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RESUMO

Deformidades esqueléticas sdo malformacGes encontradas em peixes que podem afetar o bem-
estar animal e impactar negativamente o desempenho zootécnico e o comportamento
reprodutivo. Na aquicultura, a incidéncia de deformidades esqueléticas pode causar prejuizos
e desperdicios. No Brasil, o tambaqui Colossoma macropomum (Characiformes:
Serrasalmidae) é a segunda espécie de peixe mais cultivada na aquicultura continental. Visto
que, a incidéncia de deformidades ainda ndo foi reportada para tambaqui, e que isso é
relevante para caracterizacdo fenotipica em programas de melhoramento da espécie, o
objetivo deste trabalho foi descrever a ocorréncia dos diferentes tipos de deformidades
esqueléticas encontradas em familias de tambaqui produzidas em cativeiro. Para isso, seis
familias de tambaqui foram produzidas por propagacéo artificial. Apds 90 dias pds-eclosao
DPE (peso corporal ~ 50g), foi inserido com um chip intramuscular (Passive Integrated
Transponder - PIT) em todos os peixes, e os individuos foram selecionados com base no
tamanho e Comprimento Total (TL) e transferidos para tanques escavados para compor um
programa de melhoramento genético. Nesta fase, 0s peixes que apresentavam qualquer
anormalidade externa foram selecionados (n = 660 no total) para o presente estudo, quando
foram sacrificados com uma dose letal de Benzocaina (220 mg.L™?), fixado em etanol 100%
para posteriores anélises de raio-X. As imagens de raio-X em formato Dicom foram tratadas,
e uma escala de 20 mm foi adicionada em cada uma delas utilizando o programa ImageJ
(v1.51j8). Em seguida, um arquivo em formato (tps) foi gerado (tpsUtil64 v1.76), e landmarks
foram “digitalizados” sobre o centro de cada vertebra (tpsDig v2.31). Utilizando as variaveis
de familia e deformidade, uma analise de componentes principais (ACP) foi feita a partir do
programa MorphoJ (v1.06d) a fim de verificar a presenca de outliers (erros de
“digitaliza¢do”). Todas as imagens de raio-X foram cuidadosamente examinadas com o
objetivo de caracterizar os diferentes tipos de deformidades vertebrais nos espécimes. Como
resultados, este estudo identificou 13 tipos de deformidade vertebral, sendo elas: 1)
diminuicdo dos espacos intervertebrais; 2) compressdo homogenia; 3) compressdo sem
“estrutura-X”; 4) compressao unilateral; 5) fusdo e compressao; 6) alongamento vertebral; 7)
biconcava superior de centro descalcificado; 8) fusdo completa; 9) biconcava pronunciada;
10) hiper-radiodenso; 11) cifose; 12) estrutura interna irregular; 13) deslocamento dorsal ou
ventral; e 14) malformacdo multipla severa. Essas deformidades foram ilustradas e descritas.
Diversos fatores podem influenciar no surgimento de tais deformidades sdo conhecidos (i.e.
temperatura de incubacdo, ma nutricdo, manejo, triploidizacéo e fatores genéticos). A
expectativa é que este estudo promova o0 avango no conhecimento existente sobre os tipos de
deformidade em tambaqui e possa servir de base para auxiliar futuros trabalhos que
investiguem suas causas.

Palavras-chave: Deformidade. Piscicultura. Tambaqui. Raio-X. Morfometria.



ABSTRACT

Skeletal deformities are malformations found in fish that can affect animal welfare and
negatively impact zootechnical performance and reproductive behavior. In aquaculture, the
incidence of skeletal deformities can cause damage and waste. In Brazil, the tambaqui
Colossoma macropomum (Teleostei: Serrasalmidae) is the second most cultivated fish species
in continental aquaculture. Since the incidence of deformities has not yet been reported for
tambaqui, and that this is relevant for phenotypic characterization in species improvement
programs, the objective of this work was to describe the occurrence of different types of
skeletal deformities found in tambaqui families produced in captivity. After 90 days post-
hatch DPE (body weight ~ 50g) was inserted with an intramuscular chip (Passive Integrated
Transponder - PIT) in all fish, and individuals were selected based on size and Total Length
(TL) and transferred to excavated tanks to compose a breeding program. At this stage, fish
that had any external abnormality were selected (n = 660 in total) for the present study, when
they were sacrificed with a lethal dose of Benzocaine (220 mg.L™?), fixed in 100% ethanol for
further analysis X-ray. The X-ray images in Dicom format were treated, and a 20 mm scale
was added to each one using the ImageJ program (v1.51j8). Then, a file in format (tps) was
generated (tpsUtil64 v1.76), and landmarks were “digitized” over the center of each vertebra
(tpsDig v2.31). Using the family and deformity variables, a principal component analysis
(PCA) was performed using the MorphoJ program (v1.06d) in order to verify the presence of
outliers (digitizing errors). All X-ray images were carefully examined in order to characterize
the different types of vertebral deformities in the species. As a result, this study identified 13
types of vertebral deformity, namely: 1) reduction of intervertebral spaces; 2) homogeneous
compression; 3) compression without “X-structure”; 4) unilateral compression; 5) fusion and
compression; 6) spinal stretching; 7) superior biconcave with a decalcified center; 8) complete
fusion; 9) pronounced biconcave; 10) hyper-radiodense; 11) kyphosis; 12) irregular internal
structure; 13) dorsal or ventral displacement; and 14) severe multiple malformation. These
deformities were illustrated and described. This study advances the existing knowledge about
the types of deformity in tambaqui, which is necessary for future work to investigate its
causes. It is known that several factors can influence the appearance of such deformities (i.e.
incubation temperature, malnutrition, management, triploidization and genetic factors), which
can be better investigated based on this basic work of description.

Key-words: Deformities. Pisciculture. Tambaqui. X-Ray. Morfometry.
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1 INTRODUCAO

O tambaqui Colossoma macropomum (Cuvier, 1818) (Characiformes: Serrasalmidae)
é a segunda espéecie mais cultivada no Brasil, com uma producdo total atingindo 101.079
toneladas em 2019 (PeixeBR, 2020). Os adultos de C. macropomum podem atingir até 1
metro de Comprimento Total (CT) e pesar até 30 kg, sendo o segundo maior peixe de escama
da America do Sul (Loubens and Panfili, 1997). A espécie é considerada migratoria, e esta
amplamente distribuida em aguas ricas em nutrientes das bacias dos rios Amazonas e Orinoco
(Lopes et al., 2017). Os representantes da espécie sdo onivoros e consomem frutas, sementes e
invertebrados na sua alimentacao natural, além disso, seus filamentos braquiais alongados sao
utilizados para filtrar o zooplancton(Guimardes and Martins, 2015; Roubach and Saint-Paul,
1994).

A aquicultura de C. macropomum no Brasil é favorecida por caracteristicas
zootécnicas tal como seu potencial de crescimento (Mello et al., 2015; Porto et al., 2018;
Sousa et al., 2017), adaptacOes a baixas concentragdes de oxigénio dissolvido nos sistemas de
producdo (2 mg.L? a 30 °C) (Saint-Paul, 1984) e uma inddstria moderna para a qual diversos

produtos de processamento tem sido desenvolvidos (Bottino et al., 2017).

Em cativeiro, a maturidade sexual de C. macropomum é observada apds os trés anos
de idade (Almeida et al., 2016). Para a producdo dos alevinos de tambaqui, diferentes terapias
hormonais sdo utilizadas para induzir a maturagdo final dos ovdcitos/ovulagao e espermiacéo,
possibilitando a coleta de gametas, fertilizacdo artificial e larvicultura (Pires et al., 2017; Pires
etal., 2018; Souza et al., 2018; Woynarovich and Anrooy, 2019).

Em muitos lugares do Brasil, hibridos intergenéricos envolvendo fémeas de C.
macropomum com machos de Piaractus brachypomus ou Piaractus mesopotamicus também
sdo usados para produzir os popularmente chamados “tambatinga” e “tambacu”,
respectivamente, entre outros hibridos relatados envolvendo C. macropomum (Hashimoto et
al., 2012; Hashimoto et al., 2016; Hashimoto et al., 2011).

Os novos desafios para a industria do tambaqui incluem hoje o desenvolvimento de
novas linhagens melhoradas a partir de programas de melhoramento genético (Perazza et al.,
2019), que poderiam possivelmente ajudar a reduzir ossos intramusculares (Perazza et al.,

2017), o desenvolvimento de linhagens monosexo para producdo de fémeas com presumivel
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taxas de crescimento mais elevadas (Almeida et al., 2016), e também o desenvolvimento de
outras biotecnologias (por exemplo, poliploidia) para a producdo de peixes estéreis que
poderiam minimizar impactos ambientais em tambaquis cultivados e escapes de hibridos em

ambientes naturais (Sato et al., 2020).

As deformidades esqueléticas foram relatadas para muitas espécies de peixes de
cultivo, assim como para varias espécies de peixes em seu ambiente natural. Embora a
producdo de C. macropomum esteja bem estabelecida e o conhecimento sobre a espécie seja,
hoje h& informacges limitadas sobre as deformidades esqueléticas presentes no tambaqui ao
longo da cadeia produtiva e seus possiveis impactos econdmicos. (Boglione et al., 2013;
Jawad et al., 2018; Messaoudi et al., 2009).

Dependendo do grau e incidéncia dessas deformidades, impactos econémicos
significativos podem ser observados (Boglione et al., 2013). As raz0es para a incidéncia de
deformidades esqueléticas incluem a reducdo da diversidade genética de reprodutores
propagados (Sawayama and Takagi, 2012), fornecimento nutricional inapropriado (lzquierdo
et al., 2019), sistema de producdo sub-6timo (Divanach et al., 1997), qualidade de &gua
inapropriada (Georgakopoulou et al., 2010; Munday et al., 2018), questdes relacionadas a
inflacdo da bexiga natatoria (Iwasaki et al., 2018), contaminacao da agua com metais pesados
(Bengtsson and Larsson, 1986; Messaoudi et al., 2009), producdo de linhagens triploides
(Opstad et al., 2013; Tiwary and Ray, 2004) e producdo de peixes monosexo usando
esteroides sexuais (Rivero-Wendt et al., 2016), dentre outros possiveis fatores.

Em muitos casos, as questdes relativas as deformidades esqueléticas sdo de
investigacdo muito desafiadora, e seus problemas para a aquicultura podem incluir um
crescimento reduzido devido a restricGes corporais e mortalidades acima da média normal
(Toften and Jobling, 1996), e tém interesses de comercializagdo reduzidos, especialmente
quando peixes inteiros (deformados) sdo vendidos (Afonso et al., 2000; Iwasaki et al., 2018).
Deformidades esqueléticas em peixes de viveiro podem ser evidentes também em diferentes
estagios de producdo, como no inicio da criacdo de larvas (Hansen et al., 2019), na fase de

alevinagem ou mais tarde na fase de crescimento/engorda (Daoulas et al., 1991).

Dentre as deformidades frequentemente observadas em peixes de cativeiro, destaca-se
com grande frequéncia a lordose (aumento da curvatura lombar) (Hansen et al., 2019; Lovett

et al.,, 2019; Negrin-Béez et al., 2015), mas também o aumento anormal na concavidade
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posterior da coluna (cifose) (Hayashi et al., 2019; Izquierdo et al., 2019; Munday et al., 2016),
a inclinacdo lateral da coluna (escoliose) (Boursiaki et al., 2019; Munday et al., 2018; Perrott
et al., 2018), todos estes sendo geralmente associados a diferentes tipos e intensidades de
fusdo vertebral (Davie et al., 2019; Iwasaki et al., 2018; Jawad et al., 2018). A caracterizacdo
morfolégica dos diferentes tipos de deformidades esqueléticas de uma espécie cultivada é o
primeiro passo para investigar eventuais correlacbes e possiveis causas, especialmente
visando empregar diferentes protocolos biotecnoldgicos (i.e. monosexo, triploidizacéo,
melhoramento genético) que podem aumentar a incidéncia destas deformidades. Atualmente,
ainda sdo poucas as informacdes sobre as deformidades esqueléticas em C. macropomum,

seus diferentes tipos, possiveis causas e reais impactos econémicos.

Para investigar as deformidades esqueléticas nos peixes, os ictiélogos contam com
uma ampla gama de técnicas, dependendo dos objetivos do estudo, niumero e tamanho dos
peixes a serem analisados, tipos de deformidades e recursos disponiveis. Essas técnicas
incluem o clareamento da musculatura e tecidos moles e coloracdo de cartilagens e 0ss0s
(diafanizagdo) (Gomez et al., 2016), tomografia computadorizada de varredura (Chidakwa,
2019), dissecacdo anatdmica convencional (Chin et al., 2017), e analise de raio-X (Boglione
et al., 2013). Embora as disseccBes convencionais e a diafanizacdo fornecam excelentes
resolucdes das estruturas analisadas, essas sdo técnicas de trabalho intenso que sdo
frequentemente usadas em um numero limitado de peixes. Por outro lado, as anélises
radiograficas tém se mostrado resolutivas nas observacBes anatdmicas das deformidades
esqueléticas, com a vantagem de serem aplicadas na analise de um grande nimero de animais
facilitando posterior aplicacdo de analises morfométricas sobre as imagens radiogréaficas.

Considerando as deformidades esqueléticas em Colossoma macropomum que S&o
frequentemente observadas em manejos nas pisciculturas, e que pesquisas a respeito séo
escassas, este estudo teve como objetivo identificar, classificar e descrever os diferentes tipos
de deformidades vertebrais em C. macropomum por meio de andalises radioldgicas e

morfomeétricas.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste estudo foi diagnosticar, classificar e descrever os diferentes
tipos de deformidades vertebrais em familias de Colossoma. macropomum por meio de

andlises radioldgicas e morfométricas.

2.2 Objetivos especificos
O objetivo geral se desmembra nos seguintes objetivos especificos:

1) Analisar imagens radiograficas de diferentes familias de Colossoma macropomum
e descrever os diferentes tipos de anomalias vertebrais com base na literatura

disponivel;

2) llustrar os diferentes tipos de deformidade vertebral com base nas imagens

radiogréficas;

3) Analisar o padrdo morfométrico da coluna vertebral de C. macropomum e
verificar se os diferentes tipos de deformidade podem  ser

identificados/representados por meio de analises multivariadas.
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3 METODOLOGIA

3.1 Material Analisado

Seis familias diferentes de C. macropomum foram produzidas na Fazenda S&o Paulo
(Brejinho de Nazaré-TO) apds estimulacdo da maturacdo ovocitaria, ovulacdo / espermiacao
utilizando protocolo convencional de indugdo com Extrato Hipofisario de Carpa (EHC)
(Woynarovich and Anrooy, 2019), permitindo a fertilizagdo artificial e propagacédo de larvas.
Denominamos o termo familia, para subpopulacdes de tambaqui de cativeiro, no qual, sdo
provenientes da fertilizacdo de ovdcitos de uma fémea com sémen de um Unico macho. As
larvas das diferentes familias foram criadas em incubadoras individuais de 200 L e
alimentadas com nauplii de Artemia (HIGH 5, INVE Aquaculture INC., BEL) 7 vezes ao dia
até 14 dias apds a eclosdo (DPE). Ap6s 14 DPE, os alevinos foram alimentados 6 vezes ao dia
com racdo em po (Guabi S.A, Brasil) e transicdo para alimentacdo extrusada 0,8-1,0 mm
(45% proteina bruta, Nanolis / SOCIL, Brasil) e 1,3-1,5 mm (45% proteina bruta, Acqua Line
/ Supra, Brasil) 4 vezes ao dia, quando os alevinos foram entdo transferidos para diferentes
Tanques de 1000 L compostos por um sistema de fluxo continuo de agua.

Apds 90 DPE (peso corporal ~ 50g), todos os peixes foram identificados com um chip
intramuscular (Passive Integrated Transponder - PIT). Os individuos de maior CP foram
selecionados e transferidos para tanques escavados para composicdo de um futuro programa
de melhoramento genético (Shiotsuki et al., 2019). Os peixes que apresentaram qualquer
anormalidade possivel de ser observada externamente foram selecionados (n = 660 no total)
sacrificados com uma dose letal de Benzocaina (220 mg.L™?) e fixados em etanol 100% para
analises posteriores de raios-X. Nesta fase quando foram estudados, os peixes das seis
familias estavam com 229 DPE, pesavam cerca de 147.28 + 33.52 g e mediam cerca de 19.74
+ 1.44 cm em CT (Familia 1), 153.33 + 37.34 g € 19.92 £ 1.81 cm CT (Familia 2), 241.73 +
58.29 g e 23.62 £2.19 cm CT (Familia 3), 235.56+ 85.81 g € 24.93 £ 1.79 cm CT (Familia 4),
262.02 + 49.87 g e 25.25 + 1.53 cm CT (Familia 5) e 152.26 + 36.73 ge 19.26 £ 1.54 cm CT
(Familia 6).
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3.2 Exames de raio-X e andlises das imagens radiograficas

Os 660 individuos de Colossoma macropomum visualmente deformados foram
examinados com um equipamento portatil de Raio-X veterinario (RX 110/100 Ecoray) do
Hospital Veterinario da Universidade Catélica do Tocantins (UniCatolica, Palmas-TO). Para
isso, os chips de cada peixe foram lidos e os individuos foram etiquetados e colocados em
uma bandeja plastica, entdo radiografados de seis a seis. As imagens foram enviadas via
Bluetooth (extensdo Dicom) para um computador, quando a identidade do namero do chip de
cada peixe foi adicionada a cada mosaico de imagens radiograficas (formato dicom). Em
sequida, radiografias individuais (extensdo jpg) foram cortadas dos mosaicos usando-se 0
software ImageJ (v1.51j8) (Schneider et al., 2012), onde foi replicada a escala original do
mosaico (20 mm) e os arquivos foram numerados sequencialmente.

Em uma primeira etapa, as imagens foram analisadas visualmente de forma individual
com o objetivo de identificar e categorizar possiveis diferentes anormalidades vertebrais em
C. macropomum. Para isso, a nomenclatura proposta por Witten et al. (2009) foi adotada e
modificada, de forma que 14 diferentes tipos de deformidades vertebrais foram observados
nos 660 individuos. Em seguida, essas deformidades vertebrais foram ilustradas (Adobe
Illustrator v. 22.0.1), e a presenca das deformidades tabulada nas diferentes familias. Gerou-se
nesse momento também um arquivo classificador qualitativo para analises morfométricas
posteriores.

Para analises morfométricas, um arquivo TPS (Thin Plate Spline) foi inicialmente
criado usando-se o programa TPS Util64 v 1.76 (Rohlf, 2008) na localizacdo da pasta
contendo os 660 arquivos (jpg) das imagens radiograficas. Entdo, o programa TPS Dig v. 2.31
(Rohlf, 2001) foi usado para digitalizar landmarks (LMs) no centro vertebral das vertebras de
cada peixe (Figura 1). Peixes com fuséo vertebral foram considerados com 34 vertebras, uma
vez que nestes casos foi possivel identificar o centro vertebral de cada uma das vertebras
fundidas. Para as analises morfométricas, os peixes que possuiam 33 (n = 27 peixes) ou 35 (n
= 6 peixes) vertebras foram excluidos do conjunto de dados, que permaneceu com 627
individuos possuindo 34 vértebras cada. No ato da digitizacdo dos LMs, o arquivo TPS
original foi alimentado automaticamente com informagdes sobre o numero de LMs, suas
coordenadas bidimensionais individuais, 0 nome do arquivo de imagem, a identidade do peixe

e o fator de escala usada para a digitizacao.
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Figura 1. Digitizacdo dos landmarks no centro de cada vértebra da coluna vertebral

Fonte: Alves, 2021.

3.3 Analises morfométricas e estatisticas

Apbs a digitalizacdo dos LMs, diferentes analises morfométricas foram conduzidas
usando MorphoJ v. 1.06d (Klingenberg, 2011). Inicialmente, um projeto bidimensional foi
criado e preenchido com o arquivo TPS (descrito acima), e também com dois arquivos
adicionais contendo dados qualitativos dos 627 individuos: origem familiar e tipo (s) de
deformidade das vértebras conforme descricdo ilustrada na Figura 2. Em seguida, os dados
dos landmarks foram alinhados através da sobreposicdo de Procrustes com o objetivo de
eliminar variacdes relacionadas a rotacdo, translagcdo e tamanho (Claude, 2008), e uma matriz

de covariancia produzida para outras Analises de Componentes Principais (ACP).
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4 RESULTADOS

4.1 Numero de vértebras e deformidades vertebrais
Dos 660 individuos analisados, 27 (4,1%) apresentaram 33 vértebras, 627 (95,0%) 34,
e seis (0,9%) 35 (Tabela 1). O nimero de vértebras nos peixes das seis familias foi

representado na Tabela 1.

Tabela 1. Frequencia da quantidade de vértebras nos 660 peixes analisados

NUmero de vértebras

Familia

33 34 35

16 264 1
2 1 154 3
3 0 24 0
4 6 33 0
5 2 75 0
6 2 7 2

Total 27 (4.1%) 627 (95.0%) 6 (0.9%)

Fonte: Alves, 2021.

Seguindo a classificacdo proposta por Witten et al. (2009), as analises de raio-X
permitiram a identificacdo de 14 diferentes tipos de deformidades vertebrais em C.
macropomum (Figura 2, Tabela 2). Essas deformidades podem ser descritas como:

Tipo 1. Espaco intervertebral diminuido. Caracterizado pela diminuigdo geral do
espaco intervertebral que, portanto, encurta a coluna vertebral. Esse tipo de deformidade foi

encontrado em apenas um individuo (0,2%) da Familia O1.

Tipo 2. Compressdo homogénea. Caracteriza-se pelo encurtamento da coluna
vertebral devido a compressdo homogénea dos corpos vertebrais. Nesse tipo, 0S corpos
vertebrais exibem uma curvatura para dentro das bordas das placas terminais vertebrais. Esse

tipo de deformidade foi encontrado em quatro individuos (0,6%) das familias 01 e 05.

Tipo 3. Corpos vertebrais comprimidos sem estrutura em X. As placas da extremidade

vertebral mostram sinais de mineralizagéo intensificada. Listras radiodensas frequentemente
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aparecem no espaco intervertebral, devido as vértebras serem mais radiantes que as normais.

Esse tipo de deformidade foi encontrado em sete individuos (1,1%) das familias 1, 2, 4, 5 e 6.

Tipo 4. Compressdo unilateral. A morfologia das vértebras comprimidas mostra um
aspecto da letra K. Isso ocorre quando apenas um lado das placas vertebrais € comprimido.
Esse tipo de deformidade foi encontrado em 37 individuos (5,6%). A Unica familia onde essa

deformidade ndo foi relatada foi a familia 5.

Tipo 5. Compressao vertebral. As vértebras sdo comprimidas uma na outra, de forma
que os espacos intervertebrais deixam de existir. Esse tipo de deformidade foi encontrado em

dois individuos (0,3%) das familias 1 e 6.

Tipo 6. Alongamento vertebral. Caracterizado por vértebras mais alongadas, que
podem ou nao estar associadas a fusdo vertebral. Esse tipo de deformidade foi encontrado em
16 individuos (2,4%) das familias 1, 4 e 6.

Tipo 7. Bicdncava superior de centro desmineralizado. O tipo é caracterizado pela
curvatura vertical da placa dos corpos vertebrais, resultando em vértebras com aspectos
céncavos. Além disso, observamos que a cuspide vertebral possui uma cavidade intravertebral
desmineralizada, talvez relacionada & osteopenia, causada pela perda de célcio (ver tipo 9).

Esse tipo de deformidade foi encontrado em oito individuos (1,2%) das familias 5 e 6.

Tipo 8. Fusdo completa. Ocorre quando dois ou mais corpos vertebrais se fundem,
apresentando mais de uma coluna neural nas vértebras fundidas. Esse tipo de deformidade foi

encontrado em 21 individuos (3,1%) de todas as familias estudadas (Tabela 2).

Tipo 9. Biconcava pronunciada. Caracterizado pelas vértebras, cujas bordas das placas
vertebrais estdo voltadas para dentro. Esse tipo de deformidade pode estar relacionado ao
desgaste do célcio nas vértebras. Esse tipo de deformidade foi encontrado em 188 individuos
(28,5%) e apenas na familia 3, nenhuma evidéncia dessa deformidade foi encontrada (Tabela
2).

Tipo 10. Vértebras hiper-radiodensas. Eles podem ser causados por vértebras que
inibem a passagem da radiacdo eletromagnética, dando a aparéncia de vértebras brancas e
opacas. Isso pode ser devido ao aumento da mineralizacdo das veértebras ou das cartilagens
gue inibem a passagem dos raios-x. Esse tipo de deformidade foi encontrado em um individuo
(0,2%) da familia 6 (Tabela 2).
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Tipo 11. Cifose. E caracterizada pela curvatura dorsal da coluna vertebral. E
facilmente detectado em radiografias. Esse tipo de deformidade foi encontrado em um
individuo (0,2%) da familia 4 (Tabela 2).

Tipo 12. Estrutura interna irregular. Corpos vertebrais simetricamente desiguais,
observando a estrutura interna da vértebra, percebe-se que ndo apresentam simetria em sua
estrutura em X. Segundo (Witten et al., 2009) a caracteristica deste fendtipo, ndo corresponde
a nenhum tipo de deformidade. Esse tipo de deformidade foi encontrado em sete individuos
(1,1%) da Familia 1 e 4 (Tabela 2).

Tipo 13. Deslocamento dorsal ou ventral. Esse tipo de anormalidade vertebral é
caracterizado pelo deslocamento dorsal do centro vertebral, tornando as extremidades das
placas vertebrais assimétricas. Esse tipo de deformidade foi encontrado em quatro individuos
(0,6%) da Familia 1, 3 e 6 (Tabela 2).

Tipo 14. Malformacio multipla severa. E caracterizada por varios graus de fusdes
vertebrais. Este tipo de anomalia, pode ou ndo estar associado a fraturas dsseas. Este tipo de

deformidade foi encontrado em dois individuos (0,2%) da Familia 1 e 2 (Tabela 2).
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Tabela 2. Representacdo dos 14 tipos de deformidades vertebrais por familia de tambaqui.

Tipos de Deformidades Vertebrais

Familia Normal 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 Total
1 169 1 1 1 22 1 11 o0 4 72 O 0 6 2 1 29
2 93 0o 0 2 9 0 0 0 6 47 O 0 0 0 1 158
3 9 0 0 O 3 0 0 0 5 0 0 0O 0 1 0 18
4 9 0 0 1 3 0 3 0 3 17 O 1 1 0 O 38
5 43 0o 3 1 0 0 0 4 1 23 0 0O 0 0 O 75
6 38 0o 0 2 1 1 2 4 2 29 1 O 0 1 0 81

361 1 4 7 37 2 16 8 21 188 1 1 7 4 2 660

Total 02 06 11 56 03 24 12 32 285 02 02 11 06 03 100

54.7%

% % % % % % % % % % % % % % %
- ' ' Fonte: Alves, 2021. -

4.2 Deformidades Vertebrais em Diferentes Familias

A Tabela 2 sumariza os 14 tipos de deformidades encontradas nas seis familias de
tambaqui analisadas. A densidade maior de peixes estad concentrada na familia 1 totalizando
290 peixes. Dos 660 peixes, 361 (54,7%) foram classificados como normais e 0s outros
(55,3%) apresentaram algum dos 14 tipos de deformidades, sendo 28,9% do tipo biconcava
pronunciada (tipo 9), 5,6% com compressao unilateral (tipo 4), 2,4% alongamento vertebral
(tipo 6), 1,2% biconcava superior de centro desmineralizado (tipo 7) e 1,1% com compressao
sem estrutura X (tipo 3). Os demais tipos de anormalidades apresentaram uma frequéncia

inferior a (1,0%) nas familias analisadas.

4.3 Analises Morfométricas

A Figura 3 mostra os resultados da ACP entre os 627 individuos que apresentaram 34
veértebras. Para os dados dos LMs alocados no centro vertebral de cada um desses individuos,
a PC1 explicou 61,395% da variancia total, enquanto a PC2 17,461% da variancia total dos
dados. Cada ponto distribuido no morfoespaco deste grafico bidimensional, representa um
individuo. Quanto mais afastados os pontos do conjunto de individuos classificados como

“normais”, maior a probabilidade desse individuo apresentar alguma condicao de deformidade
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vertebral. Na Figura 3, destaca-se os pontos (individuos) que apresentaram as deformidades
do tipo 11 e tipo 14.

Figura 3. Andlises de componentes principais (ACP), realizada com dados morfométricos
(LMs) da coluna vertebral de 627 individuos, oriundos de seis familias diferentes de
tambaqui.

A »
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11401679
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Principal component 2

0,001

-0,10 T T T T T T d
-0,05 0,00 0,05 0,10 015 0.20 025 030

Principal component 1

Fonte: Alves, 2023.

Uma vez que os individuos com as deformidades tipo 11 e 14, apresentaram a maior
variancia e distinguiram-se abruptamente da grande maioria dos individuos, uma nova ACP
foi realizada, mas desta vez excluindo-se esses individuos (ID= 209, 243, 456, 645, 648 e
659), visando obter maior resolucdo grafica para os individuos com os demais tipos de
deformidade vertebral (Figura 4).
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Figura 4. Analise de componentes principais (ACP) realizada com dados morfométricos
(LMs) da coluna vertebral individuos de Colossoma macropomum oriundos de seis familias
(627 individuos exceto seis deles que apresentavam deformidades A) tipo 11 B) tipo 14.
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Fonte: Alves, 2023.
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5 DISCUSSAO

Embora o tambaqui seja uma espécie de grande interesse na aquicultura, até o
momento, ndo h4 uma categorizacdo para os tipos de deformidades encontradas na especie.
Embora uma colecgdo de trabalhos (Opstad et al., 2006; Negrin-Baez et al., 2015; Perrott et al.,
2018) apresente uma série de informacdes sobre o aparecimento de deformidades esqueléticas
e sua relacdo com fatores abidticos em peixes marinhos, a literatura sobre deformidades
esqueléticas em tambaqui € incipiente, especificamente no que diz respeito a classificacdo dos
tipos de deformidades para a espécie. No presente trabalho, analisou-se pela primeira vez
peixes de diferentes familias de tambaqui e cultivados nas mesmas condi¢cbes ambientais
desde o nascimento.

O presente estudo nos mostra que no conjunto de 660 peixes, foi possivel observar
animais com 33, 34 e 35 vértebras, sendo 34 o mais frequente além disso, categorizamos 14
tipos de deformidades para o tambaqui. O nimero de vértebras em teledsteos varia de acordo
com a espécie. Segundo (Aradjo Lima e Donald, 1988) o modo de distribui¢cdo do niamero de
vértebras em C. macropomum é de 34 vértebras, e a amplitude varia de 33 a 34 vértebras,
corroborando com o0s dados obtidos neste estudo. Em outros géneros/espécies de
Serrasalmidae, como Mylossoma aureum e M. duriventre a amplitude do numero de vértebras
varia, sendo que em M. aureum a amplitude é 33-35 vértebras e M. duriventre a amplitude do
namero de vértebras é 31-32 vértebras (Mateussi, 2015). Os dados encontrados indicam a
existéncia de variacdo no numero vertebral em animais contemporaneos em praticamente
todas as familias estudadas, entretanto devemos levar em consideracdo as vertebras inseridas
no aparelho de weber e as que estdo presentes nas vértebras caudais. que podem passar

despercebidas na contagem das vertebras.

E muito comum encontrar deformidades vertebrais em peixes teledsteos,
principalmente em espécies marinhas talvez, por que, a maioria dos estudos estdo
relacionados com espécies comerciais marinhas (Sanches et al., 2013; Bourbaki et al., 2019).
A literatura mostra alguns estudos sobre o desenvolvimento esquelético de deformidades, em
especies filogeneticamente muito préximas ao tambaqui, porém, muitos desses estudos nao
estédo centrados na categorizacdo, enfocando mais nas deformidades dos tipos, lordose, cifose
e escoliose. Lopes, et al., 2014 avaliaram anomalias esqueléticas em 1310 larvas de
reprodutores nativos de Piaractus mesopotamicus, nas quais foram identificados Lordose,
Cifose e Escoliose. Ferreri et al., (2000) classificou 25 tipos de anomalias esqueléticas no
peixe-zebra Danio rerio selvagens e comerciais, sugerindo assim um modelo esquelético util

no estudo dos efeitos do ambiente e mudangas em elementos meristicos e anomalias
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esqueléticas em peixes. Em comparacdo, Witten et al. (2009) analisou 5000 espécimes de

salmdo do Atlantico (Salmo solar L.) por meio de radiografias. A partir dai, classificou 20
tipos de deformidades para a espécie. Diante do exposto, para as espécies estudadas neste
trabalho, encontramos 14 tipos de deformidades, nimero relativamente alto se comparado aos
estudos de Ferreri et al. (2000) e Witten et al. (2009).

Ao analisar o conjunto de dados, podemos verificar que, das seis familias, os tipos de
deformidades que mais refletem sobre elas séo: tipo 4, tipo 6, tipo 8 e tipo 9 ver (tabela 2). A
deformidade tipo 4 ou compressao unilateral das vértebras ocorreu em 37 individuos (5,6%), a
familia mais acometida por esta anomalia é a familia 1, com 21 individuos. Este tipo de
deformidade possui uma estrutura vertebral interna, em forma de letra K, e pode ser um futuro
precursor de uma fusdo vertebral (Sullivan et al., 2007). O alongamento intervertebral,
classificado como deformidade tipo 6, apareceu em trés familias, sendo 1, 4 e 6, totalizando
16 peixes (2,6%). A familia 1 destaca-se por possuir 0 maior nimero de peixes com este tipo
de anomalia, 11 individuos. Witten et al., 2009 relataram que o alongamento das vértebras
pode estar associado ao grau de encurtamento / fusdo das demais partes ao longo da coluna,
podendo-se relacionar esta deformidade, com platispondia, sendo uma anomalia congénita
consistindo em alongamento da coluna (Hillestad et al., 2000). Caracterizado como fuséo
completa, o tipo 8 ocorreu em 3,2% dos peixes analisados. Resumindo, em todas as familias
foi encontrado pelo menos um individuo com vértebras fundidas. A condicdo desse tipo de
deformidade pode ou ndo estar associada ao tipo 6, uma vez que o alongamento vertebral
pode resultar em fusdes completas (Witten et al., 2009). A deformidade do tipo 9,
morfologicamente denominada de vértebras biconcavas pronunciadas, representou 28,5% dos
individuos. A Unica familia onde este tipo de vértebra ndo foi relatado foi a familia 3. Talvez
essa patologia esteja associada com o desenvolvimento da cartilagem heterotopica ou
submineralizagdo das vértebras, dando condicGes, para que, as placas das bordas vertebrais se

curvem para dentro ou para fora (Witten et al., 2009).

A prevaléncia dessas deformidades vertebrais no tambaqui cultivado levanta questdes
sobre 0 bem-estar animal. Uma vez que, para outros grupos de teledsteos a ocorréncia dessas
anomalias promovem o encurtamento da coluna vertebral, déficit de crescimento em relagéo a
individuos normais, impossibilitando o animal de realizar fungcdes essenciais como a captura
de alimento (Fjelldal et al., 2007). Para a industria, essas deformidades trazem perdas em
relagdo a producdo de pescado, uma vez que, peixes deformados ndo produzem a mesma
quantidade de filé em comparacdo a peixes normais, reduzindo o valor final do peixe no
mercado consumidor. Deformidades vertebrais em peixes de cultivo, sdo bem comuns, visto
que, no tambaqui as causas dessas deformidades ainda permanecem uma incognita. Alguns

estudos, correlacionam as deformidades esqueléticas com a inflagdo da bexiga natatoria,
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deficiéncia nutricional de vitaminas e aminoacidos, condicdo ambiental e segundo alguns

estudos a etiologia das deformidades vertebrais estdo relacionadas com heranca genética
(Bardon et al., 2009) (Peruzzi et al., 2007) (Fernandez et al., 2008) (Mhalhel et al., 2020). Em
Gadiformes, que inclui o bacalhau do atlantico Gadus morhua e Melanogrammus aeglefinus,
a principal causa das deformidades vertebrais estdo associadas com a deficiéncia nutricional,
ja que, a caréncia de alguns compostos como fésforo, potassio e vitamina K, reduzem o
contetdo mineral dos ossos (Opstad et al., 2006; Roy et al., 2002; Roy and Lall, 2007).

O uso de ferramentas tecnoldgicas para deteccdo de deformidades esqueléticas é muito
importante. A utilizacdo de exames de raio-X possibilita uma analise rapida e precisa das
deformidades esqueléticas em peixes, ja que, ndo ha necessidade de sacrificar os animais
(possibilitando a observacdo dos peixes para o valor de mercado), mostrando patologias
graves nas estruturas vertebrais, tal como, fusbes vertebrais/ compressdes, que passam
despercebidos em exames da estrutura externa, feita nos manejos em pisciculturas (Boursiaki
et al., 2019; Davie et al., 2019; Fjelldal et al., 2009). Além disso, a ferramenta é bastante util
para avaliacdo da composicdo esquelética pensando-se em selecdo de animais sadios (sem
deformidades) em programas de sele¢do para melhoramento genético. Neste ponto, as analises
morfométricas demonstradas neste trabalho seriam bastante UGteis para auxiliar na

classificacdo dos individuos e diferentes graus de deformidade.

Os diferentes tipos de deformidades encontradas em C. macropomum foram descritos
e caracterizados de acordo com classificacdo prévia (Witten et al., 2009), com adi¢do da
deformidade tipo 7, que foi observada e descrita neste estudo. Além disso, as deformidades
vertebrais foram caracterizadas por meio de anélises de morfometria geométrica (landmark
analysis), que permitiu distinguir os padrdes das diferentes deformidades na coluna vertebral
bem como nas diferentes familias. Frente a lacuna atual de conhecimento acerca da presenca
de deformidades vertebrais no tambaqui e o potencial prejuizo econémico que sua incidéncia
pode ter nas diversas etapas da cadeia de valor (Andrades, et al, 1996) este estudo servira de
base metodologica e de conhecimento para estudos futuros sobre deformidades vertebrais na
especie.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Por ser um estudo inédito sobre os tipos de deformidades no tambaqui, este trabalho
focou em uma analise comparativa com outras espécies de teledsteos. Os dados desta pesquisa
sdo muito importantes, pois permitirdo no futuro a realizacdo de estudos mais aprofundados
sobre fatores bioticos e abioticos, que potencialmente influenciam no aparecimento de
deformidades esqueléticas em C. macropomum, bem como prové dados sobre o uso de
equipamentos de raio-X utilizados pela primeira vez na espécie para essa finalidade.

As deformidades esqueléticas em tambaqui, obtidas a partir de exames de raio-X se
diferenciam, havendo 14 tipos distintos. Contudo, quando avaliadas uma por uma, percebe-se
que todas elas estdo relacionadas com certo grau de fuséo vertebral. Diversos fatores podem
gerar deformidades esqueléticas, porém, para o tambaqui esses fatores permanecem cheios de
incertezas. Dessa forma, estudos mais focados nas causas sdo necessarios, a fim de reduzir os

prejuizos no setor produtivo do pescado.
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