos lipideos por sua vez ocorre de duas formas. O transporte
exégeno em que os lipideos sao transferidos do intestino para o figado e tecidos
extra-hepaticos (Paik et al., 2004) através de quilomicras e acidos graxos ligados a
proteinas carreadoras. E o transporte enddégeno que envolve o transporte de lipideos

do figado para outros 6rgaos e tecidos periféricos (HOItta-Vuori et al., 2010).

O transporte de lipideos no figado e intestino do Zebrafish envolve um
maquinario celular muito similar ao dos mamiferos. No Iumen intestinal, TAG,
ésteres de colesterol e fosfolipideos sédo hidrolisados em acidos graxos e o
colesterol é hidrolisado pelas lipases e pelas colesterol esterases. Os acidos graxos
sao transportados da membrana apical dos enterdcitos, através de proteinas
transportadores de acidos graxos. Esses acidos graxos sdo entdo acoplados a
coenzima A pela acetil coenzima A sintase (AcSCoA), para gerar os TAG e os
ésteres de colesterol. No Ilumen do reticulo endoplasmatico, a microssonal
triacylglycerol transfer protein (MTP) e seu ligante obrigatério, a proteina dissulfeto
isomerase (Pdi), agregam lipideos neutros a ApoB a fim de gerar quilomicras. As

quilomicras sao secretadas através da membrana basolateral.
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Alfa lipoproteinas (particulas de lipoproteinas de alta densidade — HDL) sao
secretadas pelo intestino, porém o principal local de sintese é no figado. O figado
resgata acidos graxos livres provenientes da circulagdo, através de proteinas
transportadoras de acidos graxos da membrana basolateral, que se encontram na
superficie dos hepatdcitos. Os acidos graxos livres resgatados sdo submetidos a
beta oxidagdo na mitocondria ou sao reincorporados em TAG. O colesterol pode ser
esterificado a acidos graxos e empacotados novamente em VLDL nascente ou
sujeito a oxidagao e subsequente secregao na bile. A sintese de novo do colesterol e
acidos graxos ocorrem no hepatécito. Esse processo é regulado por SREBP (sterol
regulatory element binding protein) e diversos receptores nucleares. A figura 4

representa um esquema do transporte dos lipideos em vertebrados.
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Figura 4: Maquinario de vertebrados para o transporte intestinal e hepatico de lipideos.

Fonte: (Schlegel & D. Y. R. Stainier, 2007)
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A circulagdo desses lipideos ocorre na forma de lipoproteinas VLDL, LDL,
HDL (Héltta-Vuori et al., 2010). As lipoproteinas nos peixes sdao comparaveis as dos
vertebrados superiores. A lipoproteina predominante em teledsteos, incluindo o
Danio rerio, € o HDL — colesterol (P. Babin, 1989; Stoletov et al., 2009). Nos
mamiferos a maior fragdo de lipoproteina encontrada é LDL - colesterol. A

propor¢ao das lipoproteinas € modulada pela dieta (Stoletov et al., 2009).

Geralmente, 0s peixes teledsteos sao hiperlipidémicos e
hipercolesterolémicos quando comparados com mamiferos. Os niveis de colesterol
plasmatico no Zebrafish podem chegar a 800mg/dL (Stoletov et al., 2009) taxa que,
em camundongos, sé foi possivel em animais knockout para o receptor de LDL —
colesterol. A quantidade de acido graxo insaturado nas lipoproteinas dos peixes é

alta, pode ser superior a 60%.

A biosintese de colesterol e lipoproteinas € altamente conservada em
vertebrados. Devido a isso, farmacos utilizados por seres humanos podem ser
utilizados no Zebrafish para estudos das vias metabdlicas das lipoproteinas (Thorpe,

Doitsidou, Ho, Raz, & Farber, 2004).

Recentemente Kaushik e colaboradores publicaram um estudo inovador a
respeito do crescimento e composi¢cao corporal do Zebrafish, (Kaushik, Georga, &
Koumoundouros, 2011). Os autores investigaram, em uma populagao de larvas de
Zebrafish com dieta padronizada, os aminoacidos essenciais, o perfil protéico ideal,
os acidos graxos totais, neutros e polares além dos minerais e elementos trago. O
perfil de acidos graxos encontrado foi de aproximadamente 15% de acidos graxos

polares, 30% de acidos graxos monoinsaturados e 30% de saturados sao as fragbes
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mais importantes da composicéo lipidica do Zebrafish. Esse perfil lipidico esta

diretamente associado a composi¢ao de acidos graxos da dieta.

2.6 Analise bioquimica do sangue de Zebrafish

Ha grande dificuldade de encontrar referéncias especializadas sobre este
tema. Os artigos encontrados foram apenas dois. Uma das publicagdes foi feita por
Murtha e colaboradores (Murtha, Qi, & Keller, 2003). Os autores estudaram os niveis
séricos de albumina, ALP, ALT, amilase, bilirrubina total, BUN, calcio, fésforo,
creatina, glicose, potassio, proteina total e globulinas em soro de Zebrafish (Tabela
1). Para a andlise desses parametros bioquimicos foram utilizados 5 pools de
sangue de 50 animais, perfazendo um total de 250 animais utilizados. As analises
foram feitas através de um equipamento especializado, Vetscan Diagnostic Profile Il,
que realiza testes colorimétricos em pequena escala e em automacdo. Os valores

encontrados pelos autores estao na tabela 1:
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Tabela 1. Analises bioquimica séricas para Zebrafish

Média £ DP Amplitude
Albumina 3,0+0,2 g/l 2,7-3,3 g/l
ALP 2,0+45U/L?* 0,0-10,0U/L?®
ALT 367,0 +25,3 U/L 343 - 410 U/L
Amilase 2331,4 £520,6 U/L 1898,0 — 3195 U/L
Bilirrubina total 0,38 £ 0,1 mg/dl 0,2 — 0,6mg/dl
BUN 3,2 £ 0,4mg/dI 3,0 — 4,0 mg/dl
Célcio 14,7 £ 2,3 mg/dl 12,3 — 18,6 mg/dl
Fosforo 22,3 £1,5 mg/d| 20,3 — 24,3 mg/dl
Creatinina 0,7 £0,2 mg/dl 0,5-0,9 mg/dl
Glicose 82,2 £ 12,0 g/dI 62,0 — 91,0 g/dl
Potassio 6,8 + 1,0 mEq/L 5,2—-7,7 mEq/L
Proteina total 5,2+0,5 g/l 4,4 - 5,8 g/di
Globulina 2,1+0,6 g/l 1,3-2,8 g/dl

? Os valores de ALP foram inconsistentes e tiveram desde valores negativos para 10U/L.

ALP = Fosfatase alcalina; ALT = Alanina aminotransferase; BUN = Nitrogénio Uréico
Sanguineo

Fonte: Murtha et al, 2003.

Com esse estudo foi possivel observar que os niveis de ALT, amilase e
fésforo estdo acima da amplitude de normalidade para mamiferos. Os autores
discutiram esses resultados esclarecendo que os valores de fosforos encontrados
foram pouco acima dos valores daqueles demonstrados no guia de referéncia
veterinaria (Eastman Kodak Company, 1993) e que os niveis de alanina
transaminase e amilase foram provavelmente aumentados devido a presenca de

hemolise em algumas amostras (Willard, Tvedten, & Turnwald, 1989).
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Em 2010, Eames e colaboradores verificaram a glicemia dos peixes, a fim de
estudar a dinamica e a homeostase da glicose em Zebrafish. Os autores utilizaram
diversos aparelhos de hemoglico teste com a intencdo de utilizar pequenas
quantidades de sangue (Eames, Philipson, Prince, & Kinkel, 2010). Para as
mensuracdes de glicose os peixes eram mantidos em jejum por 24 horas antes da
coleta de sangue. Para garantir o jejum, o fundo do aquario era coberto por 2 a 3
camadas de bolinhas de vidro que impediam o acesso dos peixes aos proprios ovos.
A média dos valores encontrados foi 80mg/dL e os autores concluiram que esses

medidores portateis de glicemia poderiam ser utilizados também para Zebrafish.

Os valores bioquimicos séricos para Zebrafish foram raramente publicados,

sendo esse um dos fatores que impulsionaram a realizagao deste estudo.
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3 JUSTIFICATIVA

O Zebrafish ja foi consagrado como um modelo experimental para estudos de
desenvolvimento e de manipulagdo genética, devido a suas caracteristicas de
reprodugcdo e desenvolvimento e por seu genoma ter sido completamente
sequenciado. Ultimamente, tem-se encorajado o uso do peixe para estudos

fisiolégicos, uma vez que ha grande homologia entre o Danio rerio e mamiferos.

Por outro lado, para explorar o potencial do Zebrafish adulto como modelo
para doencas humanas, algumas ferramentas e alguns parametros ainda sao
insuficientes. Os aspectos relacionados a alimentagao e os parametros sanguineos
de avaliagdo funcional ainda nao foram completamente consolidados. Ha raros
estudos a este respeito na literatura. Técnicas basicas e simples, como coleta de
sangue e analises bioquimicas através de testes colorimétricos, sdo de grande
importancia pratica. Experimentos que investiguem aspectos nutricionais capazes de

influenciar o metabolismo do Zebrafish também sdo necessarios.
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4 HIPOTESE

Devido ao alto valor nutricional dos ovos de Zebrafish, os valores de
colesterol e triglicérides devem ser mais altos no grupo com acesso aos ovos,
quando comparados com O grupo que nao teve acesso aos ovos. A possivel
utilizacao desses como fonte energética pode induzir o acumulo de gordura nos

hepatdcitos e aumento do indice de Massa Corporal (IMC).
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo Geral

Analisar a influéncia do acesso do Zebrafish aos préprios ovos no indice de
massa corporal, nos niveis de colesterol e triglicérides séricos e na presenca de

acumulo de gordura nos hepatacitos.

5.2 Objetivos Especificos

Otimizar a coleta de sangue do Zebrafish.

Padronizar as redugcbes necessarias dos reagentes de cada um dos kits de

testes colorimétricos comerciais utilizados para analise dos lipideos séricos.

Analisar os niveis séricos de colesterol total, HDL — colesterol, LDL —
colesterol e triglicérides no soro de Zebrafish adulto com testes colorimétricos

comerciais.

Avaliar o acumulo de gordura nos hepatdécitos utilizando técnica histoldgica
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6 MATERIAIS E METODOS

6.1 Local

Os animais foram alocados na Unidade de Experimentagcao Animal (UEA) do
Centro de Pesquisa Experimental do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).
Os experimentos da padronizacao dos kits e analise das amostras de soro foram
realizados no Laboratério Experimental de Hepatologia e Gastroenterologia (LEHG)
e na Unidade de Analise Molecular e Proteinas (UAMP). A analise das amostras

hstolégicas foram realizadas no Laboratério de Patologia Experimental.

6.2 Animais e aquarios

Foram utilizados ao todo 88 peixes Danio rerio wild-type adultos, adquiridos
em loja de aquarismo, 80 peixes para as analises sanguineas e 8 peixes para as
analises histoldgicas. Os peixes foram mantidos em aquarios em uma densidade de
5 peixes para cada litro de agua, a 28°C + 2°C de temperatura, com ciclo de 10
horas de escuro e 14 horas de luz e constante aeracdo. Antes de preencher com
agua, o aquario dos peixes do grupo que nao teve acesso 0s proprios ovos, recebeu
duas camadas de pequenas bolas de vidro, que preencheram o fundo. As bolas de
vidro eram alocadas cuidadosamente para que o fundo ficasse completamente
preenchido. Com o fundo do aquario devidamente preenchido, a agua era
lentamente derramada para nao mover as bolas de vidro do fundo. Antes do inicio
de qualquer experimento, os peixes aclimatavam-se ao novo aquario pelo periodo

minimo de uma semana.
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6.3 Tamanho da amostra

A partir de um experimento piloto foram obtidos os dados necessarios para o
calculo do tamanho amostral. Para as analises bioquimicas de colesterol total o n
calculado foi trés. Para as analises bioquimicas de HDL - colesterol, LDL —
colesterol e triglicérides e para as analises histolégicas o n calculado foi quatro para
cada grupo, oito ao total. Para as analises bioquimicas de colesterol e triglicérides
cada amostra representou um pool de 10 peixes. Ao total, o numero de peixes

utilizado para as analises bioquimicas foi 80, e para as analises histolégicas, oito.

Uma margem de 15% foi calculada para a compra dos animais, visto que a
mortalidade dos peixes durante a aclimatagdo e o experimento é bastante variavel.

O numero total de animais comprados foi 101.

6.4 Desenho experimental

Todos os animais foram pesados e medidos antes e ao final dos 14 dias de
experimento. Durante o periodo experimental, os animais foram divididos em dois
grupos: um em que os peixes tiveram livre acesso ao fundo do aquario e,
consequentemente, aos proprios ovos; outro em que o fundo do aquario era coberto
com duas camadas de pequenas bolas de vidro a fim de impedir o acesso dos
peixes aos proprios ovos. Ao final de 14 dias, apds serem novamente pesados, 0s
peixes recebiam anestesia, 0 sangue era coletado e processado para a obtencéo do
soro e posteriormente o soro era analisado com testes colorimétricos comerciais
padronizados para baixa escala. Para as analises histoldgicas, quatro peixes de

cada grupo tiveram o figado retirado. O tempo de 14 dias de experimento foi
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escolhido devido a achados do nosso grupo que foram capazes de encontrar
acumulo de lipideos em hepatdcito de Zebrafish apds 14 dias de exposi¢ao ao alcool

a 0,5%.
6.5 Alimentagao

Os peixes foram alimentados duas vezes ao dia com ragao comercial prépria
para peixes. A racao utilizada para os dois grupos do estudo foi a mesma e suas

especificacoes estdo no quadro 1.

Quadro 1: Niveis de garantia dos nutrientes da ragéo utilizada.

Niveis de Garantia:

Umidade (max.) 9 %
Proteina bruta (min.) 34 %
Extrato etéreo (min.) 5,5 %
Matéria fibrosa (max.) 15 %
Matéria mineral (méax.) 12 %
Célcio (max.) 3,5 %
Fosforo (min.) 0,8 %

Fonte: Site do fabricante:

http://www.alconpet.com.br/produto.php?prodCod=27

A partir das especificagdes fornecidas pelo fabricante, foi possivel calcular a
quantidade de energia bruta e digerivel (energia proveniente dos nutrientes que o
animal tem capacidade de digerir). A quantidade de energia fornecida por cada

nutriente esta presente na tabela 3:


http://www.alconpet.com.br/produto.php?prodCod=27
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Tabela 3: Energia fornecida por cada nutriente da racao dos peixes.

Nutriente Energia Bruta (kcal/g)  Energia digerivel (kcal/g)
Proteina bruta 5,65 4,40
Extrato etéreo 9,40 9,40
Matéria fibrosa 4,15 4,15

Fonte: Nutricdo animal. Volume 1 As bases e os fundamentos da nutricdo animal

(Andriguetto, 2002).

A partir dessas informagdes, a energia bruta da ragao foi calculada em 306,05
kcal por 100g de ragao e a energia digerivel, 263,55 kcal por 100g. No extrato etéreo

sdo encontrados os lipideos da ragéao.

6.6 Peso e comprimento dos peixes e calculo do IMC

A pesagem dos peixes foi realizada em uma balanca de precisdo (Marte,
Modelo AS5500C), em um recipiente com apenas agua do aquario. O método
utilizado foi peso diferencial. Individualmente, os peixes foram retirados do aquario
com uma rede apropriada, colocados nesse recipiente para pesagem e rapidamente
colocado de volta em um novo aquario, a fim de que o estresse fosse minimo. Esse

processo foi repetido para a afericao de peso de cada animal.

Assim como a afericdo de peso, a afericdo de comprimento dos animais foi
realizada antes e ao término do periodo de experimentacdo, através de um

paquimetro. Com uma rede apropriada, os peixes eram pescados do aquario,
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colocados lateralmente sobre uma superficie plana e lisa, e rapidamente a medida
do ponto mais externo da cabec¢a ao ponto mais externo da nadadeira caudal era

aferida. A duracao desse procedimento era inferior a 15 segundos.

O indice de massa corporal dos peixes foi calculado, segundo Oka e
colaboradores, dividindo o peso do animal em gramas pelo seu comprimento em

centimetros ao quadrado (Oka et al., 2010).

6.7 Coleta e processamento do sangue

Antes da coleta de sangue, os peixes eram individualmente anestesiados
através de imersao completa do peixe em um recipiente com flocos de gelo e agua
do aquario a aproximadamente 4°C. O tempo de anestesia era individualizado e os
peixes foram considerados anestesiados depois de nao responderem a estimulos

externos.

Os peixes foram colocados em jejum 24 horas antes da coleta de sangue
(Eames et al.,2010). Nesse periodo, além de nao receberem alimento, o fundo do
aquario do grupo que teve acesso aos ovos também foi coberto com pequenas bolas
de vidro, a fim de que os ovos nao pudessem ser acessados nem utilizados como

alimento por nenhum dos grupos.

Os peixes em jejum, logo apds a anestesia, eram colocados em uma placa de
vidro e, rapidamente, uma incisdo com uma lamina de aco era feita entre a
nadadeira caudal e a nadadeira anal (figura 5). O sangue que vertia dessa incisao

era coletado com uma micropipeta (P20) com uma ponteira de baixa retencédo de
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liquidos, e colocado em um microtubo. A quantidade de sangue coletada de cada

peixe variou de 5 a 20 pl.

Nadadeira
Dorsal

Nadadeira
Caudal

Anal

Pélvica

Nadadeira Nadadeira
toral 204

‘ Nadadeira

Figura 5: Localizagdo anatdmica e nomenclatura das nadadeiras do Zebrafish.
Fonte: Adaptado de Kinkel et al, 2010.

Para compor os pools de cada amostra, o sangue coletado de dez peixes, em
um intervalo maximo de dez minutos, foi colocado em um mesmo tubo. O pool de
sangue foi centrifugado a 0,5 g por 10 minutos (Eppendorf Centrifuga 5415D,

Eppendorf, Alemanha) para a obtengéo do soro.

6.8 Padronizagao e utilizagao dos kits Colorimétricos

Para a anadlise do soro, foram utilizados kits de testes colorimétricos
comerciais para colesterol total, HDL - colesterol, LDL - colesterol e triglicérides

(Labtest Diagndstica, Brasil).

A fim de adaptar os testes colorimétricos ao padrao de pequenos volumes
sanguineos do Zebrafish, uma reducdo de escala padronizada foi realizada para
cada um dos reagentes dos kits. A padronizagao foi feita primeiramente através de

amostras controles de soros sintéticos (Precipath, Precinorm U plus, Roche/Hitachi
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Analyzers, Cobas®) com parametros bioquimicos previamente conhecidos,
fornecidos pelo laboratorio que os fabrica. Havia dois tipos de soro sintético, um
cujos valores bioquimicos estavam dentro dos padrboes de normalidade para
humanos e outro com valores fora deste padrao. Os valores de referéncia dos soros

sintéticos estdo apresentados na tabela 4:

Tabela 4: Valores de colesterol e triglicérides dos soros sintéticos.

Valores do padrao de Valores fora do padrao de

normalidade (mg/dL) normalidade (mg/dL)
Colesterol total 80 220
HDL — colesterol 50 20
LDL — colesterol 150 200
Triglicérides 110 170

A padronizacao das reducdes dos testes colorimétricos foi feita em triplicata,
com a utilizacdo dos soros sintéticos. As redugdes das quantidades de amostra e
reagentes utilizados foram gradativas e proporcionais. A sequencia de redugdes dos
testes iniciaram com a proporgao de 100% em relagado aos volumes indicados pelo
fabricante que foram reduzidas subsequentemente para 50%, 40%, 30%, 20%, e
10%. A menor redugao capaz de apresentar estabilidade nos resultado foi testada
novamente, também com amostras de soro sintético em triplicata, para a certificagcao

da confiabilidade do teste.
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A menor quantidade de soro sintético capaz de reproduzir os valores
indicados pelo fabricante dos soros, com uma margem de menos de 10% de
variagao entre o valor indicado pelo fabricante e o encontrado no teste, foi utilizada

para as analises com o soro de Zebrafish.

A fim de garantir a estabilidade dos testes realizados com o soro de sangue
de Zebrafish, amostras dos soros sintéticos, utilizados na padronizacado dos testes,

foram analisadas em ftriplicata simultaneamente com as amostras de Zebrafish.

Para realizar as dosagens de colesterol, foram necessarios trés tipos
diferentes de amostras. A amostra branco, que continha apenas reagente 1 (tampéao
50 mmol/L, pH 7,0; fenol 24 mmol/L; colato de sédio 500umol/L; azida sddica 15
mmol/L; 4-aminoantipirina 500 pmol/L; colesterol esterase =250 U/L, colesterol
oxidase 2250 U/L e peroxidase 21000 U/L); a amostra padrao continha reagente 1 e
reagente padréao (colesterol 200mg/dL azida sédica 15mmol/L); e a amostra teste
continham reagente 1, além das amostras de soro a serem analisadas. As
absorbancias das amostras foram determinadas em espectrofotémetro a 500nm. Os
volumes sugeridos pelo fabricante sdo, na amostra Branco, 1 mL de reagente 1, na
amostra padrdao sdo 1mL de reagente 1 e 10ul de reagente padrao e nas amostras

teste sdo 1ml de reagente 1 e 10yl de amostra.

A tabela 5 demonstra a composi¢ao de cada tipo de amostra e os volumes

sugeridos pelo fabricante.
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Tabela 5: Amostras utilizadas para analise de colesterol total e volumes indicados pelo

fabricante.

Branco Teste Padréo
Amostra @ - 0,0lmL -
Padrao (n°2) 0,01 mL
Reagente 1 1,0mL 1,0mL 1,0mL

Para calcular as concentragcbes de colesterol das amostras teste,
primeiramente diminuiu-se a absorbancia encontrada na amostra Branco de todas
as outras amostras, a fim de desconsiderar a contribuigdo da cor do préprio reagente
na hora de quantificar a cor da reagdo. Descontada a absorbancia da amostra
Branco, dividiu-se a absorbancia de cada uma das amostras teste pela absorbéancia

da amostra padrao e multiplicou-se por 200, como indicado pela figura 6:

Absorbancia do Teste
Colesterol (mg/dL) = X200
Absorbancia do Padrao

Figura 6: Calculo do valor de colesterol total a partir da absorbancia das amostras.
Para as analises de colesterol total, a reducédo de escala utilizada foi de 70%.

Quando a indicacao do fabricante era de utilizar 1000 ul, foi utilizado 300 pl e onde

era indicado o uso de 10 pl, foi utilizado 3 pl.
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Para as analises de HDL colesterol, o soro passou por um processo de
precipitagdo das fragdes VLDL e LDL através da adicdo do precipitante (acido

fosfotungstico 1,5 mmol/L e cloreto de magnésio) na proporgao de 1:1.

Apos a adicao do reagente precipitante ao soro, o tubo foi vigorosamente
agitado por 30 segundos e centrifugado por 15 minutos a 0,5 g e o sobrenadante foi

utilizado nas analises como amostra teste.

Para realizar as dosagens de HDL - colesterol foram necessarios trés tipos
diferentes de amostras. A amostra branco, que continha apenas reagente 1
(precipitante); a amostra padrédo que continha reagente 1 e reagente padrao
(0,52mmol/L de colesterol e azida soddica 14,6mmol/L) e as amostras teste que
continham reagente 1 e o sobrenadante da precipitagdo. As absorbancias das
amostras foram determinadas em espectrofotometro a 500nm. As quantidades
sugeridas pelo fabricante sdo, na amostra Branco, 1 mL de reagente 1, na amostra
padrao sdo 1mL de reagente 1 e 10l de reagente padrao e nas amostras teste sdo

1ml de reagente 1 e 10l de amostra.

A tabela 6 demonstra a composicdo de cada tipo de amostra e as

quantidades sugeridas pelo fabricante.
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Tabela 6: Amostras utilizadas para analise de HDL - colesterol e quantidades indicadas pelo

fabricante.

Branco Teste Padrao

Sobrenadante  ---------- 0,00lmL -

Padrao (n°2) 0,01 mL

Reagente 1 1,0mL 1,0mL 1,0mL

Para calcular as concentracbes de HDL — colesterol das amostras teste,
primeiramente diminui-se a absorbancia encontrada na amostra Branco, de todas as
outras amostras para que se desconsidere a contribuicdo da cor do proprio reagente
na hora de quantificar a cor da reagdo. Descontada a absorbancia da amostra
Branco, dividiu-se a absorbancia de cada uma das amostras teste pela absorbancia

da amostra padrao e multiplicou-se por 40, como indicado pela figura 7.

Absorbancia do Teste
Colesterol HDL (mg/dL) = x40
Absorbancia do Padrao

Figura 7: Célculo do valor de HDL - colesterol a partir da absorbancia das amostras.
Para analise de HDL — colesterol, ndo foi possivel uma reducao de escala. O
teste s6 produziu resultados estaveis quando as quantidades utilizadas nas analises

foram as indicadas pelo fabricante, conforme a tabela 6.

As anadlises de LDL - colesterol foram realizadas em duas etapas.

Primeiramente, as amostras utilizadas foram teste, que consiste em soro e reagente
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1 (tampéo pH 6,3, colesterol esterase <1500 U/L, colesterol oxidase<1500 UJL,
peroxidase <1300 U/L, 4 aminoantipirina <1,0%, ascorbato oxidase <3000 U/L e
surfactante <1,0%); e calibrador que consiste em reagente 1 e calibrador (colesterol
LDL humano e azida sédica <0,1%). Essas amostras foram homogeneizadas e
incubadas a 37°C por 5 minutos e as absorbancias foram determinadas a 546nm,

obtendo-se entdo o valor A1.

A segunda etapa consiste na adicdo do reagente 2 (tampao pH6,3,
surfactante <1,0% e DSBmT < 1,0mM) em todas as amostras. Apos a adigdo do
reagente 2 as amostras foram novamente incubadas a 37°C por mais 5 minutos.

Nesta etapa a absorbéancia é determinada a 546nm e consiste no valor A2.

Antes de realizar os calculos para obtengdo dos valores de LDL- colesterol
foinecessario corrigir o valor A1 pelo volume final da reacéo. O calculo para o valor

de LDL - colesterol esta na figura 8:

Teste (A,- Ay,
Colesterol LDL (mg/dL) = xCC
Calibrador (A, - A,,,)

Figura 8: Calculo do valor de LDL - colesterol a partir da absorbancia das amostras.

Para analise de LDL - colesterol, a reducao de escala utilizada foi de 60%.

Quando a indicagao do fabricante era de utilizar 10 ul de soro, foi utilizado 4 pl.

Para realizar as dosagens de triglicérides, também foram necessarios trés
tipos diferentes de amostras. A amostra branco, que continha apenas reagente 1
(tampao 50 mmol/L, pH7,0; ions magnésio 4 mmol/L; 4-clorofenol 2,70 mmol/L;
4aminoantipirina 300 umol/l; ATP 1,8mmol/L; lipoproteina lipase 21400 UI/L;

glicerolquinase 21000 U/L; glicerolfosfatooxidase = 1500 U/L; peroxidase = 900 U/L e
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azida sodica 0,095%); a amostra padrao que continha reagente 1 e reagente padrao
(triglicerideos 200mg/dL e azida sédica 0,045%); e as amostras teste que continham
reagente 1 e as amostras de soro a serem analisadas. As absorbancias das
amostras foram determinadas em espectrofotdbmetro a 505nm. Os volumes
sugeridas pelo fabricante sdo, na amostra Branco, 1 mL de reagente 1, na amostra
padrao sdo 1mL de reagente 1 e 10l de reagente padrao e nas amostras teste sdo

1ml de reagente 1 e 10ul de amostra.

A tabela 7 demonstra a composicdo de cada tipo de amostra e as

quantidades sugeridas pelo fabricante.

Tabela 7: Amostras utilizadas para analise de triglicérides e quantidades indicadas pelo

fabricante.

Branco Teste Padrao

Amostra @ —meeeeee- (0 )0 11'] I—

Padrao (n°2) 0,01 mL

Reagente 1 1,0mL 1,0mL 1,0mL

Para calcular as concentracbes de triglicérides das amostras teste,
primeiramente diminui-se a absorbancia encontrada na amostra branco de todas as
outras amostras para que se desconsidere a contribuigdo da cor do proprio reagente

na hora de quantificar a cor da reagcdo. Descontada a absorbancia da amostra
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Branco, dividiu-se a absorbancia de cada uma das amostras teste pela absorbancia

da amostra padrao e multiplicou-se por 200, como indicado pela figura 9.

Absorbanciado Teste
Triglicérides (mg/dL) = x200
Absorbéncia do Padrao

Figura 9: Calculo do valor de triglicérides a partir da absorbancia das amostras.

Para analise de ftriglicérides, a reducdo de escala utilizada também foi de
70%. Quando a indicacao do fabricante era de utilizar 1000 ul, foi utilizado 300 pl e

onde era indicado o uso de 10 pl, foi utilizado 3 pl.

Todos os testes colorimétricos foram lidos em placas de ELISA ( Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay) ao invés de cubetas. As leituras em placa tornaram o

processo de preparacéao e leitura das amostras mais agil.

6.9 Analise histolégica

Para a realizagcdo da analise histologica, os peixes foram anestesiados e a

retirada do figado ocorreu em 3 etapas:

- Etapa 1: incisdo com microtesoura a partir do ventre do peixe,
imediatamente anterior ao anus. O corte seguia ao longo do abdome em direcéo ao
opérculo - o revestimento rigido sobre as guelras proximo a nadadeira peitoral

(Figura 10 etapa 1).

- Etapa 2: do opérculo o corte subia até a parte posterior da cabega, seguia
subjacente a coluna (em direcdo a nadadeira dorsal) e entdo descia até a nadadeira

anal.
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- Etapa 3: O fragmento era retirado com auxilio de pinga de microcirurgia no

sentido cabega-cauda (Figura 10 etapas 2 e 3).

Figura 10: Etapas para retirada do tecido hepatico.

Fonte: Adaptado de Kinkel et al, 2010.

As amostras de figado foram colocadas em formalina (10 % tamponada).
Apds o processamento histolégico padrdo, as laminas foram coradas com
Hematoxilia Eosina. Patologistas cegados para os grupos em estudo avaliaram a
presenga de gordura nos hepatécitos. As imagens foram capturadas em

microscopio (Olympus BX51) com aumento de 400 vezes.

A avaliacao histolégica foi feita por um patologista cegado quanto aos grupos
de estudo com principal foco na eventual deposicéo de lipideos nos hepatdcitos.

6.10 Analise estatistica

Para variaveis quantitativas, os dados foram descritos como média e erro
padrao.

O teste estatistico utilizado foi o teste t de student. Nivel de significancia foi

considerado 5%.
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As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do pacote estatistico
SPSS (Statistical Package for Social Sciences) versao 13.0 e Excel (Windows)

versao 2007.
6.11 Aspectos Eticos

Todos os procedimentos foram realizados em conformidade com a legislagéao
vigente no Brasil (Lei 11.794, de 08 de outubro de 2008) que estabelece
procedimentos para o uso cientifico de animais e a resolugdo Normativa 04/97 do
HCPA que estabelece normas para a utilizacdo de animais em projetos de pesquisa.

O presente projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa do Grupo
de Pesquisa e Pods-Graduagdo (GPPG) do HCPA sendo aprovado (numero de

processo 10 — 0301).
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7 RESULTADOS

O presente estudo utilizou 80 peixes para as analises bioquimicas e 8 peixes
para as analises histologicas. Todos os peixes foram pesados e tiveram seu
comprimento aferido antes e apds o periodo experimental. Essas analises foram
realizadas apds 14 dias de experimento em que os peixes foram divididos em dois

grupos: um grupo com e outro sem acesso aos proprios ovos.
7.1 indice de massa corporal

Peso e comprimento dos animais foram medidos antes e depois do periodo
experimental e o indice de massa corporal foi calculado como peso dividido pelo

comprimento ao quadrado.

Nao houve diferenca significativa entre os grupos no inicio do experimento
(com acesso aos ovos: 0,041 + 0,002 g/cm? ; sem acesso aos ovos: 0,039 + 0,001
g/cm?, P= 0,67), nem no final do experimento (com acesso aos ovos: 0,035 + 0,0009
g/cm? ; sem acesso aos ovos: 0,037 = 0,0013 g/cm? , P=0,49). O teste estatistico

utilizado foi teste t pareado (figura 11)
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0,005 -+

B Com acesso aos ovos

IMC(g/cm?)

Antes Depois

Figura 11: IMC dos peixes antes e duas semanas apds o experimento.

7.2 Padronizagao dos kits colorimétricos

Foi possivel realizar uma reducido de escala de até 70% nos Kits
colorimétricos comerciais (tabela 8). As padronizagdes realizadas com 0s soros
sintéticos obtiveram variacbes menores de 10% entre si e também em relagdo ao
valor de referéncia dos soros, fornecido pelo laboratério fabricante. Em relagao ao kit
colorimétrico para a analise de HDL - colesterol, ndo foi possivel encontrar uma
reducdo de escala que mantivesse a estabilidade e reprodutibilidade dos resultados,
por esse motivo, as analises de HDL — colesterol foram realizadas na proporgao

indicada pelo fabricante.
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Tabela 8: Redugéo de escala padronizada para os testes colorimétricos.

Teste Quantidade de soro  Quantidade % de Redugéao
indicada pelo utilizada
fabricante
Colesterol Total 10 pl 3 ul 70%
LDL — Colesterol 10 pl 4 ul 60%
Triglicérides 10 pl 3 pl 70%

7.3 Niveis séricos de Colesterol total

Nao houve diferenga estatisticamente significativa (P = 0,91) nos niveis
séricos de colesterol total entre o grupo sem acesso aos ovos (357,69 13,32 mg/dL)
€ 0 com acesso aos ovos (362,82 + 13,32). O teste estatistico utilizado para as
analises dos niveis de colesterol ,HDL — colesterol, LDL — colesterol e triglicérides foi

o teste t de student (Figura 12).

Colesterol total

450
400
350 +
300 A
250
200
150 -
100 -
50 A

Colesterol total {mg/dL)

Com acesso aos ovos Sem acesso aos ovos
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Figura 12: Niveis séricos de colesterol total dos grupos com acesso aos ovos e sem acesso

aos ovos. Test t de student foi utilizado para a analise estatistica dos dados (P=0,91).

7.4 Niveis séricos de HDL — colesterol

Quando comparados os niveis séricos de HDL — colesterol, nado foi verificada
diferenga estatisticamente significativa (P = 0,06) entre os grupos (com acesso aos

ovos 91,22 + 1,79 mg/dL e sem acesso aos ovos 72,14 + 2,89 mg/dL) (Figura 13).

HDL - colesterol

100
90 ~
80 -
70 ~
60 -
50 A
40 A
30 A
20 A
10 -

HDL - colesterol {mg/dL)

Com acesso aos ovos Sem acesso aos ovos

Figura 13: Niveis séricos de HDL - colesterol dos grupos com acesso aos 0vos e sem acesso

aos ovos. Test t de student foi utilizado para a analise estatistica dos dados (P=0,06).

7.5 Niveis séricos de LDL — colesterol

Os niveis séricos de LDL — colesterol ndo foram estatisticamente diferentes
(P= 0,46) entre os grupos com acesso aos ovos (55,68 + 10,88 mg/dL) e sem

acesso aos ovos (44,18 + 9,84mg/dL) (Figura 14).
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LDL - colesterol {mg/dL)
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Com acesso aos ovos Sem acesso aos ovos

Figura 14: Niveis séricos de LDL — colesterol dos grupos com acesso aos 0vos € sem acesso

aos ovos. Teste utilizado para analise estatistica dos dados teste t student (P=0,46).

7.6 Niveis séricos de triglicérides

Os niveis séricos de triglicérides do grupo sem acesso aos ovos foram
estatisticamente menores (P = 0,03) quando comparados aos do grupo com acesso
aos ovos (292,36 £ 64,24 mg/dL e 457,64 + 25,27 mg/dL respectivamente) (Figura

15).
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Triglicérides
600
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Com acesso aos ovos Sem acesso aos ovos

Figura 15: Niveis séricos de triglicérides dos grupos com acesso aos ovos € sem acesso aos

ovos. Test t de student foi utilizado para a analise estatistica dos dados. * P = 0,03
7.7 Andlise histolégica
Os achados histologicos foram de estrutura preservada. N&o foram

encontradas evidéncias de acumulo de lipideos a hematoxilina e eosina. Imagens

com aumento de 400x (Figura 17).

Figura 16: Aspectos microscépicos dos cortes de figado dos dois grupos. Coloragdo com

hematoxilina e eosina (400x). A) Grupo com acesso aos ovos. B) Grupo sem acesso aos ovos.
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8 DISCUSSAO

O presente estudo se propOs a investigar a interferéncia do acesso do
Zebrafish os proprios ovos no peso corporal, através da afericao do IMC; nos niveis
séricos de colesterol e ftriglicérides, através de testes colorimétricos comerciais
padronizados em pequena escala e na avaliagao histolégica dos hepatocitos, com a
hipétese de que a ingestdo dos ovos seria capaz de aumentar o perfil lipidico sérico
dos peixes, alterar o peso corporal e aumentar a quantidade de gordura presente

nos hepatdcitos.

8.1 Coleta de sangue

Jagadeeswaran e Sheehan foram os primeiros a descreverem um método de
coleta de sangue para Zebrafish em 1999 (Jagadeeswaran, J. P. Sheehan, Craig, &
Troyer, 1999). Esse método se consistiu em, primeiramente, romper a pele do
Zebrafish com uma tesoura de dissecgdo, tendo cuidado de evitar o trato
gastrintestinal. Uma incisdo de 0,3 a 0,5 cm era realizada posterior a nadadeira
dorsal, na regido da aorta dorsal e o sangue proveniente dessa incisdo era coletado
com uma ponteira de micropipeta. Os autores mencionaram que, através dessa
técnica era possivel coletar de 1 a 5 yl de sangue total de cada peixe. No entanto,
Murtha e colaboradores, que utilizaram essa mesma técnica, foram capazes de

coletar até 10 ul de sangue de cada peixe.

Eames e colaboradores, em 2010, descreveram uma maneira diferente de
coletar o sangue do Zebrafish. Com esse método, depois de anestesiados, os
animais eram decapitados com um corte na cintura peitoral, imediatamente anterior

a articulacdo da nadadeira peitoral, o que resultava em um corte também no
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coragao. Através de um tubo microcapilarizado, posicionado adjacente ao coragéo, o
sangue foi coletado em uma quantidade meédia de 5 yl de cada peixe, mas os

autores relataram que coletar 10 pl de sangue total ndo foi incomum.

A quantidade de sangue coletada pelo presente estudo foi variavel. Quando
comparada com Jagadeeswaran (Jagadeeswaran & J P Sheehan, 1999), nosso
grupo foi capaz de coletar um volume de sangue 4 vezes maior. Obtendo uma maior
quantidade de sangue de cada animal, foi possivel utilizar menos peixes para a
realizagcao dos experimentos. Comparado com Murtha, que obteve um n total de 250
peixes, o presente estudo utilizou 80 peixes para as analises bioquimicas o que

significa uma diminuicdo de 68% na quantidade de peixes utilizados por Murtha.

Apos a coleta do sangue, o soro foi obtido através de centrifugagdo. Nessa
etapa, no projeto piloto, foram encontradas algumas dificuldades devido a hemdlise
de algumas amostras. A publicagdo de Murtha e colaboradores (Murtha et al., 2003)
também mencionou a presengca de pequena hemdlise nas amostras de soro
utilizadas. No estudo desses autores, o soro foi obtido por centrifugacdo do sangue
total por 10 minutos a 0,5 g. Os autores observaram que, quando a velocidade de
centrifugacado era mais alta, o numero de amostras hemolisadas era maior. A partir
de uma comunicagcdo pessoal de Jill Murtha, foi diminuida a velocidade de
centrifugacédo para 0,5 g e reduzido o tempo entre a coleta de sangue e a
centrifugacao. A partir desses ajustes foi possivel eliminar a hemoélise das amostras.
Eames e colaboradores também mencionaram a ocorréncia de hemdlise em
algumas amostras. No entanto, esses autores associaram a presenga de hemolise a
manipulagcédo impropria e ao armazenamento do sangue em temperatura inadequada

(Eames et al., 2010).
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A utilizagcdo de pools nas analises bioquimicas foi considerada quase uma
imposi¢ao, devido as pequenas dimensdes do Zebrafish. A vantagem da sua

utilizacado é o fato de que o pool representa uma populacdo e ndo um so individuo.

Uma das principais dificuldades de avaliar os valores bioquimicos sanguineos
do Zebrafish é a pequena quantidade de material bioldégico que é possivel obter de
cada peixe. O presente estudo também se propds a desenvolver uma maneira de
coletar o sangue do Zebrafish a fim de obter um maior volume. O principal aspecto

relacionado a coleta de sangue realizada neste estudo foi a forma de anestesia.

8.2 Anestesia

Os anestésicos metano sulfonato de tricaina (MS-222) a 0,02% em agua a
28,5°C foi comparado com agua gelada como método anestésico. A anestesia dos
animais era feita pela imersdo dos peixes nas solugbes anestésicas e
monitoramento dos sinais de estagios de anestesia, como perda de equilibrio, perda
de movimentos operatorios e perda de reatividade (Eames et al., 2010). O confronto
dos niveis de glicemia entre os dois métodos de anestesia foi realizado, pois a
associagao entre estresse e hiperglicemia também é encontrada em Zebrafish. O
resultado do confronto entre os dois métodos anestésicos constatou que os animais
submetidos a anestesia por agua gelada apresentaram niveis de glicemia mais

baixos em comparacgao aos que receberam anestesia com MS-222.

O estudo de Murtha e colaboradores utilizou MS-222, como método de
eutanasia utilizado antes da coleta de sangue. A imersdo dos peixes em uma

solugao de tricaina MS-222 em uma concentragao de 0,3% em agua fria foi utilizada.
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Para o desenvolvimento do presente estudo foi necessario utilizar uma
estratégia anestésica que nao afetasse o metabolismo hepatico do peixe, como
ocorre com a tricaina (MS-222). Preservar o metabolismo do peixe era fundamental
para que as analises sanguineas e histolégicas pudessem fornecer dados
fidedignos. A solucdo encontrada para a anestesia foi a imersédo dos peixes em agua
do aquario com flocos de gelo, método também indicado como pratica veterinaria
humanizada (Wilson, Bunte, & Carty, 2009). Os peixes foram considerados
anestesiados quando nao responderam a estimulos externos, o que ocorreu de 3 a 6

segundos apoés a imersao em agua resfriada.

8.3 Utilizagao do IMC

A divisdo da massa pela area corporal é largamente utilizada em humanos
para avaliacdo do estado nutricional. A utilizagdo de indice de massa corporal para
Zebrafish é recente e permite a utilizagdo desse peixe para estudos sobre
obesidade. Recentemente, isso esta sendo realizado no projeto OBELIX -
OBesogenic Endocrine disrupting chemicals: Llnking prenatal eXposure to the

development of obesity later in life.

Conforme ja mencionado por Oka e colaboradores (Oka et al., 2010), o IMC
do Zebrafish é considerado o peso em gramas dividido pelo comprimento em
centimetros quadrados. Os valores de IMC encontrados no presente estudo néao
apresentaram diferenca significativa entre os grupos e foram bastante semelhantes
aos publicados em 2010 por Oka e colaborados, antes da indugdo de obesidade

pela dieta. O modo utilizado para medir o peso e o comprimento dos peixes foi 0
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mesmo nos dois estudos. A média de IMC encontrada por este estudo foi de

0,030g/cm? enquanto os valores de Oka e colaboradores foram 0,032g/cm>.

8.4 Reducao da escala dos teste colorimétricos

Para as analises bioquimicas, foram utilizados os testes colorimétricos devido
a sua facilidade de execucgdo, pelo baixo custo e porque requerem apenas
equipamentos simples. Esse tipo de teste ja havia sido utilizado para analise de
sangue de Zebrafish anteriormente (Murtha et al., 2003; Oka et al., 2010). No
entanto, Murtha e colaboradores utilizaram um equipamento automatizado
especifico para diagnéstico veterinario, apenas o principio do método utilizado foi o

mesmo.

O fabricante dos kits dos testes utilizados indica nas instru¢des de uso que os
testes poderiam ter sua escala reduzida em até 50%, com a garantia de resultados
estaveis, ou seja, o volume de reagentes e de amostra necessarios para a
realizacdo dos testes poderia ser reduzida a metade. A partir dessa informagao

procurou-se a menor escala capaz de produzir resultados confiaveis.

8.5 Niveis de lipideos séricos

Os valores de colesterol total encontrados no grupo que teve acesso aos
proprios ovos, no presente estudo, foram cerca de 81% mais altos dos encontrados
por Stoletov e colaboradores (Stoletov et al., 2009). A média encontrada por Stoletov
foi de 200mg/dL, sem mencionar a respeito do acesso aos ovos, enquanto que, em
nosso estudo, o grupo com acesso aos ovos apresentou 362mg/dL de colesterol

total. No entanto, niveis mais altos de colesterol total estdo de acordo com o
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esperado para teledsteos. Segundo Holtta-Vuori, esses peixes apresentam um perfil

hipercolesterolémico quando comparados aos mamiferos.

Os niveis de HDL-colesterol encontrados nos nossos experimentos
apresentaram uma média de 81mg/dL entre os grupos com e sem acesso aos OVos,
sem diferenga significativa entre eles. Os niveis de LDL-colesterol apresentaram
uma média de 49mg/dL entre os mesmos grupos, também sem diferenca
significativa entre eles. Esses dados estdo de acordo com Stoletov e Babin (P.
Babin, 1989; Stoletov et al., 2009) que demonstraram que a fragdo de colesterol
predominante em peixes teledsteos, incluindo o Zebrafish, € a HDL. Além disso,
Holta-vuori (Ho6ltta-Vuori et al., 2010) menciona que o perfil sérico de lipoproteinas
no Zebrafish € modelado pela dieta. Assim sendo, a ingestdao dos ovos pode ser

considerada um fator de importante influéncia no perfil lipidico dos peixes.

A média dos niveis de triglicérides encontrados no grupo com acesso aos
ovos, no presente estudo, foi 457mg/dL. J& no grupo sem acesso aos ovos, a média
foi de 292mg/dL. No estudo de Oka e colaboradores os niveis plasmaticos foram
diferentes entre machos e fémeas do grupo controle, ao inicio do experimento. No
entanto, esse dado nao € discutido no artigo. Machos apresentaram uma média de
100mg/dL de ftriglicérides plasmaticos, ja as fémeas apresentaram o dobro desse

valor (Oka et al., 2010).

O grupo controle do estudo de Stoletov e colaboradores apresentou niveis
médios de triglicérides plasmaticos de 100mg/dL, assim como Oka e colaboradores.
No entanto, no estudo de Stoletov nao foi feita a distingao entre os sexos. (Stoletov

et al., 2009). Holta-vuori e colaboradores mencionam que teledsteos tem niveis de
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triglicérides mais altos quando comparado aos mamiferos, assim como niveis de
colesterol. (Holtta-Vuori et al., 2010). Esse perfil vai ao encontro dos achados do

presente estudo.

Foi possivel observar que os testes colorimétricos padronizados em escala
reduzida foram capazes de reproduzir o perfil lipidico tipico de teledsteos, ou seja,
niveis de colesterol e ftriglicérides mais altos em comparagcdo aos humanos e a

fragdo HDL do colesterol maior em relagéo a LDL.

8.6 Analise histolégica

Estudos do nosso grupo, ja submetidos a publicagdo, avaliaram o acumulo de
gordura nos hepatdcitos, em modelos de esteatose hepatico em Zebrafish, através
de técnicas histolégicas. Esses estudos utilizaram o peixe como modelo de
esteatose hepatica alcodlica e nao-alcodlica. O modelo de esteatose hepatica
alcodlica foi obtido através de exposigdo dos peixes a alcool 0,5%, pelo periodo de
14 dias. A esteatose hepatica nao-alcodlica no Zebrafish foi induzida através da
administracdo de tioacetamida durante quatro semanas. Nesses modelos, o
acumulo de gordura nos hepatécitos do Zebrafish apresentou um padrao homologo
ao padrao encontrado em mamiferos. No presente estudo ndo foi observado
acumulo de gordura nos hepatocitos, demonstrando que o acesso aos proprios ovos
nao foi capaz de gerar acumulo de gordura, avaliado através de coloragao

hematoxilina e eosina, ainda que os niveis de triglicérides tenham sido aumentados.
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8.7 Consideracoes finais

A comparagdo e discussao dos resultados encontrados nas analises
bioquimicas do sangue de Zebrafish sdo limitadas, devido ao reduzido numero de
publicacdes a esse respeito. A escassez de estudos nessa area pode estar
relacionada as dificuldades com as técnicas de coleta de sangue até entao

disponiveis e a facilidade de hemdlise das amostras de sangue.

Estudos sobre os nutrientes presentes nos ovos de Zebrafish foram ainda
mais raros. As publicacbes a respeito de ovos de Zebrafish sdo relacionadas a
estratégias de reproducao e ndo aos constituintes nutricionais dos ovos. O habito de
ingerir os proprios ovos € uma caracteristica dos teleésteos (Brook,S.; Tyler, C.R;
Sumper, J.P., 1997). A mobilizagdo de proteinas corporais € aumentada na
produgao dos ovos. A ingestdo dos ovos parece ser uma estratégia do animal para
repor as proteinas utilizadas na formacgao dos ovos. Nao foi encontrada na literatura
uma técnica para monitoramento da ingestdo dos ovos pelos peixes nem a
quantidade de ovos que sao ingeridos. A esse respeito sdo apenas mencionadas
técnicas que impedem o acesso aos ovos, como a utilizada neste estudo. Por esse
motivo, a principal limitacdo deste estudo é justamente a possibilidade de garantir

apenas o controle do acesso aos ovos, sem a garantia da ingestao pelos peixes.

Os resultados encontrados no presente estudo foram intrigantes. Por que o
acesso dos peixes aos proprios ovos foi capaz de alterar apenas os niveis de
triglicérides? A fim de responder a essa questado, foi realizada uma tentativa de
dosagem de triglicérides nos ovos dos peixes. 50mg de ovos retirados do abdéme

de Zebrafish fémeas, que tiveram livre acesso aos ovos, foram macerados e
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centrifugados por 20 minutos a 0,5 g. O sobrenadante foi utilizado na dosagem de
triglicérides através de teste colorimétrico. Em um n de trés, o valor médio
encontrado foi 358mg/dL. No entanto, esse dado é de dificil comparagao visto que,
como ja mencionado, ndo foram encontrado dados a respeito da composicao
nutricional dos ovos de Zebrafish. Além disso, parece haver um ciclo entre a
ingestao e a composigcao nutricional dos ovos. Os lipideos presentes nos ovos sao
provenientes do plasma sanguineo e a proporc¢ao das lipoproteinas € modulada pela
dieta. Uma vez que os ovos fazem parte da dieta do Zebrafish, cria-se uma relacéo

de causa e efeito sobre a composigao do proprio ovo.

Além da tentativa de quantificagao dos triglicérides dos ovos, uma hipétese foi
gerada a fim de esclarecer os resultados encontrados. Devido a grande similaridade
entre o metabolismo dos lipideos do Zebrafish e dos mamiferos, € possivel que o
nutriente capaz de alterar os niveis de triglicérides nos mamiferos seja capaz de
também alterar em Zebrafish. Sendo assim, & possivel que os ovos de Zebrafish
sejam ricos em carboidratos e, quando ingeridos, sdo capazes de influenciar os

niveis séricos de triglicérides, sem alterar os de colesterol.

Ainda na tentativa de esclarecer os resultados encontrados, a glicemia dos
animais foi aferida. Logo apds a coleta de sangue para as analises bioquimicas, o
sangue remanescente na incisao realizada para a coleta foi aproximado de uma fita
de hemoglico teste e as analises foram realizadas como descrito por Eames e
colaboradores (Eames et al., 2010). Os valores encontrados nado apresentaram
diferencga significativa entre os grupos (46,00 + 4,90 no grupo com acesso aos 0vVoS
e 57,28 £ 4,78 no grupo sem acesso aos ovos, P=0,12, n = 7). Esses resultados

levam a pensar que restringir o acesso aos ovos durante duas semanas nao foi
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capaz de influenciar na glicemia de jejum, ainda que tenha influenciado nos niveis
de triglicérides, e que o principal nutriente presente nos ovos poderia n&o seja o

carboidrato, visto que n&o houve influéncia na glicemia de jejum.

Considerando que a composi¢ao nutricional dos ovos de Zebrafish ndo esta
esclarecida, procurou-se a composi¢cao dos ovos de espécies proximas ao Zebrafish,
para comparagdes. Assim, a composicdo dos ovos de esturjdo (Acipenser
oxyrinchus), que s&o consumidos como caviar, foi encontrada. Nesses ovos, o
nutriente presente em maior quantidade é a proteina (24,6%), seguida de lipideos
(17,9%) e em menor quantidade os carboidratos (4%) (U.S. Department of
Agriculture, 2010). Se a composi¢ao nutricional dos ovos de Zebrafish for similar a
dos ovos de esturjao, os niveis elevados de triglicérides séricos, do grupo com
acesso aos ovos, nao poderiam ser explicados pelo alto teor de carboidrato dos
ovos, pois o principal nutriente dos ovos seria a proteina. Nesse caso, os niveis de
triglicérides poderiam estar relacionado ao metabolismo de carboidratos ser

diferente no Zebrafish em comparagao aos mamiferos.

Para o nosso conhecimento, é a primeira vez que o efeito do acesso aos ovos
de Zebrafish é estudado. Visto que estudos sobre o metabolismo lipidico estédo
sendo incentivados em Zebrafish, o controle do acesso aos ovos € um aspecto

importante e que deve ser considerado durante a experimentagao.
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9 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos neste estudo pode-se concluir que:
1) Quanto a coleta de sangue

a. Foi possivel coletar até quatro vezes mais sangue, com a nova
técnica utilizada, quando comparado com as técnicas

precedentes.
2) Quanto a utilizagao dos testes colorimétricos

a. As padronizacbes das reducdes de escala foram de até 70% nos

testes utilizados.

b. Foi possivel analisar os niveis séricos de colesterol total, HDL —
colesterol, LDL - colesterol e triglicérides no Zebrafish através de

testes colorimétricos comerciais.
3) Quanto a analise histologica

a. Nao foi encontrado acumulo de gordura nos hepatécitos corados

com hematoxilina e eosina.
4) Quanto ao acesso aos ovos

a. O acesso aos ovos nao gerou o acumulo de gordura nos
hepatdcitos em hematoxilina e eosina, nem influenciou no IMC
dos peixes, assim como nao alterou os niveis séricos de
colesterol total, HDL — colesterol e LDL — colesterol. No entanto,
permitir o acesso do Zebrafish aos proprios ovos durante 14 dias
fez com que os niveis séricos de triglicérides fossem maiores

em relagdo ao grupo que nao teve acesso.
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11 ANEXOS
Dados Brutos
Padronizacao dos Kits

Colesterol total (3ul de amostra de soro sintético)

Amostra Colesterol (mg/dL)
Soro sintético normal 1 81,34
Soro sintético normal 2 83,41
Soro sintético normal 3 82,77

Soro sintético patologico 1 | 218,99

Soro sintético patoldgico 2 | 223,87

Soro sintético patolégico 3 | 222,84

LDL — colesterol (4ul de soro sintético)

Amostra Colesterol (mg/dL)
Soro sintético normal 1 148,56
Soro sintético normal 2 148,65
Soro sintético normal 3 146,98

Soro sintético patologico 1 | 197,84

Soro sintético patologico 2 | 196,74

Soro sintético patoldgico 3 | 195,43

Triglicérides (3ul de soro sintético)

Amostra Colesterol (mg/dL)
Soro sintético normal 1 108,67
Soro sintético normal 2 109,54
Soro sintético normal 3 111.33

Soro sintético patologico 1 | 175,55

Soro sintético patoldgico 2 | 173,78




Soro sintético patoldgico 3

173,12

Resultados do IMC (g/cm?)

Com acesso Antes | Com acesso depois | Sem acesso antes | Com acesso depois
0,004 0,038 0,027 0,028
0,064 0,037 0,028 0,048
0,041 0,039 0,043 0,031
0,052 0,032 0,041 0,023
0,045 0,046 0,046 0,039
0,035 0,026 0,037 0,036
0,072 0,036 0,031 0,027
0,053 0,027 0,043 0,048
0,049 0,033 0,043 0,037
0,041 0,029 0,043 0,021
0,051 0,031 0,038 0,034
0,061 0,038 0,029 0,027
0,071 0,047 0,055 0,035
0,074 0,036 0,042 0,036
0,035 0,033 0,041 0,036
0,038 0,059 0,036 0,047
0,035 0,03 0,037 0,039
0,027 0,056 0,038 0,039
0,018 0,029 0,047 0,02
0,032 0,039 0,058 0,028
0,031 0,03 0,033 0,026
0,022 0,047 0,038 0,031
0,054 0,028 0,038 0,026
0,028 0,031 0,033 0,03
0,032 0,026 0,033 0,041
0,093 0,028 0,036 0,024
0,056 0,022 0,058 0,029
0,048 0,026 0,024 0,029
0,033 0,037 0,041 0,046
0,021 0,04 0,051 0,033
0,028 0,034 0,03 0,029
0,039 0,035 0,037 0,039
0,037 0,04 0,034 0,031
0,037 0,029 0,032 0,031
0,031 0,018 0,03 0,031
0,025 0,038 0,029 0,039
0,036 0,045 0,038 0,037
0,092 0,026 0,05 0,04
0,048 0,058 0,039 0,036

0,04 0,033 0,031 0,03
0,019 0,02 0,038 0,027
0,023 0,044 0,049 0,028
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0,027 0,03 0,057 0,033
0,032 0,042 0,039 0,031
0,036 0,046 0,046 0,033
0,046 0,027 0,046 0,032
0,018 0,038 0,027 0,029
0,028 0,035 0,041 0,032
0,029 0,032
0,05 0,04
0,045 0,046
0,035 0,036
0,035 0,044
0,037 0,04
0,042 0,029
Glicemia (mg/dL)
Com acesso aos ovos | Sem acesso aos ovos
40 60
60 43
66 43
38 80
39 61
30 54
49 60
46 57,28571 | média
49 4,78 | ep
Resultados de Colesterol total (mg/dL)
Com acesso aos ovos | Sem acesso aos 0vos
437,18 357,69
291,03 380,77
360,26 334,62
Média 362,82 357,69
dp 73,11 23,08
EP 42,21046 13,32347
Resultados de HDL — colesterol (mg/dL)
Com acesso aos 0vos | Sem acesso aos 0vVos
103,96 51,94
86,89 73,34
83,91 80,21
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90,14 83,10

média 91,22 72,14
DP 3,11 5,01
EP 1,79 2,89

Resultados LDL- colesterol (mg/dL)

Com acesso aos ovos

Sem acesso aos oVos

82,34 20,07

49,37 27,40

47,07 50,73

43,95 78,54

Média 55,68 44,18
DP 18,84 17,05
EP 10,88 9,84

Resultados Triglicérides (mg/dL)

Com acesso aos ovos

Sém acesso aos ovos

509,72 377,78
477,78 130,56
425,00 311,11
418,06 350,00
Media 457 64 292,36
DP 43,78 111,28
EP 25,2771 64,24852
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Short abstract:

This paper presents a technique for collection of blood from the dorsal aorta of
Zebrafish. It also provides instructions for obtaining serum for use in biochemical

analyses, such as tests for determining cholesterol and triglyceride levels.

Long abstract:

The zebrafish has been used as an animal model for studies of several human
diseases. It can serve as a powerful preclinical platform for studies of molecular
events and therapeutic strategies as well as for evaluating the physiological

mechanisms of some pathologies'".

There are relatively few publications related to zebrafish organs and

systems(z), which may lead researchers to infer that the basic techniques needed to
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allow the exploration of zebrafish systems are lacking®. Hematologic biochemical
values of zebrafish were first reported in 2003 by Murtha and colleagues® who
employed a blood collection technique first described by Jagadeeswaran and
colleagues in 1999. Briefly, blood was collected via a micropipette tip through a
lateral incision, approximately 0.3 cm in length, in the region of the dorsal aorta®.
Because of the minute dimensions involved, this is a high-precision technique
requiring a highly skilled practitioner. The same technique was used by the same
group in another publication in that same year(s). In 2010, Eames and colleagues
accessed whole blood glucose levels in zebrafish(”. They gained access to the blood
by performing decapitations with scissors and then inserting a heparinized
microcapillary collection tube into the pectoral articulation. They mention difficulties
with hemolysis that were solved with an appropriate storage temperature based on
the work Kilpatrick et al.®). When attempting to use Jagadeeswaran’s technique in
our laboratory, we found that it was difficult to make the incision in precisely the right
place as not to allow a significant amount of blood to be lost before collection could

be started.

Recently, Gupta et al.®) described how to dissect adult zebrafish organs,
Kinkle et al."? described how to perform intraperitoneal injections, and Pugach et
al." described how to perform retro-orbital injections. However, more work is

needed to more fully explore basic techniques for research in zebrafish.

The small size of zebrafish presents challenges for researchers using it as an
experimental model. Furthermore, given this smallness of scale, it is important that
simple techniques are developed to enable researchers to explore the advantages of

the zebrafish model.
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Protocol text:

1. Before collecting zebrafish blood, it is necessary to prepare anesthetizing
water.Pour ~200 mL of aquarium water into a container with a 500-mL
capacity. Add ~200 g of ice chips. The temperature should be about 4°C. As
the ice chips melt, it will be necessary to add more ice chips to maintain a
constant temperature near 4°C.

2. When the anesthetizing water is ready, prepare the materials needed for blood
collection. Put a low-retention tip on a P20 pipettor and leave the pipettor
where it can be easily accessed. Do not allow the pipet tip to contact any
sources of contamination.

3. Cover a Petri dish with a piece of dry gauze. A steel blade and another piece
of gauze should be placed in an easily accessible place.

4. A centrifuge adapted for plastic tubes will be needed.

5. When the aforementioned materials are prepared, capture the first zebrafish to
be anesthetized with a fishing net and release it into the water that has been
prepared for anesthesia. Zebrafish require 3116 s in chilled water to be
anesthetized, depending on the fish. Keep the fish in the cold water until it no
longer responds to external stimuli.

6. Using the fishing net, place the anesthetized fish on a prepared piece of
gauze, leaving the tail off of the gauze. Fold the gauze over the fish’s head
and body leaving out only its tail. Put the fish covered with the gauze on the
Petri dish.

7. Use the steel blade to make a diagonal incision just between the the anal fin
and the caudal fin. The blood will start to come out. At this point, it is
necessary to work quickly.

8. Gently aspire the blood that comes out with the P20 pipettor (pre-loaded with
a low retention tip). The amount of blood that can be collected depends on the
size of the fish and to what extent that it was anesthetized correctly. It usually
varies from 5 to 20 yl. When the blood stops coming out, gently transfer the
aspired blood into a tube.

9. To avoid hemolysis, it is critical that the tube with blood in it be handled very
carefully, without any drastic movements until it is placed into the centrifuge.

10.To avoid hemolysis, it is also important that the blood sample be secured in
the centrifuge within 10 minutes of blood collection.

11.If necessary, it is possible to combine blood from more than one animal,
making a pool. Pooled samples will work fine as long as the delay between
blood collection from the first fish and centrifugation does not exceed 10
minutes.

12.When the blood collection is done, centrifuge the blood for 10 minutes at 0,5 g
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(Eppendorf Centrifuge 5415D).

13.Following centrifugation, the serum is at the top layer of the tube. With a
pipette, aspirate the serum, making sure to get just the serum while keeping
both layers well divided and stable.

14.Transfer the serum into a new microtube and it is ready to be used in
biochemical analyses.

15.1f the serum will not be used immediately, it can be frozen at -18°C for up to
approximately 3 months.

Representative results:

Biochemical analysis of total cholesterol, HDL-cholesterol, LDL-cholesterol,
and triglycerides were performed after blood collection using this technique. Two
groups of fish were fasted for 24 hours before blood collection to avoid food intake
interference. The analyses were done with small-scaled colorimetric tests (Labtest
Diagnéstica S.A., Brazil) For total cholesterol and triglyceride analyses, 3 ul of serum
were used. For LDL-cholesterol and HDL-cholesterol analysis, 4 pl and 10 ul of
serum were used, respectively. These analyses were performed on pooled samples

of 10 zebrafish per sample.

Serum lipidic levels were compared between fish that accessed their own
eggs and those that, in a bottom covered aquarium, did not have access to their own
eggs for an experimental duration of 2 weeks. Serum analysis showed that the serum
levels of total cholesterol (with eggs 362 + 42 mg/dL and without eggs 357 + 13
mg/dL), HDL-cholesterol (with eggs 91.22 + 1.79 mg/dL and without eggs 72.14 %
2.89 mg/dL), and LDL-cholesterol (with eggs 55.68 + 10.88 mg/dL and without eggs

44,18 + 9.84 mg/dL) did not differ significantly between the groups. However,
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triglyceride levels were significantly lower in the experimental group (without eggs

292 + 64 mg/dL) than in the control group (with eggs 457 + 25 mg/dL; P = 0.03).

Tables and figures:

With access to eggs Without access to

eggs
Total Cholesterol (mg/dL) 362.82 £ 42,21 357.69 + 13.32
LDL — Cholesterol (mg/dL) 55.69 + 10.88 4419 +9.84
HDL — Cholesterol (mg/dL) 91.23+1.79 72.14 +2.89
Triglycerides (mg/dL) 457.64 + 25.27* 292.36 + 64.24

Table 1: With access to eggs and without access to eggs groups cholesterol

and triglycerides values expressed in mean * standard error.
*Statistically significant (P=0.03)
Discussion:

This paper presents a simple technique that allows further blood and serum
analysis in zebrafish experiments. This technique has the potential to contribute to
future zebrafish hematologic studies requiring blood parameter data. It should also

allow for greater applications of the zebrafish as an experimental model.

This technique does not require special skills or implementation of a precise
technique. Moreover, it enables up double the amount of blood to be collected
relative to other techniques, thereby allowing for the use of fewer fish to obtain the

needed amount of biological material. The technique has one critical step, which is
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that the blood samples be handled carefully as zebrafish blood can incur hemolysis
very easily. The time delay between blood collection and centrifugation must be
strictly limited. A 10-minute limit should prevent hemolysis, but, if the serum becomes
hemolytic, the time between blood collection and centrifugation can be reduced. The
speed of centrifugation can also be decreased to help avoid hemolysis. While the
centrifugation can be slowed to a speed that still allows an efficient serum separation,

it is important that the time of centrifugation not be increased.

Other blood collection techniques were attempted before this technique was
developed. However, the number of animals used was large and very small amounts
of blood were collected from each fish. This new technique allowed the use of fewer
animals, was demonstrated to be feasible with low skill level practitioners, and gave
better results than other techniques in terms of the amount of blood collected from

each fish.
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Table of specific reagents and equipments:

Name of the reagent Company Catalogue number Comments (optional)
Low retention tips Applied 022493020
Biosystems
Eppendorf Centrifuge Eppendorf Discontinued
5415D
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