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INFLUENCIA DA ALIMENTACAO INICIAL NO CRESCIMENTO MUSCULAR E NA
EXPRESSAO DA MyoD E MIOGENINA EM LARVAS DE PACU

RESUMO - O objetivo deste estudo foi verificar o crescimento hipertréfico e
hiperplasico das fibras musculares e avaliar a expresséo diferencial dos fatores de
regulacdo miogénica (MRFs), MyoD e Miogenina, na musculatura esquelética de larvas
de pacu. Duas dietas formuladas (DC — dieta comercial e DE — dieta experimental) e
alimento vivo (A) foram utilizados de acordo com os seguintes tratamentos: A: alimento
vivo; DC e DE: dietas formuladas por todo periodo; ADC e ADE: alimento vivo por 11
dias, trés dias de alimentacdo mista seguida pelas dietas formuladas; J: jejum.
Biometrias foram realizadas aos 5, 11, 14, 23 e 31 dias para avaliacdo do crescimento.
A taxa de sobrevivéncia foi determinada aos 31 dias. Analises histolégicas foram
realizadas para avaliacdo do crescimento muscular. A analise semiquantitativa da
expressao génica da MyoD e Miogenina foi realizada por reacdo em cadeia da
polimerase apoés transcricdo reversa (RT — PCR) nos tratamentos A, ADC e ADE. Os
maiores valores médios para comprimento, peso e sobrevivéncia foram obtidos com
alimentacdo a base de alimento vivo (A). Mortalidade total ocorreu no 14° dia nos
tratamentos DC e J. Apesar das diferencas no crescimento, a distribuicdo das fibras
musculares nas classes de diametro e a expressao dos genes da MyoD e da Miogenina
foram semelhantes (p > 0,05) entre os tratamentos A, ADC e ADE. A utilizagédo
exclusiva de microdietas ndo constitui uma pratica viavel para larvicultura do pacu. A
substituicdo do alimento vivo por microdietas induz diferencas no crescimento, porém

nao compromete o potencial para o desenvolvimento muscular.

Palavras-chave: Piaractus mesopotamicus, larva de peixes, musculatura esquelética,
hiperplasia e hipertrofia, MRFs, RT — PCR
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INFLUENCE OF INITIAL FEEDING ON MUSCLE GROWTH AND IN THE
EXPRESSION OF MyoD AND MYOGENIN IN PACU LARVAE

SUMMARY — The aim of this study was to evaluate the hypertrophic and
hyperplasic growth of muscle fibers and the differential expression of myogenic
regulatory factors (MRFs), MyoD e Myogenin, in the skeletal musculature of pacu larvae.
Two formulated diets (DC - commercial diet and DE - experimental diet) and live prey
(A) were used according to the following treatments: A: exclusively live prey; DC and
DE: formulated diets for the entire period; ADC and ADE: live prey for 11 days, three
days of co-feeding and the following days of the experimental period with the formulated
diets; J: starvation. Biometries were carried after 5, 11, 14, 23 and 31 days. Survival was
determined at day 31. Histological analyses were made to evaluate the muscle growth.
MyoD and Miogenina gene expression were determined by RT — PCR semiquantitative
in A, ADC and ADE treatments. The highest means values for weight, length and
survival were obtained when feeding with live prey (A). Total mortality of larvae was
observed in the 14™ day in DC and J treatments. Contrary to growth results, muscle
fibers distributions in diameter classes and MyoD and Miogenina gene expression were
similar (p > 0.05) in A, ADC e ADE treatments. The exclusive feeding with microdiets
does not constitute a viable food schedule for pacu larviculture. The substitution of live
prey for microdiets induces differences in growth, but does not commit the potential for

muscle development.

Key words: Piaractus mesopotamicus, fish larvae, skeletal musculature, hyperplasic e
hypertrophic, MRFs, RT — PCR



1 INTRODUCAO

O pacu (Piaractus mesopotamicus) é um peixe de crescimento rapido, de grande
porte (100 cm de comprimento padréo e até 20 Kg) (CEMIG, 2000) podendo atingir 1,3
Kg em 12 meses de cultivo (URBINATI e GONCALVES, 2005). Os mecanismos de
crescimento por hiperplasia e hipertrofia das fibras musculares nessa espécie ocorrem
por um longo periodo, com predominancia da hiperplasia nas fases larval e juvenil
(ALMEIDA et al.,, 2008). Durante o crescimento hiperplasico e hipertrofico da
musculatura, sdo retomados os eventos ocorridos durante a miogénese e 0s niveis de
expressdo dos fatores de regulagdo miogénica (MRFs) estdo relacionados com a
hiperplasia e a hipertrofia dos mioblastos (JOHANSEN e OVERTURF, 2005).

Os MRFs, responséaveis por destinar as células mesodermais em linhagens
musculares, estdo envolvidos na iniciacdo e manutencdo da diferenciacdo muscular
(RESCAN, 2001; JOHNSTON, 2006). A MyoD é um fator primério, sendo expressa em
mioblastos na fase de proliferacdo, enquanto que a Miogenina é expressa em células
na fase de fusao e diferenciagcdo em fibras musculares imaturas (JOHNSTON, 2006).

O padrao de crescimento muscular nos peixes pode ser influenciado por fatores
externos, como o regime alimentar e a composi¢cdo da dieta (KOUMANS e AKSTER,
1995). Em estudos realizados com o pacu, JOMORI et al. (2008) demonstraram que
larvas alimentadas com dieta formulada desde a primeira alimentacao tém sua taxa de
crescimento em comprimento e peso reduzida em comparacdo com a alimentacdo a
base de nauplios de artémia, e que a qualidade da dieta formulada pode determinar um
maior ou menor atraso nesse crescimento.

A transicdo alimentar enddgena para a exdgena reflete acentuado aumento da
massa muscular durante o desenvolvimento, decorrente dos processos de hipertrofia e
hiperplasia. A utilizacdo de dietas ndo adequadas nessa fase pode afetar a
sobrevivéncia larval e influenciar o crescimento (TESSER e PORTELLA, 2003; JOMORI

et al.,, 2005; TESSER, 2005). O atraso do crescimento em funcdo da alimentacao



inadequada ocasiona reducdo da musculatura esquelética, que constitui a fracdo
comestivel do peixe (FAUCONNEAU e PABOEUF, 2001).

A taxa de crescimento de peixes cultivados é um dos mais importantes aspectos
para 0 sucesso da aquicultura, embora os fatores externos que interferem no
crescimento muscular nos estagios iniciais de vida néo estejam totalmente elucidados.
Grande parte dos estudos que visam a caracterizacdo morfolégica e a compreenséo do
crescimento da musculatura esquelética vém sendo realizados com animais de
crescimento rapido, principalmente espécies utilizadas como alimento ou aguelas que a
gualidade ou 0 aumento da massa muscular tenha importancia comercial (JOHNSTON,
1999).

O conhecimento sobre a expressdo dos MRFs, que regulam os mecanismos de
hiperplasia e hipertrofia muscular, pode indicar estratégias que beneficiem o
desenvolvimento e o crescimento muscular de espécies de peixes cultivadas
comercialmente. Assim, o esclarecimento de mecanismos que controlam o crescimento
muscular de espécies de interesse econdmico € de importancia para a aquicultura,
principalmente em espécies cultivadas em grande escala.

Dessa forma, este estudo teve por objetivo avaliar o crescimento muscular e a
expressédo diferencial da MyoD e Miogenina durante o desenvolvimento de larvas de
pacu P. mesopotamicus alimentadas com diferentes alimentos e em diferentes

estratégias alimentares.



2 REVISAO DE LITERATURA

Os peixes teleosteos sdo encontrados em diversos ambientes que geralmente
oferecem variadas condi¢gfes de temperatura, salinidade, concentracao de oxigénio, pH,
luminosidade, fluxo de agua e disponibilidade de alimento. Individualmente e em
conjunto, as variaveis ambientais afetam toda fisiologia dos peixes, inclusive o
crescimento (WEST-EBERHARD, 2003). Pesquisas realizadas no Centro de
Aquicultura da UNESP (CAUNESP) mostraram que as larvas de peixes tropicais tém
seu crescimento e desenvolvimento intimamente afetados pela qualidade e quantidade
de dieta que recebem nesta fase (TESSER e PORTELLA, 2003; LUZ et al., 2004,
CERICATO, 2005; JOMORI, 2005; JOMORI et al., 2005; TESSER, 2005), como
também ressaltado por FAUCONNEAU e PABOEUF (2001).

As larvas de peixes teledsteos apresentam grande potencial de crescimento
(DABROWSKI et al., 2003); mas quando passam precocemente pela transicdo do
alimento vivo para o alimento inerte (“weaning”), muitas vezes observam-se baixa taxa
crescimento e elevada mortalidade (GUERRERO-ALVARADO, 2003; CERICATO,
2005; JOMORI, 2005; TESSER et al., 2005a). O fornecimento conjunto de alimento vivo
e inerte (“co-feeding”) as larvas de pacu provoca melhora no estado nutricional das
larvas e facilita a aceitagdo da dieta, proporcionando um crescimento mais rapido,
principalmente quando o tempo de manutencdo do alimento vivo é maior (JOMORI,
2005; TESSER et al., 2005a).

O insucesso da utilizacdo exclusiva de microdietas na larvicultura de peixes
também pode ser atribuido a baixa organizagéo do trato digestorio das larvas altriciais,
0 que resulta em reduzida atividade enzimatica e digestdo protéica, prejudicando o
crescimento desses animais (DABROWSKI, 1984). As taxas de sobrevivéncia e de
crescimento de larvas de pacu podem apresentar melhores resultados quando a dieta
formulada oferecida a elas apresenta suplementacdo de enzimas digestivas exdgenas,

como a pancreatina suina (TESSER et al., 2006).



O prejuizo no crescimento dos animais em funcdo das estratégias alimentares e
gualidade do alimento fornecido as larvas implica na reducédo da musculatura estriada
esquelética que compreende, pelo menos, 60% da massa corporal na maioria dos
tele6steos (SANGER e STOIBER, 2001). Essa abundante massa muscular, além de
representar um importante tecido para a adaptacdo desses animais no ambiente
aquatico, também € a porcéo do peixe mais interessante para a alimentacdo humana.

A musculatura estriada esquelética, na maioria das espécies de peixes, esta
organizada em midmeros que, por sua vez, estdo separados por miosseptos. Os
midmeros sdo unidades morfofuncionais que se repetem ao longo do corpo do animal e
0s miosseptos séo bainhas de tecido conjuntivo que os separam (ALEXANDER, 1969).
Na regido do nervo da linha lateral, um septo de tecido conjuntivo, o septo transverso,
separa a massa muscular em regides epiaxial e hipoaxial (ALEXANDER, 1969).

Andlises morfoldgica e histoquimica do tecido muscular esquelético mostram que
as fibras musculares se distribuem em trés compartimentos: vermelho, intermediario e
branco, com predominio do compartimento branco (KILARSKI, 1990). A distribuicdo das
fibras musculares nos compartimentos € variavel entre as espécies de peixes e entre 0s
diferentes estagios de desenvolvimento desses animais. A musculatura vermelha pode
se estender ao longo de todo o corpo do animal em uma fina camada na regido
subdermal (DAL PAI-SILVA et al., 1995) ou apresentar-se de forma mais localizada na
regido do nervo da linha lateral (HOYLE et al., 1986).

O compartimento vermelho é formado por fibras musculares de contragéo lenta e
de metabolismo oxidativo que séo utilizadas na realizacdo de movimentos lentos e de
sustentacdo, como a migracao (JOHNSTON, 1980). Normalmente sdao menores (25 a
45um de didmetro) que as fibras intermediarias e brancas (JOHNSTON, 1999).

O compartimento branco € constituido por fibras de contracdo rapida e de
metabolismo glicolitico (JOHNSTON e HOME, 1994), as quais apresentam baixa
concentracdo de mioglobina, poucas mitocéndrias e lipidios, e as miofibrilas ocupam
entre 75 e 95% do volume total da fibra (SANGER, 1992). Esse tipo de musculatura é
utilizado nos movimentos bruscos de natacdo, como a captura de alimento e fuga de
predadores (JOHNSTON, 1980).



Entre os compartimentos vermelho e branco encontra-se o compartimento
intermediario (musculatura intermediaria), com fibras que apresentam propriedades
morfofisiologicas intermediarias entre as das fibras musculares brancas e vermelhas
(SANGER e STOIBER, 2001), como contracdo rapida e metabolismo
oxidativo/glicolitico WEATHERLEY e GILL, 1987).

A andlise do processo de miogénese nos peixes mostra que as fibras musculares
vermelhas e a brancas originam-se de diferentes células precursoras ou mioblastos e
que durante esse processo, ocorre a fusdo de mioblastos originando os miotubos ou
fibras musculares imaturas (RESCAN, 2001; JOHNSTON e HALL, 2004; RESCAN,
2005). Os miotubos possuem um ou mais nucleos em posicdo central, miofibrilas em
posicao periférica e caracteristicas morfologicas e fisiologicas proprias (JOHNSTON et
al., 1995). Nos miotubos, ocorre a organizacdo das proteinas que irdo constituir a
unidade contrétil, o sarcémero (HUXLEY, 1969). Durante a diferenciacdo dos miotubos,
os sarcdmeros migram da periferia em direcdo ao centro do miotubo, enquanto que 0s
ndcleos migram do centro para a periferia e o miotubo passa a ser chamado de fibra
muscular adulta (JOHNSTON et al., 1995).

O crescimento do musculo é regulado positivamente e negativamente por uma
variedade de fatores de crescimento e de transcricdo. Durante o crescimento
hiperplasico e hipertréfico da musculatura é observada a retomada dos eventos
ocorridos durante a miogénese, tendo em vista que os niveis de expressdo dos MRFs
estdo relacionados com a hiperplasia e a hipertrofia dos mioblastos (JOHANSEN e
OVERTURF, 2005).

Os fatores responséaveis por destinar as células mesodermais em linhagens
musculares estdo envolvidos na iniciagdo e manutencdo da diferenciacdo muscular
(RESCAN, 2001; JOHNSTON, 2006). Estes fatores incluem hormonios de crescimento
(MOMMSEN e MOON, 2001) e agéao direta ou indireta de proteinas, como os Fatores
de Regulacdo Miogénica (MRFs) (TAN e DU, 2002), que apresentam especificidade
muscular (COLE et al., 2004; ZHANG et al., 2005; GALLOWAY et al., 2006).

Entre os MRFs, a MyoD e o Myf5 sdo os fatores primarios, expressos em

mioblastos na fase de proliferacdo celular, que antecede a de diferenciacdo, enquanto



gue a Miogenina, o MEF2 e o0 MRF4 sao expressos em células na fase de fusdo e
diferenciacdo em fibras musculares imaturas (JOHNSTON, 2006). Na maturacdo dos
somitos, a MyoD tem sua expressao diminuida, exceto nos somitos caudais, onde essa
proteina continua sendo expressa em niveis semelhantes (ZHANG et al., 2005).

O crescimento muscular pés-embrionario envolve as células miogénicas
progenitoras (CMPs), analogas as células miossatélites em muasculos de mamiferos.
Essas células, de origem embrionéria, sdo afetadas diretamente pelos fatores abioticos
(temperatura, periodo de luz, hipdxia etc) e fatores bidticos (disponibilidade de alimento
e infecgOes parasitarias). Esses fatores provocam efeitos na regulacéo da proliferacéo e
diferenciacdo, degradacdo e sintese protéica e expressdao génica de proteinas
(JOHNSTON, 2006). A temperatura interfere no numero e tamanho das fibras
musculares, nas fases larval e juvenil (ASSIS et al., 2004) e a alimentacdo, na
proliferacdo destas (FAUCONNEAU e PABOEUF, 2001).

As CMPs sao responsaveis pelo crescimento hiperplasico e hipertréfico das
fiboras musculares. Na hipertrofia, as CMPs se fundem com fibras musculares
existentes, aumentando o numero de nucleos para maior sintese de miofibrilas,
engquanto que, na hiperplasia ocorre a formagcdo de novos miotubos na superficie das
fibras existentes, com posterior diferenciagdo em novas fibras musculares
(ROWLERSON e VEGGETTI, 2001).

No musculo miotomal ha duas fases principais de miogénese: hiperplasia
estratificada e hiperplasia em mosaico. A hiperplasia em mosaico é quantitativamente a
mais importante fase da miogénese, porém, de acordo com JOHNSTON (2006), na fase
larval dos teledsteos predomina a fase de hiperplasia estratificada.

A hiperplasia estratificada € a responsavel pelo espessamento das camadas
musculares e ocorre a partir das zonas germinais de proliferacao celular nas regides
dorsal e ventral dos mibmeros (ROWLERSON e VEGGETTI, 2001). A hiperplasia em
mosaico € caracterizada por fibras pequenas (diametro menor que 25um) entre fibras
maiores, formando um mosaico de fibras de diferentes tamanhos e estagios de

diferenciacdo (JOHNSTON, 1999). Esse tipo de crescimento muscular, melhor



observado na musculatura branca, € mais comum a espécies de maior valor comercial
e gque atinge grande porte na fase adulta (ROWLERSON e VEGGETTI, 2001).

O pacu (P. mesopotamicus) (Holmberg, 1887: Serrasalminae, Characidae,
Teleostei), encontrado nas Bacias dos Rios Parana, Paraguai e Uruguai, e de grande
potencial para a piscicultura (OLIVEIRA et al., 2004; URBINATI e GONCALVES, 2005),
foi escolhido como modelo devido sua facilidade de adaptacdo para criagdo em
cativeiro, além de possuir carne de excelente qualidade. Adicionalmente, varios
aspectos relacionados a alimentacdo inicial das larvas de pacu ja foram estudados
(JOMORI, 1999; JOMORI et al., 2003; TESSER e PORTELLA, 2003; JOMORI, 2005;
JOMORI et al., 2005; TESSER, 2005; TESSER et al., 2005a; TESSER et al., 2005b).

A hipotese desse estudo foi que os mecanismos de crescimento hiperplasico e
hipertréfico das fibras e a expressdo dos MRFs (MyoD e Miogenina), na musculatura do
pacu, podem ser influenciados pela alimentacdo, uma vez que o crescimento das larvas
de pacu varia de acordo com a qualidade da dieta oferecida ou com a estratégia

alimentar em que sao submetidas durante o periodo inicial de alimentacdo exdgena.



3 OBJETIVOS

Os objetivos deste estudo foram:

e Comparar o desempenho zootécnico (peso, comprimento e sobrevivéncia) e
0 crescimento muscular de larvas de pacu tratadas com alimento vivo ou com dietas
formuladas como substitutos parciais ou totais do alimento vivo, nas primeiras semanas

de vida;

e Avaliar a expressédo dos MRFs, MyoD e Miogenina, na musculatura do pacu,
correlacionando-a com 0s mecanismos de crescimento muscular hiperplasico e
hipertrofico entre larvas de pacu tratadas com alimento vivo ou com dietas formuladas

como substitutos parciais do alimento vivo.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 InstalacOes e condi¢cOes experimentais

Este estudo foi conduzido no Laboratorio de Nutricdo de Organismos Aquaticos
do Centro de Aquicultura da UNESP, Jaboticabal, SP e no Laboratorio de Biologia do
Musculo Estriado do Instituto de Biociéncia da UNESP, Botucatu, SP. As larvas de
pacu, obtidas por reproducéo induzida de um unico casal de reprodutores, com quatro
dias apdés a eclosdo e iniciando a alimentacdo exdgena, foram estocadas numa
densidade de 10 larvas.L™, em 30 tanques de polietileno com 100 litros de &agua
proveniente de poco artesiano, em fluxo continuo e com aeracéo artificial constante. As
varidveis de qualidade da agua observadas foram 6,5 = 0,2mg/L para oxigénio
dissolvido e 7,7 + 0,6 para pH, respectivamente. As médias de temperatura
apresentaram variacbes de 28,9 + 0,6°C. Os residuos acumulados no fundo dos
tanques foram removidos por sifonamento diariamente.

As larvas com médias de comprimento total de 5,90 £ 0,22mm e peso Umido de
0,77 + 0,12mg foram submetidas a seis esquemas alimentares. Duas dietas formuladas
foram testadas, sendo uma dieta experimental semipurificada (TESSER, 2005) e uma
dieta comercial (FryFeed Kyowa B, Kyowa Kogyo, Japdo). Além das dietas formuladas,
dois grupos foram utilizados como controle, larvas alimentadas somente com alimento
vivo por todo periodo e larvas mantidas em jejum. Os tratamentos alimentares s&o
apresentados na Figura 1.

Para analise estatistica considerou-se um delineamento inteiramente
casualizado, sendo os esquemas alimentares comparados nos periodos de avaliacao

(5, 11, 14, 23 e 31 dias), com cinco repeticdes cada. Os dados de sobrevivéncia e taxa

de crescimento especifico foram transformados em y = arc sen+/x/100, onde x indica o

valor da porcentagem da sobrevivéncia ou da taxa de crescimento especifico, para posterior

andlise da variancia.
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As larvas foram alimentadas cinco vezes ao dia (8:00; 11:00; 14:00; 17:00;
20:00). Para evitar a dispersdo e possivel perda de dieta, a circulagcdo da agua foi
interrompida por 30 minutos apos o seu fornecimento. Durante o periodo de
alimentacdo mista, as dietas formuladas foram oferecidas em excesso logo apos o

fornecimento do alimento vivo que foi diminuido diariamente nas proporc¢des de 25, 50 e
75%.

Dias ap6s o inicio da alimentacdo exdgena

Tratamentos | I I ' | |

DC .....................................................................................................................

DE — b — % m— s mm— f m— s S § St s S § s S S Gt S s M Sm— s mm— ¢ m— s m—

ADC e e e e

ADE (S P— T e e E— E—— —

Quantidade diaria
de nauplios de | 500

a - 1 1500 | 2500 | 3000 3500
artémia.larva

Alimento vivo (nauplios de artémia em quantidades crescentes)
o——e Alimento vivo em quantidades decrescentes (alimentagdo mista)
------------------------- Dieta comercial (FryFeed Kyowa B)
— Dieta experimental semipurificada

------- Jejum

Figura 1. Representacdo esquemdtica dos tratamentos alimentares e da quantidade de nauplios de

artémia oferecida as larvas de pacu.
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As dietas formuladas apresentaram composi¢cao quimica (analisada) em 51% de
proteina bruta e 14 e 8% de extrato etéreo para dieta comercial e experimental,

respectivamente. A composicao da dieta experimental esta na Tabela 1.

Tabela 1. Composicéo percentual da dieta experimental

semipurificada, segundo Tesser (2005).

Ingredientes %

Caseina 42,5
‘cpp 5,0
Gelatina 8,0
Dextrina 8,0
®Farinha de maca 15,0
Oleo de peixe 4,0
Suplemento vitaminico e mineral 8,95
Acido ascorbico 0,05
Lecitina de soja 4,0
Carboximetilcelulose 1,8
L-Arg 0,5
L-Met 0,4
L-Lis 0,8
Cloreto de colina 1,0

' CPP (Concentrado protéico de peixe): 76,7% de

proteina bruta e 4,78% de extrato etéreo.
% Farinha de maca: 12,9% de proteina bruta e 0,76% de

extrato etéreo.

4.2 Avaliacédo do crescimento e da sobrevivéncia das larvas

Para avaliacdo do crescimento, 50 larvas de cada réplica experimental foram
coletadas aos cinco, 11, 14, 23 e 31 dias apos inicio da alimentacdo exdgena (fixadas
em formol 10% e preservadas em &lcool 70%). Determinaram-se comprimento total

(mm) e peso umido individual (mg) das larvas usando-se paquimetro digital e balanca
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analitica digital Chyo modelo JS-110 (precisdo 0,0001g). Ao final do experimento,
também foram determinadas as taxas de sobrevivéncia em cada tratamento.

A partir dos dados biométricos a taxa de crescimento especifico (TCE) foi
calculada pela seguinte férmula: TCE = (Ln comprimento final — Ln comprimento inicial)
x 100 / intervalo de tempos (dias) entre biometrias.

Os resultados de comprimento total, peso, sobrevivéncia e taxa de crescimento
especifico foram analisados estatisticamente através de Analise de Variancia
Paramétrica (ZAR, 1999), considerando-se os resultados médios das réplicas de cada
parcela experimental. Para os resultados que apresentaram diferencas significativas
entre os tratamentos (p < 0,05), as médias foram estudadas pelo teste de Tukey, ao
nivel de 5% de probabilidade. Todas as variancias biométricas foram submetidas a
testes para a verificacdo da normalidade (Cramer Von Mises) e homocedasticidade das

variancias (Levene).

4.3 Anélises morfolégica e morfométrica

As amostras das larvas (n = 5) foram coletadas ao longo do experimento,
simultaneamente as coletas para avaliacdo do crescimento. As larvas foram fixadas em
formaldeido 10% tamponado (pH 7,4). Ap6s 24 horas essas amostras foram lavadas e
preservadas em solucéo alcoolica 70%.

Para os estudos histologicos da musculatura esquelética de larvas de pacu, as
amostras fixadas em formaldeido foram incluidas em Historesina® (Leica, Germany). As larvas
foram desidratadas em concentra¢des alcodlicas crescentes, até alcool 95% e submetidas a
pré-infiltracdo com solucéo de glicol-metacrilato e ativador (embedding kit - Leica) e etanol a
95% (1:1 v/v), durante 4 horas. Em seguida o material foi embebido em glicol-metacrilato e
ativador over-night.

Posteriormente, o material foi incluido em solucéo de pré-incluséo (glicol-metacrilato +
ativador) com polimerizador, em molde histolégico. Apds o endurecimento parcial da solugéo,

os blocos foram colocados em estufa a temperatura de 37°C over-night, para polimerizacéo e
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endurecimento total. Cortes histolégicos transversais, com trés micrdmetros de espessura,
foram obtidos com a utlizagdo de micrétomo automatico LEICA, modelo RM 2155,
utilizando-se navalhas de vidro e, posteriormente, corados com Azul de Toluidina a 1% e
Floxina B a 0,5%.

Utilizando um sistema de anéalise de imagens (Leica Qwin, Germany), foi
calculado o menor didametro de 100 fibras musculares por animal, no compartimento
profundo, localizado na regido epiaxial (ALMEIDA et al., 2008), para avaliar o
crescimento muscular das larvas de pacu submetidas a diferentes alimentagcdes e
esquemas alimentares. No caso das larvas que ndo apresentaram crescimento, foram
medidas todas as fibras da regido avaliada. O menor diametro foi determinado para nao
permitir os erros que poderiam ocorrer caso algum exemplar ndo tivesse sido
seccionado exatamente em corte transversal (DUBOWITZ, 1985).

Posteriormente, as fibras musculares foram distribuidas em classes, na
dependéncia do seu diametro (< 10, < 20, < 30, < 40 e > 40um), baseando-se nos
resultados obtidos por ASSIS et al. (2004) para avaliar o grau de crescimento

hipertréfico e hiperplasico das fibras musculares de larvas de pacu.

4.4 Anélise de RT-PCR semiquantitativa dos genes MyoD e Miogenina

A avaliagdo da expresséo génica dos fatores de regulacdo miogénica, MyoD e
Miogenina, na musculatura esquelética do pacu foi realizada por Reacdo em Cadeia da
Polimerase apés Transcricdo Reversa (RT - PCR).

Os exemplares de pacu aos quatro dias apos a ecloséo (T0) e ao final de 31 dias
dos esquemas alimentares A, ADC e ADE foram anestesiados e abatidos em gelo.
Fragmentos da musculatura esquelética (cerca de 50mg de tecido) foram coletados e
congelados imediatamente em nitrogénio liquido, e estocados a -80°C.

Os fragmentos musculares foram homogeneizados mecanicamente (IKA

UltraTurrax/T-25) com 1mL de TRIzol (Invitrogen). O homogeneizado foi incubado
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durante 5min, a temperatura ambiente, para permitir a completa dissociacdo dos
complexos nucleo-protéicos.

Foram acrescentados 200uL de cloroformio em cada amostra. As amostras
foram homogeneizadas e incubadas por 3min a temperatura ambiente. Posteriormente
foram centrifugadas a 12.000xg por 15min a 4°C.

A fase aquosa formada apos a centrifugacdo do material foi transferida para um
novo tubo. O RNA foi precipitado por intermédio de incubagdo com 500uL de alcool
isopropilico, durante 10min a temperatura ambiente. Apds esse periodo, as amostras
foram centrifugadas a 12.000xg por 10min a 4°C e o precipitado foi seco a temperatura
ambiente. Apds, foi lavado com 1mL de etanol 75% a 4°C e centrifugado a 7.500xg por
5min a 4°C.

O RNA total foi dissolvido em agua destilada e estéril (tratada com
Dietilpirocarbonato-Sigma - DEPC, a 0,01%), incubado por 10min a temperatura de
60°C para a inativacao de qualquer possivel residuo de RNase e armazenado a -80°C.
Foi realizada a quantificacdo por espectrofotometria a 260 nm, usando-se o fator de
correcao proprio para o RNA (40) e determinada a razdo entre 260 e 280 nm que
forneceu uma estimativa da qualidade da extracdo (razdo > 1,65). A integridade do RNA
extraido foi avaliada por eletroforese em gel de agarose (1%) em tampé&o TBE de Tris-
Acido Borico-EDTA1X (108g de Tris-base, 40mL de EDTA 0,5M e 559 de HzBOsa pH =
8,0).

A eletroforese foi realizada a uma voltagem de 120V durante 60min. Apos a
eletroforese, o gel foi corado com SYBR Safe (Invitrogen) por 50min. As amostras de
RNA total foram visualizadas sob luz UV e documentadas em fotodocumentador modelo
Foto UV 450 DNA Transilluminator (Fotodyne Incorporated).

A transcricéo reversa do RNA total (producdo de cDNA) foi realizada utilizando-
se os componentes do “First-Strand cDNA Synthesis Kit” (Amersham Biosciences - GE
Healthcare). Uma mistura contendo 4ug de RNA total, com o volume total ajustado para
8L de agua livre de DNAse e RNAse (Gibco), 5uL de “Bulk First-Strand cDNA Reaction
Mix”, 1uL de solugéo DTT e 1pL do oligonucleotideo pd(N)s, foi incubada por 10min a
65°C.
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Os oligonucleotideos iniciadores, utilizados para a amplificagdo do cDNA, foram
obtidos a partir da sequéncia codificante do gene da MyoD descrita em P.
mesopotamicus por ALMEIDA et al. (2008) e os utilizados para a amplificacdo do gene
da Miogenina foram construidos a partir da sequéncia codificante obtida de diversas
espécies de peixes teledsteos (DAL PAI-SILVA et al., resultados nédo publicados) . Os
oligonucleotideos para o gene RNA ribossomal (RNAr) 18S (controle interno) foram
elaborados com base na sequéncia desse gene descrita para diversas espécies de
peixes teledsteos por TOM et al. (2004) (Tabela 2).

As reacOes de amplificacdo foram realizadas utilizando-se “PCR SuperMix”
(Invitrogen) em um volume final de 25uL contendo: 22,5uL SuperMix, 1uL do produto de
cDNA, 0,5uL de cada oligonucleotideo iniciador (10uM) e 0,5uL de agua livre de RNAse
e DNAse (Gibco).

Tabela 2. Sequiéncia dos oligonucleotideos iniciadores utilizados para reacao de amplificagdo por PCR.

N Tamanho do fragmento
Produto Sequéncia

amplificado (pb)

MvoD Forward: 5 - CTAACCAGAGGCTGCCHAAG - 3 )88
(0]
Y Reverse: 5’ - CACGATGCTGGACAGACAGT - 3

Forward: 5’ - TGGAGCTTTTYGAGACCAAC - 3'
Miogenina 620
Reverse: 5 - AGATTGGCTTGCTCCGAAGA - 3

Forward: 5 - TACCACATCCAAAGAAGGCAG - 3
RNAr 18S 245

Reverse: 5’ - TCGATCCCGAGATCCAACTAC - 3

As reacdes de amplificacdo para os segmentos dos genes da MyoD e Miogenina
foram baseadas no protocolo descrito por ALMEIDA et al. (2008). O programa adotado
para esta etapa de analise foi: 3min a 94°C seguido de 35 ciclos de 1min a 94°C, 1min
e 30s a 55°C, 2min a 72°C e em seguida 10min a 72°C. Para a reagdo do gene
constitutivo RNAr 18S, utilizou-se as seguintes condi¢des: 2min a 94°C seguido de 32
ciclos de 1min a 94°C, 1min a 57°C, 1min a 72°C e em seguida 5min a 72°C.

A andlise do produto amplificado foi feita por eletroforese em gel de agarose
(1%) em tampdo TBE de Tris-Acido Boérico-EDTA 1X corado com SYBR Safe
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(Invitrogen), em comparacao ao padrao de tamanho molecular de 100pb (Norgen Biotek
Corporation, Canada). O produto amplificado foi visualizado utilizando-se o Foto UV 450
DNA Transilluminator (Fotodyne Incorporated).

Os fragmentos correspondentes a cada gene foram quantificados,
determinando-se a densidade 6ptica X area em pixels (densidade optica integrada —
IOD) de cada um deles, usando Kodak one-dimensional (1-D) image analysis system
(Eastman Kodak, Rochester, NY). Os valores obtidos para a expressdo de MyoD e
Miogenina foram normalizados em relacdo aos valores obtidos para a expressao do
gene RNAr 18S. A analise de eletroforese dos produtos de PCR foi feita em duplicata
para cada gene e foram consideradas as médias dos resultados normalizados para

cada animal.
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5 RESULTADOS

5.1 Desempenho e sobrevivéncia das larvas

Os resultados das anadlises estatisticas evidenciaram efeitos significativos (p <
0,05) para os alimentos e esquemas alimentares testados. Os melhores resultados de
crescimento das larvas em todos os tempos analisados foram no tratamento com
alimento vivo por todo o periodo experimental, seguido dos tratamentos de transi¢do do

alimento vivo por dietas formuladas (Tabela 3).

Tabela 3. Valores médios de peso Umido (mg) das larvas de pacu submetidas a diferentes alimentacdes.

Dias ap0s inicio da alimentag&o exdgena

Tratamentos
5 11 14 23 31
A 2,17+0,44% 9,93+2,15% 22,76+5,12° 130,38+17,42*  330,20+26,38°
ADC 2,04+0,79° 9,88+3,89° 14,93+2,45" 46,68+12,57" 61,88+9,55°
ADE 1,96+0,54% 12,57+2,50° 13,30+1,89" 21,94+4,32° 29,17+2,89°
DC 0,46+0,09° 0,56+0,08° 0,49+0,11° - -
DE 0,52+0,01" 0,49+0,04° 0,86+0,21° 0,92+0,14¢ 1,38+0,37°
J 0,57+0,03" 0,56+0,02" 0,42+0,02° - -

Médias seguidas de mesma letra (na vertical) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05).
A: alimento vivo; ADC: alimento vivo por 11 dias, trés dias de alimentacdo mista, seguido pela dieta
comercial; ADE: alimento vivo por 11 dias, trés dias de alimentacdo mista, seguido pela dieta

experimental; DC: dieta comercial; DE: dieta experimental; J: jejum.

As médias de comprimento e peso mostraram que aos 11 dias de experimento
os tratamentos A, ADC e ADE né&o diferenciaram, pois as larvas estavam recebendo as
mesmas quantidades de alimento vivo. Na analise realizada aos 14 dias, primeiro
periodo apés a substituicdo total do alimento vivo, os tratamentos ADC e ADE diferiram
do tratamento A em que as larvas continuaram recebendo apenas alimento vivo (Tabela

3 e Figura 2).
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Enquanto o alimento vivo propiciou as larvas um crescimento gradual e continuo
ao longo do periodo de avaliagdo, as dietas formuladas, quando fornecida as larvas
desde o inicio da alimentagdo exdgena, condicionaram outro ritmo de crescimento. Os
ganhos em comprimento e peso foram observados somente a partir do 14° dia para
larvas que receberam dieta experimental (DE) por todo periodo (Tabela 3 e Figura 3).

Em relagdo as larvas que receberam dieta comercial (DC), mortalidade total
ocorreu no 14° dia apos inicio da alimentagcdo exdégena, assim como no grupo controle
de larvas mantidas em jejum (J). Esse resultado sugere que as larvas que receberam
apenas dieta comercial ndo ingeriram ou n&o tiveram capacidade de assimila-la.

Os resultados de sobrevivéncia também foram influenciados pelos diferentes
alimentos e esquemas alimentares (Figura 4). A maior média (p < 0,05) foi obtida no
grupo alimentado exclusivamente com alimento vivo (A), 88 + 3%, seguido pelos grupos
que receberam substituicdo alimentar (ADC e ADE), 56 + 5 e 62 = 14%,
respectivamente. A menor média (p < 0,05) foi verificada no grupo alimentado com dieta

experimental (DE) por todo periodo, 3 + 1%.
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Figura 2. Valores médios de comprimento total (A) e peso umido (B) das larvas de pacu submetidas a
diferentes esquemas alimentares apés inicio de alimenta¢do exdgena. A: alimento vivo; ADC:
alimento vivo por 11 dias, trés dias de alimentacdo mista, seguido pela dieta comercial; ADE:

alimento vivo por 11 dias, trés dias de alimentacao mista, seguido pela dieta experimental.
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Figura 3. Valores médios de comprimento total (A) e peso Umido (B) das larvas de pacu submetidas a
diferentes esquemas alimentares apés inicio de alimentacdo exdégena. J: jejum; DC: dieta
comercial; DE: dieta experimental.
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Figura 4. Taxas médias de sobrevivéncia das larvas de pacu submetidas a diferentes esquemas
alimentares ap0s inicio de alimentacdo exdgena. A: alimento vivo; ADC: alimento vivo por 11
dias, trés dias de alimentacdo mista, seguida pela dieta comercial; ADE: alimento vivo por 11
dias, trés dias de alimentagdo mista, seguida pela dieta experimental; DE: dieta experimental.

Médias seguidas de mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0, 05).

O efeito dos alimentos e dos esquemas de alimentacéao ficou evidenciado pelas
taxas de crescimento especifico (Figura 5). Os valores médios ndo diferiram
estatisticamente entre o grupo alimentado com alimento vivo (A) e aqueles submetidos
a transicdo alimentar (ADC e ADE), 18 a 20%/dia e 30 a 37%/dia, para o primeiro e
segundo periodo de alimentacdo, respectivamente. Todos estes grupos estavam
recebendo as mesmas quantidades de alimento vivo.

Durante o periodo de alimentacdo mista, a taxa de crescimento especifico
observada (2%/dia), indicou prejuizo no crescimento das larvas submetidas a transicédo
alimentar com dieta experimental (ADE), quando comparamos com as larvas dos
tratamentos A e ADC (21%l/dia e 12%l/dia, respectivamente). Embora essas larvas
tenham recuperado o crescimento ao longo do tempo, ao final do experimento
apresentaram taxa de crescimento especifico inferior (4%/dia) a das larvas que

receberam alimento vivo (12%/dia).
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Ao contrario do alimento vivo que propiciou altas taxas de crescimento
especifico, as dietas formuladas, fornecida as larvas desde o inicio, proporcionaram
baixo crescimento destas. As taxas de crescimento especifico para os tratamentos DC
e DE, apresentaram valores negativos no primeiro periodo de alimentacéo, em funcao
da perda de peso observada. No segundo periodo avaliado, o grupo alimentado com
dieta comercial (DC) apresentou taxa de crescimento de 3%/dia. O grupo DE
apresentou déficit no crescimento, assim como 0 grupo controle (J) mantido em jejum
(Figura 5).

No terceiro periodo (11 a 14 dias), o grupo alimentado somente com dieta
experimental (DE) apresentou a sua maior taxa de crescimento especifico durante o
experimento, cerca de 14%/dia, valor este que n&o diferiu estatisticamente dos
tratamentos ADC e ADE, que estavam na fase de alimentacdo mista. Neste periodo, as
larvas do tratamento DE passaram de 0,5 a 0,9mg de peso umido (Tabela 3). No ultimo
periodo avaliado apenas o grupo que recebeu alimento vivo durante todo experimento
(A) diferiu (p < 0,05) dos demais (Figura 5).
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Figura 5. Taxas médias de crescimento especifico (TCE) das larvas de pacu submetidas a diferentes
alimentagOes e esquemas alimentares apdés inicio de alimentacdo exdgena. A: alimento vivo;
ADC: alimento vivo por 11 dias, trés dias de alimentacdo mista, seguida pela dieta comercial;
ADE: alimento vivo por 11 dias, trés dias de alimentacdo mista, seguida pela dieta
experimental; DC: dieta comercial; DE: dieta experimental; J: jejum. Médias seguidas de

mesma letra (na vertical) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05).

5.2 Morfologia e morfometria das fibras musculares

No inicio do experimento, apdés a deplecdo de vitelo, as larvas com quatro dias
de vida e antes do inicio da alimentacdo exdgena apresentavam dois tipos distintos de
fibras musculares: um superficial localizado logo abaixo da pele, formado por pequenas
fibras colunares em corte transversal e um tipo mais profundo, compondo a maioria da
massa muscular, formado por fibras separadas por uma camada de tecido conjuntivo e
com nucleos centrais (Figura 6A). Cerca de 65 = 4 e 34 + 2% das fibras apresentavam
< 20 e < 30pum de diametro, respectivamente. Apenas 1 + 2% das fibras musculares
analisadas nesta fase estavam distribuidas na classe de diametro de < 10um.

Aos cinco dias de avaliacdo apos alimentacdo exdgena, as larvas do tratamento
A apresentaram aumento da massa muscular epiaxial e do numero de miosseptos. No

compartimento profundo, ocorreu grande quantidade de fibras musculares
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arredondadas e, em sua maioria, com nucleos centrais (Figuras 6B e 6C). Nesse
mesmo periodo, a analise morfométrica mostrou que o crescimento das larvas dos
grupos DC e DE foi prejudicado (Figura 7A). Além disso, essas larvas apresentaram
caracteristicas morfologicas similares as larvas apos a deplecéao do vitelo, assim como
foi observado no grupo mantido em jejum.

Aos 11 dias, o alimento vivo proporcionou as larvas (A, ADC e ADE)
espessamento da musculatura esquelética (Figura 8A). Os nucleos das fibras
musculares do compartimento profundo apresentaram-se na periferia das células e
observou-se ocorréncia de miosseptos. No compartimento profundo, foram observadas
muitas fibras de pequeno didmetro ao redor de fibras musculares maiores, indicando
intensa hiperplasia muscular em mosaico (Figura 8B). Nesse mesmo periodo foi
verificada a maior taxa de crescimento especifico para as larvas desses grupos (Figura
5).

Nessa fase, também foi evidenciada a presenca de fibras musculares logo
abaixo do compartimento superficial, na regido da linha lateral, formando o
compartimento intermediario (Figura 8C). Esse processo de crescimento muscular é
conhecido por hiperplasia estratificada.

Durante os 11 primeiros dias, foi verificada alta freqiéncia de fibras musculares
nas classes de < 20 e < 30 um de didmetro para as larvas alimentadas com alimento
vivo. Aos 11 dias de experimento, 86 * 7% das fibras musculares apresentavam
didmetro menor que 30 pum. Fibras musculares nessas classes de diametro indicam
fibras muito jovens em intenso crescimento hiperplasico (Figura 7B).

As larvas que vinham recebendo dietas formuladas comecaram a apresentar
fibras musculares angulares e perda de massa muscular, assim como observado no
tratamento J, com larvas mantidas em jejum (Figuras 9A e 9B). Nessas larvas, as
classes de diametro das fibras musculares que apresentaram maior freqiéncia, foram
de <10 e < 20 um, indicando diminuicdo do tamanho das fibras quando comparadas
com os periodos anteriores de avaliacdo morfométrica, apds a deplecéo do vitelo e aos

cinco dias de alimentacéo exdgena (Figuras 7A e 7B).
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Aos 14 dias, no grupo mantido em jejum (J) e no alimentado desde o inicio com a
dieta comercial (DC) observou-se mortalidade total das larvas. Neste momento as
larvas apresentavam o mesmo padrdo morfoldgico das fibras musculares, como formas
angulares e nudcleo central, além da diminuicdo de tamanho e perda de massa muscular
(Figura 10A), resultados que confirmam a perda de peso observada na analise de
desempenho zootécnico (Tabela 3 e Figura 3).

No tratamento DE, as larvas de pacu apresentaram aumento do nimero de fibras
musculares. Nessas larvas, 67 + 10% de suas fibras estavam com didmetro superior a
10um, enquanto que no periodo anterior de avaliacdo (aos 11 dias) as fibras nessa
classe de diametro representavam apenas 35 + 16% (Figuras 7B e 7C).

ApOGs o periodo de alimentagdo mista, ainda aos 14 dias, 0 crescimento
hipertréfico foi evidenciado nos tratamentos A e ADC. Nesses dois tratamentos,
aproximadamente 14 + 10 e 22 + 7% das fibras musculares, respectivamente,
apresentavam diametro superior a 40um, valores estes que nao diferiram
estatisticamente (Figura 7C). Morfologicamente, foram observados os dois tipos de
crescimento hiperplasico, estratificado e em mosaico (Figura 10B).

Aos 23 dias, as larvas dos tratamentos A, ADC e ADE, nao apresentaram
diferencas (p > 0,05) quanto a distribuicdo das fibras musculares nas classes de
diametro. A maioria delas estava distribuida nas classes de < 20 e < 30 um (Figura 11).
Apesar da diferenca de tamanho, observada nos resultados de desempenho (Tabela 3),
0 desenvolvimento muscular entre os exemplares desses grupos foi muito semelhante.
Observaram-se fibras pequenas localizadas perifericamente a fibras maiores,
caracterizando o crescimento hiperplasico em mosaico (Figura 12A).

Na regido da linha lateral, ocorreu intensa proliferacdo celular formando o
compartimento intermediario pelo processo de hiperplasia estratificada (Figura 12B).
Nesse processo, comum as fases iniciais do desenvolvimento, ocorre o espessamento
das camadas musculares (JOHNSTON e HALL, 2004).



26

NC

NL NT

NT

NL



27

Figura 6. Fotomicrografias da musculatura esquelética de larvas de pacu em corte transversal.

Figura 6A. Musculatura de larva de pacu aos quatro dias apds a eclosdo e no inicio da alimentacao
exégena evidenciando fibras musculares colunares superficiais (S), fibras musculares do compartimento
profundo (P) com nucleo central (NC), tecido nervoso (TN), notocorda (NT) e nervo da linha lateral (NL).
400x. At/FloB.

Figura 6B. Musculatura de larva de pacu (tratamento A) aos cinco dias de alimenta¢do com alimento vivo
(larvas com nove dias de vida), evidenciando fibras musculares do compartimento profundo (P),

miossépto (M), tecido nervoso (TN), notocorda (NT) e nervo da linha lateral (NL). 200x. At/FloB.

Figura 6C. Musculatura de larva de pacu (tratamento A) aos cinco dias de alimenta¢do com alimento vivo
(larvas com nove dias de vida), evidenciando fibras musculares colunares superficiais (S), fibras
musculares do compartimento profundo (P) com nucleo central (NC), miossépto (M), tecido nervoso (TN)
e nervo da linha lateral (NL). 400x. At/FloB.
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Figura 7. Distribuicdo das classes de diametro em micrdmetros (um) das fibras musculares de larvas de
pacu aos cinco dias (A), aos 11 dias (B) e aos 14 dias (C) de alimentacdo exdgena. A:
alimento vivo; ADC: alimento vivo por 11 dias, trés dias de alimentagdo mista, seguida pela
dieta comercial; ADE: alimento vivo por 11 dias, trés dias de alimentagcdo mista, seguida pela
dieta experimental; DC: dieta comercial, DE: dieta experimental; J: jejum. Comparagéo feita
entre os tratamentos em cada classe separadamente. Médias seguidas de mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0, 05).
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Figura 8. Fotomicrografias da musculatura esquelética de larvas de pacu (Tratamento A) em corte
transversal aos 11 dias de alimentagdo com alimento vivo (larvas com 15 dias de vida e antes de

iniciarem a transi¢c&o alimentar).

Figura 8A. Musculatura de larva de pacu, evidenciando fibras musculares do compartimento profundo (P)
com zona de intensa proliferacdo celular (ZPC) na regido dorsal, miossépto (M) e notocorda (NT). 100x.
At/FloB.

Figura 8B. Musculatura de larva de pacu, evidenciando fibras musculares colunares superficiais (S),
fibras musculares do compartimento profundo (P) com nucleo periférico (NP) e miossépto (M). (») Notar
mosaico de fibras de diferentes diametros no compartimento profundo. Observar fibras pequenas entre as
maiores. 200x. At/FloB.

Figura 8C. Musculatura de larva de pacu, evidenciando fibras musculares do compartimento
intermediario (I) entre as fibras musculares colunares superficiais (S) e as fibras musculares do
compartimento profundo (P). (*) Notar a presenca de fibras musculares intermediarias na regido da linha

lateral (NL), caracterizando o processo de hiperplasia estratificada. 400x. At/FloB.
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Figura 9. Fotomicrografias da musculatura esquelética de larvas de pacu (larvas com 15 dias de vida) em

corte transversal.

Figura 9A. Musculatura de larva de pacu aos 11 dias de alimentacdo com dieta experimental
(Tratamento DE), evidenciando fibras musculares do compartimento profundo (P) com ndcleo central
(NC), tecido nervoso (TN), notocorda (NT) e nervo da linha lateral (NL). (*) Notar no compartimento

profundo fibras musculares angulares. 400x. At/FloB.

Figura 9B. Musculatura de larva de pacu mantida em jejum por 11 dias (Tratamento J), evidenciando
fiboras musculares do compartimento profundo (P) com nucleo central (NC), tecido nervoso (TN),
notocorda (NT) e nervo da linha lateral (NL). (*) Notar no compartimento profundo fibras musculares
angulares. 400x. At/FloB.
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Figura 10. Fotomicrografias da musculatura esquelética de larvas de pacu (larvas com 18 dias de vida)

em corte transversal.

Figura 10A. Musculatura de larva de pacu mantida em jejum por 14 dias (Tratamento J), evidenciando
fiboras musculares do compartimento profundo (P) com nucleo central (NC), tecido nervoso (TN) e
notocorda (NT). (*) Notar no compartimento profundo fibras musculares angulares e perda de massa
muscular. 400x. At/FloB.

Figura 10B. Musculatura de larva de pacu apds alimentagdo mista aos 14 dias de experimento
(Tratamento ADC), evidenciando fibras musculares do compartimento intermediario (I) entre as fibras
musculares colunares superficiais (S) e as fibras musculares do compartimento profundo (P) com nucleo
periférico (NP) e miossépto (M). (») Notar mosaico de fibras de diferentes diametros no compartimento
profundo e a (*) presenca de fibras musculares intermediarias na regido da linha lateral (NL),

caracterizando o processo de hiperplasia estratificada. 400x. At/FloB.
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Ainda aos 23 dias, as larvas do tratamento com dieta experimental, embora
apresentassem tamanho meédio muito pequeno, 0,9 + 0,1mg, continuavam
apresentando crescimento (Tabela 3) e aumento do didmetro das fibras. Cerca de 94 +
3% das fibras musculares tinham mais de 10um de didmetro, com 77 + 15% delas
incluidas na classe de < 20um (Figura 11). Morfologicamente, essas larvas
apresentavam fibras arredondadas, com a maioria dos nucleos centrais, embora alguns

localizados perifericamente a fibra (Figura 12C).
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Figura 11. Distribuicdo das classes de diametro em micrdmetros (um) das fibras musculares de larvas de
pacu aos 23 dias de alimentacdo exdgena. A: alimento vivo; ADC: alimento vivo por 11 dias,
trés dias de alimentacdo mista, seguida pela dieta comercial; ADE: alimento vivo por 11 dias,
trés dias de alimentacdo mista, seguida pela dieta experimental; DE: dieta experimental.
Comparacéao feita entre os tratamentos em cada classe separadamente. Médias seguidas de

mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0, 05).

Na avaliacao aos 31 dias, o desenvolvimento muscular dos exemplares de pacu
dos tratamentos ADC e ADE foi similar. Ocorreu aumento de massa muscular,
espessamento do compartimento intermediario e hiperplasia em mosaico (Figura 13A e
Figura 13B). Fibras musculares com diametro superior a 40um apresentaram
frequéncia de 22 + 9 e 20 + 2%, para os tratamentos ADC e ADE, respectivamente,

caracterizando crescimento hipertrofico ja bem representativo nesta fase (Figura 14).
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Figura 12. Fotomicrografias da musculatura esquelética de larvas de pacu aos 23 dias de alimentacao

exodgena (larvas com 27 dias de vida) em corte transversal.

Figura 12A. Musculatura de larva de pacu (Tratamento A), evidenciando fibras musculares do
compartimento profundo (P) com nucleo periférico (NP) e miossépto (M). (») Notar mosaico de fibras de
diferentes didmetros no compartimento profundo. Observar fibras pequenas entre as maiores. 400x.
At/FloB.

Figura 12B. Musculatura de larva de pacu (Tratamento A), evidenciando fibras musculares do
compartimento intermediario () entre as fibras musculares colunares superficiais (S) e as fibras
musculares do compartimento profundo (P). (*) Notar a presenca de fibras musculares intermediarias na

regiao da linha lateral (NL), caracterizando o processo de hiperplasia estratificada. 400x. At/FloB.

Figura 12C. Musculatura de larva de pacu aos 23 dias de alimentagdo com dieta experimental
(Tratamento DE), evidenciando fibras musculares do compartimento profundo (P) com ndcleo central
(NC), tecido nervoso (TN), miossépto (M) notocorda (NT) e nervo da linha lateral (NL). Notar no
compartimento profundo presenca de algumas fibras musculares com nucleos periféricos (NP). 400x.
At/FloB.
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Figura 13. Fotomicrografias da musculatura esquelética de larvas de pacu aos 31 dias de alimentacao

exogena (larvas com 35 dias de vida) em corte transversal.

Figura 13A. Musculatura de larva de pacu (Tratamento ADE), evidenciando fibras musculares do
compartimento intermediario () entre as fibras musculares colunares superficiais (S) e as fibras
musculares do compartimento profundo (P). Notar espessamento dos compartimentos superficial e
intermediario. 200x. At/FloB.

Figura 13B. Musculatura de larva de pacu (Tratamento ADE), evidenciando fibras musculares do
compartimento profundo (P) com nucleo periférico (NP) e miossépto (M). (») Notar mosaico de fibras de
diferentes didmetros no compartimento profundo. Observar fibras pequenas entre as maiores. 400x.
At/FloB.

Figura 13C. Musculatura de larva de pacu aos 31 dias de alimentagdo com dieta experimental
(Tratamento DE), evidenciando fibras musculares do compartimento profundo (P) com nucleo central
(NC), tecido nervoso (TN), miossépto (M), notocorda (NT) e nervo da linha lateral (NL). Notar no
compartimento profundo presenca de algumas fibras musculares com nucleos periféricos (NP) e aumento

de massa muscular. 200x. At/FloB.
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Nesse mesmo periodo, as larvas alimentadas exclusivamente com dieta
experimental (DE) continuaram apresentando crescimento e aumento de massa
muscular. As fibras musculares observadas possuiam formas arredondadas e algumas
delas nucleos localizados perifericamente (Tabela 3 e Figura 13C). Aproximadamente
42 + 6% das fibras musculares apresentaram diametro superior a 30um (Figura 14).

Aos 31 dias nao foi possivel realizar as analises morfologica e morfométrica com
as larvas que vinham recebendo alimento vivo. Os exemplares foram fixados inteiros, o

que impossibilitou a adequada infiltracéo do fixador e preservacédo do material.
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Figura 14. Distribuicdo das classes de didmetro em micrdmetros (um) das fibras musculares de larvas
de pacu aos 31 dias de alimentagcdo exégena. ADC: alimento vivo por 11 dias, trés dias de
alimentac&o mista, seguida pela dieta comercial; ADE: alimento vivo por 11 dias, trés dias de
alimentagdo mista, seguida pela dieta experimental; DE: dieta experimental. Comparacao
feita entre os tratamentos em cada classe separadamente. Médias seguidas de mesma letra

nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0, 05).
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5.3 Niveis de expressdéo do RNAm da MyoD e Miogenina por RT-PCR

semiquantitativa

A quantificagdo do RNA por espectrofotometria, a 260nm forneceu uma
estimativa da qualidade da extracdo. A pureza do RNA foi garantida pela obtencdo de
razdo 260/280nm maior que 1,65. A integridade do RNA extraido foi constatada pela
presenca das bandas correspondentes aos RNAs ribossomais 28S e 18S (Figura 15).

O produto de amplificacdo do cDNA para os genes da MyoD e Miogenina
resultou em fragmentos com aproximadamente 300 e 600pb, respectivamente (Figuras
16A e 16B) e para o produto de amplificacdo do controle interno RNAr 18S, um
fragmento com cerca de 250pb, conforme esperado (Figura 16C).

A expressao dos genes da MyoD e da Miogenina nao diferiram (p > 0,05) nos
tratamentos analisados. O conteudo médio estimado para estes genes, por RT-PCR,
entre os tratamentos foi de 0,46 = 0,10 e 0,86 + 0,06l0D relativo, respectivamente,

observando-se maior expresséo génica da Miogenina (Figuras 17A e 17B).

28S»
18S-»

Figura 15. Eletroferograma demonstrando a qualidade do RNA extraido das amostras musculares de
larvas de pacu apds a deplecdo do vitelo (TO) e aos 31 dias de alimentagdo exdgena,
constatada pela presenca das bandas de RNAr 28S e 18S. A: alimento vivo; ADC: alimento
vivo por 11 dias, trés dias de alimentag&o mista, seguida pela dieta comercial; ADE: alimento

vivo por 11 dias, trés dias de alimentac&o mista, seguida pela dieta experimental.
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Figura 16. Eletroferograma do produto de amplificacdo do gene parcial MyoD (A), Miogenina (B) e Gene
Constitutivo 18S (C) em fibras musculares de larvas de pacu ap6s a deplecao do vitelo (TO) e
aos 31 dias de alimentacdo exdgena. M: marcador molecular de 100pb; A: alimento vivo;
ADC: alimento vivo por 11 dias, trés dias de alimentacdo mista, seguida pela dieta comercial;
ADE: alimento vivo por 11 dias, trés dias de alimentacdo mista, seguida pela dieta

experimental; N: controle negativo.
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Figura 17. Contetdo estimado de MyoD (A) e Miogenina (B) por RT-PCR na musculatura esquelética de
larvas de pacu. A quantificac@o do fragmento de PCR foi obtido por anélise densitométrica do
produto como Densidade Otica Integrada (IOD). Inicial: larvas aos quatro dias apds a
eclosédo, antes de iniciarem alimentacdo e demais tratamentos aos 31 dias. A: alimento vivo;
ADC: alimento vivo por 11 dias, trés dias de alimentagdo mista, seguida pela dieta comercial;

ADE: alimento vivo por 11 dias, trés dias de alimentacdo mista, seguida pela dieta
experimental.
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6 DISCUSSAO

O uso de dietas inertes como alimento inicial para larvas de pacu, em
substituicdo total ao alimento vivo, ndo foi um manejo alimentar eficiente em termos de
sobrevivéncia e crescimento. O grupo de larvas alimentado com dieta comercial (DC)
apresentou mortalidade total ao 18° dia de vida simultaneamente ao grupo controle de
larvas em jejum (J). Resultados similares foram relatados por TESSER et al. (2005a),
gue verificaram ocorréncia de mortalidade total ao 16° dia de vida em larvas de P.
mesopotamicus alimentadas exclusivamente com microdietas.

Estes dois grupos de larvas (DC e J) apresentaram fibras musculares angulares
e perda de massa muscular nas andlises realizadas aos 11 e 14 dias de alimentacdo
exdgena. A frequéncia de fibras com diametro inferior a 10 um também aumentou entre
0 primeiro e ultimo periodo de avaliacdo, indicando diminuicdo do tamanho das fibras.
Nos estagios iniciais de desenvolvimento h4 um aumento significativo do namero de
fibras musculares (ASSIS et al.,, 2004) determinado, entre outros fatores, pela
disponibilidade de alimento (WEST-EBERHARD, 2003). Mas, em condi¢cdes de severa
restricdo alimentar pode ocorrer atrofia de fibras musculares brancas (JOHNSTON,
1981) e reducdo das taxas de crescimento e, obviamente, do crescimento muscular
(WEATHERLEY e GILL, 1987).

O grupo de larvas alimentado exclusivamente com dieta experimental (DE)
apresentou médias de peso Umido e sobrevivéncia na ordem de 1,38mg e 3%,
respectivamente. Esses valores foram muito inferiores as médias de peso e
sobrevivéncia encontradas nos grupos que receberam alimento vivo, pelo menos no
inicio da alimentacdo exdgena. Estudos realizados por JOMORI et al. (2008) com larvas
de P. mesopotamicus tinham revelado a possibilidade de substituicéo total do alimento
vivo embora com resultados de crescimento e sobrevivéncia (cerca de 11%) inferiores a
outros regimes alimentares testados. Além disso, observou-se atraso no
desenvolvimento do trato digestério das larvas. Varios fatores contribuem para o
pequeno sucesso da alimentacdo de larvas de peixes com dietas formuladas. A

capacidade digestiva das larvas € o principal fator limitante para a utilizacdo de
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microdietas nos primeiros estagios do desenvolvimento larval (DABROWSKI, 1984).
Certas espécies apresentam limitagbes digestivas, como aparelho digestorio
indiferenciado e auséncia de algumas enzimas digestivas (MOYANO et al., 1996). Os
alimentos vivos (rotiferos e microcrustaceos, como artémia) podem facilitar o
desenvolvimento do trato digestério, aléem de apresentar perfil protéico mais adequado
as larvas de peixes (KOLKOVSKI, 2001; LANGDON, 2003). As larvas alimentadas
exclusivamente com dieta experimental evidenciaram expressivo atraso no
desenvolvimento e celularidade muscular, além de atraso no desenvolvimento
ontogenético do tecido muscular em relacdo as demais larvas. Morfologicamente, essas
larvas apresentaram fibras arredondadas, com a maioria dos nucleos centrais. Fibras
musculares com estas caracteristicas sado indicativas de fibras muito jovens, como se
observa em larvas recém eclodidas (ASSIS et al., 2004).

A constituicdo das microdietas também esté relacionada com a baixa capacidade
que esses alimentos apresentam em promover taxas de sobrevivéncia e crescimento
adequadas. Algumas proteinas utilizadas na formulacdo possuem atividade inibitéria de
proteases digestivas (ALARCON et al., 1999), assim como fatores antinutricionais. A
baixa umidade de muitos tipos de dietas (60 a 90% de matéria seca contra 10 a 15%
apresentada pelo alimento vivo) pode dificultar a digestdo dessas particulas pelas
larvas (LANGDON, 2003). Além disso, a baixa aceitabilidade das dietas formuladas
contribui para o insucesso da utilizagcdo desse tipo de alimento. A falta de estimulo
visual (TESSER et al., 2006) e a natureza das particulas, como textura, sabor, cor,
formulacdo e tamanho afetam a aceitabilidade, a digestibilidade e a lixiviagdo dos
nutrientes (ONAL e LANGDON, 2000).

Nesse estudo evidenciou-se que as larvas de pacu ndo estdo habeis para
aproveitar com eficiéncia dietas formuladas quando iniciam a alimentacdo exdgena,
comprovando o que ja foi observado para essa e muitas outras espécies (PORTELLA e
DABROWSKI, 2008). A utilizacdo exclusiva de dieta formulada em substituicdo ao
alimento vivo, ndo constitui uma pratica viavel para as larvas de pacu, pois ndo garante

crescimento satisfatério e atrasam o desenvolvimento larval (JOMORI et al., 2008).



46

O tempo de uso do alimento vivo influenciou a sobrevivéncia e o crescimento das
larvas. A maior meédia de sobrevivéncia foi obtida com larvas alimentadas
exclusivamente com alimento vivo (A), 88%, seguida pelas larvas que passaram pela
substituicdo alimentar aos 14 dias de alimentacdo exdgena com as dietas comercial
(ADC) e experimental (ADE), 56 e 62%, respectivamente. Larvas em diferentes estagios
do desenvolvimento e que passam por substituicdo total de artémia por microdieta
apresentaram taxas de sobrevivéncia que variam de 11 a 76% (JOMORI, 1999). Essa
variacdo é atribuida a eficiéncia da dieta e idade em que as larvas sdo submetidas a
transicao do alimento vivo para o formulado. Larvas de P. mesopotamicus com cerca de
10mg de peso umido foram capazes de aproveitar com eficiéncia uma dieta formulada
comercial especifica, apresentando crescimento e sobrevivéncia satisfatérios (JOMORI
et al., 2008).

Durante o periodo de alimentacdo mista, as larvas dos tratamentos ADC e ADE
manifestaram crescimento inferior em relacdo ao grupo A, de larvas que receberam
exclusivamente alimento vivo. As taxas médias de crescimento especifico foram de 21,
12 e 2% ao dia, respectivamente para os grupos A, ADC e ADE. A interrupcéo
momentanea do crescimento, durante o periodo de transicdo alimentar, também foi
observada por HUNG et al. (2002) com larvas de Pangasius bocourti e por TESSER et
al. (2006) e JOMORI et al. (2008) com larvas de P. mesopotamicus.

Os melhores resultados de crescimento aos 31 dias foram observados nas larvas
gue receberam alimento vivo (A) por todo periodo experimental (330mg), seguido pelas
larvas que passaram pela substituicdo do alimento vivo por dietas formuladas (62 e
29mg, respectivamente para os tratamentos ADC e ADE). A eficiéncia da dieta
comercial parece ter sido a principal responsavel para o grupo ADC expressar sua
habilidade para o aproveitamento desse alimento e potencial para o crescimento.

Resultados insatisfatérios quanto ao uso de dietas formuladas na larvicultura de
peixes, podem ser atribuidos mais as caracteristicas da dieta do que a ineficiéncia das
larvas em digeri-las (JOMORI et al., 2008, MUKAI-CORREA, 2008). MUKAI-CORREA
(2008) avaliou a substituicdo de artémia por dietas microparticuladas em larvas de P.

mesopotamicus e observou que o baixo crescimento observado nas larvas pode ter sido
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comprometido em razao da limitagcdo ou falta de nutrientes essenciais em relacdo aos
nauplios de artémia. Outra possibilidade seria a quebra e digestdo incompleta das
dietas formuladas pela larva, devido a auséncia de sistema digestorio diferenciado
(PORTELLA e DABROWSKI, 2008). Dietas inadequadas podem atrasar o
desenvolvimento do trato digestorio e a organizagdo do pancreas e do figado (JOMORI,
2005).

Regimes alimentares adequados e eficiéncia das microdietas na alimentacdo
inicial sdo decisivos para as larvas de peixes expressarem seu potencial de
crescimento. A composi¢éo da dieta no periodo de transicdo da alimentagdo endogena
para a exégena reflete no aumento da massa muscular durante o desenvolvimento
larval, além de afetar a sobrevivéncia, influenciar o crescimento somético e levar a
alteracbes nas caracteristicas morfofisiologicas do tecido muscular (KOUMANS e
AKSTER, 1995). Isto é relevante, pois o0 inicio do crescimento por hiperplasia
estratificada ocorre alguns dias ap0s a eclosdo e segue ap0s a transicdo para a
alimentacdo exdgena (ASSIS et al., 2004). Os efeitos de dietas subdétimas no
desenvolvimento de larvas de peixes afetam o crescimento somético e sobrevivéncia,
além de reduzirem o crescimento hiperplasico, como demonstrado por GALLOWAY et
al. (1999) em larvas de carpa.

A morfologia da musculatura esquelética dos exemplares de pacu néo
apresentou diferenca entre os grupos A, ADC e ADE em todos os periodos avaliados e
foi semelhante & morfologia encontrada nas demais espécies de peixes (FERNANDEZ
et al., 2000; AGUIAR et al., 2005). A analise morfologica possibilitou distinguir trés
compartimentos musculares distintos: o compartimento superficial formado por fibras
vermelhas, abaixo da derme, mais espesso na regido do nervo da linha lateral e de
aspecto triangular; o compartimento profundo, formado por fibras musculares brancas
que ocupam a maior parte da massa muscular e o compartimento intermediario,
formado por fibras musculares intermediarias, observado a partir do 11° dia de
alimentacdo exégena. O compartimento de fibras intermediarias localiza-se adjacente
as zonas germinais de proliferacdo celular. Essas zonas germinais constituem a

principal fonte de novas fibras e sdo responsaveis pelo espessamento das camadas
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musculares nas fases iniciais do desenvolvimento (ROWLERSON e VEGGETTI, 2001).
Nesse tipo de crescimento, conhecido como hiperplasia estratificada, novas fibras
musculares sé&o formadas a partir das zonas de proliferagdo celular (JOHNSTON,
1999).

A partir 23° dia, no compartimento profundo, as fibras apresentaram um padréo
em mosaico, com diferentes diametros, como observado em outras espécies
(ROWLERSON e VEGGETTI, 2001). Nas espécies de peixes de grande porte, a
hiperplasia estratificada é seguida pela hiperplasia em mosaico, que resulta no aumento
do numero de fibras musculares, principalmente nas fases larval e juvenil
(ROWLERSON e VEGGETTI, 2001). Durante a hiperplasia em mosaico, fibras
pequenas (didmetro menor que 25um) sdo observadas entre fibras maiores, formando
um mosaico de fibras de diferentes tamanhos e estagios de diferenciagcdo, melhor
observado na musculatura branca (JOHNSTON, 1999).

As diferencas de ganho em peso e comprimento entre as larvas de pacu dos
grupos A, ADC e ADE se refletiram no espessamento da musculatura nos tratamentos
analisados. Entretanto, a morfometria da musculatura miotomal mostrou que nao
ocorreu diferenca estatistica (p > 0,05) entre o didametro das fibras musculares brancas
nos periodos avaliados. A presenca de grande numero de fibras com diametros
menores que 20um demonstrou que neste periodo do crescimento o recrutamento de
novas fibras musculares ocorreu de forma mais efetiva e contribui para o aumento da
massa muscular e crescimento dos animais. Fibras musculares com diametros
inferiores a 20um sdo predominantes em peixes juvenis e indicam intensa hiperplasia,
enquanto que alta frequéncia de fibras com didametro superior a 50um indicam
hipertrofia e sdo observadas em peixes adultos (DAL PAI et al., 2000; ALMEIDA et al.,
2008).

Os mecanismos de crescimento das fibras musculares nos peixes de grande
porte ocorrem por hiperplasia e hipertrofia por um longo periodo (ROWLERSON e
VERGGETI, 2001). ALMEIDA et al. (2008), estudando os mecanismos de crescimento
muscular em P. mesopotamicus observou que tanto na fase juvenil quanto na adulta

ocorre crescimento muscular hiperplasico e hipertrofico. Em espécies de pequeno porte
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o recrutamento de novas fibras musculares cessa nas fases iniciais do desenvolvimento
(WEATHERLEY e GILL, 1987).

Como o musculo & um tecido pos-mitdtico, a hiperplasia e a hipertrofia das fibras
envolvem a ativacdo e proliferacdo de mioblastos indiferenciados ou CMPs
(JOHNSTON, 2006). Analises ultraestruturais na musculatura do pacu mostraram que
0s nucleos das CMPs estéo no tecido conjuntivo, entre as fibras diferenciadas (ASSIS
et al., 2004). De acordo com JOHNSTON (1999), estas ceélulas podem ser
indiferenciadas ou persistirem em mioblastos envolvidos no crescimento muscular. Se
envolvidas no crescimento muscular, essas células podem proliferar e seus nudcleos
fundirem em fibras musculares existentes para sintese de miofibrilas ou podem formar
novas fibras na musculatura (JOHNSTON, 2006).

As andlises morfométrica e morfologica dos fragmentos musculares das larvas
dos grupos A, ADC e ADE indicaram que nao ocorreu diferenca entre esses
tratamentos e que o crescimento muscular, nos periodos de avaliacdo, ocorreu
predominantemente por hiperplasia estratificada e em mosaico. A ocorréncia de
hipertrofia e hiperplasia na musculatura do pacu contribuiu para 0 aumento significativo
do peso e comprimento entre os exemplares de pacu. Da mesma forma que a
substituicdo do alimento vivo por dietas formuladas ndo comprometeu o potencial para
0 crescimento muscular nesses grupos de larvas, ndo ocorreu diferenca estatistica (p >
0,05) entre os tratamentos para os resultados referentes a expressdao da MyoD e
Miogenina, no musculo esquelético dos exemplares de pacu.

Durante o crescimento muscular hiperplasico e hipertrofico, a proliferagéo e a
diferenciacdo das CMPs nas fibras musculares maduras ocorre sob o controle dos
MRFs, pertencentes a familia MyoD, da qual fazem parte a MyoD, Miogenina, Myf5,
MRF4 e MEF2. O gatilho que faz um mioblasto se diferenciar € determinado por sinais
antagonistas para a proliferacdo e diferenciacdo que precisam ser melhores
compreendidos (JOHNSTON, 2006). As proteinas membros da familia MyoD de fatores
de crescimento sdo expressas especificamente em mioblastos e em células da
musculatura esquelética e exercem papel central na determinacdo do musculo
esquelético (TAN e DU, 2002).
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A expressao dos MRFs tem sido avaliada em diferentes condicOes
experimentais. Alguns estudos demonstraram que a temperatura € um importante fator
na determinagdo da taxa de miogénese e expressao génica dos MRFs (ASSIS et al.,
2004; COLE et al., 2004; GALLOWAY et al., 2006; JOHNSTON, 2006). GALLOWAY et
al. (2006) estudando diferentes temperaturas de incubagcdo de embribes de
Hippoglossus hippoglossus verificaram que a expressao da MyoD e Miogenina aumenta
com o aumento da temperatura. ASSIS et al. (2004) observaram que embrides de P.
mesopotamicus originam peixes maiores quando incubados a temperaturas mais
elevadas (29°C), devido a mais alta taxa de miogénese. Outras variaveis como
exercicio (SANGER, 1992) e dieta (FAUCONNEAU e PABOEUF, 2001; BARRETO,
2006) também podem influenciar a expressdo dos MRFs em peixes. Nesta linha de
investigacdo, a suplementacdo de dieta com acido ascérbico promoveu aumento da
proliferacdo e diferenciacdo das CMPs (BARRETO et al., 2006). FAUCONNEAU e
PABOEUF (2001) observaram que CMPs extraidas de peixes em inani¢ao distinguem-
se em termos de tamanho, morfologia e taxa de proliferacdo em comparacdo aos
peixes alimentados.

Neste estudo, a alimentacdo a base de alimento vivo favoreceu o crescimento
das larvas de pacu e produziu, ao final do experimento, um peixe maior. Entretanto, os
resultados morfologicos, morfométricos e moleculares obtidos mostram que a
substituicdo do alimento vivo por dietas formuladas n&o comprometeu o
desenvolvimento muscular devido a intensa hiperplasia muscular verificada nas larvas
desses grupos. Estes resultados abrem perspectivas de investigacdo quanto ao
crescimento compensatorio posterior e utilizagdo de estratégias alimentares mais
eficientes e econbmicas na producdo comercial de peixes que impliqguem no aumento
da musculatura esquelética que € o compartimento do peixe mais importante em termos

de aquicultura, pois constitui a fragdo comestivel desses animais.
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7 CONCLUSOES

e O fornecimento exclusivo de alimento formulado desde o inicio da
alimentac&do exdgena ndo € um manejo alimentar eficiente para as larvas de pacu, pois
ndo garante sobrevivéncia e compromete o0 crescimento, desenvolvimento e

celularidade muscular;

e Os nauplios de artémia propiciam melhor crescimento final e sobrevivéncia

(88%) em relacdo aos demais alimentos e esquemas alimentares testados;

e As taxas de sobrevivéncia das larvas ao final de 31 dias ndo séao
influenciadas pelo tipo de microdieta fornecida, e nesse estudo foram consideradas

satisfatorias (cerca de 56 e 62%) para larvas de pacu nesta fase e sistema de cultivo;

e Neste estudo, a alta freqiéncia de fibras musculares com diametro menor
gue 20um indica recrutamento de novas fibras musculares e a contribuicdo da

hiperplasia no aumento da massa muscular e crescimento do pacu no periodo avaliado;

e A desnutricdo das larvas de pacu, observada nos animais em jejum ou nos
gue receberam exclusivamente dieta comercial, acarreta atrofia das fibras musculares,
evidenciada por fibras angulares e perda de massa muscular, fato corroborado pela

perda simultanea de peso;
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e A expressdo da MyoD e Miogenina na musculatura esquelética de larvas de
pacu ndo é influenciada pela substituicdo do alimento vivo por dietas formuladas,
apesar desse manejo alimentar provocar diferencas no crescimento em peso e

comprimento desses animais;

e A substituicdo do alimento vivo por dietas formuladas induz diferencas no
crescimento, porém ndo compromete o potencial para desenvolvimento muscular que é
a fracdo comestivel do peixe e o compartimento mais importante em termos de
aqguicultura. Estes resultados abrem perspectivas de investigacdo sobre o crescimento

compensatorio posterior.
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