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OSTEOGENESE, VITAMINA A E ANOMALIAS ESQUELETICAS EM LARVAR DE
PACU Piaractus mesopotamicus

RESUMO

Estudos sobre anomalias esqueléticas em larvas e juvenis tém sido desenvolvidos
em varias espécies de peixes produzidas comercialmente. Isso porque o
desenvolvimento ésseo anormal pode promover o aumento do custo de producéo
devido a diminuicdo da sobrevivéncia, efeitos negativos no crescimento, pior
conversao alimentar, além do aumento da susceptibilidade a doencas. Os fatores
causadores de anormalidades esqueléticas em larvas e juvenis de peixes s&o,
principalmente, fatores nutricionais, ambientais e de origem genética. Porém, nada
se sabe sobre esse assunto em espécies sul-americanas, como 0 pacu. Desta
forma, o objetivo desta pesquisa foi descrever o desenvolvimento 6sseo do pacu;
avaliar a incidéncia de anomalias esqueléticas durante o desenvolvimento larval;
verificar o papel da vitamina A na ma formacdo esquelética e a expressao génica
envolvida nesse processo; e conhecer o turnover isotépico (13C) do tecido 6sseo e
muscular pela influéncia da vitamina A, com a utilizacdo da técnica de isétopos

estaveis.

PALAVRAS-CHAVE: Esqueletogénese, anomalias esqueléticas, vitamina A,

isétopos estaveis, peixes de agua doce.
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OSTEOGENESIS, VITAMIN A AND SKELETAL ANOMALIES IN PACU Piaractus
mesopotamicus LARVAE

ABSTRACT

Studies on skeletal anomalies in larvae and juveniles have been developed for
several fish species commercially produced. The reason is because these anomalies
cause many problems to aquaculture, such as increased production costs due to
decreased survival, adverse effects on growth, decreased feed conversion, and
increased susceptibility to diseases. The factors that determine the incidence of
skeletal anomalies in fish larvae and juveniles are mainly nutritional, environmental
and genetic. However, nothing is known about this subject in South American
species, such as the pacu. Therefore, we aimed to describe the bone development of
pacu; to evaluate the incidence of skeletal anomalies during larval development; to
study the role of vitamin A in skeletal formation and the gene expression involved in
this process, and to understand the turnover of vitamin A in bone and muscle tissues
with the use of stable isotopes technique.

KEYWORDS: skeletogenesis, skeletal anomalies, vitamin A, stable isotopes,

freshwater fish.



CAPITULO 1- Consideragbes Gerais

1. Introducéo geral

O pacu, Piaractus mesopotamicus, é uma das espécies nativas mais
utiizadas para a aquicultura, tanto pela facilidade no manejo e boa taxa de
crescimento, como pela aceitacdo no mercado consumidor (Urbinati e Gongalves,
2010). Atualmente, é a terceira espécie nativa mais produzida no Brasil,
representando 21.689 ton. em 2011, precedida pelo tambaqui (Colossoma
macropomum) e de seu hibrido tambacu (C. macropomum x P. mesopotamicus)
(MPA, 2013). Entretanto, com o0 crescimento da piscicultura como atividade
econbmica no Brasil, a demanda por larvas e juvenis de peixes tem sido cada vez
maior, evidenciando a necessidade de implantar tecnologia de producdo que garanta
maior disponibilidade de juvenis (Queiroz et al., 2005), e que esses sejam de boa
gualidade para o sucesso das etapas subsequentes.

As larvas de peixes passam por grandes alteraces funcionais e morfologicas
nas fases de desenvolvimento. O desenvolvimento normal e, consequentemente, a
qualidade das larvas, pode ser afetado por varios fatores, determinando inclusive a
baixa porcentagem de sobrevivéncia na fase de larvicultura (Koumoudouros et al.,
2001; Cahu et al., 2003; Gjerde et al., 2005; Sfakianakis et al., 2006; Lall e Lewis-
MacCrea, 2007; Karahan et al., 2012; Owen et al., 2012). Além disso, a qualidade
das larvas, que também esta diretamente relacionada com a qualidade dos
reprodutores, vem sendo considerada limitante na producdo de peixes. Por isso,
estudos relacionados a importancia dos reprodutores na qualidade das larvas vem
sendo desenvolvidos para varias espécies (Anguilla japonica, Furuita et al. 2003;
Scophthalmus maximus L., Kjgrsvik et al., 2003; Centropomus undecimalis, Yanes-
Rocca et al. 2009; Polyprion oxygeneios, Rohn & Symonds, 2012), inclusive
comparando larvas obtidas de reprodutores selvagens e de estoque de reprodutores
proveniente de piscicultura, quanto a incidéncia de anomalias esqueléticas (Gadus
morhua L., Lanes et al.,2012).

Deformidades e anomalias esqueléticas causam sérios problemas
econdbmicos na aquicultura, aumentando o custo de producdo, por diminuir a

sobrevivéncia na larvicultura e, posteriormente, por reduzir o valor comercial de



individuos deformados. Além disso, prejudicam o crescimento, a conversao
alimentar e aumentam a susceptibilidade a doencas (Boglione et al., 2001, 2009). Os
fatores responsaveis pela alta incidéncia de anomalias sdo, especialmente, a
nutricdo, as condicbes ambientais, e a endogamia (Cahu et al., 2003, Gjerde et al.,
2005, Sfakianakis et al., 2006). Em Sparus aurata, foi demonstrado que somente
uma fracdo pequena de larvas afetadas por anomalias esqueléticas sobreviveu
depois de completar o desenvolvimento larval (Andrades et al., 1996). Varias outras
anormalidades ésseas foram listadas em larvas de peixes (Boglione et al., 2003;
2009). Recentemente, devido a grande incidéncia de anormalidades esqueléticas
em larvas de peixes marinhos criadas intensivamente, Russo et al. (2010)
desenvolveram o software SOMs (Selft-Organized Maps) para avaliar a presenca de
anormalidades esqueléticas de acordo com os parametros de criacdo, em larvas de
Sparus aurata.

Muitos estudos sobre o impacto da alimentag&o inicial no desenvolvimento
dos peixes mostram que determinados nutrientes (fosfolipidios, vitaminas e
proteinas) tém papel central no aparecimento de anomalias esqueléticas, pois nem
sempre sdo corretamente oferecidos nas dietas durante a fase larval (Cahu et al.,
2003), quando muitas estruturas esqueléticas estdo se formando ou diferenciando.
Entre os nutrientes necessarios esta a vitamina A que, por meio do &cido retindico
(metabolito dietético), regula a esqueletogénese e o desenvolvimento da cartilagem
pelo controle das fun¢des dos condrdcitos, maturacdo e proliferacdo das células
(osteoblastos e osteoclastos) (Lall e Lewis-McCrea, 2007).

O papel da vitamina A na anomalia esquelética de larvas de peixes criadas
intensivamente tem sido estudado ha alguns anos (Takeuchi et al., 1995, 1998,
Haga et al.,, 2002, 2003). Estes autores, alimentando larvas de Paralichithys
olivaceus com organismos vivos enriquecidos com altas doses de vitamina A,
mostraram reducdo de ocorréncia de pigmentacdo anormal nos peixes, porém,
indesejavelmente, resultou em aumento de anomalias dsseas. A maior parte dos
estudos baseia-se em experimentos tipo dose-resposta e, atualmente tem-se
explorado cada vez mais o controle molecular dos processos envolvidos nas
anormalidades esqueléticas em peixes, como visto nas revisdes de Fernandez e

Gisbert (2011) e Haga et al. (2011), que exploraram os efeitos da vitamina A na



osteogénese e anomalias esqueléticas. Ainda, o estudo do metabolismo associado
com a morfogénese, em Solea senegalensis, indica que a vitamina A, em larvas de
peixes, é absorvida pelos enterécitos, transportada para o figado e entregue aos
tecidos alvo, como os ossos (Darias et al., 2012). Os mecanismos moleculares
envolvidos em cada etapa deste metabolismo também foram investigados por estes
autores.

A assimilacdo e incorporacdo dos nutrientes, por sua vez, ndo ocorrem da
mesma forma em cada parte dos animais. Estudos indicam relativa escala de tempo
para cada tecido, sendo a diferenciagdo mais lenta em ossos, comparadas com o
figado (Gaston e Suthers, 2004) e mauasculo. Assim, é possivel utilizar o
conhecimento do turnover nos 0ssos, para identificar futuramente fatores nutricionais
gue influenciam a formacdo Ossea, e que causam anomalias esqueléticas em
peixes. Por exemplo, os retindides reduzem a sintese de colageno e formagéo
0ssea, 0 que acelera o turnover 0sseo, causando mineralizacdo precoce (Lall e
Lewis-McCrea, 2007). Essa indicacdo reforca a ideia de que a falta ou o excesso de
vitamina A, na dieta, podem resultar em anomalias esqueléticas durante o
desenvolvimento larval de peixes. Alimentos com diferentes assinaturas isotopicas
(**c/*?C) podem ser utilizados para compor dietas com assinaturas isotépicas
distintas do tecido inicial do animal, e assim medir taxas de turnover em todo o
corpo, isso porgue a composicao isotopica dos tecidos e fluidos de animais depende
principalmente da sua alimentacédo (Caldara et al., 2007, 2008).

Estudos sobre anomalias esqueléticas em larvas e juvenis tém sido
desenvolvidos para varias espécies de peixes produzidas comercialmente, como
Pagellus bogaraveo, Gymnocranius euanus e Seriola dumerilli (Kitajima et al., 1994),
Sparus auratus (Andrades et al., 1996; Koumoundouros et al., 1997; Faustino e
Power, 1998, Boglione et al., 2001), Myoxocephalus quadricornis (Bengtsson et al.,
1998), Paralichthys olivaceus (Takeuchiet al., 1995, 1998, Takeuchi, 2001, Haga et
al., 2002, 2003), Latris lineata (Cobcroft et al., 2001, 2009), Solea senegalensis
(Gavaia et al., 2002), Epinephelus marginatus (Boglione et al., 2009), Dicentrarchus
labrax (Sfakianakis et al., 2006; Mazurais et al., 2009; Darias et al., 2010a, b).

Porém, os primeiros estudos sobre desenvolvimento e anomalias esqueléticas de



larvas de peixes sul-americanos (neotropicais) estdo sendo desenvolvidos no ambito

do presente estudo.

2. Reviséo de Literatura
2.1. Espécie escolhida

O teledsteo Piaractus mesopotamicus, popularmente denominado como pacu,
caranha, pacu-caranha ou pacu-guacu, pertence a familia Serrassalmidae, ordem
Characiformes, superordem Ostariophysi, da subdivisdo dos Otophysi, 0s quais
compdem aproximadamente 27% de todas as espécies de peixes e 75% dos peixes
de &gua doce (Fuiman 1984; Bird e Mabee 2003). E originario da bacia dos rios
Parana, Paraguai e Uruguai (Godoy, 1975). E a terceira espécie nativa mais
cultivada no Brasil desde 2008, e sua producdo aumentou no Ultimo censo,
passando de 15.190 t em 2008, para 21.689 t em 2011. Considerando a producéo
de seu hibrido, o tambacu (tambaqui X pacu, 49.818t), perfazem 13,1% do total de
peixe produzido no pais, precedido pelo tambaqui (111.084 t) (MPA, 2013). Essa
producdo significativa se deve as excelentes caracteristicas zootécnicas que a
espécie apresenta, como rusticidade, crescimento rapido, fecundidade elevada e
grande aceitacdo no mercado (Castagnolli e Zuim, 1985; Castagnolli, 1992; Urbinati
et al., 2010).

O habito alimentar do pacu é onivoro, e na natureza sua alimentagédo sofre
flutuacdes que dependem, além da disponibilidade de alimento, das varia¢des
ambientais e da migragao reprodutiva (Silva, 1985; Menton, 1989).

A reproducdo da espécie é realizada por inducdo hormonal, utilizando, na
maioria das vezes, extrato de pituitaria de carpa, em quantidades de 5,5 mg/kg de
peso vivo para fémeas, em duas doses com intervalo de 12 horas, e de 1 mg/kg de
peso vivo para 0s machos, coincidindo com a segunda dose da fémea. A extrusao
dos gametas ¢é realizada apds 275 horas grau, a fertilizacdo dos ovécitos é realizada
a seco, com posterior hidratacdo, lavagem e incubacdo dos ovos. O
desenvolvimento embrionario se completa em 18 a 22 horas, de acordo com a
temperatura da agua (22 a 28°C, respectivamente), com taxas de fertilizacdo e

ecloséo que variam de 60-98% e 60-95%, respectivamente (Urbinati et al., 2010).



As larvas eclodem parcialmente desenvolvidas, com cavidade oral e anus
ainda nao totalmente formados, e utilizam o vitelo como alimento endégeno. Cerca
de 60 horas apds a eclosdo, apresentam absorcdo parcial do saco vitelinico e
abertura bucal, guando comecam a buscar o alimento exégeno. Com 4 a 6 dias ap6s
a eclosdo as larvas estdo aptas a receber exclusivamente alimento exégeno,
constituido por organismos vivos do plancton (Jomori et al., 2003). A alimentacdo de
larvas é fator critico nesta fase, sendo que o alimento vivo é fundamental para
proporcionar desenvolvimento normal, resultando em melhor desempenho e
sobrevivéncia, em relagdo ao alimento formulado (Jomori et al., 2003; Tesser et al.,
2006; Leitdo et al., 2011; Menossi et al., 2012).

Apbés abertura da cavidade oral, 0 manejo mais utilizado em pisciculturas é
transferir as larvas para viveiros escavados fertilizados, que disponibilizam alimento
natural (plancton selvagem). Esse sistema de criacdo semi-intensivo geralmente
resulta em bom desempenho de crescimento, porém em baixas taxas de
sobrevivéncia (Jomoriet al., 2003). Em sistema alternativo de criacdo (intensivo), as
larvas sdo mantidas em laboratério, em densidades que variam de 10 a 20 larvas/L,
com manejo alimentar baseado em nauplios de artémia como alimento vivo, em
niveis gradativos diarios de 500 a 1500 nauplios/larva, na frequéncia de quatro a
seis vezes ao dia (Jomori, 2001). O inicio da substituicdo do alimento vivo pelo
alimento formulado é recomendada entre 12 e 21 dias ap6s inicio da alimentacéo
exégena, desde que as larvas apresentem peso superior a 13 mg de peso umido
(Jomori et al., 2008). Nesta fase, a larva atinge desenvolvimento do trato digestério
suficiente para aproveitar os nutrientes disponiveis da dieta formulada (Jomori, 2005;
Menossi et al., 2012). Essa fase de substituicdo do alimento é realizada de forma
gradativa, diminuindo o nimero diario de nauplios/larva nas propor¢cdes 75%, 50% e
25% em relacdo a quantidade até entdo disponibilizada, passando-se a oferecer
racdo a vontade, durante seis dias, a partir dai é realizada a retirada total do

alimento vivo (Jomori et al., 2008; Tesser e Portella, 2006).

2.2. Desenvolvimento larval de peixes neotropicais
Larvas de peixes sofrem profundas alteracBes funcionais e morfolégicas

durante suas fases iniciais de desenvolvimento (Portella e Dabrowski, 2008). Varios



fatores podem interferir no desenvolvimento normal e afetar a sua qualidade,
fazendo com que uma baixa porcentagem de larvas chegue até os estagios juvenil e
adulto (Koumoudouros et al. 2001, Sfakianakis et al. 2006, Owen et al. 2012, Cahu
et al. 2003, Lall e Lewis-MacCrea 2007, Gjerde et al. 2005, Karahan et al. 2012).

A ontogenia das larvas vem sendo estudada em diferentes espécies de
peixes, principalmente nos sistemas digestério e sensorial, que estao relacionados
com a alimentacdo e nutricdo durante o desenvolvimento inicial, bem como a do
aparelho locomotor (muscular e esquelético), representado pelo desenvolvimento de
fibras musculares, que ocorre simultaneamente a esqueletogénese, e que irdo
refletir no crescimento dos peixes (Leitdo et al., 2011; Takata, 2011). O
desenvolvimento do sistema 6sseo, por sua vez, também possui papel importante na
alimentacdo das larvas, pois o fortalecimento das estruturas que constituem a
mandibula e a cauda é fundamental para garantir habilidade predat6ria e poder de
natacdo para apreenséo do alimento e fuga de predadores (Portella et al., 2012).

O desenvolvimento de algumas estruturas esqueléticas de pacu foi registrado
por Yamanaka (1988), que constatou ossificagdo mais precoce exatamente das
estruturas mandibulares e do complexo caudal. Neste contexto, a ocorréncia de
anomalias esqueléticas na mandibula, cauda e coluna vertebral podem causar
sérios problemas econémicos, aumentando o custo de producdo, diminuindo a
sobrevivéncia na larvicultura e depreciando os juvenis deformados. Além disso,
acarretam em efeitos negativos ao crescimento, conversdo alimentar, bem como
aumentam a susceptibilidade a doencas (Boglione et al., 2001). Altas frequéncias de
anomalias tém sido verificadas na producdo de juvenis de peixes marinhos,
causadas principalmente por fatores nutricionais, ambientais e de origem genética
(Cahu et al. 2003, Sfakianakis et al. 2006, Gjerde et al. 2005). Porém, pouco se sabe
sobre os tipos de anomalias esqueléticas que ocorrem em peixes de agua doce, em

especial, espécies sul-americanas, assim como suas consequéncias.

2.2.1. Desenvolvimento esquelético
A osteogénese ou desenvolvimento 6ésseo (processo de ossificacdo) dos
peixes € um dos eventos mais importantes durante o desenvolvimento larval,

principalmente devido as fun¢fes de protecdo aos 6rgdos internos e de formacgéo



estrutural do corpo (Estévao et al. 2011). Importante também pela possibilidade de
se entender como 0s processos vitais ocorrem, por exemplo os da alimentagéo,
natacao e respiracdo, uma vez que 0s mecanismos de funcionamento destes
processos dependem e se correlacionam com as estruturas de suporte, como 0S
ossos da mandibula, nadadeiras e branquias, respectivamente (Osse e van den
Boogaart, 1999; 2004). Além disso, o desenvolvimento ésseo auxilia na classificagdo
de peixes, em metodologias que se baseiam na osteologia e na paleontologia para
identificar o habito alimentar das espécies (Helfman et al., 1997).

Com isso, tém sido desenvolvidas técnicas que favorecam a identificagdo de
estruturas 0sseas, e a compreensdo da formagéo e do desenvolvimento esquelético.
A técnica de coloracao de ossos com vermelho de alizarina e da cartilagem com azul
de alcian é relativamente antiga (Dingerkus e Uhler, 1977; Potthoff, 1984; Taylor &
van Dyke, 1985), mas vem sendo adaptada para diversas espécies (Darias et al.,
2010a) e muito utilizada desde entdo no estudo de desenvolvimento esquelético de
peixes (Cubbage e Mabee, 1996; Grandel e Schulte-Merker, 1998; Wagemans et al.,
1998; Faustino e Power, 1998, 1999, 2001; Koumoundouros et al., 2001; Gavaia et
al., 2002; Strecker et al., 2013). Nos ultimos cinco anos, a técnica de coloragédo
O0ssea também tem sido utilizada como ferramenta para avaliar o efeito nutricional na
gualidade do esqueleto de peixes, no periodo larval (Fernandez et al., 2009;
Fernandez e Gisbert, 2010; 2011; Mazurais et al. 2009; Darias et al., 2010a, 2011,
2012; Haga et al., 2011; Boglino et al., 2012).

De forma geral, o desenvolvimento esquelético é estudado por meio de
avaliacbes morfométricas e meristicas. Mas, outras metodologias tém sido
empregadas por exemplo a analise molecular. A expressdo de genes como a
osteocalcina, uma proteina presente de forma abundante na matriz extracelular de
tecidos 6sseos, pode ser utilizada como marcador na formacdo e remodelacao
Ossea de vertebrados (Gavaia et al., 2006; Darias et al., 2010a). Ainda, outra
ferramentas podem ser utilizadas para estudar diferentes aspectos do tecido 6sseo,
como a microscopia eletrénica de varredura para porosidade, densitometria 6ssea
para o teor de cinzas (minerais), por exemplo.

Outra técnica que pode auxiliar os estudos de desenvolvimento esquelético é

0 raio-x (Komoundouros, et al. 2000); porém, com maiores limitagcbes devido as



dificuldades de visualizar detalhadamente estruturas 6sseas quando os exemplares
SA0 muito pequenos, como nos estagios iniciais do desenvolvimento. Entretanto,
esta técnica tem sido aprimorada para tomografia microcomputadorizada visando
melhorar a qualidade das imagens (Epple e Neues, 2010).

Além de estudar as etapas de formacdo, conhecer as caracteristicas das
estruturas 6sseas dos peixes é de extrema importancia para entender o processo de
osteogénese como um todo, uma vez que o grau de mineralizacdo da matriz éssea é
variavel, dependente do tipo histolégico do osso (celular ou acelular) e do ambiente
aquatico em que os peixes habitam (dgua doce ou marinho). A maioria dos
teledsteos, incluindo os ostariophisios, possui 0ssos acelulares com poucos
ostedcitos (Estévao et al. 2011), e sua formacado pode ocorrer por dois mecanismos
distintos: ossificagdo a partir de um molde de cartilagem ou pelo pericondrio
circundante a cartilagem (osso endocondral ou pericondral); ou diretamente da
condensacdo mesenquimal, por calcificacdo intra-membranosa (osso dermal) (Bird e
Mabee, 2003).

Os ostariophisios possuem caracteristicas em comum, como a presenca do
aparelho de Weber. Além de possuir tal estrutura, acredita-se que o pacu apresente
as mesmas caracteristicas ésseas dos ostariophisios, como, por exemplo 0sso
acelular, permitindo, assim a utilizacdo de espécies desta super-ordem como
referéncia para comparacdes nas descri¢ées do processo de ossificacdo do pacu.

A osteogénese é uma das etapas do desenvolvimento ontogenético e sofre
profundas transformacdes durante as fases iniciais da vida dos peixes, desde a
cartlagem até a formacdo O6ssea (Faustino e Power, 1999). Para facilitar as
descricdes, utilizou-se, nesta tese, a seguinte divisdo do esqueleto de peixes:
craniofacial, axial (coluna vertebral associada as nadadeiras impares) e apendicular
(demais nadadeiras) (Fiaz et al. 2012).

O crénio é parte do esqueleto craniofacial que protege o encéfalo e alguns
orgados do sentido. Em Danio rerio sdo descritos 74 ossos craniofaciais (Figura 1),
gue podem ser divididos em regides: olfatéria (etiméide, cinetiméide, etiméide
lateral, pré-etimoide, supra-etiméide e vémer), orbital (frontal, infra-orbital, orbito-
esfenoide, para-esfenoide, ptero-esfendide, esclerdtico anterior e posterior e supra-

orbital), otica (epioccipital, intercalar, parietal, pés-temporal, pro-ético, pterético,



esfendide, supra-temporal), occipital (basiocciptal, exoccipital, notocorda e
supraoccipital), mandibular (anguloarticular, coronomeckelian, dentario, maxilar, pré-
maxilar, retroarticular), palato (ectopterigéide, entopterigbide, matapterigdide,
palatino, quadrado), hioide (basihial, raios branquiostegal, ceratohial, epihial,
hiomandibular, hipohial dorsal e ventral, simpletico e urohial), branquial
(basibranquial, ceratobranquial, epibranquial, hipobranquial, faringobranquial) e
opercular (interopercular, opérculo, pré-opérculo e sub-opérculo). Em 29 desses
0ss0s, a ossificacdo € do tipo dermal e em 43, do tipo cartilagem. O o0sso intercalar
(regido Otica) € o Unico com ossificagdo membranosa e a notocorda, aqui
representada na regido occipital, da lugar ao molde cartilaginoso que sofre

ossificacdo pericondral (Cubbage e Mabee, 1996).

‘Sy

Figura 1. Ossos do esqueleto craniofacial de Danio rerio: (aa) anguloarticular; (boc)

CM aa
ra

basioccipital; (cm) coronomeckelian (cartilage de Mekel); (d) dentario; (en)
entopterigdide; (eo) epioccipital; (eoc) exoccipital; (f) frontal; (hm), hiomandibular;
(iop) interopercular; (*preto) ectopterigdide; (*branco) supra orbital; (1) infra orbital;

(k) cinetmoéide; (le) lateral etmoéide; (mpt) metapterigéide; (mx) maxila; (n) nasal; (op)
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opérculo; (os) orbitosfendide; (pa) parietal; (pm) pré-maxila; (pop) pré-opercular; (ps)
parasphenoide; (pto) pterdético; (pts) pterosphenoid; (q) quadrado; (ra) retroarticular;
(soc) supraoccipital; (sop) suboperculo; (sph) esfendide e; (sy) simplético (Cubbage
e Mabee, 1996).

O esqueleto axial é derivado da mesoderme e inicialmente é sustentado por
uma estrutura chamada notocorda (haste longitudinal simples), que sofre ossificacéo
pericondral transformando-se na coluna vertebral. As vértebras séo formadas a partir
de blocos cartilaginosos, sendo que geralmente hd uma vértebra para cada
segmento do corpo. A coluna vertebral é usualmente dividida em vértebras pré-
caudais e caudais (Figura 2). As vértebras pré-caudais sdo compostas de vértebras
centrais, arcos neurais, espinhas, parapdéfises e costelas, e as vértebras caudais
possuem vértebras centrais, arcos e espinhas neurais, arcos e espinhas hemais. As
vértebras mais posteriores sdo modificadas para sustentar a nadadeira caudal. A
ultima vértebra pré-caudal e/ou primeira vértebra caudal é conhecida como vértebra
transitoria, exibindo arcos hemais alongados fundidos ou parapoépfises, costelas

drasticamente reduzidas e auséncia de uma espinha hemal (Bird e Mabee, 2003).

Nadadeira
dorsal

/,;,

” Vértebras Hadadeira
caudais caudal

Aparelho de
Weber -

,?

¥
¥

\ l\\\

Vértebras NN
pré-caudais \\:-«\ Nadadeira
anal

Figura 2. Esqueleto axial de Danio rerio (Bird and Mabee, 2003).

As vértebras sofrem ossificacao sequencialmente, a partir da terceira e quarta
vértebras, com o osso circundando a notocorda. As quatro primeiras vértebras

permanecem fusionadas durante o desenvolvimento, podendo, em algumas
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espécies, haver fusao da 22 e 32 vértebras, para desenvolvimento do aparelho de
Weber, uma caracteristica dos Otophysi. O aparelho de Weber é tradicionalmente
formado pelos ossiculos: scaphium, intercalarium, tripus e suspensorium, incluindo
arcos e espinhas neurais e supraneurais (Figura 3). Estes ossos servem para
conectar a vesicula gasosa com a membrana do labirinto, cujo papel é a
transmisséo de som e/ou vibracdo (Rosen e Greenwood 1970 apud Bird e Mabee,
2003). O numero total de vértebras nos peixes é variavel de acordo com a espécie,
sendo 31 incluindo o urdstilo, em Danio rerio (4 Weber, 10 pré-caudais e 17 caudais)
(Ferreri et al., 2000), e de 38 a 43 vértebras em Piaractus mesopotamicus com

ossificacdo completa (exemplares com 10 a 19 mm de CP) (Yamanaka, 1988).

Figura 3. Esquema do Aparelho de Weber de Danio rerio formado pelas vértebras 1
a 5, o scaphium (SC), intercalarium (in), tripus (tr) e suspensorium (0s). Além dos
demais elementos: arcos neurais (na 3 a 5), espinhas neurais (hs 4 e 5),
supraneurais (sn 2, 3 e 5), processo lateral (Ip 1 e 2), costelas (rib 4 e 5) e vesicula
gasosa (sb) (Bird e Mabee, 2003).

Também fazem parte do esqueleto axial as nadadeiras impares (dorsal, anal
e caudal). A nadadeira dorsal esta localizada na superficie dorsal do corpo dos
peixes, e consiste de suporte de endoesqueleto ou pterigiéforos (radiais proximais e
distais) e suporte de exoesqueleto ou raios. A nadadeira anal localiza-se na

superficie ventral do corpo, é delimitada anteriormente pelo &nus e igualmente
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formada por pterigiéforos e raios. A nadadeira caudal € um complexo que inclui
vértebras centrais, acessorios e raios. O endoesqueleto é composto de cinco
hipurais, parahipural, espinhos neural e hemal, uroneural, epural e urdstilo. O
uréstilo possui o complexo centroural, centropleural, pseudo-uréstilo e uréstilo. O
desenvolvimento dos raios da nadadeira caudal comeca com o espessamento do
0sso membranoso distalmente aos hipurais até a ossificacdo (Yamanaka, 1988; Bird
e Mabee, 2003).

Por dltimo, o esqueleto apendicular, representado pelas nadadeiras pares. A
nadadeira peitoral é formada por osso dermal (cleitrum, postcleitum e
supracleitrum), ossos cartilaginosos (coracéides, mesocoracoides, escapula,
pterigiéforos proximais e distais) e os raios. A nadadeira pélvica é composta apenas
de ossos cartilaginosos: o basipterigia, os pterigiéforos e o0s raios por onde se inicia
a ossificacédo (Cubbage e Mabee, 1996).

2.3. Nutricdo enddgena e exdgena de larvas de peixes

A nutricdo do embrido e da larva recém-eclodida depende dos nutrientes do
vitelo. Durante a fase endotréfica, os peixes utilizam os glébulos de vitelo e as
goticulas lipidicas ou os globulos de gordura como fonte primaria de nutrientes e
energia. A utilizacdo desses nutrientes estd relacionada com a camada sincicial do
vitelo (Jaroszewska e Dabrowski, 2011), tecido extra-embrionario que, em algumas
espécies, desempenha juntamente com o figado as funcdes de metabolismo e
transporte de nutrientes do vitelo para o peixe (Sire et al., 1994).

O sistema digestorio de larvas altriciais apresenta-se incompleto e com
estdbmago ausente no inicio do periodo exotrdfico. Sendo assim, as larvas séo
incapazes de aproveitar satisfatoriamente os nutrientes de dietas formuladas
(Portella et al., 2012). Por isso, diversos estudos mostram que o manejo alimentar
mais adequado para esse periodo critico é o fornecimento de organismos vivos
(Person-Le Ruyet, 1989; Bengtson, 1993; Kolkowski et al., 1997).

Os estudos para alimentacdo de larvas neotropicais, como 0 pacu, mostraram
gue as maiores taxas de sobrevivéncia e crescimento foram obtidas com o uso de
organismos vivos (rotifero, artemia, entre outros) como alimento inicial (Cericato,
2005, Jomori et al., 2008, Mukai-Corréa, 2008; Leitdo et al., 2011), pelo menos



13

durante os primeiros dias de alimentagcdo exdgena, pois sdo constituidos de
nutrientes essenciais ao desenvolvimento larval, como proteinas, aminoacidos
indispensaveis, acidos graxos essenciais, vitaminas, dentre outras. Porém, nem
todos estes nutrientes estdo presentes em quantidades adequadas nos organismos
Vivos, e uma alternativa em producdes comerciais de larvas de peixes marinhos tem
sido a utilizag&o de diversas formas de enriqguecimento do alimento vivo (Boglino et
al., 2012; Negm et al., 2013; Negm et al., 2014).

As exigéncias nutricionais de larvas de peixes sdo muito dificeis de serem
determinadas por métodos tradicionais (Conceicdo et al., 2009). Por isso, para a
transicdo alimentar e/ou substituicdo do alimento vivo pelo formulado na larvicultura
de peixes neotropicais, séo utilizadas dietas contendo niveis entre 55 e 60% de
proteina, supondo-se que a demanda de proteina seja alta devido a alta taxa de
crescimento que apresentam na fase larval; 15-20% de lipidios e carboidratos entre
10 a 20% (Cahu e Zambonino-Infante, 2001). As dietas também séo suplementadas
com minerais e vitaminas, mesmo sem prévio conhecimento das exigéncias
propriamente ditas.

Os impactos da inadequacdo das dietas ou do desbalanceamento de
nutrientes na fase inicial do desenvolvimento dos peixes podem ser vistos, inclusive
no desenvolvimento ésseo, ocasionando ma formacao esquelética (Takeuchi et al.,
1998; Cahu et al., 2003; Lall e Lewis-McCrea, 2007; Izquierdo et al., 2010; Boglino et
al., 2012).

2.3.1. Vitaminas para larvas de peixes

Sdo diversos os fatores bidticos e abidticos que podem influenciar as
mudancas morfolégicas e funcionais durante os estagios iniciais de desenvolvimento
dos peixes. Entre os principais estdo os fatores nutricionais, destacando-se a
importdncia das vitaminas que desempenham papel fundamental no
desenvolvimento larval (Cahu et al., 2003). A exigéncia de vitaminas € influenciada
pela fase de vida e estado fisiolégico dos peixes, e pelas possiveis inter-relagdes
dos nutrientes com os fatores ambientais (Rotta, 2003; NRC, 2011). Recentemente
foram compiladas as informacdes existentes sobre as fun¢des de cada vitamina para

larvas de espécies nativas e exoticas e seu papel no processo de esqueletogénese,
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ressaltando a necessidade de mais estudos sobre as exigéncias desses
micronutrientes durante o desenvolvimento inicial das larvas (Portella et al., 2012).

Vitaminas em geral sdo compostos orgéanicos distintos dos aminoacidos,
carboidratos e lipidios, e sdo necesséarias em quantidades pequenas a partir de
fontes exdgenas para garantir o crescimento normal dos peixes (Halver, 1989). As
vitaminas sao classificadas em hidrossolluveis (entre as mais estudadas estdo a
vitamina C e complexo B) e lipossoliveis (vitaminas A, D, E e K). A seguir, sédo
apresentados 0s papéis, diretos ou indiretos, de cada vitamina no processo de
ossificagdo e/ou ma-formacgao éssea dos peixes.

A vitamina hidrossolUvel mais estudada é a vitamina C (acido ascoérbico), que
atua diretamente no crescimento, desenvolvimento esquelético e cartilaginoso. O
acido ascorbico exerce importante funcdo antioxidante (NRC, 2011), € um potente
agente redutor, além de cofator em reacdes de hidroxilagdo, como por exemplo,
para sintese de colageno (Linnea et al., 1998), entre outras participagbes. Estudos
com larvas de espécies nativas sul-americanas, como tambaqui (Colossoma
macropomum) (Chagas e Val, 2003), pacu (Piaractus mesopotamicus) (Miranda et
al., 2003) e dourado (Salminus brasiliensis) (Okamura et al., 2008), mostraram que a
vitamina C, em doses ideais, melhora o0 ganho em peso dos animais. Em juvenis de
pintado (Pseudoplatystoma corruscans) a nao inclusdo desta vitamina na dieta
resultou em animais com anomalias esqueléticas, principalmente na regido da
cabeca (Fujimoto e Carneiro, 2001).

As vitaminas hidrossollveis como as do complexo B participam de inimeros
processos metabdlicos, melhorando o desempenho dos peixes (Tunison et al.,
1943). Porém, ndo foram encontrados estudos sobre a influéncia destas vitaminas
no desenvolvimento esquelético e incidéncia de anormalidades.

Vitaminas lipossollveis desempenham fun¢gdes importantes na osteogénese e
metabolismo em geral. A vitamina D, por exemplo, é fundamental para a regulacéo
do metabolismo do célcio e fésforo (DeLuca, 2004), além de agir diretamente nos
osteoblastos, células responséaveis pela formacao e remodelagdo 0ssea (Sutton et
al., 2005). Entretanto, o papel fisiol6gico desta vitamina ndo é claramente definido,
principalmente em peixes (Lall e Lewis-McCrea, 2007). Estudos com larvas de peixe

marinho (Dicentrarchus labrax) mostram a sensibilidade tanto ao excesso desta
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vitamina, dificultando a absorcdo de célcio (Darias et al., 2010b), quanto ao déficit
em associacao a vitamina C (Darias et al.,, 2011), ambos ocasionando anomalias
esqueléticas durante o processo de osteogénese.

A vitamina E (tocoferéis e tocotriensis) funciona como antioxidante,
protegendo o tecido lipidico da acao de radicais livres (endégenos e exdgenos) (Lall
e Lewis-McCrea, 2007), que por sua vez estimulam a diferenciagdo de células como
0s osteoclastos, inibindo atividades de osteoblastos, o que pode causar reabsorcao
0ssea e levar a ma-formacgéo (Parhami, 2003).

A vitamina K age no metabolismo de proteinas do osso. Sua atuacdo ocorre
sinergicamente com a vitamina D para reduzir a perda 0ssea, explicada pela acdo
das duas vitaminas na homeostase do calcio. Ou seja, a vitamina D induz a
reabsorcao 0ssea, 0 que resulta em aumento deste metabolismo e excrecdo urinaria
de caélcio, enquanto a vitamina K pode diminuir essa excre¢cao (Hamre et al., 2010).
Roy e Lall (2007) mostraram que a deficiéncia de vitamina K reduziu a mineralizagédo
Ossea e, portanto, causou maior suscetibilidade ao aparecimento de anormalidades
esqueléticas.

A Ultima vitamina lipossoluvel a ser mencionada € a vitamina A. Trata-se de
um nutriente morfogenético, que inclui todos 0s componentes com a mesma
atividade bioldgica do retinol, sendo seu principal metabdlito o acido retindico. Esta
vitamina desempenha papel fundamental no desenvolvimento esquelético, bem
como no crescimento, desenvolvimento do sistema nervoso, sistema imune e visédo
(Haga et al., 2002), o que a torna relevante para a fase inicial de desenvolvimento
dos peixes. Fernandez e Gisbert (2011) mostraram os efeitos da vitamina A no
desenvolvimento e esqueletogénese de peixes marinhos, e a necessidade de
conhecer os niveis ideais para cada fase de desenvolvimento, uma vez que o
desbalanceamento desta vitamina pode causar severas anomalias esqueléticas,
causando prejuizos a aquicultura. Por sua importancia no contexto desta pesquisa,
informacdes mais detalhadas sobre a vitamina A s&do apresentadas em topico

separado.

2.3.2. Vitamina A
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Por se tratar de um dos nutrientes que mais afetam o desenvolvimento 6sseo,
maior atencao é dada a vitamina A (VA) ou retindides. Os peixes, assim como outros
animais, ndo sao capazes de sintetiza-la e, desta forma, ha necessidade de ser
fornecida pela dieta, sem que haja excesso. De forma geral, o0 metabolismo da VA é
semelhante para todos os vertebrados. As fontes podem ser de duas origens,
vegetal (carotenoides) e animal (ésteres de retinol). Alguns vegetais possuem em
sua composicdo carotenoides, que sdo convertidos em retinol no organismo dos
peixes, pela acdo de enzimas especificas (Lehninger, 1991; Blomhoff, 1994). Porém
as taxas de conversdo, de acordo com o precursor de VA, sdo diferentes, como
demonstrado em larvas de linguado japonés, Paralichthys olivaceus que ndo foram
capazes de metabolizar eficientemente dietas contendo B-caroteno (Takeuchi et al.,
1995).

Os retindides tém papel importante na morfogénese, nos processos de
diferenciacao, proliferagdo e desenvolvimento de células e tecidos, tanto na fase de
embriogénese quanto na fase de desenvolvimento larval, além de apresentar efeito
direto sobre as células presentes no osso (Fernandez e Gisbert, 2011). Os
osteoblastos, envolvidos na formagdo Ossea, sdo inibidos em caso de
hipervitaminose A, enquanto os osteoclastos, responsaveis pela reabsor¢do 0ssea,
sdo estimulados. Desta forma, os retindides reduzem a sintese de colageno e a
formacdo 6ssea, 0 que acelera o turnover 6sseo, causando mineralizacdo precoce
(Lall e Lewis-McCrea, 2007). Ou seja, tanto a falta como o excesso de vitamina A
na dieta podem resultar em anomalias esqueléticas durante o desenvolvimento
larval dos peixes.

A forma de VA mais comum presente no organismo € o retinol. A vitamina A
presente na dieta é absorvida e esterificada em ésteres de retinil, que séo
incorporados pelos citocromos, secretados na linfa e transportados ao figado, onde
sdo endocitados pelos hepatdcitos e estocados na forma de retinol livre. Por outro
lado, o retinol estocado pode ser reesterificado, por meio de ativacdo metabdlica,
produzindo acido retindico (AR). Ou seja, as vias metabdlicas envolvem regulagéo
da sintese e catabolismo de AR, de acordo com os niveis fisiologicos intracelulares.
Finalmente, o AR livre no citoplasma das células-alvo pode ser degradado por

enzimas (Cyp26) ou se ligar a proteinas (CRABP-I), evitando a degradacdo pela
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Cyp26, ou ainda ser transportado para os nucléolos das células-alvo para ativar os
fatores de transcricdo dependentes da ligacdo RAR (Retinoic Acid Receptors) e RXR
(Retinoid X Receptors) (Fernandez e Gisbert, 2011; Boglione et al., 2013).

Estudos recentes buscam respostas para o efeito da VA sobre o desempenho
dos animais e a incidéncia de anormalidades esqueléticas, por meio do metabolismo
molecular (Fernandez et al., 2011; Darias et al., 2012). Para isso, é necessario
onhecer o perfil de expressdo de genes ligados ao metabolismo da VA e ao
crescimento. Em estudo com Solea senegalensis os autores concluiram que a
composicdo da dieta induz diferentes estratégias de absorcdo desta vitamina,
influenciando o metabolismo de morfogénese, consequentemente afetando o

desenvolvimento larval, crescimento e saude dos peixes (Darias et al., 2012).

2.4. Metabolismo 0sseo: expressao génica

A acdo do acido retindico (AR) € mediada por duas familias de receptores
retindides especificos no ndcleo das células, e tem padrdo espaco temporal
semelhantes a expressao génica, durante o desenvolvimento dos vertebrados (Haga
et al., 2002, 2003). A regulacéo da expressao génica pelo acido retindico ocorre via
formagdo de dimeros, que podem ser homodimeros, como RXR/RXR, ou
heterodimeros como RAR/RXR e outros (e.g. RXR/VDR- receptor de vitamina D),
que se ligam as sequéncias especificas do DNA de regibes promotoras de varios
genes, chamados RARE (elemento-resposta do acido retindico), ativando ou inibindo
sua transcricdo (Fernandez e Gisbert, 2011; Boglione et al., 2013).

Estudos realizados, com larvas de linguado japonés, sugerem que a VA induz
0 aparecimento de anomalias esqueléticas por meio da via RAR/RXR durante
estagios mais avancados (Haga et al., 2002). O aumento da expressdo do RARs
tem sido observado concomitante a anomalias na mandibula, em larvas que
receberam suplementacdo de VA (Haga et al.,, 2011). Além disso, estes autores
encontraram diferencas nos tipos e severidade das anomalias esqueléticas de
acordo com o precursor de VA (all-trans RA e 9-cis RA) utilizado na dieta. Ou seja, a
expressao de RAR e RXR é dependente do precursor utilizado.

A acdo destes receptores, em niveis fisiologicos de VA, pode estimular a

diferenciacdo dos osteoblastos, via inibicAo da expressdo durante o
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desenvolvimento de formagcdo normal da coluna vertebral. Porém, quando doses
excessivas de VA estdo presentes nas larvas, a VA induz a rapida mineralizagdo via
diferenciacdo prematura das células osteoprogenitoras no ligamento intervertebral
dentro dos osteoblastos, levando assim a fusdo de vértebras p.e. (Haga et al., 2011).

Sendo assim, 0s receptores mencionados desempenham fungéo
extremamente importante durante a osteogénese dos peixes, das espécies que ja
foram estudadas. Entretanto, ndo existem informacdes sobre 0s mecanismos que
determinam ma-formacBes esqueléticas em espécies de peixes sul-americanos,
principalmente relacionados a expressdo de genes responsaveis por esses

processos.

2.5. Vitamina A versus osteogénese: is6topos estaveis como ferramenta

Metodologias tradicionais que estudam a assimilacdo de nutrientes, como a
coleta fecal, sdo inviaveis para larvas de peixes. Assim, outras ferramentas tém sido
utilizadas para avaliar o metabolismo e assimilacdo de nutrientes dos alimentos,
como os isGtopos estaveis (CHONS), tracadores que ocorrem naturalmente nos
diferentes tecidos vivos e que permitem rastrear os constituintes alimentares
(Schroeder, 1983). Ou seja, isotopicamente, o contetido de **C do tecido animal, por
exemplo, reflete o valor de *C da dieta que lhe foi oferecida, isto é possivel devido
ao pequeno fracionamento associado aos processos de respiracdo e incorporagcao
do carbono pelo animal (Parker et al., 1989).

Uma vez que a composicao isotdpica dos tecidos e fluidos de animais
depende principalmente da sua alimentacdo, dietas com assinaturas isotépicas
distintas podem ser usadas para medir taxas de turnover em todo o corpo do animal
(Ducatti, 2004"). Com isso, alimentos vivos e dietas com diferentes sinais isotopicos,
que diferem inicialmente da composigéo isotdpica das larvas, podem ser utilizadas
para verificar a assimilacdo dos nutrientes apés alimentacdo (Jomori et al., 2008).

Porém, a mudanca isotopica ocorre de acordo com o tecido, ou seja, depende da

! DUCATTI, C. Is6topos estaveis ambientais. (Instituto de Biociéncias de Botucatu, Universidade
Estadual Paulista) Apostila, 2004.



19

atividade metabdlica com que os constituintes sdo incorporados pelo organismo
(Caldara et al., 2007, 2008)

Le Vay e Gamboa-Delgado (2011) revisaram a aplicacdo dos isdtopos
estaveis na larvicultura de organismos aquaticos, e mostraram que esta ferramenta
vem sendo utilizada com diversas finalidades, por exemplo conhecer a preferéncia
alimentar das larvas de Piaractus mesopotamicus (Jomori et al.,, 2008), estudar a
contribuicdo de nutrientes no crescimento e turnover muscular em juvenis de
Oreochromis niloticus (Zuanon et al., 2006), balancear a dieta de acordo com as
exigéncias nutricionais de larvas de Litopenaus vannamei (Gamboa-Delgado et al.,
2009), entre outros trabalhos.

Com o intuito de contribuir para maiores informacdes sobre a importancia da
vitamina A no desenvolvimento larval, o presente estudo utiliza a técnica de isétopos
estaveis de carbono e de nitrogénio para avaliar o turnover 6sseo e muscular e
desta forma avaliar a importdncia da vitamina A no desenvolvimento destes

componentes corpéreos.
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3. Objetivos

Descrever o desenvolvimento esquelético e as anomalias comumente
observadas em estagios iniciais de desenvolvimento (larvas/juvenis) de pacu de
diferentes origens (reprodutores selvagens ou mantidos em cativeiro por varias
geracoes).

Conhecer o turnover isotopico do tecido 6sseo de larvas de pacu que
receberam ou ndo suplementacdo de vitamina A, durante desenvolvimento inicial,
por meio da aplicacdo da técnica de is6topos estaveis.

Avaliar o efeito de niveis de vitamina A suplementados as dietas, no
desempenho (sobrevivéncia, crescimento) e na morfogénese (incidéncia e tipo de
anomalia esquelética) de larvas de pacu, assim como na expressdo de genes

associados ao desenvolvimento 6sseo.
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CAPITULO 2- Skeletal development of pacu (Piaractus mesopotamicus) larvae
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Abstract

The present study describes the osteological development of pacu (Piaractus
mesopotamicus) larvae based on morphological and meristic features and their
relationship. The standard length (SL) of wild- and captive-type larvae exhibited
specific variation throughout development. After notochord flexion, when larvae
exhibited 5.74+0.37 mm SL, head structures were the first to be ossified along with
the vertebral column. Ossification of all fin rays occurs latter. Complete skeleton
ossification was associated to larval growth (SL), irrespective of age (days post
hatching, dph) or offspring type. Head ossification occurred when larvae reached
9.54 + 0.74 mm, the vertebral column and caudal fin with 7.75 + 0.28 mm SL, dorsal
fin with 10.24 £ 1.07 mm SL, anal fin with 11.92 £ 2.13 mm SL, and paired fins with
19.88 + 0.05 mm (pectoral) and 14.26 + 2.6 mm (pelvic) SL. The adipose fin was
observed only 40 dph onwards.

Keywords: Ontogeny, osteology, skeleton, double staining, South American fish.

INTRODUCTION

Fish farming has developed as an economic activity in Brazil, and given the
increased demand for fish larvae and juveniles, production techniques that ensure
their quality must be implemented (Queiroz et al. 2005). The pacu (Piaractus
mesopotamicus) is a commercially important neotropical fish, representing nearly
15% of native species farmed in Brazil (over 21000 tons in 2010, MPA 2012). It
belongs to the family Characidae, order Characiformes, superorder Ostariophysi,
subdivision Otophysi, which accounts for approximately 27% of all fish worldwide and
75% of freshwater fish (Fuiman 1984; Bird & Mabee 2003; Briggs 2005).
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Fish skeletogenesis is one of the most important events during larval
development, especially because of the important role of the skeleton in protecting
internal organs and forming body structure. Fish bones are divided into cellular and
acellular histological types, the latter predominating in teleosteans such as the
ostariophysians, which exhibit acellular bones with a few osteocytes (Estevéo et al.
2011). Bone develops from a cartilage frame or perichondrium around the cartilage
(endochondral or perichondral bone) or by intermembraneous ossification, the direct
conversion of mesenchymal tissue into bones (dermal bones) (Bird & Mabee 2003;
Spoorendonk et al. 2010).

Fish skeleton can be divided into craniofacial, axial (vertebral column
coupled to unpaired fins) and appendicular (other fins) (Fiaz et al. 2012). In general,
ostariophysians exhibit specific features such as the Weberian apparatus, an
association of precaudal vertebrae to other bone structures (ossicles) connecting the
air bladder to the membranous labyrinth and whose function is to transmit sound and
vibration (Rosen & Greenwood 1970 apud Bird & Mabee 2003). Other osseous
features of ostariophysians, such as acellular bones, are believed to occur in pacu.
Therefore, other ostariophysian species can be used as reference to investigate
ossification processes in pacu.

Osteogenesis, one of the stages of ontogenesis, involves deep
transformations in the first phases of fish development (Faustino & Power 1998). This
process, however, can be affected by several factors (e.g. genetic, nutrition,
management, environmental conditions, etc.), which eventually results in skeletal
malformation (Koumoudouros et al. 2001; Sfakianakis et al. 2006; Owen et al. 2012;
Gjerde et al. 2005; Karahan et al. 2012). Ossification of head and caudal fin
components, for instance, occurs quickly in early ontogeny because they are
essential for feeding and locomotion (escaping predation) and closely related to fish
survival (Osse & van den Boogaart 1999; 2004). Therefore, high metabolic
investment is allocated to ensure the normal development of these structures
(Wittenrich et al. 2009). Another recent study on the zebrafish (Danio rerio) showed
that swimming efforts accelerate skeletogenesis of the structures involved in
locomotion, feeding and breathing (Fiaz et al. 2012). Thus, in addition to being
biologically important, studies on the ontogenetic skeletal development of fish are

also relevant for aquaculture, since they allow early identification of normal
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development patterns and control of larvae deformation, an anomaly that would
cause future losses.

Osteogenesis has been extensively studied in ostariophysians such as the
zebrafish due to the importance of detecting bone malformation (Gavaia et al. 2002;
Bird & Mabee 2003; Fiaz et al. 2012) and because they are an alternative model to
studies involving human beings (Gorman & Breden 2007; Rafael et al. 2010).
However, the processes involved in the skeletal development of South-American
ostariophysians are scarcely known. To fill this gap, the present study describes the
normal skeletal development of pacu larvae. The results obtained may contribute to
identifying and characterizing possible skeletal anomalies in the fish studied, as well

as in related species.

MATERIAL AND METHODS
LARVAL PRODUCTION AND REARING CONDITIONS

We evaluated larvae from wild and captive pacu breeders. Six wild breeding
pairs (W1 to We) and six pairs reared in captivity (C; to Cg) were spawned during two
reproductive seasons (2010/11 and 2011/12, respectively). To that end, the
hormone-induction protocol with carp pituitary extract (Zaniboni Filho & Weingartner
2007) was performed for final maturation and gamete extrusion. Dry fertilization was
then carried out and eggs were incubated in funnel type incubator (200L) until
hatching time.

The six wild breeding pairs (W1, W,, W3, W4, W5 and Wg) were captured in the
Paranapanema River (22°56'24.24"'S and 50°31'07.43'W), and acclimated to
captive conditions at the Hydrology and Aquaculture Station of Duke Energy Brazil,
Salto Grande, Sao Paulo. Before first feeding, the larvae were transferred to 30-L
tanks supplied with continuous water flow (four tanks for each breeding pair), at a
density of 10 larvae per liter, average temperature of 27 £ 2 °C, and reared for 30
days post hatching (dph).

The other set of larvae, obtained from breeder stocks reared in captivity for
more than six generations, was produced on three different farms: A (Ca1, Ca2), B
(Cgs, Cgg) and C (Ccs, Ccs), all located in the state of Sdo Paulo, Brazil. One

thousand larvae from each breeding pair were kept at the Laboratory of Nutrition of
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Aquatic Organisms, in 100-L tanks (10 larvae L) supplied with continuous water flow
and at average temperature of 28.5 + 2 °C.

Larval development was accompanied from the first day post hatching to 22 to
60 dph (Fig. 1), according to larvae availability in each group. Larvae at 4 to 5 dph
started exogenous feeding, receiving freshly hatched Artemia nauplii at amounts
recommended by Jomori et al. (2003). From 15 to 21 dph they underwent gradual
weaning until complete replacement by commercial feed (59.53% crude protein and

4644.1 kcal crude energy).

Days post 0 10 20 a5 30 40 50 60
hatching (dph} | | | | I
Laﬂ“_l s:a@pled 2 davs 3 days '5 days 10 days
- Periodicity - I i

_ 'Wild breeding (W) a W)
L

Captive breeding:
Origin of _ A(CareCyr)
offspring

 B(CoaeCai*

| C (Ccz e Cryg)

Fig. 1. Time, in days post hatching (dph), and sampling frequency of pacu (P. mesopotamicus) larvae.

* Sampling of offspring produced by captive B breeders (Cgz and Cg,) started with 4 dph.

MORPHOMETRY

Morphometrical characteristics were evaluated in 10 larvae randomly sampled
from each breeding pair every 2, 3, 5 and 10 days after hatching, up to 10, 25, 40
and 60 dph, respectively (Fig. 1), totaling 720 larvae from wild breeders and 760 from
captive breeders.

To evaluate osteological development, larvae were killed with 0.02%
benzocaine, fixed in 10% phosphate buffered formalin and stained to distinguish
bone from cartilage structures. This protocol was based on the method proposed by
Potthoff (1984) and modified using 0.2% KOH during the staining processes, and
adjusting reaction time at each stage, according to larval size. Juvenile specimens

(>20 mm) were X-rayed for bone structure analysis (adapted from Koumoundouros et
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al. 2000), with voltage and intensity manually regulated in 26 vK and 500 mA,
respectively, and silicone filter (20 cm thickness).

The terminology used to describe development stages was based on
notochord flexion, as proposed by Kendall et al. (1984) and applied to neotropical
species by Nakatani et al. (2001). Larvae were observed and measured under a
stereoscope coupled to a digital camera. Notochord length (NL) was measured in
larvae between 1 and 6 dph, and standard length (SL) and total length (TL) from 8

dph onwards, when the vertebral column was ossified.

SKELETAL DEVELOPMENT

After morphometrical analysis, larvae were analyzed in terms of differentiation
and the appearance of cartilage or mineralized structures. To that end, meristic
characteristics were observed and the number of vertebrae and rays in the caudal,
dorsal, anal, pelvic and pectoral fins was counted. The number of vertebra was
determined only in larvae with a completely ossified vertebral column. Accordingly,
the total number of rays in the different fins was determined only after they were

completely ossified.

STATISTICAL ANALYSIS

Morphometric variables were analyzed in a completely randomized design
(DIC) at two different moments (reproductive seasons), with the main plots consisting
of the six breeding pairs (wild or captive) and the subplots of assessment days
(sampling throughout development). Wild and captive larvae were compared just
after hatching (1 dph). A linear regression analysis of TL on SL was evaluated for
each reproductive season. Statistical analyses were carried out using the SAS

package (SAS Institute Inc., version 9.0).

RESULTS
MORPHOMETRIC CHARACTERISTICS
Of the morphometric parameters evaluated, standard length (SL) best
described larval development. The offspring from wild breeders (W1.s) were similar in
relation to notochord length (NL, 1-6 dph) and standard length (SL, 8 dph) in the first
days of development (P>0.05), except at 4 dph, when NL in offspring Ws was lower
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(P=0.0374) (Table 1). From 10 dph onwards, differences between the offspring
became more frequent (P<0.05). At the last larval sampling, the highest SL was
observed in offspring Ws (P=0.0026), followed by offspring Wi, W», W3 and W..
Offspring We showed the lowest SL.

Following a similar pattern, offspring from captive breeders had comparable
NL (P>0.05) (Table I). Differences arose from 8 dph onwards, especially in Ccs
larvae, and mainly in Cgg larvae after 10 dph, which showed the highest average SL
(P<0.0001). Until 19 dph, offspring Ca1, Ca2 and Ccs exhibited lower SL, which was

generally variable in Ccz and Cags.
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At 22 dph, offspring Cps maintained the highest SL values; Ccz and Cca
showed intermediary SL and offspring Cai, Ca2z and Cgas the lowest averages
(P<0.0001). Offspring Cgs were the longest larvae until 35 dph, but at 40 dph the
highest growth was obtained by Ca; and Cge. At the end of the experiment (60 dph),
the remaining offspring also showed statistical differences: SL was higher in Ca; than
in Caz, both subjected to similar rearing conditions (P= P=0.0119).

A comparison of larval types in the first day post-hatching showed that
notochord length was higher in captive than wild larvae (P<0.0001). The growth of
both offspring types over time is illustrated in Fig. 2.

35

E 25 -
—--+-Wild

%2@ y=1,299x+1,442
= 2= 0,9928
T 15 -
'g —#— Captive
Z 10 - y=0,801x-0,774
“ 12=0,9972

5 :

0

1 2 4 6 8 1013 16 19 22 25 30 35 40 50 60
Days post hatching (dph)

Fig. 2. Mean (x dp) standard length (SL, mm) of pacu larvae produced by wild and
captive breeders throughout larval development.

SKELETAL DEVELOPMENT

Bone structures developed as larvae reached specific body sizes, irrespective
of offspring type and days of life (dph). Therefore, the ossification process of each
structure was described as a function of standard length (SL).

Osteogenesis of the craniofacial skeleton can be observed in Fig. 3. The

skeleton can be divided into 9 regions: olfactory, orbital, otic, occiptal, jaw, palate,
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hyoid, branchial and opercular. During the larval phase, the jaw region was the first to
exhibit ossified structures, beginning with dentary bone when the SL of larvae was
5.68 £ 0.20 mm (4 to 6 dph) (Fig. 3a). The number of ossified structures increased
after larvae reached 7.75 + 0.28 and 8.32 + 0.52 mm (nearly 16 dph) (Fig. 3b),
particularly in the jaw (dentary, premaxilla, anguloarticular, coronomeckelian,
retroarticular), palate (quadrate), hyoid (branchiostegal ray), opercular (preopercle,
interopercle, subopecle, opercle) and otic (sphenoid, parietal, epiocciptal), orbital
(frontal, supraorbital) regions and in the pectoral fins (supracleithrum, cleithrum and
coracoid). The structures of the olfactory region were not ossified with 16 dph, but all
structures were completely ossified at 30 dph, when SL reached 9.54 + 0.74 mm

(Fig. 3c). The branchial and occiptal regions were not described in Fig. 3.

c) 40 dph

b) 16 dph

Fig. 3. Osteological development of pacu Piaractus mesopotamicus head at (a) 8
dph; (b) 16 dph and (c) 40 dph. Na: nasal; Kt: kinethmoid; Pm: premaxilla; Dn:
dentary; Mx: upper jaw (maxilla); Aa: anguloarticular; Ra: retroarticular; Cm:
coronomeckelian (Meckel's cartilage); Ect: Ectopterygoid; Pop: Preopercle; lop:
Interopercle; Sy: Symplectic; Qu: Quadrate; Mp: Metapterygoid; Hm: Hyomandibula;

Sp: sphenoid; Pt: pterotic; Fr: frontal; Pa: parietal; Ep: epiocciptal; Le: lateral ethmoid;
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Ino: infraorbital; Spo: supraorbital; Op: Opercle; Sop: Subopecle; Scl:

Supracleithrum; CI: Cleithrum; Cor: Coracoid.

The first vertebrae ossified simultaneously to head ossification and began
close to the 9™ vertebra when larvae reached the notochord flexion stage (Fig. 4d) at
8 dph and average SL of 5.78 £+ 0.20 mm (wild offspring) and 5.74 + 0.37 mm
(captive offspring). At 10 dph (SL of 6.27 + 0.32 mm), all the larvae had achieved full
notochord flexion, characterizing the post-flexion stage (Fig. 4d). Ossification
followed from the 9" vertebra in the anterior portion (Fig. 4d and e), and then to the
posterior column portion (Figs. 4f, g and h). Complete vertebral column ossification
occurred only after notochord flexion and was observed in larvae with a SL of at least
7.75 + 0.28 mm (13 to 16 dph according to the offspring). In this condition, the
vertebral column of all offspring contained 40 + 1 vertebra, with no differences among
them (Fig. 4a).

¢)13 dph w S—

) 16 dph

b) 6 dph

TTTTRTT.

-
g) 19 dph

h) 22 dph

1 mm

Fig. 4. Vertebral column of P. mesopotamicus larvae fully ossified, mineralized

structures are shown in red and cartilage in blue (1-40 — vertebra number; WC-
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Weberian complex; PV-precaudal vertebra; CV-caudal vertebra; and Ur — Urostyle)

(a), during notochord flexion (b-d) and in the post-flexion stage (e-h).

After complete ossification, vertebral column structures were described as
proposed by Bird and Mabee (2003) for the ostariophysian zebrafish Danio rerio, with
18 precaudal vertebrae (abdominal vertebrae 1-4, where the Weberian complex is
located, and 5-18), 21 caudal vertebrae (19-39, with the last two belonging to the
caudal complex), and the urostyle (40) (Fig. 4a).

Unpaired fins (caudal, dorsal and anal), which, along with the vertebral
column, make up the axial skeleton of fish, are formed from the embryonic
membrane (fin fold). It is a continuous structure that surrounds larvae in the post-
cephalic body region and continues through the posterior portion until the yolk sac in
the ventral portion. In pacu larvae it remained until the notochord flexion stage, when
the caudal fin developed.

After notochord flexion, in pacu larvae with SL of 5.74 + 0.37 mm and 8 to 10
dph, caudal fin started differentiation, forming the first five rays from the urostyle (Fig
4d and e). The caudal fin initiated ossification from hypural and parahypural bones, at
the base of the fin. When larvae reached an average SL of 7.75 £ 0.28 mm (19 to 22
dph, according to the offspring), 19 completely ossified rays could be observed (Fig.
4g and h). During ossification of the caudal complex (Fig. 5), its structures were not
completely distinguishable at 13 dph (Fig. 5a), but at 30 dph they could be identified
and up to 30 rays visualized.

After the appearance of the first caudal fin rays, the dorsal fin was observed as
a spot in the dorsal region of the embryonic membrane, which increased until the
larvae reached SL of 8.32 £ 0.52 mm (16 to 19 dph) and 10 to 12 segmented rays
were identified. At SL of 10.24 £ 1.07 mm (19 to 22 dph), the number of rays
increased to 14-15 and we were able to identify the pterygiophores that sustain them
(Fig. 5¢).
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Fig. 5. Ossification of caudal complex structures in pacu (Piaractus mesopotamicus),
at (A) 13 dph and (B) 30 dph. UC: ural centra, PC: preural centra, Ph: parhypural,
Hy1-6: hypural, HA: hemal arch, NP: neural process, Ep: epural, Unl-2: uroneural,
SNA: specialized neural arch, PUr: pseudo urostyle and Ur: urostyle; and (C) 40 dph

(pterygiophores) and caudal (a), dorsal (b), anal (c), pelvic (d) and adipose (e) fins).

The anal fin was the last to complete differentiation. In larvae measuring 7.75
+ 0.28 mm it appeared as a spot on the embryonic membrane, and its first rays could
be observed throughout larval development (>9.0 mm SL, at 19 to 22 dph). When
larvae reached SL of 11.92 + 2.13 mm (25 to 30 dph), 20 to 22 ossified rays and the

pterygiophores could be observed in the anal fin (Fig. 5¢).
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Pectoral fins were the first structures to be observed in the appendicular
skeleton (Fig. 5c) of larvae at 2 to 3 dph with SL greater than 4.7 + 0.18 mm. Their
rays, however, were the last structures to ossify, beginning when the SL of larvae
was 13 mm and ending when it was at least 19.88 + 0.97 mm, at 40 dph. This was
followed by cleithrum and coracoid ossification between the bones of the craniofacial
skeleton (Fig. 5c). Pelvic fins also developed later and were completely formed only
in larvae that reached SL of 13 mm, at around 30 dph. The adipose fin, located

between the dorsal fin and the caudal peduncle, was the last to initiate development

in larvae with SL of more than 10 mm. It was clearly identified only in larvae after at
least 40 dph.

All the structures were ossified and could be observed in X-rays of pacu
specimens with SL of more than 19.88 £ 0.97 mm (40 to 60 dph) (Fig. 6). This phase

is the onset of the pacu’s juvenile stage.

Fig. 6. X-ray image of juvenile pacu at 60 dph, with ossified structures in the (A)

head, (B) vertebral column and (C) caudal complex.

DISCUSSION
The initial development of fish is characterized by marked and rapid body
changes. Cartilage reshaping and bone remodeling, triggered during skeletogenesis,
are first required for development and allometric growth, and later continues as an
adaptation to changes in mechanical load (Witten & Huysseune 2009). Growth
heterogeneity, observed in both wild and captive offspring, was also observed during
osteogenesis, and ossification of skeleton structures was accelerated or delayed

according to larval size.
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Offspring from wild breeders exhibited shorter notochord length at hatching
than those from captive breeders. This affected ossification, which was delayed in
larvae hatching with shorter notochord length, although ontogenesis was equally fast
in both larval types. Thus, the ossification of skeleton structures was more related to
larval size (SL) than age (dph). Standard length (SL) was used to represent the
development stages of zebrafish (Bird & Mabee 2003; Cubbage & Mabee, 2003;
Parichy et al., 2009) and other fish (Fuiman et al., 1998; Adriaens & Verraes, 2002;
Campinho et al., 2004). In addition, according to Parichy et al. (2009), SL is the
measure that best characterizes larval development since it is highly correlated to a
number of variables.

The life cycle of fish is generally divided into egg, larval, juvenile and adult
stages. However, the development phases and terminology adopted for their
classification are still controversial (Balon, 1999; Hensel 1999; Kendall et al. 1984). In
general, studies related to aquaculture of altricial fish larvae adopt the terminology
proposed by Kendall et al. (1984), considering the larval period from hatching to
complete fin and scale formation, followed by the juvenile phase, which lasts until
sexual maturity. These authors divide the larval period into yolk-sac, pre-flexion,
flexion and post-flexion phases. In addition to the development of several systems
and structures during the larval period, larvae undergo metamorphosis, with receding
larval structures and formation of new structures essential to adult life (Wald 1981
apud Hensel 1999). We found that the pacu larval period starts with a notochord
length of 3.55 £ 0.16 mm and lasts until larvae reach a standard length of 19.88 +
0.97 mm in the juvenile stage.

In the present study, we observed the growth of two types of offspring, from
wild and captive breeders. Their growth was accompanied by ossification of
craniofacial structures (maxilla, premaxilla and jaw) directly related to food capture.
Simultaneously, the appendicular skeleton ossified from the 9" to the anterior
vertebrae, and then towards the posterior portion of the vertebral column. A similar
pattern was observed in zebrafish, with the first structures ossified in the craniofacial
skeleton and thereafter in the axial skeleton, initiating in the 3™ and 4" vertebra
(Spoorendonk et al. 2010). This sequence of development was confirmed by Fiaz et

al. (2012), who also observed that bone development in anal and dorsal fins of
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zebrafish are prioritized when larvae are exposed to increased swimming activity,
which they controlled by changes in water flow.

It is known that the formation of bone structures related to swimming and
feeding is prioritized at the beginning of fish development (Osse et al. 1997). This
pattern was observed in the pacu larvae, which initiated ossification simultaneously
and mutually in skeletal structures related to swimming and feeding. This
development pattern reflects a survival mechanism used by teleost larvae, which
given their small hatching size, depend on strategies for eluding predators and using
the available food to ensure survival (Osse et al. 1997). Structures involved in these
primary functions show allometric growth during larval development, which is an
alternative for coping with difficulties in early life since body changes due to
differential growth of craniofacial and axial regions increase the likelihood of survival
and fish performance (Osse et al. 1997, Osse e van den Boogaart 1999, 2004).

After pacu larvae skeleton formation, fins differentiated and ossified as
described by Nakatani (2001). The caudal fin was the first to initiate and complete
development (just after notochord flexion, in larvae measuring 5.74 + 0.37 mm),
followed by the dorsal, anal, pelvic and pectoral fins. This sequence is the same as
that observed in larvae of other South-American ostariophysians such as
Psectrogaster amazonica and Potamorhina amazonica (Nascimento & Araugjo-Lima
1993), Leporinus friderici (Sanches et al. 2001), Bryconamericus stramineus
(Galuch et al. 2003), Hoplias malabaricus (Bialetzki et al., 2008) and Rhaphiodon
vulpinus (Sousa & Severi, 2002), and the presence of the adipose fin is typical of this
fish order. This fin was once mistakenly considered a remnant of the embryonic
membrane (Fuiman, 1984).

Knowledge of normal skeletal structure development is crucial in identifying
larval species in the natural environment and studying possible causes of bone
malformation, significantly reducing losses in fish farming systems. The occurrence of
skeletal anomalies throughout the larval development of pacu has been studied by
our team (Lopes et al., 2014), given that skeletal malformation increases mortality in
both larval and juvenile stages and decreases growth during the grow-out phase, in
addition to the fact that deformed fish are rejected by consumers (Boglione et al.
2001; 2009).



356
357
358
359
360
361
362
363
364
365
366
367
368
369
370
371
372
373
374
375
376
377
378
379
380
381
382
383
384
385
386
387

45

The present study described the ossification process of pacu larvae (P.
mesopotamicus) from different origins, in order to identify their normal osteological
development pattern under aquaculture conditions. The information provided
represents an important contribution to the detection of skeletal anomalies in the

larval stage as well as standardizing larval quality parameters for the species.
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Abstract
Skeletal anomalies in fish are frequent, representing a major problem for the
aquaculture industry. The anomalies usually arise in the larval phase and worsen,
persist, or recover over the ensuing stages of development. In addition to impairing
larval quality, they compromise the growth, health and food conversion of fish, lowering
their economic value. The present study evaluated the occurrence of skeletal anomalies
in pacu larvae during the first 30 days of development. The newly-hatched larvae of 6
breeding pairs taken from the Paranapanema river (offspring A, B, C, D, E and F) and
subjected to induced spawning were reared separately for 30 days, feeding on live prey
(Artemia nauplii). Nearly 20 larvae from each breeding pair were killed and stored 1, 2,
4, 6, 8, 10, 13, 16, 19, 22, 25 and 30 days post-hatching. The larvae were stained to
differentiate cartilage and bones and examined under a stereo microscope. A total of
1310 larvae were checked for the presence (1) or absence (0) of anomalies in the head,

vertebral column and fins. Associations between growth parameters [total length (TL) vs
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standard length (SL); standard length (SL) vs vertebral column length (VL)] were
obtained by regression. Correspondence analysis was used to correlate data on the
different parameters evaluated. On completion of observation, larvae from pair E had
the highest SL whereas offspring F were the shortest. All types of skeletal anomalies
were detected in the larvae irrespective of the offspring, affecting the normal growth of

pacu larvae obtained from wild-caught breeders.

KEYWORDS: South American fish, larvae, skeletal anomalies.

Introduction

In recent years, anomalies in a wide variety of cultured fish species have been the
subject of many studies. Different types of skeletal anomalies can affect both wild-caught and
farm-raised fish (Boglione et al. 2001, Russo et al. 2010). They develop mainly during the
morpho-physiological transformations in the larval period, when osteogenesis begins with
cartilage formation followed by ossification (Faustino & Power 1998), and may differ as a
function of bone type and fish species. The anomalies can be caused by different factors, such
as unfavorable environmental conditions (Koumoudouros et al. 2001, Sfakianakis et al. 2006,
Owen et al. 2012), nutritional deficiency (Cahu et al. 2003, Lall & Mac-Crea 2007),
inbreeding and other genetic problems (Gjerde et al. 2005, Karahan et al. 2012).

Skeletal anomalies affect larval quality and result in major economic problems since
they increase production costs by decreasing survival rate in larviculture and lowering fish
value. Moreover, anomalies cause negative effects on growth and feed conversion in addition
to increasing fish susceptibility to diseases (Boglione et al. 2001, 2003, 2009).

Anomalies can occur in any skeletal component of the different fish species. In the
head, jaw anomaly is associated to head shortening or elongation (Boglione et al. 2001),
affecting head shape. The most common deformities in the vertebral column are abnormal
vertebrae (e.g. anomalous, fused or hypertrophic vertebral body; anomalous neural and
haemal arches) (Haga et al. 2002) and abnormal curvatures in different portions of the
vertebral column, characterized as kyphosis (dorsally directed sagittal curve, according to
Gorman and Breden, 2007), lordosis or scoliosis. These deformities are reported from larvae

to adult fish in many species, e.g. Oncorhynchus mykiss (Madsen & Dalsgaard 1999),

Cyprinus carpio (Al-Harbi 2001), Syngnatus abaster (Alaya et al. 2011), Dicentrarchus labrax
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(Sfakianakis et al. 2006), Solea senegalensis (Gavaia et al. 2002) and Sparu saurata (Boglione
et al. 2001).

During larval development, specific skeletal structures are prioritized, and especially

those involved in feeding and escaping predation grow rapidly (Osse and Van den Bogaart
1999). Bones develop in two different ways, forming cartilage and dermal bones. Cartilage
bones developed from a cartilage precursor, either endochondrally (with ossification
beginning within a cartilage template) or perichondrally (with ossification beginning in the
perichondrium surrounding the cartilage template), whereas dermal bones develop directly
from a mesenchymal condensation (Patterson 1977 apud Bird and Mabee 2003). Bone
development varies according to histological type (cellular or acellular) and the nature of the
aquatic environment (seawater or freshwater) (Meuinier and Huysseune 1992 apud Estevéo et
al. 2011). Skeleton structure and the formation of both dermal and endochondral bones have
been studied in several teleost species. Most advanced teleosts (e.g. Sparus aurata) exhibit
acellular bones and lack osteocytes. On the other hand, the Salmonids, considered one of the
most ancient teleost orders, show cellular bones and the presence of osteocytes (Estevéo et al.
2011).

In some species, such as Sparus aurata, anomalies are mainly centered in the caudal
complex and characterized by hypural element fused to the urostyle or changes in the caudal
fin, including reduction in size and length of the distal section, and the presence of bone
notches (Boglione et al. 2001). Anomalies in dorsal and anal fin rays, with reduced length,

count and size, were also reported in Solea senegalensis (Gavaia et al. 2002), Sparus aurata

(Boglione et al. 2001), Pampus argentus (Al-Mamry et al. 2010), Oncorhynchus mykiss
(Deschamps and Sire, 2010), Pagrus pagrus (Izquierdo et al. 2010), among other species.
Although a number of studies have investigated skeletal anomalies in fish larvae, they
are mostly related to marine species, and data on anomaly prevalence and consequences in
Neotropical fish species are still unavailable. In this respect, this pioneer study investigates

skeletal anomalies in pacu, Piaractus mesopotamicus, larvae. Despite the lack of information

on the bone type of pacu, it likely exhibits cellular bones since it belongs to the Ostariophysi
order (Rafael et al., 2010). The pacu fish is important for aquaculture in South-America and

its production, combined with its hybrid tambacu (Colossoma macropomum x P.

mesopotamicus), accounts for nearly 30% of native fish species farmed in captivity in Brazil
(42,866 t in 2010, MPA 2012). The increase in Brazilian fish farming has been accompanied
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by heightened demand for fish larvae and juveniles, requiring production technologies that
ensure the quality of the young fish (Queiroz et al. 2005). The present study is part of a larger
project that investigates skeletal anomalies in the main Neotropical fish species, evaluating
their causes and consequences. This article is the first to describe anomalies in the head,
vertebral column and fins of pacu fish in the early development phase, using larvae from

wild-caught broodstock kept in captivity.

Materials and Methods

Larval Production and Experimental Groups

To ensure the genetic variability of the larvae under study, they were developed from
gametes stripped from a wild-caught pacu broodstock, captured in the Paranapanema River
and acclimated to captivity conditions. The breeding fish, aged approximately 5-years, were
kept in ponds at 0.4 kg/m? density, at the Hydrology and Aquaculture Station of Duke Energy
Brazil, Salto Grande, Sao Paulo State. They were fed commercial diet with 26% crude protein
2 to 3 times a day at 1 to 3% of biomass, according to water temperature.

We evaluated the offspring of 6 breeding pairs (A, B, C, D, E and F). After hatching,
1200 larvae from each pair were transferred to 120-L incubators (10 larvae L) supplied with
continuous water flow, and kept there until the beginning of exogenous feeding. They were
then distributed into twenty-four 30-L tanks (4 tanks for each offspring) and held there for 30
days (10 larvae L™). Nearly 20 larvae from each offspring were randomly collected every 2
days during the first 10 days post hatching (dph), every 3 days until 25 dph and at 30 dph. At
4-5 dph, the larvae began receiving exogenous food, consisting of newly hatched Artemia
nauplii in gquantities recommended by Jomori et al. (2003). The average temperature and

dissolved oxygen were 26,19 +1,16 °C and 5.4+4 mg. L™, respectively.

Morphometrics
Morphometric parameters were measured in 1310 larvae until 30 dph. The larvae were

killed in 0.02% benzocaine solution and fixed in 10% phosphate buffered formalin. Alcian
Blue and Alizarin Red were used to stain the specimens (Potthoff 1984; Taylor and Van Dyke
1985), in order to differentiate bones from cartilage (Darias et al. 2010).

Anomaly incidence and morphometric parameters were evaluated under stereoscope

coupled to a digital camera, which captured images using LEICA IM50 software. We
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measured notochordal length (NL) or standard length (SL) and total length (TL), body height
(H), head length (HL) and eye diameter (ED) of the larvae. Vertebral column length (VL) was
calculated by subtracting head length from standard length (VL=SL-HL). Larval phases were
characterized according to notochord flexion, as proposed by Kendall et al. (1984) and
adapted to Neotropical fish by Nakatani et al. (2001).

Anomaly Incidence

Anomaly incidence throughout pacu development was evaluated according to
Boglione et al. (2001). Larvae were checked for the presence (1) or absence (0) of anomalies
in the upper and lower jaw, notochord or vertebral column (kyphosis, scoliosis, lordosis and
abnormal vertebrae) and fin rays (caudal, dorsal and anal).

Larvae at 1-4 dph were evaluated only for flexion in the notochord because at this phase
they still use yolk reserves and their mouths are not fully developed. At this phase, their
vertebrae and fins have not initiated differentiation and ossification processes, and the larvae
present only the embryonic finfold, a transitory structure subsequently replaced by unpaired
fins. In larvae between 16 and 30 dph, the number of vertebrae was counted and the incidence
of vertebral anomalies assessed. Fin rays were evaluated in specimens from 22 dph onwards

because only after this stage the rays were completely ossified.

Statistical Analysis

The experimental design was completely randomized, consisting of 6 groups
(offspring from 6 breeding pairs), with 4 replicates each. Morphometric data were analyzed
by ANOVA and means were contrasted by the Tukey test, with significance level set at 0.05.
Regression analysis was carried out to determine the association between morphometric
parameters (TL vs SL and SL vs VL). Statistical analyses were carried out using the Statistical
Analysis System package (SAS Institute Inc., version 9.0).

A numerical database was created to calculate anomaly incidence (in percent value)
and describe the types of anomalies in the different body portions during early development
of each offspring group. Additionally, exploratory data analysis with principal components
analysis was applied, to assess the correlation between morphometric parameters (SL, TL,
VL, HL, H and ED) and the occurrence of each type of anomaly over 30 days of development

(12 samplings).
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Results
Morphometrics

SL was the morphometric parameter that best represented larval development. The
regression equation of TL on SL (y= -1.44+1.3x, where y=TL and x=SL) was used to
estimate total larval length. Similarly, the regression equation of VL on SL (y= 0.5017x +
1.883, where y=VL and x=SL) estimated the vertebral column length of the larvae from 6 dph
to 30 dph.

Mean SL values (Table 1) were statistically similar (P>0.05) among the different
offspring in the early development stage (1 and 2 dph). From 4 dph onwards, SL was lower
(P=0.0374) in offspring F than A, but did not differ from the other offspring. From 10 dph
onwards, statistical differences among the offspring groups became more frequent (P<0.05).
At the end of the observations (30 dph), larvae from offspring E had the highest SL, followed
by offspring A, B, C and D, all exhibiting higher SL values than those of offspring F
(P=0.0026).

Anomaly Incidence

Over 30 dph, 1310 larvae from the 6 breeding pairs were analyzed in terms of jaw,
vertebral column (or notochord in the first days) and fins ray anomalies (Table 2). We found
84 (7.8%) larvae with lower jaw anomaly and 33 (3.1%) with upper jaw anomaly. Moreover,
63 (4.8%) larvae had kyphosis, 39 (3.0%) scoliosis and 62 (4.7%) lordosis. All these types of
skeletal anomalies can be seen in the Fig. 1. Dorsal and anal fin anomalies were not observed,
and ray anomaliesin the caudal fin were found in only 4 specimens (1.3%). Their incidence
varied over the experiment, and a slight decrease in anomaly frequency was observed from 25
to 30 dph.
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FIGURE 1. Skeletal anomalies observed in jaw (top), column curvature (left side) and
vertebrae (right side) of pacu P. mesopotamicus larvae. (N) Normal; (1) Lower jaw anomaly
(2) Upper jaw anomaly; (3) Kyphosis; (4) Scoliosis; (5) Lordosis; and (6) Abnormal

vertebrae.

Larvae from the 6 offspring were statistically similar (P=0.0135) in terms of number
of vertebrae, which ranged between 39 and 41. The vertebrae were evaluated in larvae with
SL of 7.75 mm and complete ossification of the vertebral column. Anomaly incidence was
low, affecting 43 larvae (3.3%) from the 6 offspring (Table 2).



203
204

205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217

58

TABLE 2. Anomaly incidence (%) in larvae from 6 pacu offspring evaluated at 1 until 30
dph, and total incidence of each type of anomaly (T).
Notochord (1-4 dph) or

dph Jaw vertebrae column (6-30 dph) Fins rays
Upper Lower Kyphosis Scoliosis Lordosis Abnormal Caudal Dorsal Anal
1 - - 7.5 8.8 8.8 - - - -
2 - - 1.3 1.3 13.0 - - - -
4 - - 2.7 55 6.8 - - - -
6 4.2 7.1 6.5 6.5 8.3 - - - -
8 28 110 7.3 4.6 1.8 - - - -
10 3.1 153 13.3 1.0 1.0 - - - -
13 20 108 8.8 1.0 6.9 - - - -
16 2.9 3.6 14.3 2.9 5.7 6.4 - - -
19 2.6 2.6 0.6 3.8 3.2 6.4 - - -
22 75 168 0.9 4.7 17.8 0.0 1.3 00 00
25 0.9 1.8 0.0 55 2.8 0.0 0.0 00 00
30 1.1 55 0.0 0.0 3.3 1.1 0.0 00 0.0
T 3.1 7.8 4.8 3.0 4.7 3.3 1.3 00 0.0

At least one type of head and vertebral column anomaly was detected in the offspring
produced by every breeding pair (Table 3), but skeletal anomalies were not observed in all the
individuals. Offspring B and D had no fin rays anomalies. Larvae from the other offspring
exhibited caudal fin ray anomalies, albeit infrequently (0.3%). Comparing the offspring
produced by the different breeding pairs, the most common anomalies were in the lower jaw
(6.4% £ 2.4) and lordosis (6.4% = 2.9), and they were more widespread in offspring D (10.6
and 11.6%, respectively).
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218  TABLE 3. Incidence (%) of each type of anomaly in larvae from offspring A, B, C, D, E and
219  F, evaluated for 30 dph.
Notochord (1-4 dph) or
Pairs Jaw vertebrae column (6-30 dph) Fins rays
Upper Lower Kyphosis Scoliosis Lordosis Abnormal  Caudal Dorsal Anal
A 4.1 7.2 5.4 6.8 4.5 0.9 0.5 0.0 0.0
B 05 4.1 6.8 3.7 5.9 0.9 0.0 0.0 0.0
C 3.0 7.0 4.3 4.8 7.8 13 0.4 0.0 0.0
D 34 106 3.9 3.9 11.6 1.0 0.0 0.0 0.0
E 0.9 45 5.4 1.8 4.9 3.1 0.4 0.0 0.0
F 3.3 5.2 7.1 2.4 38 1.9 0.5 0.0 0.0
Average 2.5 6.4 55 3.9 6.4 15 0.3 0.0 0.0
SD 15 2.4 1.3 1.9 2.9 0.9 0.2 0.0 0.0
220
221 Exploratory Data Analysis
222 The incidence of skeletal anomalies during larval development was correlated to
223  morphometric data, according to exploratory data analysis. The ordination of each offspring
224  (which indicates normality patterns according to the distance to the central axis) and the
225 variables analyzed (arrows) over 30 dph are in the space defined by the first two
226  corresponding axes (PC1 and PC2, comprising at least 50% of overall data variance), as
227  shown in Figures 2, 3, 4 and 5. Variables whose values were above +0.65 were assumed to be
228  significant and correlated to the corresponding axis.
229 Total length and flexion in the notochord (kyphosis, scoliosis and lordosis) were
230  compared between larvae 1 to 4 dph (Fig. 2). In larvae 1 dph, lordosis (-0.82) was positively
231  associated with kyphosis (-0.68), both were inversely related to scoliosis (0.80). At 2 dph the
232 lordosis (-0,98) was inversely related to NL (0.87). On the other hand, with 4 dph lordosis
233 (0.90) was directly correlated to NL (0.75).
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FIGURE 2. Principal components analysis (PC) of skeletal anomalies and morphometric

parameters of 6 offspring (A, B, C, D, E and F) from wild-caught broodstock at 1, 2 and 4

dph.

At 6, 8, 10 and 13 dph, other variables were included for examination of skeletal

anomalies in pacu larvae (Fig. 3). In this respect, growth parameters TL, SL, VL and H were

also analyzed, as well as ED and HL, which were related to the incidence of head anomalies

(upper and lower jaw). TL (0.90) and SL (0.86) were positively related to kyphosis (0.85) but

inversely related to lordosis (-0.94), at 6 dph. On the other hand, PC2 explains lower jaw

anomalies (0.65), which were positively associated to upper jaw (0.87). These were close to

offspring D and E, which were also in the area of kyphosis occurrence. H (0.72) in turn was
inversely related to VL (-0.93).
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FIGURE 3. Principal components analysis (PC) of skeletal anomalies and morphometric
parameters of 6 offspring (A, B, C, D, E and F) from wild-caught broodstock at 6, 8, 10 and
13 dph.

In contrast to the preceding phase, at 8 dph TL (0.79) and SL (0.76) were inversely
associated to scoliosis (-0.87) in offspring D and to kyphosis (-0.84) in offspring E (Fig. 3).
HL (0.91) was inversely associated to lower jaw anomaly (-0.93) and close to offspring A
(PC1) (Fig. 3, at 8 dph). In PC2, ED (-0.65) was inversely associated to upper jaw anomaly
(0.81) in offspring D, and VL (0.90) in the inverse relation to lordosis (-0.75).

At 10 dph, offspring F were closer to upper jaw anomaly, offspring A to scoliosis
and offspring C to lower jaw anomaly. Larvae at 13 dph showed that growth parameters TL
(0.67), SL (0.94), VL (0.89), H (0.93), HL (0.85) and ED (0.94) were inversely related to
lordosis (-0.71), that was closer to offspring B.

From 16 dph onwards, the vertebral column was ossified, allowing other parameters

related to vertebral anomalies to be included in larval assessment (Fig. 4). At 16 dph,
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anomalies in the vertebral column, except for lordosis (0.65), were positively related to VL (-
0.91) (affecting larval length), but inversely related to the other growth parameters. Lower
jaw anomalies (0.53) did not affected HL (0.98) or ED (0.97), which were positively related.
The offspring B was the farthest from the central axis, indicating lower anomaly incidence
although it exhibited the lowest SL (P<0.05) (Table 1). At 19 dph, offspring E was very close
to the central axis, where the anomalies are concentrated, in contrast to offspring B and F,

which were more distant.
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FIGURE 4. Principal components analysis (PC) of skeletal anomalies and morphometric parameters of
6 offspring (A, B, C, D, E and F) from wild-caught broodstock at 16 and 19 dph.

From 22 dph onwards, caudal, dorsal and anal fin rays were included in the
evaluations (Fig. 5). In stages 22 and 25 dph, the incidence of lordosis, abnormal vertebrae
and dorsal and anal fin anomalies were not detected. As observed at 22 dph, offspring A at 25
dph were closer to scoliosis and offspring E were closer to head anomalies and kyphosis.
Offspring C, which were closest to anomalies in the previous stage (before 22 dph), were

located closer to growth parameters in 22 and 25 dph.



283
284

285
286
287
288
289
290
291
292
293
294
295
296
297

22 dph 25 dph
A 3
2 o S TR - I . VL
=" : Scoliosis _ 2 |Lowere Kyphpsis ,
. .= .
% 1 Caudalfin| &1 [2 UPPe : '
eri F H ' :
€ i ED o ED N
i AN TETITSL e TL,. .o | BT —%
S VLA €7 m S sy Scoliosis
i X Lower TL SR
-2 Kyphosis | || Upper 3 ¢ o
43 24 0 1 23 435 2 4 0 1 2 3 4
Foooy
PC1 (54.5%) PE1(633%)
30 dph
: 3
1.5 :
e 1 2
& 05 ED B A
% VL -t
= o SL Zo o, Lower
= 05 E Imw - Kyph
2 - e
= 15 H Upper
g @ sl .

PC1 (62.3%)

63

FIGURE 5. Principal components analysis (PC) of skeletal anomalies and morphometric
parameters of 6 offspring (A, B, C, D, E and F) from wild-caught broodstock at 22, 25 and 30

dph.

At the end of observations (30 dph), the fish evaluated showed that only head

anomalies persisted over development. These anomalies, however, did not prevail in specific

offspring. In addition, offspring C and F were far from the central axis, and other groups,

including offspring B, which exhibited the lowest SL at the end of the experiment (~8.51

mm), were rando

mly distributed.

Discussion

Owing to concerns about the quality of larvae produced in aquaculture, an increasing

number of studies have provided information on survival, viability, growth performance,
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biochemical profile (protein, amino acids, fatty acids, lipids and minerals) and anomaly
incidence in larvae grown under different farming conditions. These parameters may indicate
larval quality and depend not only on broodstock quality, but also on fish genetics and
nutrition (Izquierdo et al. 2001, Furuita et al. 2002, 2003, 2007).

The present study showed the influence of pacu broodstock on larval quality by
assessing growth parameters and skeletal anomalies in the offspring. To that end, the
offspring from the different breeding pairs were reared under identical conditions (stocking
density, temperature, water quality, food and handling), and although they had similar length
at the beginning of the study, differences in growth were detected by the end of the
observations. Even when skeletal anomalies occurred at relatively low frequency (e.g.
maximum of 17.8% lordosis at 22 dph), they were detected in pacu larvae produced by wild-
caught broodstock, which are less susceptible to genetic problems from inbreeding.In a recent
study, Lanes et al. (2012) compared the quality of eggs and larvae from wild-caught and

farmed-reared Gadus morhua broodstocks and found anomaly incidence in 10.6% and 12.6%

of the newly-hatched larvae, respectively. They reported that the main anomalies (kyphosis,
lordosis, scoliosis and their combinations) occurred in larvae from hatchery, and were related
to the intensive handling and inbreeding.

In a broad analysis, all the types of skeletal anomalies were found in the pacu larvae.
Their occurrence was not restricted to specific stages of development (sampling day), and
were observed from the immediate post-hatching period, when larvae still rely on endogenous
reserves, to 30 dph, when skeletal structures were practically ossified. The incidence of
anomalies in pacu larvae over time indicates the importance of typological studies and
assessment of skeletal anomaly frequency, since they can cause a series of economic losses,
affecting the production of juvenile and adult fish (Sfakianakis et al. 2006, Boglione et al.
2009, Cobcroft et al. 2012).

The use of principal components analyses allowed evaluating the ordination of
anomalies throughout larval growth and osteological development, correlating them to
morphometric parameters. This permitted combining a significant amount of information on
pacu larvae tendency to developing different types of skeletal anomalies. In the first days of
development, different types of notochord flexion in larvae were associated to their standard
length (SL). Physiological and morphological changes observed in early development are

rapid, and many factors (environmental, nutritional and genetic) can affect larval
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development, thereby triggering malformations. When fish initiate free swimming soon after
hatching, the structures used for larval locomotion are highly stressed although they are not
completely formed (Sanchez et al. 2011), which can promote malformations.

At 6 dph, larvae began developing not only in length, but also increased muscle fiber
formation, as indicated by the measures of body height. Accordingly, the epiaxial muscle
mass and number of myoseptum also increases in pacu larvae at 5 dph (Leitdo et al. 2011).
After 8 dph, anomalies started affecting growth parameters, and offspring B (8dph), C (16 and
19 dph) and D (19 dph), were distributed close to the growth parameters and oppositely to
skeletal deformities. In common carp larvae reared until they reached 200-300 g, abnormal
fish are smaller than normal fish, illustrating the effects of anomaly on growth (Al-Harbi
2001).

The incidence of upper and lower jaw anomalies was inversely correlated with head
length (HL) and eye diameter (ED), which can be attributed to changes in larval head shape.
Lower jaw malformation was the most frequent anomaly in pacu larvae at 30 dph (7.8%),
whereas anomaly in the upper jaw affected only 3.1% of larvae. In zebrafish, 60% of the head
bones are formed from a cartilage template, and this occurs during the early development of
the larvae. Therefore, if any problem arises during hatching, these skeletal structures will be
the first affected, resulting in malformations (Strecker et al. 2013). In a study on common
carps, 17.4% of the anomalies occurred in the head, including the upper and lower jaws, and
this reflected in lower growth compared to normal fish (Al-Harbi 2001).

Offspring with higher proximity to anomalies such as lordosis and scoliosis exhibited
lower SL at 13 dph. On the other hand, this relation was not observed in larvae exhibiting
kyphosis, suggesting that it exerts a lesser effect on pacu larval growth compared to other
types of column flexion. Although kyphosis and lordosis affected the study population in
similar proportions (4.7% and 4.8%, respectively), the latter had a greater effect on larval
growth. This was marked in offspring E, which achieved a high growth rate at the end of the
experiment, despite the high incidence of kyphosis. Comparing the different categories of
skeletal anomalies, Witten et al. (2009) proposed 20 types for the vertebral column of the

Atlantic salmon, Salmo salar. In pacu larvae we identified kyphosis, scoliosis, lordosis and

undersized vertebral bodies, the latter described as anomalous vertebrae.
Lordosis is considered the most severe vertebral column anomaly in marine fish.

However, for freshwater fish it is described in only a few species, including the common carp
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(Al-Harbi 2001), zebrafish (Gavaia 2006), catfish, Clarius gariepenius, tilapia, Oreochromis

niloticus (Eissa et al. 2009), and Poecilia wingei (Arbuatti et al. 2013). Some of the factors

promoting vertebral anomalies in fish of different species are the absence of a functional
swim bladder (Jacquemond 2004), traumatic injuries during capture or transport, and trauma
related to strong water flow (Arbuatti et al. 2013). In the present study, lordosis was one the
most frequent anomalies (62 fish), but the cases detected were not very severe. Offspring D
exhibited the highest proportion (11.6%), corresponding to almost one-third of lordosis
diagnoses (24 fish). In addition, lordosis incidence was observed throughout the samplings,
both before and after swim bladder inflation (5 dph). Moreover, the pacu larvae tested were
not subjected to transportation, remaining in tanks supplied with mild and constant water
flow.

The fin rays were completely ossified and were evaluated from 22 dph (~8.66 mm SL)
onwards. Only caudal fin rays showed anomalies, albeit infrequent (1.3%). Fin ray anomaly
has not been described in larvae of other freshwater fish, but anomaly occurrence in the
caudal complex of marine fish such as larvae of Sparus aurata (Boglione et al. 2001) and

postlarvae of Scophthalmus maximus (Tong et al. 2012) were found to increase after larval

metamorphosis. Caudal fin anomalies were not significant in the pacu larvae under study,
likely because this fish species does not undergo drastic transformations during transition
from larva to juvenile, as flatfish do. Furthermore, the structures of pacu caudal fins (rays)
and vertebrae (hypural bones) were analyzed separately. In the present study we have
considered marine fish as a reference for types and incidence of larvae deformity because this
information is useful in characterizing the caudal complex and the different forms of assessing
the structures in this region. In addition, these data contribute to filling the information gap on
caudal complex anomalies in freshwater species.

According to the pattern of anomaly ordination in relation to growth parameters at 22,
25 and 30 dph, offspring with higher anomaly incidence, such as offspring F, exhibited poor
growth performance (mean SL of 8.51+0.52 mm) compared to those with lower prevalence of
skeletal anomalies, such as offspring E (mean SL of 10.774£0.61 mm). Offspring B, C and D,
which were also affected by severe anomalies, exhibited low growth performance
(intermediate SL in the final evaluation) despite being positioned close to growth parameters

throughout development. These structures, responsible for feeding and locomotion (Osse and
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van den Boogaart 1999, 2004), activities that are directly related to fish survival, greater
metabolic investment is required to ensure normal fish development.

In conclusion, we reported, for the first time, skeletal anomalies in the different larval
stages of pacu fish. Accordingly, studies on the causes of skeletal malformation are needed to
reduce the economic losses from larval anomalies in hatched-reared pacu fish. The anomalies
reported compromise the development and behavior of pacu larvae by impairing growth,
hindering locomotion (due to vertebral column and fin anomalies), limiting food capture

(owing to head anomalies) and ultimately increasing mortality.
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CAPITULO 4- Anomalias esqueléticas em larvas de pacu provenientes de

estoque de reprodutores formados em cativeiro

Resumo

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a incidéncia de anormalidades
esqueléticas em larvas de pacu provenientes de seis casais de reprodutores de
diferentes origens de cativeiro: Al, A2, B1, B2, C1 e C2 em um intervalo de até
60 dias poés-eclosédo (dpe). Larvas (n=1755) foram amostradas ao longo do
tempo e coradas para distincdo de osso e cartilagem para analise da incidéncia
de anormalidades esqueléticas, verificando-se a presenca (1) ou auséncia (0)
nas regides da cabeca, coluna vertebral e nadadeiras. Foram mensurados
parametros de comprimento total (CT) e padrdo (CP) para acompanhar o
crescimento das larvas, e calculou-se a regressao entre essas variaveis. A
analise exploratéria dos dados (analise de correspondéncia) foi utilizada para
correlacionar a incidéncia dos tipos de anormalidades entre os casais de
diferentes origens. O CP inicial foi uniforme entre as proles dos diferentes
casais, porém houve variagcbes no crescimento ao longo do desenvolvimento,
com destaque para as dos casais Al e B2. Foram verificados todos os tipos de
anormalidades esqueléticas nas larvas dos diferentes casais, sendo que as
proles dos casais C1 e C2 apresentaram predominédncia de anormalidades na
mandibula enquanto, B1 e B2 manifestaram mais lordose e escoliose, e Al e
A2 demonstraram-se mais proximos das anomalias no maxilar, vértebras e
cifose. Assim, conclui-se que entre as proles de pacu ha variagdes no
crescimento, na incidéncia de anomalias esqueléticas e na prevaléncia das
mesmas de acordo com a origem dos reprodutores, e de cada casal.
Palavras-chave: Peixes sul-americanos, qualidade das larvas, malformacgao

esquelética, andlise de correspondéncia.

1. Introducdo

O pacu Piaractus mesopotamicus pertence a ordem Characiformes, e
superordem Ostariophysi, os quais compde aproximadamente 27% de todos os
peixes e 75% dos peixes de agua doce (Bird e Mabee 2003; Briggs 2005). E

uma das espécies nativas mais cultivadas no Brasil, com aumento da sua
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producdo no ultimo censo, passando de 15.190 t em 2008 para 21.689 t em
2011 (MPA, 2013).

Incidéncia de anormalidades esqueléticas pode reduzir a producdo
durante a fase inicial de desenvolvimento dos peixes. Isto porque o
desenvolvimento inicial é a etapa mais critica da criacdo, quando uma série de
mudancas morfofisioldgicas ocorre, e fatores exdgenos (nutricdo, manejo e
ambiente) e enddbgenos (genéticos) podem influenciar negativamente o
desenvolvimento normal, acarretando em diversos prejuizos, como baixas
taxas de sobrevivéncia e crescimento (Koumoudouros et al. 2001, Sfakianakis
et al. 2006, Owen et al. 2012, Gjerde et al. 2005, Karahan et al. 2012).

Entre os fatores exdgenos causadores de anomalias, os mais estudados
sdo os nutricionais, devido as dificuldades encontradas para atender as
exigéncias durante a fase larval. Os componentes nutricionais que
principalmente afetam o desenvolvimento 6sseo normal sdo os lipideos
(fosfolipideos e HUFA), proteinas (aminoacidos e peptideos), vitaminas (acido
ascorbico, A, D, E, K) e minerais (calcio e fésforo) (Cahu et al., 2003; Takeuchi,
2001; Lall e McCrea, 2007; Hemre et al., 2010). Quanto aos fatores ambientais
e de manejo, 0s que se destacam sdo a densidade de estocagem (Boglioni et
al., 2009), sistema de criacdo intensivo ou semi-intensivo (Roo et al., 2010),
temperatura (Campinho et al., 2004) e cor do tanque (Cobcroft et al., 2001;
Cobcroft e Battaglene, 2009; Cobcroft et al., 2012).

Ainda, fatores bibticos como os genéticos podem influenciar a ocorréncia
de anormalidades esqueléticas (Gjerde et al., 2005). Isto ocorre porque o
fendtipo expresso nos peixes durante a ontogénese, modulado pela
homeostase do desenvolvimento, pode manter-se por geracdes, resistindo a
alteracBes ambientais e genéticas. Porém, quando o estresse ambiental e/ou
genético prevalece sobre a homeostase do desenvolvimento, a eficiéncia do
processo normal diminui, e anormalidades podem surgir durante esta fase. De
forma geral, esse processo pode ocasionar a presenca de assimetria, variagao
nas contagens de caracteres meristicos, bem como malformacdes esqueléticas
nos individuos (Clarke, 1995).

Apesar do grande numero de estudos com objetivo de determinar as

causas de anormalidades esqueléticas em larvas de peixes, esses se
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concentram, na maioria, em espécies marinhas como, Dentex dentex,
(Koumoundouros et al. 2001), Dicentrarchus labrax (Sfakianakis et al. 2006),
Solea senegalensis (Gavaia et al. 2002, 2006), Sparus aurata (Boglione et al.
2001), Salmo salar (Witten et al. 2006, 2009), Pampus argentus (Al-Mamry et
al. 2010), Pagrus pagrus (Izquierdo et al. 2010) e Syngnatus abaster (Alaya et
al. 2011), e algumas espécies de agua doce, Oncorhynchus mykiss (Madsen e
Dalsgaard 1999, Deschamps e Sire 2010), carpa camum (Al-Harbi 2001),
Danio rerio (Gavaia 2006), Clarius gariepenius, Oreochromis niloticus (Eissa et
al. 2009), e Poecilia wingei (Arbuatti et al. 2013). Pouco conhecimento ha sobre
a incidéncia dessas anormalidades em larvas de peixes sul-americanos, a nao
ser recente trabalho (Lopes et al. 2014) que descreve, pela primeira vez, a
incidéncia de anormalidades esqueléticas nas regibes craniofacial, axial e
apendicular de pacu de origem selvagem, durante o desenvolvimento inicial (1
a 30 dias p6s-eclosao).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a incidéncia de
anormalidades esqueléticas em larvas e juvenis de pacu, provenientes de
estoques de reprodutores de diferentes origens de cativeiro, com o intuito de
direcionar novos estudos que apontem as principais causas de anomalias
Osseas e gerar informac8es que possam embasar, no futuro, a proposicdo de

indicadores de qualidade larval.

2. Material e métodos

As larvas foram obtidas a partir da extrusdo de gametas de estoques de
reprodutores de pacu mantidos em cativeiro por cerca de seis geracdes,
provenientes de trés pisciculturas distintas: A, B e C. No total, foram avaliadas
as proles de seis casais de reprodutores, dois de cada piscicultura (Al, A2, B1,
B2, C1 e C2). ApGs a eclosédo, as larvas de cada casal foram distribuidas em
tanques de 100L, no Laboratério de Nutricho de Organismos Aquaticos
(LANOA), do Centro de Aquicultura da UNESP, na densidade de 15 larvas/L,
onde foram mantidas por cerca de 60 dias. Nos dez primeiros dias pds-eclosao
(dpe), 30 larvas de cada prole foram coletadas aleatoriamente a cada dois dias,
a cada trés dias até completarem 25 dpe, a cada cinco dias até 40 dpe e aos

50 e 60 dpe. Especificamente no caso das proles B1 e B2, a coleta teve inicio a
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partir de 4 dpe, em fung&o do transporte da piscicultura até o LANOA. As larvas
receberam alimento vivo, composto por nauplios de artémia recém-eclodidos,
em quantidades preconizadas por Jomori et al. (2003), durante 20 dias de
alimentacédo ativa, passando gradativamente para racdo comercial (59,5% de
proteina bruta e 4644,1 kcal.kg™ de energia bruta).

As caracteristicas morfométricas foram avaliadas no periodo de 60 dpe,
totalizando 1755 larvas analisadas. Para isso, os animais foram eutanaziados
em solugdo de benzocaina a 0,02% e fixados em formalina 10% com tampé&o
fosfato. Posteriormente, as amostras coletadas foram coradas com Azul de
Alcian e Vermelho de Alizarina (Potthoff 1984, Darias et al. 2010) para distingdo
de osso e cartilagem. Juvenis de pacu, com mais de 50 dpe foram congelados
e radiografados (Amplitude 26 kv, voltagem 600 mA e tempo de 500 ms)
(Koumoundouros et al., 2000).

A avaliagdo da incidéncia de anomalias foi realizada em estereoscopio e
as imagens foram capturadas em camera fotogréafica digital, com o software
LEICA IM50. Foram mensurados o comprimento notocordal (CN, de 1 a 6 dpe),
comprimento padrdo (CP) e comprimento total (CT) das larvas, bem como
avaliadas as estruturas o6sseas para a determinacdo da incidéncia de
anormalidades de acordo com o proposto por Boglione et al. (2001). Para isso,
todas as larvas amostradas foram avaliadas para verificar a presenca (1) ou
auséncia (0) das anormalidades descritas na Tabela 1 e Figura 1.

Larvas de 1 a 6 dpe foram avaliadas apenas quanto as flexdes da
notocorda. Ainda, foi avaliada a incidéncia de anormalidades nas vértebras da
coluna de larvas de 16 a 60 dpe. Para a observagéo dos raios nas nadadeiras
foram utilizados exemplares a partir de 22 dpe. Portanto, essas estruturas sé
foram analisadas quando encontravam-se completamente ossificadas,
facilitando a distincdo de anormalidades esqueléticas.

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado (DIC) com seis
tratamentos (proles dos seis casais de reprodutores). Os dados de
comprimento padrdo ou comprimento notocordal foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA), e as médias foram analisadas pelo Teste de Tukey, ao

nivel de 5% de significancia. Ainda, foi feita a regressdo entre os parametros
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morfométricos CT x CP. As analises foram realizadas no software Statistical
Analysis System (SAS Institute Inc., 9.0).

Uma base de dados numéricos foi elaborada para calcular a incidéncia
de anomalias esqueléticas (%) e também avaliar, descritivamente, os tipos
presentes nas regides do corpo, de acordo com 0s casais e ao longo do
desenvolvimento das larvas. Além disso, foi realizada analise exploratGria

destes dados, utilizando anélise de correspondéncia.

Tab. 1. Relagdo de anormalidades X ® ‘e
verificadas em larvas de pacu (P. é _{_ l
1 2

mesopotamicus). NORMAL
Regibes

Y
[ Cabeca 3
Il Coluna

1l Nadadeiras < -\/\
- 4

Tipo
1 Mandibula :.\/__,.
2 Maxila g
3 Cifose _
] Figura 1. Esquema de algumas
4 Escoliose _
anomalias encontradas em larvas de
5 Lordose .
) _ pacu (P. mesopotamicus). 1.
6 Vértebras irregulares i _ _
_ _ Mandibula (prognatismo), 2. Maxila
7 Raios da nadadeira caudal ] ] )
_ . (focinho), 3. Cifose, 4. Escoliose e 5.
8 Raios da nadadeira dorsal L
_ _ Lordose. Desenho: L.E. Conceigéo.
9 Raios da nadadeira anal

3. Resultados

O CP foi a variavel que melhor representou o crescimento das larvas
(Tabela 2). A andlise de regressdo entre CT e CP resultou na equacédo
y=1,2453x - 0,9318 (R?= 0,9972), onde y=CT e x=CP, por meio da qual o CT
das larvas pode ser estimado.

N&o houve diferenca estatistica do comprimento da notocorda entre as

larvas das diferentes origens, de 1 a 6 dpe, incluindo as proles B1 e B2 (inicio
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das coletas com 4 dpe). Aos 8 dpe, a prole Cl apresentou média
significativamente maior que as demais, porém isso ndo se manteve aos 10
dpe, quando a larvas B2 apresentaram o0s maiores valores, seguido pelas
larvas C1 e C2 (P<0,05).
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Aos 13 dpe, o CP da prole B2 foi estatisticamente maior em relagdo ao
CP das demais e, aos 16 dpe, as proles Al, A2 e C1 foram estatisticamente
inferiores. Por outro lado, aos 19 dpe, as diferencas estatisticas entre as proles
dos casais aumentaram, sendo que B2 foi a prole que apresentou média
superior, seguido por C1 e B1 que, por sua vez, ndo diferiram de Al e A2.
Ainda, a prole C2 apresentou o menor CP. Aos 22 dpe, a prole B2 continuou
apresentando CP superior, Cl1 e C2 apresentaram meédias de CP
intermediarias (Ultima coleta), e A1, A2 e B1 alcangaram os menores valores.

A partir de 25 dpe houve diferengas estatisticas entre as larvas, sendo
gue B2 apresentou CP superior aos demais até os 40 dpe, momento em que
houve o encerramento do periodo de coletas das proles B1 e B2. Ndo houve
diferenca estatistica entre os casais A1 e A2 aos 50 dpe. Ao fim do periodo
experimental, com 60 dpe, a prole Al apresentou CP estatisticamente superior
a A2 nas mesmas condi¢des de criacéo.

As proles dos seis casais foram analisadas quanto a incidéncia de
anormalidades ao longo de 60 dpe (Tabela 3). De forma geral, foram
observados em meédia 6,7% de animais com anomalias na mandibula (Figura
2A), variando de 13,3 a 1,5% de acordo com o casal; 4,3% na maxila (Figura
2B); 3,1% com cifose (Figura 2C e E); 2,8% com escoliose (Figura 2D), sendo
que essa anomalia ndo se manifestou em proles de determinados casais (e.g.
Al e C1); 9,5% com lordose (Figura 2C), também com variacdo alta entre os
casais, de 3,4% a 23,5%; 5,1% nas vértebras; 5,0% na nadadeira caudal
(Figura 2F), com destaque para 21,4% de ocorréncia na prole C1 e 1,2% na
nadadeira dorsal (Figura 2G). Nao foram verificadas presenca de anomalias na
nadadeira anal de larvas e juvenis de pacu.

A incidéncia de anomalia nas proles por casal foi, em média, maior nos
reprodutores B1 e C1, com 9,7 e 6,6, respectivamente, variando de 4,3 a 5,6%
entre as larvas dos demais casais (Tabela 3).

Entre as anormalidades esqueléticas observadas nos animais, o tipo que
mais ocorreu foi a lordose, com 40,1%, seguida pelas anomalias cifose, na

mandibula, escoliose, na maxila e por ultimo nas vértebras (Figura 3).
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Figura 2. Anomalias esqueléticas encontradas em larvas de pacu: (N) Normal; (A)
Maxila; (B) Mandibula; (C) Cifose e lordose; (D) Escoliose; (E) Cifose; (F) Vértebras
do complexo caudal (centro pleural, PC e complexo centro ural, CCU) e (G) Raio da
nadadeira dorsal.

Figura 3. Frequéncia de ocorréncia de anomalias esqueléticas em larvas de pacu,

provenientes de reprodutores de cativeiro.
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Todos o0s casais apresentaram larvas com algum tipo de anormalidade
esquelética. A anomalia na mandibula ocorreu principalmente nas proles
provenientes da piscicultura C (C1 e C2). O mesmo ocorreu para anomalias nas
nadadeiras caudal e dorsal. Anomalias na regido da coluna vertebral (escoliose e
lordose) ocorreram de forma mais acentuada em proles da piscicultura B,
principalmente em B1. As larvas da piscicultura A apresentaram distribuicdo mais
préxima as anomalias no maxilar e nas vértebras. Essas tendéncias podem ser
vistas na Figura 4, que mostra a distribuicdo dos casais de acordo com a incidéncia
de cada tipo de anomalia esquelética.

0.4

R

0.3

0,2 -
Mandibula

Escoliose
N r

0.1 :I ci ,,, LDT'(.]D‘SE o f
".‘ . f.'r I\___.L;' Bi .f/

0.0

Autovalor 2 {10,89%)

“Maxilar
g

i\ ./’
0,2 P Cifose
L\\ Az
.= Veértebras

-1,0 -0.8 0.6 4.4 0,2 0,0 02 0.4 0.6 0.8
Autovalor 1 (83,96%)

Fig. 4. Distribuicdo de anomalias esqueléticas encontradas em larvas de pacu,
(proles Al, A2, B1, B2, C1 e C2), em relacdo a origem dos casais de reprodutores
(pisciculturas A, B ou C).
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4. Discusséao

As larvas de pacu apresentaram dindmica de crescimento variavel entre as
proles, tanto em funcdo das origens distintas como pelas diferencas entre os casais.
Assim, em geral, houve determinadas proles que cresceram mais, como as larvas
do casal B2, e outras proles que, inicialmente, cresceram de forma mais lenta, como
as dos casais Al e A2. A boa qualidade das larvas e juvenis produzidos por
aquicultura é um dos aspectos mais importantes para assegurar a continuidade e o
fortalecimento da atividade. Diversos pardmetros tém sido mensurados com o intuito
de avaliar a qualidade dos juvenis, entre eles o desempenho produtivo e a incidéncia
de anormalidades esqueléticas. Esses parametros sao dependentes ndo s6 da
qgualidade dos reprodutores, mas também da nutricdo e da genética dos peixes
(Izquierdo et al., 2001), como também de cuidados de manejo. Conhecer as causas
e controlar a incidéncia de anormalidades esqueléticas se faz necesséario para
garantir melhor desempenho e, consequentemente, sobrevivéncia dos peixes até a
fase de juvenil.

Anormalidades esqueléticas foram registradas nas proles de todos os casais
estudados, variando em tipo e frequéncia em que ocorreram. As anomalias na
coluna vertebral e cabeca foram as mais frequentes. Algumas foram evidenciadas
em todas as proles, como a lordose, cifose, anomalias nas vértebras, mandibula e
maxila. J& a escoliose ocorreu, principalmente, nas proles dos casais da piscicultura
B (B1 e B2). Entre todas as proles, a B1 apresentou a maior incidéncia de lordose e
uma das maiores de escoliose, diferentemente da prole B2, mesmo sendo 0s
reprodutores de mesma origem. A diferenca entre as proles destes casais também
se refletiu no desempenho das larvas, com a prole B1 crescendo de forma mais
acelerada que a B2, principalmente nos estagios posteriores, a partir de 22 dpe.

Das anormalidades observadas, a lordose foi a que mais se destacou,
seguida da cifose, anomalia na mandibula e escoliose. A incidéncia de
anormalidades esqueléticas em larvas de pacu obtidas de reprodutores de origem
selvagem foi descrita em trabalho recente (Lopes et al., 2014). Em tese, essas
larvas tém menor probabilidade de apresentar problemas genéticos por
endocruzamentos, associados a presenca de anormalidades esqueléticas, que

proles originadas de reprodutores mantidos em cativeiro por varias geracoes.
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Comparado ao presente trabalho, a lordose foi o tipo de anomalia que mais
acometeu as larvas de pacu, com média de 6,4% para larvas de reprodutores
selvagens (Lopes et al., 2014) contra 9,5% para as de cativeiro. Da mesma forma, a
incidéncia desta deformidade predominou em larvas de Gadus morhua, o que foi
atribuido a fatores ambientais, como manejo, e genéticos, como endogamia (Lanes
et al., 2012).

Na regido da cabeca, o destaque foi para incidéncia de ma-formacao
mandibular em larvas de pacu, encontrada em 2,5% das larvas de origem selvagem
(Lopes et al, 2014) e 6,7% em larvas de cativeiro. Apesar do aumento da
frequéncia, estes valores ndo chegam a ser tdo preocupantes quanto o registrado
para carpa comum, que apresentou 17,2% de anormalidades na cabeca, afetando
inclusive o crescimento dos peixes anormais (Al-Harbi, 2001). Nesse ponto, é
interessante destacar que essa espécie vem sendo mantida em cativeiro por mais
de trés mil anos, e baixa variabilidade genética da populacéo foi detectada (Aliah et
al., 2000), o que pode explicar tdo elevada taxa de anormalidades. Os demais tipos
de anomalias, como nos raios das nadadeiras, foram menos frequentes nas larvas
de pacu estudadas no presente trabalho, com excecdo das localizadas nas
vértebras.

Em média, a incidéncia de anomalias foi maior nas larvas dos casais B1 e C1,
em torno de 8 a 10%. Mais especificamente, por meio da andlise multivariada de
correspondéncia, a influéncia da origem das proles pode ser claramente observada
e relacionada a incidéncia de cada tipo de anomalia registrada. As proles C1 e C2
destacaram-se por apresentar maior porcentagem de anormalidades na cabeca
(mandibula), com moderada presenga de anomalias nas vértebras e nadadeiras
caudal e dorsal, enquanto as proles B1 e B2 demonstraram maior incidéncia de
flexdes na coluna vertebral, principalmente lordose. Considerando que no presente
estudo as condi¢cbes de criagcdo e o manejo alimentar foram iguais para todas as
proles, pode-se descartar a influéncia ambiental e nutricional sobre a presenga
destas anomalias. Resta, portanto, o efeito do fator genético, que pode estar
relacionado a utilizacdo de hibridos, endogamia, genes hereditarios, e até fatores
epigenéticos, caracteristico dos estoques de reprodutores de cada origem, o que

tem sido estudado para varias espécies, como salméo (Gjerde et al., 2005; Kauseet
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al., 2007), truta (Kause et al., 2005) e carpa (Kocour et al., 2006). Quando o efeito do
ambiente é controlado e sua influéncia sobre o fenétipo for minima, o fator genético
passa a ser questdo importante a ser avaliada. Isto porque a correlacdo genética
entre anomalias esqueléticas e crescimento indica que a ocorréncia destas
anormalidades pode aumentar quando 0s peixes séo selecionados, por exemplo,
para maior ganho de peso (Karahan et al., 2012).

A constatacdo de ocorréncia de anormalidades esqueléticas em proles de
pacu de diferentes origens mantidas em cativeiro serve como alerta para o manejo
reprodutivo e producgéo de juvenis nas estacdes de piscicultura. A fim de garantir boa
gualidade dos juvenis, véarios aspectos devem considerados para evitar prejuizos
futuros a atividade aquicola, destacando-se especialmente a origem genética dos
estoques reprodutores (Taniguchi, 2003). Desta forma, o levantamento da
ocorréncia de anomalias serve como base para investigacdes das possiveis causas,
uma vez que diferentes tipos de anomalias se manifestaram, diferentemente, de
acordo com a origem de criacdo de cada prole. Posto de outra forma, mesmo tendo
sido observados variacBes entre 0s casais da mesma origem, os resultados
sugerem que pode haver predominio de determinadas anomalias nas diferentes
pisciculturas.

O pacu é espécie altamente prolifera, e manejos reprodutivos inadequados,
como a inducdo a desova de apenas um (ou pouco mais que um) casal reprodutor,
jA seria suficiente para abastecer uma piscicultura, mas tal pratica promove a
reducao da variabilidade genética (Moreira et al., 2007; Wasko et al., 2004; Porta et
al., 2006). Essa diminuicdo, por sua vez, aliada ao aumento da endogamia (ou
consanguinidade, que consiste no cruzamento de individuos aparentados,
geneticamente semelhantes), reduz a capacidade que 0s peixes possuem de se
adaptarem a diferentes condicdes ambientais, além da reducdo da resisténcia a
doencas (Taniguchi, 2003). Desta forma, um dos principais cuidados que deveriam
ser considerados pelo setor produtivo € com o material genético que estara sendo
formado nas estagcbes de piscicultura, principalmente quando se trata da formacéo
de novos lotes de reprodutores.

A baixa variabilidade genética do pacu ja é vista como problema no ambiente

natural, devido a construcdo de barragens para geracdo de energia elétrica nos rios
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onde ocorrem, que limitam sua locomog¢ao, durante o periodo reprodutivo (Povh et
al., 2008). Por outro lado, nas pisciculturas, este problema é ainda maior, como
verificado por Povh et al. (2008, 2011), que compararam a variabilidade genética de
pacus provenientes do Rio Paranapanema a de reprodutores de duas estacdes de
piscicultura distintas. Tais problemas genéticos podem refletir no desempenho e
sobrevivéncia dos animais de criagdo, por meio de anormalidades morfol6gicas
(Mustafa et al., 2003), entre elas, as esqueléticas. Dessa forma, se nao houver
monitoramento genético, a tendéncia é que haja cada vez mais, e com maior
gravidade, incidéncia de anomalias morfoldgicas.

Em sintese, conclui-se que entre as proles de pacu ha variagdes no
crescimento, na incidéncia de anomalias esqueléticas e na prevaléncia das mesmas
de acordo com a origem dos reprodutores, e de cada casal. Isso, provavelmente,
ocorre devido as caracteristicas de cada estoque de reprodutor formado e mantido
em pisciculturas por véarias geragdes, o que pode ser em relacdo as caracteristicas
genéticas destas populacbes. Desta forma, estudos sobre os pardmetros genéticos
de populacdes de pacu sdo necessarios para a elucidacdo desses fatores com o
intuito de evitar a incidéncia de anormalidades esqueléticas, almejando melhor

gualidade dos juvenis produzidos por aquicultura.
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CAPITULO 5- Vitamina A e turnover do is6topo estavel de carbono &3C em

larvas de pacu (Piaractus mesopotamicus)

RESUMO

Um experimento foi realizado no Laboratério de Nutricdo de Organismos
Aquaticos, CAUNESP, Jaboticabal, SP, Brasil, com o objetivo de conhecer o efeito
da vitamina A no turnover do carbono-13 no tecido 0sseo de larvas de pacu, e a
influéncia deste nutriente na incidéncia de anormalidades esqueléticas durante o
desenvolvimento 6sseo. As larvas receberam dois tratamentos: AODO, constituido
por alimentagdo inicial com nauplios de artémia durante os primeiros 15 dias pos-
eclos&o, passando por seis dias de transi¢ao alimentar (com reducéo do nimero de
nauplios e introducdo de dieta formulada) até a substituicdo total dos nauplios por
uma dieta formulada sem suplementacao de vitamina A (VA); e A10D10, nauplios de
artémia enriquecidos com 10.000 Ul de vitamina A g* de cisto, com o mesmo
periodo de transicao alimentar para uma dieta formulada suplementada com 10.000
Ul de VA kg*, ambos tratamentos com cinco repeticdes. Ndo houve diferenca
estatistica para peso e comprimentos total (CT) e padrdo (CP) avaliados nas larvas
de pacu. A taxa de sobrevivéncia para as larvas que receberam AODO foi de 96%,
enquanto A10D10 foi de 94%, na fase em que recebiam alimento vivo, e de 49,36%
e 42,64%, respectivamente, para as larvas na fase em que foram alimentadas com
dieta formulada. Pela andlise conjunta das informacdes de desempenho zootécnico,
incidéncia de anomalias esqueléticas e andlises isotdpicas do tecido 6sseo,
concluiu-se que: a presenca de VA, nas quantidades investigadas, ndo implicou em
aumento na incidéncia de anomalias esqueléticas, assim como nao influenciou o
desempenho das larvas, mas sim o0 crescimento 0sseo, que apresentou
desenvolvimento mais acelerado na presenca de VA, cuja incorporacdo do carbono-
13 foi de 2,27 dias a menos em larvas que receberam o tratamento A10D10, em

relacdo ao AODO.

PALAVRAS-CHAVE: Vitamina A, incorporagdo de nutrientes, suplementacdo de

vitamina, crescimento 6sseo.
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1. Introducéo

Durante a fase larval dos peixes ocorrem profundas alteracdes funcionais e
morfolégicas que levam ao desenvolvimento normal dos mesmos (Portella e
Dabrowski 2008; Portella et al. 2012). O processo de ossificagdo, por exemplo, esta
entre 0s eventos mais importantes durante o desenvolvimento larval, principalmente
devido as suas fun¢des de protecdo aos 6rgaos internos e de formacéao estrutural do
corpo (Estévao et al. 2012). Porém, os processos de formacéo e diferenciacdo de
novos oOrgaos e estruturas podem ser influenciados por diversos fatores, fazendo
com que baixa porcentagem de larvas chegue até os estagios juvenil e adulto
(Portella e Dabrowski 2008). Um dos fatores mais importantes que influencia o
desenvolvimento das larvas, e que pode levar a prejuizos nesta fase de criacéo, € a
nutricdo (Cahu e Zambonino-Infante 2001), com destaque para as vitaminas, que
desempenham fun¢des fundamentais no desenvolvimento larval (Cahu et al. 2003).

A vitamina A (VA) é uma vitamina lipossolivel que inclui todos os
componentes com a mesma atividade biologica do retinol, sendo o acido retindico
seu principal metabodlito. Esta vitamina desempenha papel fundamental no
desenvolvimento esquelético (atuando na morfogénese, diferenciacéo e proliferagao
das células responsaveis pela esqueletogénese: osteoblastos, condrdcitos,
ostedcitos e osteoclastos; e regulacdo da expresséo de varios genes), tornando-se
assim essencial para o desenvolvimento larval (Haga et al. 2002, 2011). Como 0s
peixes ndo sao capazes de sintetiza-la, ha a necessidade de que seja oferecida pela
dieta; porém, sem excessos, pois altas doses sdo tOxicas. Quando presente em
altos niveis na dieta, a VA age diminuindo a sintese de colageno, acelerando a
formagdo dos ossos, bem como aumentando o numero de osteoclastos (células
responsaveis pela reabsorcdo Ossea), causando, portanto, perda Gssea (Lall e
Lewis-McCrea 2007).

O uso de organismos vivos (rotiferos, nauplios de artémia, entre outros) na
alimentacédo de larvas de peixes neotropicais, como 0 pacu, tem resultado em altas
taxas de sobrevivéncia e crescimento durante as fases iniciais de desenvolvimento
(Cestarolli et al. 1996, Portella et al. 2000, Tesser at al. 2005, Jomori et al., 2008,
Leitdo et al. 2011). Porém, nem todos os nutrientes, como a VA, estdo presentes em
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quantidades adequadas nos organismos vivos, e uma alternativa, ja utilizada em
producbes comerciais de larvas de peixes marinhos, é a utlizacdo de
enriguecimento do alimento vivo (Conceicéo et al. 2010; Boglino et al. 2012, Negm
et al. 2013). Porém, esse enriquecimento deve ser aplicado de forma cuidadosa para
que nado incorra em desbalanceamento dos nutrientes, causando prejuizos por
excessos (Takeuchi et al. 1998, Fernandez e Gisbert 2010).

Uma ferramenta Util para determinar a incorporacdo dos nutrientes pelos
animais é a técnica dos isétopos estaveis ambientais. Isso porque a composicao
isotopica dos tecidos dos animais depende, principalmente, da alimentacédo e das
dietas que recebem, cujas assinaturas isotépicas podem ser distintas (**C/*?C) de
acordo com a origem e/ou ciclo fotossintético dos ingredientes que as comp&em.
Assim, os is6topos de carbono e nitrogénio podem ser usados para medir taxas de
turnover em todo o corpo do animal (Ducatti et al. 2002). Porém, a mudanca
isotdpica varia de acordo com o tecido, ou seja, depende da atividade metabdlica
com que os constituintes sdo incorporados pelo organismo (Caldara et al. 2007,
2008). Estudos indicam relativa escala de tempo para cada tecido, e as taxas de
turnover sao mais lentas em ossos, comparado com outros tecidos como o figado e
muUsculo (Gaston e Suthers, 2004). Assim, o conhecimento do turnover isotépico em
cada tecido pode auxiliar na identificacdo de problemas nutricionais, por exemplo a
falta ou excesso de VA em peixes, por meio do desenvolvimento do tecido.

A aplicacdo dos isOtopos estaveis na larvicultura de peixes vem sendo
utilizada com diversas finalidades, entre elas conhecer o momento ideal para
substituicdo do alimento vivo pelo formulado, como observado para larvas de
Piaractus mesopotamicus (Jomori et al. 2008). Além disso, ja foi estudada a
contribuicdo de nutrientes no crescimento e turnover muscular de juvenis de
Oreochromis niloticus (Zuanon et al. 2006). Desta forma, o presente trabalho tem
como objetivo conhecer o efeito da VA no turnover do carbono-13 nos tecidos
muscular e 6sseo de larvas de pacu, e se ha influéncia deste nutriente na incidéncia

de anormalidades esqueléticas durante o desenvolvimento 6sseo.
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2. Material e métodos
2.1. Analises preliminares

Amostras de larvas, dos organismos vivos (enriquecido ou ndo enriquecidos)
e das dietas formuladas foram coletados e analisados para assegurar 0s niveis de
VA, e a distin¢cao do sinal isotépico do carbono (5'3C). Foram amostradas larvas de
pacu recém-eclodidas no Centro de Aquicultura da UNESP, Jaboticabal, SP, bem
como nauplios oriundos de cistos de artemia de duas origens distintas (Inve, Great
Salt Lake, EUA e Bioartemia, Grossos, RN, Brasil), e a dieta formulada, de

composigao nutricional adaptada de Palacios et al. (2006) (Tabela 1).

Tabela 1. Dieta formulada semipurificada para larvas de pacu: DO, sem adicdo de
vitamina A (VA), e D10, com adic&o de 10.000 Ul de VA.kg™ (acetato de retinol).

Ingredientes g.kg™
Caseina livre de vitamina 320
Gelatina 20
Dextrina 270
Celulose 269,5
Carboximetil celulose (CMC) 20
Phosphitan C? 0,5
Enriquecimento* 40
Oleo de girassol 30
Oleo de canola 30
Total 1lkg

*Premix formulado especialmente para ser livre de vitamina A. Composigdo: 600.000 Ul/kg de vitamina DS3;
30.000 mg de vitamina E; 3.000 mg de vitamina K3; 4.000 mg de vitamina B1; 4.000 mg de vitamina B2; 3.500
mg de vitamina B6; 8.000 mcg de vitamina B12; 60.000 mg de vitamina C; 20.000 mg &cido nicotinico; 10.000 mg
de panteonato de célcio; 200 mg de biotina; 1.200 mg de &cido félico; 5.000 mg de antioxidante OxyNil; 3.500 mg
de sulfato de cobre; 20.000 mg de sulfato de ferro; 10.000 mg de sulfato de manganés; 24.000 mg de sulfato de
zinco; 160 mg de célcio; 100 mg de sddio, 80 mg de cobalto; 25.000 mg de inositol e 100.000 mg de cloreto de
colina. Formulacédo adaptada de Palacios et al. (2006)

Quatro incubadoras de 20L foram utilizadas para incubacdo dos cistos e
producdo dos nduplios de artémia. As condi¢fes de incubacdo foram 15L de agua
salinizada (30%), temperatura constante a 28°C, iluminacao continua, em densidade
de 2g.L™". Apés 24 horas de incubacao, foi realizada a separacdo das cascas e

cistos nao eclodidos, e os nauplios voltaram a ser incubados por cerca de 12 horas,



96

até consumirem quase todo o vitelo. Em seguida, os nauplios de cada incubadora
receberam 10 mL.L™* de uma emuls&o enriquecedora, adaptada de Watanabe (1988)
e Portella et al. (2000), composta por 5g levedura, 1g de gema de ovo e 100 mL
agua destilada, homogeneizado por 2 min. A emulsédo base foi ou ndo enriquecida
com VA, em diferentes concentrac¢des (0, 10.000, 50.000 e 100.000 Ul de acetato de
retinol por grama de cistos), e os nauplios permaneceram nesse meio por 6 horas,
na temperatura de 28 + 1 °C.

ApOs completarem seis horas de alimenta¢do/enriquecimento, amostras de
nauplios de artémia foram lavadas e coletadas ao longo do dia (de 44 a 56 horas
apoés inicio da incubagéo), com intervalos de trés horas, e foram imediatamente
identificadas e congeladas para posterior processamento e analises de VA e de
composicdo isotépica de carbono. O periodo de coleta de artémia ao longo do dia foi
baseado na rotina de alimentacéo das larvas de pacu adotado no LANOA (oferta de
alimento vivo a cada trés horas no periodo de luz).

As amostras de nauplios de artémia e das dietas formuladas passaram por
secagem em liofilizador até peso constante e, em seguida, foram finamente moidas
em moinho criogénico a -196°C. Estas foram encaminhadas ao Laboratério de
Analises Clinicas LabTec, para determinacdo da quantidade de VA presente em
cada material, por cromatografia liquida de alta performance (HPLC). Ainda, uma
pequena quantidade destas amostras foi levada ao Centro de Isétopos Estaveis
Ambientais, do Instituto de Biociéncias da UNESP, Botucatu, para andlise das
composicoes isotopicas (5C).

Os valores encontrados de quantidade de VA e do is6topo 5'*C encontram-se
na Tabela 2. As taxas de eclosao dos nauplios foram de 90+2% para os de origem
importada e 84+3% para os nacionais. A escolha do lote de artémia foi realizada
com base no sinal isotdpico mais distante do apresentado pelas larvas de pacu (-
22,16%o de 5=C), originadas do Centro de Aquicultura da UNESP.

Desta forma, foi utilizado como alimento vivo o lote de artémia de origem
nacional (-16,50%. de 5'°C), sem enriquecimento (AO) ou enriquecido (A10) com
10.000 Ul de VA (acetato de retinol), contendo 629,02 e 57.887,00 Ul de VA,
respectivamente. Ainda, foi utilizada a dieta formulada sem adicdo de VA (DO0),

contendo apenas 446,00 Ul desta vitamina, como tratamento controle, e com 10.000



97

Ul de VA (D10), garantindo o oferecimento de 12.601,60 de VA neste alimento.

Tabela 2. Concentracdes de vitamina A (VA) e relacdo isotdpica de Carbono de
nauplios de artémia de diferentes origens e dieta formulada, bem como das larvas

recém-eclodidas utilizadas no experimento.

Alimentos VA VA 5Cr c
esperado (Ul) encontrado (Uh)* (%0)

Artémia nacional** - 629,02 -16,78

>5.000 10.123,70 -16,52

>10.000 57.887,00 -16,50
e......>100.000 44281859  -16,69

Artémia importada** - 20.358,76 -22,08
e...>10.000 36.509,00  -22,16

Dieta formulada 0 446,00 -26,06

5.000 6.449,35 -25,45

10.000 12.601,60 -25,39

50.000 38.372,45 -26,30

Larvas recém-eclodidas - - -22,16

*Analises por HPLC, Laboratorio de Analises Clinicas LABTEC.
** Cistos de artémia originados em Great Salt Lake (Inve), EUA e em Grossos, RN, Brasil (Bioartemia).

2.2. Obtencédo das larvas e tratamentos experimentais

O experimento foi realizado no Laboratorio de NutricAo de Organismos
Agquéticos (LANOA) do Centro de Aquicultura da UNESP, Jaboticabal, SP, no
periodo de dezembro/2011 a janeiro/2012. Larvas de pacu obtidas por reproducéo
induzida, com trés dias poés-eclosdo (dpe), foram aclimatadas e estocadas em
tanques de 100L (10 larvas.L™), dotados de renovacéo continua de &gua (cerca de
20 vezes o volume por dia) e aeracdo constante. As larvas ficaram expostas ao
fotoperiodo de 15 horas de luz e 9 de escuro.

As larvas foram distribuidas aleatoriamente em dois tratamentos (com e sem
VA) durante todo o periodo experimental. Na primeira fase (1 a 15 dppa), as larvas
receberam alimento vivo: (A10) nauplios de artémia enriquecidos com emulsdo
contendo suplementacéo de VA (10.000 Ul de acetato de retinol), ou (AO) nauplios
de artémia enriquecidos com emulsédo livre de VA (controle). Na fase seguinte (16 a
27 dppa), apés transicdo alimentar envolvendo co-alimentagdo por seis dias
(reducéo do numero de nauplios em 70, 50 e 25% de alimento vivo, concomitante a

introducdo de alimento formulado), as larvas passaram a receber somente as dietas
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formuladas suplementada (D10, 10.000 Ul de acetato de retinol por quilo de dieta
formulada) ou nédo (DO) com vitamina A. Os dois tratamentos foram nomeados
A10D10 e AODO, respectivamente e foram conduzidos durante 27 dias de
alimentacéo ativa (totalizando 30 dias pds-ecloséo). O enriquecimento dos nauplios
de artémia foi realizado como descrito anteriormente (nas analises preliminares) e as

dietas foram formuladas segundo Palacios et al. (2006), com adaptacdes (Tabela 1).

2.3. Analises de desempenho

Aos 15 dppa (término da primeira fase de alimentacdo), as larvas foram
contadas para avaliacdo de sobrevivéncia e cerca de 5% das larvas de cada tanque
(50 larvas) foram amostradas para determinacdo do desempenho (peso,
comprimento total - CT e comprimento padrdo - CP) e com os resultados médios de
peso inicial (Pi) e final (Pf) de cada réplica, foi calculada a taxa de crescimento
especifico por meio da expressdo TCE=100.(In Pf - In Pi)/Dt, considerando Dt o
intervalo de tempo em dias. Da mesma forma, ao final do experimento, quando os
peixes completaram 30 dpe (27 dppa), foram amostrados 10% dos animais (50
juvenis), eutanasiados por overdose de anestésico (benzocaina a 0,02%), e fixados
para a determinacdo do crescimento (peso, CT e CP). Todos os peixes foram
contados para a determinacao da taxa de sobrevivéncia.

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado (DIC) com dois
tratamentos (sem x com enriquecimento de VA) e cinco réplicas. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA), e as médias foram analisadas pelo
Teste de Tukey, ao nivel de 5% de significAncia. As analises foram realizadas no

software Statistical Analysis System (SAS Institute Inc., 9.1).

2.4. Analises esqueléticas

Ao final de cada fase experimental (15 e 30 dpe) cerca de 10 e 5% dos
animais de cada réplica (50 e 20 larvas, respectivamente), foram amostrados,
submetidos a super dosagens de anestésico (benzocaina a 0,02%), fixados em
solucdo tamponada de formaldeido 10% e coradas para distincdo de osso e
cartilagem (adaptado de Potthoff 1984). Estas amostras foram utilizadas para

verificar a influéncia da VA na incidéncia de anomalias esqueléticas (esqueleto
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craniofacial, axial e apendicular), durante o desenvolvimento larval de acordo com
Boglione et al. (2001).

2.5. Analises isotdpicas

Visando projetar a curva exponencial do turnover do isétopo estavel de 5'°C
com maior precisdo, um pool de larvas de cada tratamento foi coletado, ao acaso, no
inicio do experimento (dia zero) e periodicamente ao longo do experimento, com 1,
2,3,4,5,6, 8, 10, 12, 14, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 27 e 30 dpe. O dia
zero tem por objetivo expressar a composi¢ao isotdpica das larvas antes da primeira
alimentacéo.

Os peixes foram coletados no inicio da manha, com 12 horas de jejum,
anestesiados por termosensibilizacdo (imersdo em banho de gelo), identificados e,
imediatamente, congelados a -18 °C, até a preparacgdo para as andlises isotdpicas.
Antes das analises, o trato digestério de cada animal foi removido para evitar que a
possivel presenca de alimento ndo mascarasse o sinal isotopico préprio dos tecidos,
assim como as escamas, quando presentes, foram retiradas.

Na sequéncia, as larvas evisceradas foram divididas em dois grupos: um
passou por digestdo muscular, com uso de tripsina de pancreas bovino (Taylor,
1967), e no outro as larvas foram mantidas integras, sem o processo de digestao
muscular. Desta maneira, foram analisadas larvas em duas condi¢fes: larvas nédo
digeridas e; larvas parcialmente digeridas, na tentativa de separar ao maximo o
tecido 6sseo.

Para andlise do is6topo 5%3C, as amostras foram secas em liofilizador até
peso constante, finamente moidas em moinho criogénico a -195 °C e
acondicionadas em capsulas de estanho (aproximadamente 60 ug), em duplicata.

As amostras de larvas e dos alimentos foram analisadas em espectrémetro de
massa de razao isotdpica, no Centro de Isétopos Estaveis Ambientais do Instituto de
Biociéncia da UNESP/Botucatu, com erro analitica da ordem de 0,2%o.

As comparacOes relativas entre as amostras e o padrédo internacional Pee
Dee Belenmite (PDB) foram expressas como enriquecimento relativo em delta per
mil, pela equacao:

8"°C = [(R amostra/R padrao) — 1] x 10°
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onde R é a razdo isotépica *C/**C, para as amostras e padrédo, respectivamente;
5%o 3C é o enriquecimento das amostras (delta per mil) em relacdo ao padrao PDB
(Ducatti et al. 1982).

As concentracdes isotépicas do 5'3C (expressas em d%.) das amostras de
tecido dos animais, coletados ao longo do tempo, foram interpretadas pelo do
modelo exponencial descrito por Ducatti et al. (2002), para animais adultos.
Entretanto, esse modelo também é adequado para animais em crescimento, pois
considera a taxa de troca do is6topo (k), que integra o efeito do novo tecido
adicionado (crescimento) e do turnover metabdlico, como verificado por Zuanon et
al. (2006).

S =8 +[5¢—dmle “

onde: &y = 8"3Cyy = enriquecimento isotépico do carbono no tecido em qualquer

tempo t, expresso em %o; adimensional;

& = 8'°C; = enriquecimento isotdpico do carbono inicial no tecido, em %o,

adimensional;

&= 8"°C(r = enriquecimento isotdpico do carbono no tecido larval ao atingir o

patamar de equilibrio, em %o (valor assintético), adimensional;

k = taxa de substituicdo e incorporacao de carbono no tecido, em unidades de

tempo, dia ™;

t = tempo, em dias.

Baseado nos valores da constante k, determinou-se a meia-vida do carbono-
13 no tecido dos peixes, expressando a condicdo de 50% da fonte isotopica no
tecido, que foi calculada pela formula descrita por Ducatti et al. (2002):
T=Ln2/k
onde T representa a meia-vida em dias; Ln é o logaritmo neperiano e k é a taxa de

substituicdo do carbono-13 no tecido.



101

3. Resultados
3.1. Desempenho

N&o houve diferenca estatistica para as médias de peso, CT e CP entre os
tratamentos (Tabela 3). Na fase em que os animais receberam alimento vivo, ndo
houve diferenca para taxas de sobrevivéncia, assim como na segunda fase, quando
as larvas passaram a receber somente as dietas formuladas DO e D10 (Tabela 4). O
mesmo pode ser visto para TCE em ambas as fases para os tratamentos avaliados
(Tabela 4). Porém é possivel observar a reducéo nos valores destes parametros, na
segunda fase em relacéo a primeira.

Tabela 3. Resultados finais de peso, comprimento total (CT) e comprimento padrao
(CP) de larvas de pacu que receberam alimentos sem (AODO) e com (A10D10)

enriquecimento de vitamina A (VA), durante 27 dias p6s-primeira-alimentacao.

Alimento  AODO A10D10
Peso Artémia 19,15+4,93 17,05+4,52

(mg) Dieta  25,54+5,40 23,12+4,80
CT Artémia 10,74+1,13 10,41+0,70
(mm) Dieta  12,61+0,51 12,62+0,67
cp Artémia 9,13+0,63 8,56%0,72
(mm) Dieta  10,58%0,56 10,74%0,61

*Média + Desvio padrdo. Nao houve diferenca estatistica entre os tratamentos, Tukey (p>0,05).

** AO- Artémia sem enriqguecimento; DO- Dieta sem suplementagdo; A10- Artémia enriquecida com 10 mil Ul de
acetato de retinol (AR) g™* de cisto; D10- Dieta suplementada com 10 mil Ul de AR kg™ de dieta formulada.

Tabela 4. Sobrevivéncia e taxa de crescimento especifico (TCE) de larvas de pacu
submetidas a duas fases de alimentacao: (I) artémia sem - A0 e com enriguecimento
de vitamina A (10.000 Ul acetato de retinol g™ de cisto) - A10; (ll) dieta formulada
sem - DO e com suplementacéo de vitamina A (10.000 Ul acetato de retinol kg de
deita) - D10.

Sobrevivéncia TCE

Fase Tratamento (%)
I A0 96 0,283
Al0 94 0,274
Il DO 49,4 0,019
D10 42,6 0,020

*N&o houve diferenca estatistica entre os tratamentos, Tukey (p>0,05).
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3.2. Analises esqueléticas

A incidéncia de anomalias esqueléticas em larvas de pacu que receberam ou
nao alimento suplementado com VA pode ser vista na Tabela 5. A incidéncia de
deformidade na mandibula ocorreu de forma semelhante em ambos tratamentos.
Por outro lado, a porcentagem de anomalias na regido do maxilar foi
significativamente maior no tratamento sem a suplementacdo de VA, assim como a
cifose na coluna vertebral. A lordose foi a anomalia que mais se destacou e foi,

significativamente, maior para o tratamento com adicdo de VA.

Tabela 5. Incidéncia acumulada (%) de anomalias esqueléticas em larvas de pacu
submetidas aos tratamentos sem (AODO) e com (A10D10) suplementacdo de
vitamina A (VA) (10.000 Ul.kg™ de acetato de retinol), ao longo de 27 dias pés-

primeira alimentacgéo.

Mandibula Maxilar Cifose Escoliose Lordose Vértebras
Tratamento

(%) (%) (%) (%) (%) (%)
AODO 19,1 12,82 14,02 3,2 4,4° 5,9
A10D10 18,0 3,0° 2,0° 3,4 23,43 2,0

* | etras diferentes entre os tratamentos (colunas) diferem entre si estatisticamente, Tukey (p<0,05).
** AO- Artémia sem enriquecimento; DO- Dieta sem suplementagao; A10- Artémia enriquecida com 10 mil Ul de

acetato de retinol (AR) g™* de cisto; D10- Dieta suplementada com 10 mil Ul de AR kg™ de dieta formulada.

3.3. Turnover do 3'°C

As amostras iniciais de larvas e dos alimentos coletados durante o
experimento confirmaram o0s sinais isotopicos de carbono-13 obtidos nas analises
preliminares: a composicao inicial das larvas foi de -21,37 + 0,11%. para larvas
inteiras, e -22,52 + 0,27%. para larvas digeridas recém eclodidas. Esses sinais
mudaram para -19,71 + 0,11%. e -21,79 + 0,25%0, respectivamente, aos 3 dpe, dia
imediatamente antes do inicio da alimentacdo exdgena. Os sinais isotépicos da
artémia com e sem enriquecimento foram de -16,38 + 0,10%0 e -16,33 £ 0,07%o,
respectivamente. A dieta formulada apresentou sinal do is6topo carbono de -25,80 *
0,45 %o.
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Ap6s o inicio da alimentacdo exogena verificou-se incorporacdo dos

nutrientes do alimento vivo no tecido das larvas, por meio dos valores de 5BC. A

incorporacdo isotdpica do carbono-13 nas larvas integras (apenas evisceradas)

expressou-se numa taxa de turnover de 0,2514 e de 0,2826 dia™* nos tratamentos

AODO e A10D10, respectivamente, com valores de meia-vida em 2,7 (AODO) e 2,4

(A10D10) dias (Fig. 1). Ap6s o periodo de transi¢cao alimentar, ndo houve alteragao

do sinal isotdpico das larvas em direcdo ao sinal da dieta formulada (-25,80%0). Os

patamares de equilibrio isotopico mantiveram-se estabilizados proximos ao sinal dos

nauplios de artémia (que era de -16,33 + 0,10%o0), evidenciando a baixa aceitagdo da

dieta pelas
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larvas de pacu.

o Alimento ndo enriquecido com Vitamina A (A0DO)

Dieta Eormulada *  Alimento enriquecido com Vitamina A (A10D10)

(-25,80£0,45%)

ADDD:
ORC (1) =-1475— 4,87 g 05141
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BC (1) =-14,90— 4,87 g 0351
R*=098
Ta = 2,45 dias
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Fig. 1. 8'°C de larvas de pacu integras (larvas com tecido muscular e outros tecidos

intactos), alimentadas com alimento vivo e dieta formulada sem (AODO) e com
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(A10D10) adigéo de vitamina A (10.000 Ul de acetato de retinol) durante 27 dias de

alimentacdo exogena (até 30 dias p6s-eclosédo).

A incorporacéo isotépica do carbono nas larvas digeridas (onde predominava
o tecido 6sseo) expressou-se numa taxa de turnover de 0,0953 e de 0,1385 dia™ nos
tratamentos AODO e A10D10, respectivamente. Os valores de meia-vida foram de
5,00 (AODO) e 7,27 (A10D10) dias (Fig. 2).

o Alimento nde enriquecido com Vitamina A (AOD0)

27 _ Dieta Formulada Alimento enriquecide com Vitamina A (A10010)

95 | (-25,80£0,45%)

25
ADDO:
-24 GRC (t) =-15,40—-597 g 205531
1 RE=10294
23 Tape =7, 27dias
22| =

214 m A10D10:

20 ] . 5C (t) =-15,83— 5,90 ¢ 2135
] RE =093

19 _

-18 4
_1}'__

'15__ Artemia
15 4 (-16,36£0,10%e)

14 -

B J e e B B e I L B s e e e e
o2 4 86 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28

Tso=. = 5,00 dias

513 C (%)

Dias de Alimentacéo

Fig. 2. 5'°C de larvas de pacu processadas com tripsina de pancreas bovino para a
digestdo do tecido muscular (larvas com tecido muscular parcialmente digerido e
predominancia de tecido 6sseo), que receberam alimento vivo e dieta formulada sem
(AODO) e com (A10D10) adicdo de vitamina A (10.000 Ul de acetato de retinol),

durante 27 dias de alimentacdo exdgena (30 dias pos-ecloséo).
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4. Discusséao

Os parametros de desempenho das larvas de pacu que receberam ou nao
suplementacdo com VA nao diferiram entre os tratamentos. Uma hipbtese a ser
considerada é a de que, talvez, a suplementacdo de 10.000 Ul kg™ de VA ndo tenha
sido suficiente para melhorar ou induzir diferengas de desempenho das larvas de
pacu. Porém, poucas sao as informacdes sobre as exigéncias de VA para larvas de
peixes neotropicais. Por exemplo, para os peixes de 4gua doce de forma geral, no
NRC (1993) sédo encontradas recomendacdes somente para truta e bagre africano,
de niveis entre 1.000 e 3.500 Ul kg™. Em outro estudo, para larvas de uma espécie
de bagre sul americano, o jundid& Rhamdia quellen, autores apontaram a
necessidade de suplementacéo de no minimo 3.995 Ul kg™ (Trombetta 2006). Desta
forma, neste trabalho, para definir a dose de VA a ser incorporada na dieta procurou-
se ndo extrapolar a estas recomendacdes e, a0 mesmo tempo, manter valor préximo
ao encontrado nas analises preliminares de nauplios de artémia importada (cerca de
20.000 Ul de VA kg™).

A incidéncia de anomalias esqueléticas foi menos acentuada no tratamento
com adi¢do de VA, com excecdo para a lordose, anomalia que ocorre nas vértebras
caudais, regido da coluna vertebral mais susceptivel a toxicidade por VA (Haga et al.
2011). Estudos com larvas de peixes marinhos, conduzidos para verificar a
incidéncia de anomalias esqueléticas, indicam niveis de seguranca abaixo de 50.000
Ul kgt de VA para se evitar tais ocorréncias (Dedi et al. 1995; Fernandez et al.
2009). Porém, no presente estudo, as anomalias na maxila e cifose tiveram
ocorréncia significativamente maior no tratamento AODO, talvez pela falta dessa
vitamina. Ha estudos que indicam que baixas doses de VA afetam ou a mandibula
ou o maxilar das larvas, enquanto altas doses afetam ambas estruturas (Fernandez
et al. 2008; Haga et al. 2011). Ainda, outros autores concluem que a qualidade
nutricional do alimento vivo, durante a fase de alimentagdo inicial, é fator
determinante no aparecimento de curvaturas na coluna vertebral das larvas
(Izquierdo et al. 2010; Boglione et al. 2013), o que talvez explique a ocorréncia mais
acentuada das anomalias na maxila e cifose no tratamento que proporcionou baixa

guantidade de VA. Entretanto, o efeito dos niveis de VA sobre a incidéncia de
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anomalias esqueléticas ndo pbde ser elucidado no presente trabalho, devido a
variacdo no padrédo das respostas obtidas entre os tratamentos, considerando que a
comparacédo ocorreu apenas entre dois niveis de VA, além da baixa aceitacdo da
dieta na segunda fase experimental.

Uma vez que a VA exerce diversas fungdes no metabolismo, entre elas o
desenvolvimento esquelético (Haga et al. 2002, 2011), mas 0s peixes nao sao
capazes de sintetiza-la, € consenso entre 0s nutricionistas a necessidade de
suplementacdo (Cahu et al. 2003; Fernandez e Gisbert 2001; Haga et al. 2011;
Portella et al. 2012; Boglione et al. 2013). Porém, além da dificuldade para
determinar o nivel ideal a ser suplementado, uma vez que ha diversos entraves
metodoldgicos na aplicacdo de estudos de dose-resposta em experimentos com
larvas de peixes (Conceicdo et al. 2010), e dificuldade em enriquecer
diferencialmente o alimento vivo com niveis de VA (Negm et al. 2013, 2014), existe a
davida de qual o momento mais importante para que essa suplementagado ocorra, e
qual sua influéncia no metabolismo de formacdo d&ssea normal. Nessas
circunstancias, utilizou-se a técnica de isétopos estaveis naturais, cujos elementos
séo incorporados em cada um dos tecidos conforme sdo assimilados pelo animal.
Sendo assim, os valores isotdpicos do &™C dos tecidos de larvas (integras e
digeridas), alimentadas com nauplios de artémia contendo ou ndo suplementacéo de
VA, indicaram o processo de incorporacdo do carbono desse alimento nos tecidos
das larvas de pacu.

Os valores de 3%°C das larvas, no dia zero (-19,71%0 e -21,79%0 para larvas
inteiras e larvas digeridas), distinguiram-se do sinal isotépico do alimento vivo (-
16,36+0,10%o0), que também foi diferente do sinal da dieta formulada (-25,80+0,45%o).
A medida que as larvas foram ingerindo o alimento vivo nos dias subsequentes, 0s
sinais isotépicos dos tecidos das larvas, integras ou digeridas, de ambos os
tratamentos (A0 e A10) aproximaram-se da composi¢cao isotdpica do alimento vivo.
Porém, a partir do momento em que foram oferecidos simultaneamente artémia e
dieta formulada (na transicdo alimentar), o sinal isotépico manteve-se no patamar,
mesmo apos o oferecimento exclusivo das dietas formuladas, indicando
aproveitamento e assimilacdo muito baixos dos nutrientes do alimento inerte. Isso

também pode ser confirmado a partir do crescimento insatisfatério das larvas, em
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ambos os tratamentos, durante a fase de alimentacdo com dieta formulada,
momento em que praticamente ndo cresceram, resultados confirmados pelas baixas
taxas de crescimento especifico. Com base na premissa de que o animal é aquilo
gue consome +1%o para o is6topo de carbono (DeNiro e Epstein 1978), praticamente
houve apenas incorporagéo do carbono oriundo do alimento vivo.

A utilizacdo de dieta formulada no inicio da alimentagdo exdgena de peixes
com caracteristicas altriciais vem sendo um desafio, devido a imaturidade do sistema
digestorio das larvas (Portella e Dabrowski 2008), dificuldade em formular um
alimento inerte nutricionalmente balanceado, atrativo, palatavel, com densidade
adequada e estabilidade na dgua (Menossi et al. 2012), entre outros fatores. Porém
0 uso de dietas inadequadas durante o desenvolvimento inicial de larvas de pacu
afeta sua sobrevivéncia e crescimento (Jomori, 2005, Tesser et al. 2005, 2006,
Mukai-Corréa 2008, Menossi et al. 2012, Rodrigues 2012), como o verificado com a
dieta utilizada no presente trabalho. Mesmo desconhecendo-se as exigéncias
nutricionais do pacu nas fases consideradas, a dieta utlizada foi efetiva na
alimentacédo de juvenis de pirapitinga Piaractus brachypomus (Palacios et al. 2006) e
de P. mesopotamicus (Takata 2011). No entanto, para atender as necessidades do
presente estudo, a caseina foi substituida por uma caseina hidrolisada livre de VA
(Sigma Aldrich), cujo sabor é acentuado, entre o azedo e o umami. Essa
caracteristica pode ter reduzido a atratividade e palatabilidade das dietas, resultando
em baixa ingestdo. No ano seguinte, para a realizacdo de novo experimento (Cap. 6
da presente tese), essa caseina hidrolisada livre de VA foi substituida por caseina
convencional, e a taxa de ingestdo e crescimento das larvas de pacu foram
superiores.

Considerando amostras de larvas integras, observou-se que a incorporagao
do carbono-13 dos alimentos nos tecidos de larvas de pacu resultou em curvas
exponenciais semelhantes entre os tratamentos. Por outro lado, a incorporacéo
desse isétopo no tecido esquelético (nas larvas digeridas pela tripsina) foi diferente
entre as larvas que receberam ou ndo a suplementacdo de VA. Estas diferencas
isotdpicas entre os grupos de larvas integras e digeridas podem ser explicadas pelo
conjunto de tecidos que constituiram as respectivas amostras. Os tecidos

apresentam diferentes taxas de turnover isotopico (Tieszen et al. 1983), e ao se
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considerar larvas integras, o padrao de resposta contemplou um conjunto de tecidos
(masculos, ossos, sangue, adiposidades etc.), provavelmente prevalecendo a
contribuicdo do tecido muscular. J4 em larvas submetidas a digestao pela tripsina,
predominou a contribuicdo do tecido ésseo, e diferentes valores para a meia-vida do
carbono-13 foram obtidos (2,76 e 2,45 dias nas larvas integras sem e com VA, e
7,27 e 5,0 dias nas larvas digeridas sem e com VA, respectivamente).

Tecidos mais ativos metabolicamente apresentam taxas de turnover do
carbono mais rapidas do que os tecidos menos ativos (Tieszen et al. 1983). Por isso,
uma relativa escala de tempo € atribuida ao turnover isotépico de cada tecido, que
vai desde semanas para tecidos como o figado, meses para o tecido muscular, até
anos para o 6sseo (Gaston e Suthers 2004). Esses intervalos sé&o, porém,
considerados para animais juvenis ou adultos, que ja apresentam sua conformagéo
e proporcao de tecidos definidas. Em larvas de peixes, observou-se que esse tempo
de incorporacao foi mais acelerado, mesmo no tecido 4sseo.

Esta discrepancia pode ser atribuida as rapidas transformacdes
morfofisiolégicas que ocorrem durante o desenvolvimento larval (Portella e
Dabrowski 2008), que envolvem formacéo, diferenciacdo e crescimento de novos
orgaos e estruturas, como observado no ambito da presente pesquisa (Cap. 2) e em
outros trabalhos com larvas de pacu e outras espécies de peixes. Por exemplo,
Leitdo et al. (2011) observaram rapido aumento da massa muscular por processos
hiperplasico e hipertréfico das fibras musculares de larvas de pacu bem alimentadas
com nauplios de artémia, e Menossi et al. (2012) verificaram que a diferenciacdo do
sistema digestoério em larvas de pacu ocorre de forma mais acelerada em larvas bem
alimentadas com nauplios de artémia do que em larvas que recebem precocemente
alimento formulado.

Pelas andlises isotépicas das larvas digeridas, pode-se constatar que o
turnover do carbono-13 no tecido 6sseo mostrou-se mais acelerado em larvas que
receberam a suplementacéo de VA, com diferenca de 2,27 dias para a meia-vida do
carbono. Apesar das variagbes pontuais entre as repeticbes amostrais (causadas
possivelmente pela manipulacdo das amostras ao digerir os tecidos), as diferencas
no turnover do carbono entre os tratamentos podem ser relacionadas com o

crescimento 6sseo. O processo de ossificacdo das larvas de pacu ocorre até 14,5 +
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1,5 dpe (7,75 £ 0,28 mm de CP) para o esqueleto axial; 24 + 6 dpe (9,54 £ 0,74 mm
de CP) para o esqueleto craniofacial, e até 40 dpe (19,88 + 0,97 mm de CP) para
algumas das estruturas do esqueleto apendicular (Cap. 2 da presente tese).

Os retindides exercem efeito direto sobre as células do osso, promovendo a
proliferacdo e diferenciacdo celular, determinando o crescimento, padronizacdo do
corpo, desenvolvimento do sistema nervoso, e esquelético (Ross et al. 2000). O
processo de ossificacdo pode ser afetado pela falta ou excesso de VA na dieta,
influenciando o desenvolvimento esquelético dos animais (Mazurais et al. 2009). Em
excesso, ocorre inibicdo de células responsaveis pela formacdo Ossea, 0s
osteoblastos, e estimulo de células que realizam a reabsorcdo Oéssea, 0s
osteoclastos (Fernandez e Gisbert 2011). Os resultados isotopicos obtidos no
presente estudo podem ser indicativos que a dose de VA usada no tratamento
A10D10 néo foi excessiva para o pacu. Pelo contrario, a suplementacdo de VA
mostrou-se benéfica para promover incorporacdo de nutrientes mais acelerada nos
tecidos Gsseos das larvas, comparada ao observado nos animais do tratamento
AO0DO.

Em sintese, por meio do estudo do turnover isotépico do carbono-13 no tecido
0sseo, observou-se que suplementacdo de VA influencia o crescimento 0sseo e
promove desenvolvimento mais acelerado desse componente corporal, mesmo que
ndo tenham sido observadas evidencias de efeito da suplementacdo no peso e
comprimento das larvas de pacu. Os niveis de VA estudados ndo foram conclusivos
em relacdo as anomalias esqueléticas, no sentido de estabelecer teores mais
apropriados para inferir sobre a falta ou o excesso deste nutriente, exigindo
continuidade dos estudos. Ainda, mais estudos sd0 necessarios para a proposicao
de uma formulacdo de dieta semi-purificada que auxilie na experimentacéo

nutricional de larvas de peixes neotropicais.
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CAPITULO 6- Efeito da vitamina A na incidéncia de anormalidades esqueléticas

em larvas de pacu

Resumo

A vitamina A (VA) possui papel central na formagado esquelética de larvas de
peixes, pois participa da diferenciagdo, crescimento e desenvolvimento de células e
tecidos na fase de embriogénese. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da VA
na incidéncia de anormalidades esqueléticas em larvas de pacu em um experimento
desenvolvido em duas fases. Na Fase | foram aplicados dois tratamentos: Ao,
nauplios de artémia e Asy (nauplios de artémia enriquecidos com 50.000 Ul de
acetato de retinol, AR), com oito repeticdes, distribuidos em 16 tanques de 100L (15
larvas/L). Na Fase Il, as larvas de cada um dos tratamentos da primeira fase foram
redistribuidas em 32 tanques de 50L e passaram a receber quatro dietas
formuladas suplementadas ou ndo com vitamina A: Do, D30, Dso € D1z (0; 30.000;
60.000 e 120.000 Ul de AR.kg* de dieta, respectivamente), com quatro repeticdes. A
transicdo do alimento vivo para o alimento formulado foi realizado de forma gradativa
por trés dias, até a supressao total de alimento vivo. Ao final das duas fases as
larvas foram contadas para taxa de sobrevivéncia, e uma amostra foi avaliada para
desempenho e incidéncia de anomalias esqueléticas. Os resultados indicam que o
tratamento que melhor atendeu aos parametros avaliados foi 0 AoD3p € que, no
conjunto das anomalias esqueléticas, esse mostrou-se mais distante da incidéncia
geral, com indicios de que niveis menores de VA sdo mais agravantes na fase inicial
de desenvolvimento, enquanto niveis maiores em estagios posteriores.
Palavras-chave: Anomalias esqueléticas, hipervitaminose A, déficit de vitamina A,

metabolismo ésseo.

1. Introducéo

Anormalidades esqueléticas tém sido problema para criagdo de muitas
espécies de peixes, pois afetam o crescimento, desenvolvimento e sobrevivéncia,
bem como o valor final de producdo (Boglione et al. 2001). Um dos fatores
causadores de anomalias é a nutricdo, pois tem papel fundamental durante as fases

iniciais de desenvolvimento larval (Takeuchi 2001; Cahu et al. 2003; Lall e Lewis-



116

McCrea 2007). Entre os nutrientes com maior efeito sobre o metabolismo 6sseo
estdo o0s minerais (calcio e fésforo) e as vitaminas (A, C e D), que, quando
deficientes ou em excessos na dieta, podem levar a incidéncia de anormalidades
esqueléticas (Lall e Lewis-McCrea 2007; Boglione et al. 2003).

Muitos trabalhos enfatizam o papel dos componentes da dieta nos estagios
larvais avaliando as necessidades nutricionais, utilizando parametros indiretos de
crescimento e sobrevivéncia (Cahu et al. 2003). Porém, pesquisas recentes tém
buscado respostas mais especificas que permitam também avaliar a qualidade
larval.

Durante o desenvolvimento larval dos peixes ocorre a esqueletogénese, um
complexo processo biolégico que tem inicio na embriogénese e continua até a
completa formagéo do peixe, no estagio juvenil. Nesse processo, diferentes células
atuam, como os: osteoblastos, condrdcitos, osteécitos e osteoclastos (Fernandez e
Gisbert 2010).

A vitamina A (VA) desempenha papel fundamental no desenvolvimento 6sseo
e em outras fungbes, como visdo, reproducdo e mantenca (Haga et al. 2002). Suas
fontes podem ser de diferentes origens, vegetal (carotenoides) e animal (ésteres de
retinol), porém as taxas de conversao variam de acordo com 0 precursor presente
na dieta (Takeuchi 1998). Ingredientes utilizados em dietas para peixes sao ricos em
VA, como os 0leos e farinhas de peixes (Lall e Parazo 1995) e nauplios de artémia,
alimento vivo comumente utilizado durante a alimentagdo inicial das larvas. O
processo de enriguecimento dos nauplios, principalmente com a utilizacéo de acidos
graxos essenciais, que sdo oferecidos aos nauplios antes de eles serem ofertados
as larvas, pode resultar em altas concentra¢des de VA nestes organismos (Takeuchi
1998; Cahu et al. 2003).

Mais especificamente, a VA regula a esqueletogénese e desenvolvimento
cartilaginoso dos peixes, por meio do controle da funcdo dos condrécitos e
maturacdo e proliferacdo dos osteoclastos. Os osteoclastos estdo envolvidos na
reabsorcdo 6ssea, que quando estimulada pela hipervitaminose A atrasa a produg&o
da matriz 6ssea, acelerando o desenvolvimento de estruturas esqueléticas pela
mineralizacdo precoce (Vasan e Lash 1975), que, por sua vez, pode levar a ma

formagdo Ossea (Dedi et al. 1995). Entre as regides mais afetadas pela
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mineralizacdo precoce estdo a coluna vertebral, que pode manifestar anomalias
esqueléticas como curvaturas (lordose, escoliose e cifose), compressédo e fusdo de
vértebras (Dedi et al. 1995, Takeuchi et al. 1995; Haga et al. 2011); e a cabeca
(mandibula) (Haga et al. 2003; Haga et al. 2011).

As informagbes sobre os niveis de inclusdo de VA na dieta sdo pouco
conclusivas. O NRC (1993) recomenda para diferentes espécies niveis entre 1.000 e
3.500 Ul kg?, enquanto estudos com Paralichthys olivaceus indicam que doses
menores que 50.000 Ul kg de dieta previne ocorréncia de anomalias esqueléticas
(Dedi et al. 1995). Para Dicentrarchus labrax melhor desempenho e menor
incidéncia de anormalidades sdo observadas quando se utiliza doses entre 9.402 e
20.755 Ul kg™ (Mazurais et al. 2009) e 89.350 Ul kg™ para a mesma espécie em
outro estudo (Villeneuve et al. 2005), justificado pelas diferencas devido a qualidade
entre as desovas desta espécie. Ou seja, 0 nivel seguro de VA pode ser variavel de
acordo com a espécie e para uma mesma espécie.

O efeito da VA no desenvolvimento e esqueletogénese de peixes tem sido
estudado principalmente em peixes marinhos, como  Paralichthys olivaceus
(Takeuchi 1995, Dedi et al. 1995, Haga et al. 2002, 2003); Pagrus pagrus (lzquierdo
et al., 2010); Hippoglossus hippoglossus (Lewis-McCrea e Lall 2010); Solea
senegalensis (Fernandez e Gisbert 2010, Darias et al. 2012); Dicentrarchus labrax
(Mazurais et al. 2009). Porém, ha escassez de informacdes para larvas de peixes de
agua doce, em especial as espécies neotropicais, como 0 Piaractus mesopotamicus,
conhecido como pacu.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi verificar a influéncia da suplementacgéo
de VA no desempenho e incidéncia de anomalias esqueléticas em larvas de pacu
alimentadas com nauplios de artémia enriquecidos ou ndo com VA e,
posteriormente, com dietas formuladas contendo diferentes niveis de

suplementacéo.

2. Material e métodos
2.1. Obtencéao das larvas e tratamentos

O experimento foi realizado no Laboratério de NutricAo de Organismos
Aquaticos (LANOA) do Centro de Aquicultura da UNESP, Jaboticabal, SP, no
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periodo de janeiro a marco de 2013. Doze mil e oitocentas larvas de pacu recém-
eclodidas, obtidas por reproducéo induzida, foram aclimatadas em 16 tanques de
100 L (8 larvas L™), dotados de renovacado continua de agua (cerca de 20 vezes o
volume por dia) e aeracdo constante. As larvas foram expostas ao fotoperiodo
natural, garantido pela iluminacéo do laboratério.

O experimento foi dividido em duas fases: a primeira foi constituida por dois
tratamentos, com oito repeticdes. Larvas com seis dias de vida e iniciando a
alimentacdo exdgena receberam somente alimento vivo (nauplios de artémia), por
25 dias em quantidades crescentes (Jomori et al. 2003). Durante esse periodo, um
tratamento (oito tanques) recebeu nauplios enriquecidos com 50.000 Ul de acetato
de retinol (AR) g de cisto (Sigma Aldrich) - Aso (Conforme descrito no tépico 2.1 do
Cap. 5), e o outro recebeu nauplios sem enriquecimento - Ao.

Para a segunda fase do experimento, as larvas remanescentes de cada
tratamento foram contadas, avaliadas e redistribuidas nos tanques previamente
lavados e higienizados, na densidade de duas larvas LY. No inicio dessa fase,
passaram pelo processo de transicdo alimentar gradativa, com oferecimento
conjunto de nauplios de artémia e alimento formulado (Tabela 1) por trés dias, até a
supressao total de nauplios. As larvas de cada tratamento da primeira fase (Ag € Asp)
receberam dieta formulada contendo diferentes doses de VA: Do, Dzg, Deg € Di2g
(correspondendo a 0, 30.000, 60.000 e 120.000 Ul de AR kg* de dieta,
respectivamente), conforme esquema apresentado na Figura 1.
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Tabela 1. Dieta formulada semipurificada para larvas de pacu, de acordo com

Palacios et al. (2006), com adaptacdes. Para cada tratamento foi adicionado acetato

de retinol (Ul kg™) nas doses preconizadas.

INGREDIENTES

gkg*

Caseina'

Gelatina®

Dextrina®

Celulose ultrafina*
Hidrolisado de peixe®

Lecitina de soja®
Enriquecimento’

Oleo
Oleo

de soja®
de girassol®

420
70
238
60
100

30
22
30
30

Total

1kg

! Sigma Aldrich; 2 Dinamica; ° Dinamica; * Rhoster; 5; ° Pantec; 'Premix formulado especialmente pela
empresa Amicil SA para ser livre de vitamina A. Composi¢do: 600.000 Ul de vitamina D3; 30.000 mg
de vitamina E; 3.000 mg de vitamina K3; 4.000 mg de vitamina B1; 4.000 mg de vitamina B2; 3.500
mg de vitamina B6; 8.000 mcg de vitamina B12; 60.000 mg de vitamina C; 20.000 mg acido
nicotinico; 10.000 mg de panteonato de calcio; 200 mg de biotina; 1.200 mg de &cido folico; 5.000 mg
de antioxidante OxyNil; 3.500 mg de sulfato de cobre; 20.000 mg de sulfato de ferro; 10.000 mg de
sulfato de manganés; 24.000 mg de sulfato de zinco; 160 mg de calcio; 100 mg de sédio, 80 mg de
cobalto; 25.000 mg de inositol e 100.000 mg de cloreto de colina; 8Lisa; ‘Lisa

Fasel

Fasel

60 dias

— —T =

A7

RSN

RTRILONIL|

E000NBB0

]

S [ ]

(AD) Artemia

(AQ) drtemia deerascenta

{AS50) Artemia anrig. {30.000UI acatato da ratinol)
{AS50) Artemia snriq. deerescants

(D)) Diieta formulada sem adigdo ds acetato da retinol
(D30 Dizta formulada 30 000 Ul acatato da retinel
(D60 Dizta formulada 60 000 Ul acatato da retinel
(D120) Diista formulada 120.000 Ul acatato de retinol

Fig. 1. Fluxograma do experimento: 1-25 dppa (dias

pés-primeira alimentacg&o):

alimento vivo enriquecido (Asp) ou ndo (Ao); 26-28 dppa: transigdo alimentar gradual



120

para dietas com quatro niveis de vitamina A (Do, D30, Dso € Di2o), € alimentacéo

exclusiva com as dietas formuladas até 60 dppa.

A analise da composicéo dos alimentos oferecidos para as larvas no decorrer
do periodo experimental pode ser vista na Tabela 2. Os teores de matéria seca, fibra
bruta e extrato etéreo foram determinados como descritos em AOAC (1995). A
proteina bruta foi determinada por combustdo de Dumas em analisador de
nitrogénio (LECO FP-528 LC), seguindo o procedimento descrito por Etheridge et al.
(1998). A energia bruta foi realizada por combustdo da amostra em bomba
calorimétrica, e a analise de VA foi realizada por cromatografia liquida de alta
performance (HPLC), no laboratério de Andlises Clinicas LABTEC, Hortolandia, Sdo

Paulo.

Tabela 2. Composicdo centesimal (g kg) dos alimentos oferecidos as larvas de
pacu durante o experimento: nduplios de artémia sem (Ag) e com enriguecimento
(acetato de retinol, Ul g de cisto) (As);) e dietas formuladas com quatro niveis de

vitamina A (acetato de retinol, Ul kg'l) (Do, D3o, Deo € D120).

Proteina Energia Extrato Fibra Matéria Extrato ndo

Vitamina A

Alimento Umidade Bruta Bruta Etéreo Bruta Mineral Nitrogenado (Ul kg-1)

(%) (%) (kcal kg™ (%) (%) (%) (%) Esperado Encontrado
Ao 85,90 59,38 4650,5 6,50 6,59 9,94 5,89 0* 20.204,4**
Aso 8563 58,46 44824 546 603 994 7,67  50.000* 1.115.239,0**
Do 5,37 47,90 4888,5 8,83 541 3,46 29,03 0 470,8
D30 5,47 47,37 4870,2 9,05 5,07 3,37 29,67 30.000 47.210,1
Deo 5,84 47,72 4880,7 8,65 4,32 343 30,04 60.000 59.630,6
D120 5,05 48,06 4920,1 8,87 493 3,35 29,74 120.000  173.720,5

*Ul g~ de cisto;
= | g de peso seco.

As larvas receberam o alimento vivo fracionado em seis arragoamentos
diarios, e o formulado em cinco. Durante o experimento, os detritos acumulados no
fundo dos tanques foram removidos diariamente por sifonamento, as eventuais
larvas mortas foram removidas e contabilizadas, e os parametros da agua foram

mensurados, permanecendo em: temperatura a 29,0 £ 1,1°C, oxigénio dissolvido a
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5,17 + 0,39 pg L™, aménia, nitrito e nitrato em torno de 76,56 + 16,30 ug L™, 0,99 +
0,63 ug Lt e 125,35+ 7,85 ug L™, respectivamente.

2.2. Desempenho zootécnico

Para acompanhar o crescimento na primeira fase, 10 larvas de cada tanque
foram coletadas aos 5, 10, 15, 20 e 25 dias poés-primeira alimentagdo (dppa),
eutanasiadas por aprofundamento de anestesia (benzocaina a 0,02%), e fixadas
para mensuracao do peso Umido, comprimento total (CT) e padrdo (CP). Ainda,
terminada essa fase, as larvas foram contadas para determinacdo da taxa de
sobrevivéncia.

Durante a segunda fase, 10 larvas de cada tanque foram coletadas aos 32,
39, 46 e 60 dppa, eutanasiadas, e fixadas para posterior determinacdo do
crescimento (peso, CT e CP). Além disso, todas as larvas foram contadas para

avaliac@o de sobrevivéncia aos 46 e 60 dppa.

2.3. Anomalias esqueléticas

Ao final da primeira fase, 5% das larvas de cada tanque (80 larvas) foram
amostradas, enquanto, na segunda fase, aos 46 e 60 dppa, 10% das larvas de cada
tanque (40 larvas) foram coletadas para determinacdo da incidéncia de anomalias
esqueléticas. Ainda, amostras de cada tratamento, ao final de cada fase, foram
coletadas para avaliagdo da expressdo de genes ligados ao metabolismo da VA
(RAR, RXR) e o gene de referéncia 18S (Almeida et al. 2010).

As amostras coletadas foram coradas com azul de alcian e vermelho de
alizarina (Potthoff 1984;, Darias et al. 2010) para distincdo de osso e cartilagem.
Juvenis de pacu, com 60 dppa foram congelados e radiografados (Amplitude 26 kv,
voltagem 600 mA e tempo de 500 ms) (Koumoundouros et al. 2000).

A incidéncia de anomalias esqueléticas durante as duas fases experimentais
foi avaliada de acordo com o proposto por Boglione et al. (2001). Todas as larvas
amostradas foram avaliadas para verificar a presenca (1) ou auséncia (0) de
anormalidades nas regides da cabeca: mandibula inferior (MI), mandibula superior
(MS); coluna vertebral: cifose (C), escoliose (E), lordose (L), vértebras anormais (V),

gue podem ser achatadas (VA) ou fusionadas (VF); e nadadeiras: dorsal (ND), anal
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(NA) e caudal (NC). As estruturas foram avaliadas quando essas se encontravam
completamente ossificadas. Assim, as amostras da primeira fase n&o foram
avaliadas quanto a incidéncia de anormalidades nas nadadeiras, pois nem todas as

larvas amostradas apresentavam-se com o processo de ossificagcdo completo.

2.4. Andlise molecular

2.4.1. Extracdo e Quantificacdo do RNA, Andlise da Qualidade e Transcrigcdo
Reversa

Amostras de pool de larvas (aproximadamente 50 mg) foram coletadas para
extracdo do RNA total com reagente TRIzol® (Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA), conforme instrugdes do fabricante. As amostras congeladas
foram homogeneizadas com o homogeneizador de tecidos (IKA UltraTurrax/T-25)
em 1 mL de TRIzol/50-100 mg de tecido. A solucéo resultante foi cuidadosamente
transferida para um tubo de 1,5 mL e incubada durante 5 minutos a temperatura
ambiente, para permitir a completa dissociagdo dos complexos nucleo-proteicos.
Apbs esse periodo, foram acrescentados 0,2 mL de cloroférmio e homogeneizado
vigorosamente, incubando, na sequéncia, por 3 minutos a temperatura ambiente.
Em seguida, o material foi centrifugado a 12.000 x g por 15 minutos a 4°C. A fase
aquosa formada ap0s a centrifugacdo do material foi separada e 0 RNA precipitado
por intermédio da incubacédo com 0,5 mL de alcool isopropilico durante 10 minutos a
temperatura ambiente. O material foi novamente centrifugado a 12.000 x g por 10
minutos a 4°C e o sedimento de RNA formado foi lavado com 1 mL de etanol 75%,
para nova centrifugacédo a 7500 x g por 5 minutos a 4°C e remoc¢éo cuidadosa do
sobrenadante. ApGs a remocéo do excesso de liquido do fundo do tubo, o pellet de
RNA foi dissolvido em agua-DEPC (agua deionizada tratada com Dietilpirocarbonato
(DEPC) 0,01% - SIGMA), incubado por 10 minutos a 60°C (para a inativacdo de
gualquer possivel residuo de RNase) e, finalmente, armazenado a -80°C.

O RNA total extraido foi analisado em espectrofotdbmetro do tipo NanoVueTM
Plus (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA), a 260 e 280 nm de absorbancia (A). O

calculo da razdo entre A260 e A280 forneceu estimativa da qualidade da extragéo e
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pureza do RNA (foram utilizadas somente amostras com razéo igual ou superior a
1.8).

A integridade do RNA total extraido foi analisada por eletroforese em gel de
agarose 1,5%. A agarose foi dissolvida em tampdo TBE 1X (89 mM Tris base, 89
mM &cido borico, 2 nM EDTA) e acrescida do corante GelRed® (Biotium, Hayward,
CA, USA). Uma aliquota do RNA total (1 pL), misturada com 5 uL do tampé&o de
aplicacdo Orange-G, foi aplicada no gel e submetida a corrida eletroforética a 120 V
por cerca de 1 hora. O gel de agarose foi corado ap6s a corrida, utilizando-se o
SYBR® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Os
géis foram fotografados sob luz ultravioleta e a integridade do RNA total extraido foi
confirmada pela presenca das bandas referente ao RNA ribossomal 18S. Ainda, as
amostras de RNA foram submetidas a tratamento com DNase, uma enzima que €
capaz de degradar todo o DNA gen6mico contaminante.

Conforme as instrucbes do protocolo DNase | - Amplification Grade
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA), 2 ug do RNA total de cada
amostra destinado a reacdo de transcricado reversa foi transferido para um microtubo
estéril, onde foram adicionados 2 yL de 10X DNase | Reaction Buffer, 2 yL de
DNase | Amp Grade (1 U/uL) e agua-DEPC (tratada com Dietilpirocarbonato-DEPC
0,01% - SIGMA®) na quantidade suficiente para completar 20 pL de solucdo. Essa
solucdo permaneceu a temperatura ambiente durante 15 minutos e, em seguida, foi
acrescida de 2 pyL de EDTA (25 mM) e incubada a 65°C por 10 minutos, para a total
inativacdo da enzima DNase I. O tratamento de 2 ug de RNA total com DNase |
gerou 22 L de solucao final usada para Transcricdo Reversa (RT).

O RNA foi imediatamente transformado em molécula de DNA complementar
(cDNA), que possui maior estabilidade e ndo esti sujeito & acdo de RNases. A
reacdo de RT foi realizada utilizando-se o High Capacity cDNA Archive Kit (Applied
Biosystems Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA), onde 2 ug do RNA total tratado
com DNase | (22 pL de solugéo) foram acrescidos de 10 pL de tampé&o de RT (10X
RT Buffer), 4 mL de dNTPs (25X), 10 yL de Randon Primers (10X), 5 uL de enzima
RT, MultiScribe RT (50 unidades/uL), 2,5 pL de inibidor de ribonuclease
recombinante RNaseOUT (40 unidades/uL), e o volume final da reacdo ajustado

para 100 mL com &gua ultrapura livre de DNase/RNase. Cada amostra foi incubada
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a 25°C por 10 minutos, e entdo a 42°C por 2 horas. Os produtos da reacdo de RT

foram armazenados a -20°C e utilizados nas reacdes de PCR.

2.4.2. Padronizacdo da PCR Tradicional

Os produtos da reacdo de RT foram submetidos a reagédo de PCR, onde 1,0
ML de cada cDNA foi adicionado a 0,5 yL de cada primer, forward e reverse (10 uM),
0,5 pyL de agua ultrapura e 22,5 yL de Platinum® PCR Supermix (22 U/mL de
Platinum® Taq DNA Polymerase, 22 mM Tris-HCI pH 8,4, 55 mM KCI, 1,65 mM
MgCI2, 220 yM dNTPs - Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), em um
volume final de 25 pL de solucéo.

Os primers para RARa e RXRa foram desenhados a partir das sequéncias
parciais desses genes em Paralichthys olivaceus e Danio rerio, respectivamente
(Ndmeros de Acesso: AB0737821 e NM-001161551.2), publicadas no GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/nucleotide). Como referéncia, por ndo apresentar
variacdo significativa para os receptores nos diferentes tratamentos a serem
analisados, foi utilizado o gene RNA ribossomal 18S (rRNA 18S) nas amostras de
pacu, descrito por Almeida et al. (2010) (numero de acesso: FJ686692).

Todos os produtos da reacdo de PCR foram verificados por sequenciamento
nucleotidico no ABI 377 Automated DNA Sequencer (Applied Biosystems, USA),
utilizando-se os procedimentos do BigDye® Terminator v.3.1 Cycle Sequencing kit
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). As sequéncias nucleotidicas parciais
obtidas foram analisadas por meio da ferramenta BLASTn (Altschul et al., 1990),
disponivel no site do National Center for Biotechnology Information — NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast), para comparar os fragmentos amplificados com
aqueles de outros peixes teledsteos publicados.

As sequéncias parciais obtidas para os receptores RARa e RXRa foram
utiizadas para desenhar os respectivos primers da PCR quantitativa (qPCR),
utilizando-se o software Primer Express® (Applied Biosystems, Foster City, CA,
EUA) (Tabela 3).
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Tabela 3. Sequéncia dos primers utilizados na gPCR para pacu, Piaractus

mesopotamicus.

Receptores Primer Sequencia (5’-3")
RARQ Forward CCATGACCTTTTCGGATGGT
Reverse GCCGGCATTATGCATCTGA
RXRa Forward CCCTGGACGATCAGGTCATT

Reverse  GAAGCGATGAGCAGCTCGTT

2.4.3 PCR quantitativa e expresséo génica relativa

Para normalizacdo dos dados de expressao génica quantitativa foi utilizado
como referéncia passiva o gene do RNA ribossomal 18S (rRNA 18S), ap0s analises
estatisticas comparativas que demonstraram este ser um gene estavel entre os
grupos.

A analise das eficiéncias de amplificacdo dos primers foi feita mediante
andlise da curva-padréao (CP), composta por uma série de sete diluicdes, a partir de
uma solucdo inicial que continha cDNA das amostras musculares de todos os
animais. Para que o método de quantificacdo relativa do Ct Comparativo (ACt)
pudesse ser usado, foi necessario fazer sua validacédo, determinando se a eficiéncia
de amplificacdo dos genes alvo é similar a eficiéncia de amplificagdo do gene
enddgeno (User Bulletin #2, Applied Biosystems, 2001). Os valores de Ct, obtidos a
partir das CPs para cada um desses genes, foram utilizados para construir graficos
representando, no eixo y, o valor de ACt (onde ACt = Ctgene alvo — Clgene de referéncia) €,
no eixo X, o valor do log das concentracdes de cDNA utilizado nas diluicbes (dados
nao apresentados). Como o valor da inclinacdo da reta estava entre os valores de -
0.1 e 0.1 para todos os genes, 0 método do ACt pdde ser utilizado.

A PCR quantitativa foi realizada para os receptores RARa e RXRa, utilizando
o Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA),
conforme instrucdes do fabricante, com 2 uL do produto da RT (equivalente a 40 ng
de RNA total), 12,5 uL de Power SYBR® Green Mix (2,5X), primers forward e reverse
(400 nM) e 4gua-DEPC suficiente para um volume final de 25 uL de solugdo. As
reacdes para cada gene foram realizadas em triplicata no Sistema QuantStudio™
12K Flex Real-Time PCR System (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA). Ao
término de cada PCR, foi realizada a analise da curva de dissociacdo dos

fragmentos amplificados, permitindo avaliar a especificidade de cada conjunto de
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primers utilizado. Os valores de expressdo génica relativa da RARa e RXRa foram
obtidos mediante quantificagdo pelo Método do Ct Comparativo (Livak & Schmittgen
2001), apés validacdo do mesmo e normalizacao pelo controle endégeno de menor

variacdo entre os grupos, o gene do RNA ribossomal 18S.

2.5. Andlise estatistica

Os delineamentos experimentais foram em DIC, considerando, na primeira
fase, dois tratamentos com alimento vivo (Ao e Asg), com oito repeticdes cada. Na
segunda fase, o experimento foi conduzido em esquema fatorial (2 x 4),
considerando dois tipos de alimentacdo inicial (Asp € Ag) e quatro dietas com
diferentes niveis de VA (Do, D3, Dgo € Dizg), com quatro repeticdes para cada
tratamento. Os dados de desempenho foram analisados pela andlise de variancia
paramétrica (ANOVA), com parcela subdividida no tempo para os dados da primeira
fase. Quando verificadas diferencas estatisticas, as médias foram comparadas pelo
teste Tukey ao nivel de 5%, utilizando o software SAS 9.1, SAS Institute, Cary, NC,
USA. Ainda, para andlise de incidéncia de anormalidades esqueléticas nas duas
fases experimentais foi utilizada estatistica multivariada, por meio de analise de

correspondéncia, no software Statistica 7.0.

3. Resultados
3.1. Desempenho zootécnico

A taxa de sobrevivéncia na primeira fase foi de 67,8 £ 12,4% para Aq e de
70,3 £ 12,5 para Asp estatisticamente semelhantes. As médias de peso, CT e CP,
avaliadas ao longo do tempo em cada tratamento, encontram-se na Tabela 4. Os
tratamentos ndo resultaram em diferencas significativas para os parametros
avaliados (P=0,8743; 0,7724 ; 0,5940; respectivamente). Porém, houve diferengas
ao longo do tempo, com as larvas alcancando 71,34 + 7,24 e 76,10 £ 15,71 mg de

peso ao final de 25 dppa, para Ao e Asp respectivamente (P<0,0001).
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Tabela 4. Peso, comprimento total (CT) e comprimento padrdo (CP) de larvas de
pacu na primeira fase experimental (5 a 25 dias pés-primeira alimentacdo, dppa),
alimentados com nauplios de artémia enriquecidos (50.000 Ul kg™ de acetato de

retinol, Aso) ou n&o (Ao) com vitamina A.

Dppa

Trat. 5 10 15 20 25

Peso A, 2,60+0,40"° 12,13+2,08"% 27,42+4,93"° 59 90+6,77"° 71,34+7,24"
(Mmg) A5y 1,97+0,32°° 12,5+3,16"% 30,47+9,15"° 53,55+12,41"° 76,10+15,71"?

CT A, 6,92+0,26" 10,89+0,70"¢ 12,32+1,03"° 16,53+0,77"° 17,19+0,34"2
(mm) As, 6,50+0,29”¢ 10,82+0,70"¢ 12,71+1,39”° 15,65+1,00"° 17,52+0,59"2

cp Ao 6,30+0,26"° 9,68+0,69"° 10,27+0,57"° 13,94+0,31"° 14,14+0,52"2
mm)  Aso  5,96+0,26"° 9,42+0,47°" 10,71+1,03"° 14,67+3,67"° 14,31+0,40"
(mm)

*Mesma letra mailscula para coluna e minUscula para linha em cada parametro indica auséncia de
diferenca estatistica (teste de Tukey, P>0,05).

As taxas de sobrevivéncia da segunda fase, aos 46 e 60 dppa, podem ser
vistas na Tabela 5. Nao houve diferenca estatistica aos 46 dppa, e aos 60 dppa, 0s
dois Ultimos tratamentos apresentaram diferencas estatisticas em relacdo aos
demais. Desta forma, durante a segunda fase, as taxas de sobrevivéncia
mantiveram-se elevadas para a maioria dos tratamentos, mostrando boa
aceitabilidade da dieta pelas larvas, com excecdo apenas dos tratamentos AgDso,
AsoDso € AsoD120, cOm destaque para AsoDso, cuja queda foi de 38,8% entre as duas
avaliagbes. Nao houve diferenca entre as médias de peso, CT e CP entre os
tratamentos aos 32 (P=0,9751; 0,8123 e 0,6980), 39 (P=0,8521; 0,8126 e 0,7450) e
46 dppa (P=0,8127; 0,8450 e 0,7230; respectivamente). O crescimento ao longo

desta fase, para cada tratamento, pode ser observado na Figura 2.
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Tabela 5. Taxa de sobrevivéncia de larvas de pacu aos 46 e 60 dias pds-primeira
alimentacdo (dppa, que receberam nauplios de artémia sem (Ag) e com
enriquecimento de 50 mil Ul g* de vitamina A (Aso) na primeira fase, passando para
dietas suplementadas com 0, 30, 60 e 120 mil Ul kg'1 de vitamina A (Do, D30, Deo €

D120, respectivamente).

Sobrevivéncia (%)

Tratamentos 46 dppa 60 dppa
AoDo 86,9+14,4  98,5+9,52
AoD3o 92,5+6,4  86,0+2,12
AoDso 95,4+4,0  80,0+11,22
AoD120 92,5+3,9 05,0+2,12
AsoDo 78,948,4 96,0+7,42
AsoD3o 91,8+5,2 97,5+11,12
AsoDeo 85,8+8,1  47,0+14,9°

AsoD120 91,1+6,2  63,0+12,7°

*Letras diferentes para linha indicam que houve diferenca estatistica entre os tratamentos (teste de
Tukey, P<0,05).
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Fig. 2. Peso (mg) das larvas de pacu ao longo do tempo (TP) na segunda fase
experimental, aos 32, 39, 46 e 60 dias pds-primeira alimentacdo (dppa), , quando
receberam dietas com diferentes niveis de vitamina A: legenda de 1 a 8 para AgDo,

AoD30, AoDeo, AoD120, AsoDo, AsoD3z0, AsoDeo € AsoD120, respectivamente.
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Ao final do periodo experimental (60 dppa), ndo houve diferenca estatistica
para CT e CP entre os tratamentos (P=0,8931 e 0,7111, respectivamente). Porém
houve interacdo para peso entre os tratamentos que receberam alimento vivo
(artémia) sem (Ap) e com enriquecimento (Asp) (P=0,0310). O tratamento AgD3p foi
significativamente melhor, seguido pelo AoDo, que por sua vez nao diferiu dos
tratamentos AgDeo € AgD120. Os demais tratamentos ndo diferiram entre si, apenas

pode-se notar que o0 AsoD3o foi estatisticamente inferior ao AgD3o (Tabela 6).

Tabela 6. Peso de larvas de pacu aos 60 dias pds-primeira alimentacdo (dppa, que
receberam nauplios de artémia sem (Ao) e com enriquecimento de 50 mil Ul g* de
vitamina A (Asg) na primeira fase, passando para dietas suplementadas com 0, 30,

60 e 120 mil Ul kg™ de vitamina A (Do, D30, Dso € D120, respectivamente).

Dieta Artémia
formulada Ao Aso
Do 414,73+28,99 *%%  408,27+38,26 2
Dao 500,93+53,33 °*  395,31+35,21 AP
Dso 335,10+30,78 B®  386,54+68,52 "2
D120 387,70+46,62 B2 352,09+6,62 "

*Letras diferentes, mailscula para coluna e minuscula para linha, indicam que houve diferenca
estatistica entre os tratamentos (teste de Tukey, P<0,05).

3.2. Anomalias esqueléticas

As principais anomalias esqueléticas observadas nas larvas e juvenis de pacu
foram nos pterigiéforos da nadadeira dorsal (Figura 3.1), mandibula inferior e
superior (Figuras 3.2, 3.3 e 3.4), nas vértebras e raios da nadadeira caudal (Figuras
3.5, 3.6 e 3.7), na presenca de achatamento ou fusdo das vértebras da coluna

(Figuras 3.8 e 3.9) e auséncia de raios na nadadeira anal (Figuras 3.10).
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Fig. 3. Principais anomalias esqueléticas observadas em larvas (amostras coradas)
e juvenil (raio-X) de pacu. Larva (N) e juvenil (11) normais, e anomalias em: 1-
Pterigioforos da nadadeira dorsal; 2- Mandibula inferior (prognata); 3- Mandibula
inferior; 4- Mandibula superior (achatada); 5- Nadadeira caudal (trifurcada); 6-
Complexo caudal; 7- Uréstilo; 8- Vértebra (fusionada); 9- Vértebra (achatada); 10-

Nadadeira anal.
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O mapeamento da distribuicdo dos tratamentos experimentais das duas fases
em relagdo a incidéncia das anomalias esqueléticas mostra-se por meio da andlise
exploratéria dos dados. Pela andlise de correspondéncia é possivel observar a
disposicdo de cada tratamento, que segue padrdes de normalidade de acordo com a
distancia do eixo central. As anomalias esqueléticas observadas estao definidas pelo
espaco dos dois primeiros eixos correspondentes (Autovalor 1 e Autovalor 2, que
constituem juntos, no minimo, 60% da variancia geral dos dados) nas Figuras 4, 5 e
6.

Na primeira fase experimental, verifica-se claramente a diferengca no
posicionamento dos dois tratamentos (A; e Asp) em relacdo a incidéncia de
anomalias (Figura 4). Larvas alimentadas com nauplios de artémia sem
enriguecimento  (Ao) apresentam-se principalmente no lado esquerdo, e
relacionaram-se com as anomalias dos tipos MI, MS e L (mandibula inferior,
mandibula superior e lordose, respectivamente), embora algumas repeticées
apresentaram tendéncia as anomalias C e V (cifose e vértebras). Diferentemente, as
larvas alimentadas com nauplios de artémia enriquecidos com VA se posicionam
nos quadrantes opostos, mostrando-se mais distantes das anomalias esqueléticas
em geral, e entre as anormalidades mais préximas estdo as dos tipos E e V

(escoliose e vértebras).
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Fig. 4. Distribuicdo dos tratamentos experimentais, larvas de pacu alimentadas com

nauplios de artémia sem (A0) e com (A50) enriquecimento de vitamina A, em relacéo
a incidéncia de anomalias esqueléticas observadas ao final de 25 dias pos-
alimentacdo. (MIl) mandibula inferior, (MS) mandibula superior, (C) cifose, (E)

escoliose, (L) lordose e (V) vértebras.

Na segunda fase, aos 46 dppa, todos os tipos de anomalias esqueléticas
estudadas foram observados nos animais e os dois grupos experimentais (ou seja,
as larvas que receberam na primeira fase nauplios enriquecidos ou ndo com VA)
manifestaram pelo menos um dos tipos de anomalias (Figura 5). A anormalidade
com menor incidéncia foi a nadadeira dorsal, seguido pela cifose. O tratamento que
apresentou maior incidéncia de anomalias esqueléticas foi 0 AsgDg, por sua
proximidade ao eixo central. Ainda, a incidéncia de anomalias esqueléticas de
acordo com a regido afetada aos 46 dppa, para cada tratamento pode ser vista na
Tabela 7, sendo que a regido mais afetada foi a cabega, no tratamento AoDo (MI),
seguida pela coluna vertebral, nos tratamento ADo (E) e AoD3o (VF), € nadadeiras,
nos tratamentos AsoD120 (ND) € AgDo (NA).
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Fig. 5. Distribuicdo dos tratamentos experimentais constituidos por larvas de pacu
alimentadas com dietas contendo niveis de inclusdo de vitamina A, em relacdo a
incidéncia de anomalias esqueléticas observadas ao final de 46 dias pds-primeira-
alimentacdo. Ap e Asp: tratamentos da primeira fase do experimento (5 a 25 dppa)
gue, na sequéncia, receberam as dietas Do, D3g, Dgo, D120, cOm inclusdes de
vitamina A em 0, 30, 60 e 120 mil Ul de acetato de retinol kg* de dieta,
respectivamente. MI-mandibula inferior, MS-mandibula superior, C-cifose, E-
escoliose, L-lordose e VA-vértebras achatadas, VF-vértebras fusionadas, ND-

nadadeira dorsal, NA-nadadeira anal e NC-nadadeira caudal.



134

Tabela 7. Porcentagem de incidéncia de anomalias esqueléticas de acordo com a
regido do esqueleto de larvas de pacu, em cada tratamento com niveis de vitamina

A, ao final de 46 dppa.

Tratamentos Cabeca Coluna Ngdadeiras
vertebral impares
AdDo 25,0420,82  17,5¢17,32  7,5+7,0%
AoD30 20,0+19,3°  17,5+20,12 0°
AoDso 12,5+11,1°  8,8+11,6% 2,542,9°
AoD120 10,0+7,3° 6,3+10,4%®  1,25+2,5°
AsoDo 8,8+9,8° 11,3+14,0°  3,8+4,8b°
AsoDa3o 5+7,3° 6,25+2,5°  1,25+2,5°
AsoDeo 8,8+7,7° 3,8+5,4° 5,0+7,9°
AsoD120 6,3+4,8° 3,8+7,5°  10,0+17,0%
Média+DP 12,1+7,0 9,4+5,6 3,9+3,4

*Mesma letra para coluna indica auséncia de diferenca estatistica (teste de Tukey, P>0,05).

**A, e Aso: tratamentos da primeira fase do experimento (5 a 25 dppa) que, na sequéncia, receberam
as dietas Do, D30, Do, D120, cOm suplementacéo de 0, 30, 60 e 120 mil Ul de acetato de retinol Kg'1 de
dieta, respectivamente.

Ao fim da segunda fase, em todos os tratamentos observou-se que as larvas
continuaram manifestando pelo menos um tipo de anomalia esquelética. Porém,
algumas foram registradas como ausentes (E, VF, ND, NA e NC) por, néo ter se
manifestado de fato, ou devido a possivel limitagdo da técnica utilizada (raio X) para
avaliar os animais que, neste estagio, ja alcancavam a metamorfose (Figura 6). De
forma geral, os tratamentos com alimentacdo inicial enriquecida foram os que se
apresentaram mais proximos as anomalias, assim como os tratamentos AoDgy €
AoD120, N0 quadrante das anomalias do tipo lordose e na mandibula superior. Os

tratamentos AoDo e AgD3o foram os que menos se correlacionaram com anomalias.
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Fig. 6. Distribuicdo dos tratamentos experimentais constituidos por larvas de pacu
alimentadas com dietas contendo diferentes niveis de inclusdo de vitamina A, em
relagdo a incidéncia de anomalias esqueléticas observadas ao final de 60 dias pds-
alimentacédo. Age Asp: tratamentos da primeira fase do experimento (5 a 25 dpa) que,
na sequéncia, receberam as dietas Do, D3, Dso, D120, cOmM inclusdes de vitamina A
em 0, 30, 60 e 120 mil Ul de acetato de retinol, respectivamente. (MIl) mandibula
inferior, (MS) mandibula superior, (C) cifose, (E) escoliose, (L) lordose e (V)

vértebras.

A incidéncia de anomalias esqueléticas em cada regido do esqueleto de
juvenis de pacu ao fim do periodo experimental (60 dppa), nos tratamentos com
diferentes niveis de VA, pode ser vista na Tabela 8. A regido mais afetada
continuou sendo a cabeca, com consideravel aumento em relagcédo ao verificado aos
46 dppa, seguida pela coluna vertebral, sendo que ndo foram observadas anomalias

nas nadadeiras impares.
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Tabela 8. Porcentagem de incidéncia de anomalias esqueléticas de acordo com a
regido do esqueleto de larvas de pacu, em cada tratamento com niveis de vitamina

A, ao final de 60 dppa.

Tratamentos Cabeca Coluna
vertebral
AoDo 20+18,3° 0°
AoD3o 20+14,1° 0°
AoDeo 40+11,52 10+11,5°
AoD120 30+11,5% 10+8,2°
AsoDo 10+11,5¢ 20+16,32
AsoD3g 1018,2C 0°
AsoDso 30+8,2%® 0°
AsoD120 10+11,5° 20+23,12
Média 21,3+11,3 7,5+8,9

*Mesma letra para coluna indica auséncia de diferenca estatistica (teste de Tukey, P>0,05).

**A e Aso: tratamentos da primeira fase do experimento (5 a 25 dppa) que, na sequéncia, receberam
as dietas Do, D30, Deo, D120, cOM suplementacao de 0, 30, 60 e 120 mil Ul de acetato de retinol kg™ de
dieta, respectivamente.

3.4. Anadlises moleculares

N&o houve diferenca na expressdo do RARa (P=0,9581) e RXRa (P=0,2345)
entre os tratamentos da primeira fase (A; e Asp), pelo teste ndo paramétrico de
Mann-Whitney. Da mesma forma, na fase 2 também n&o foram evidenciadas
diferencgas estatisticas para o RARa (P=0,7370) e RXRa (0,3670), entre os niveis de
VA,

4. Discusséo

O desempenho de crescimento larval obtido neste estudo, em ambas fases
de alimentacdo é considerado satisfatério quando comparado a outros resultados
experimentais com larvas de pacu has mesmas fases de desenvolvimento (Tesser et
al. 2005; Jomori et al. 2008; Leitdo et al. 2011; Menossi et al. 2012). Apesar do
desempenho satisfatério, ndo houve diferenca entre os tratamentos com e sem
enriguecimento de VA na primeira fase. Isso pode estar relacionado ao fato dos
nauplios de artémia, mesmo sem enriquecimento (Ao), terem apresentado niveis de

VA em torno de 20 mil Ul g de peso seco, o que pode ter atendido as exigéncias
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das larvas de pacu. Por outro lado, o tratamento que utilizou acetato de retinol para
enriquecimento da artémia (Asp) aumentou 55 vezes a quantidade de VA (cercade 1
milhdo Ul g* de peso seco) em relacdo & artémia ndo enriquecida. Mesmo assim,
esse valor elevado ndo comprometeu o crescimento das larvas.

A VA utilizada nos procedimentos de enriquecimento/suplementacdo de
dietas pode ser de diferentes formas: carotenoides (vegetal), ésteres de retinol
(sintético) ou xantinas (animal). Cada uma destas formas é assimilada de maneira
diferente pelos alimentos vivos, sejam eles nauplios de artémia ou rotiferos,
comumente utilizados na alimentacdo de larvas. O acetato de retinol, assim como o
palmitato de retinol, sdo ésteres de retinol, e sdo as formas mais recomendadas
para utilizacdo na alimentacdo inicial das larvas, porque sdao menos toxicas
(Takeuchi et al. 1998; Fernandez e Gisbert 2011; Negm et al. 2013). Takeuchi et al.
(1998) avaliaram diferentes fontes de VA, e os nauplios de artémia enriquecidos com
acetato de retinol (Wako) foram os que apresentaram maior quantidade de VA. Essa
fonte foi também a que resultou em menor toxicidade as larvas, em comparacdo aos
outros precursores: retinol (purity 80-83%, Sigma), palmitato de retinol (Nippon
Roche), e all-trans acido retindico (pureza 97%, Wako), mesmo em menores
guantidades de VA. Isso foi atribuido a baixa habilidade desse organismo
zooplanctbnico em metabolizar 0 acetato de retinol. Ou seja, o efeito da VA do
alimento, no desempenho e esqueletogénese das larvas, depende mais da forma de
VA inclusa na dieta do que do conteudo total de VA presente no alimento (Boglione
et al. 2013). Sendo assim, apesar da quantidade de VA no alimento vivo enriquecido
oferecido as larvas de pacu, aparentemente ndo ocorreu toxicidade, por se tratar do
acetato de retinol como precursor.

Em relacdo as anomalias esqueléticas na primeira fase, observou-se que 0s
peixes do tratamento Ao se destacaram para anomalias na regido da cabeca, assim
como visto para larvas de Sparus aurata, em que anomalias na mandibula e maxila
ocorreram quando ndo houve suplementacdo de VA (Fernandez et al. 2008). Por
outro lado, os animais do tratamento Asy apresentaram mais anomalias na coluna
vertebral (cifose, escoliose e vértebras anormais), possivelmente por ser regido mais

susceptivel a toxicidade pela VA (Haga et al. 2011).
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De forma geral, os retindides sédo assimilados pelas larvas por complexo
metabolismo que envolve alto nimero de proteinas transportadoras e enzimas, que
controlam a absorcéo, transporte, aciimulo e conversao das formas ativas (Boglione
et al. 2013). Ainda, duas classes de receptores transmitem a atividade do &cido
retindico, sdo eles o receptor do acido retindico (RAR) e retindides X receptor (RXR),
gue pertencem a superfamilia de receptores da grande categoria dos fatores de
transcricdo. Assim, o0 &cido retindico pode controlar, direta ou indiretamente, a
transcricdo de mais de 300 genes, pela regulacdo direta da expressdo génica,
através da exibicdo de um elemento-resposta do acido retindico do promotor génico,
ou através da cascata de sinalizacdo (Boglione et al. 2013). Analisando a expressao
do RARa e RXRa no tecido de larvas de pacu que receberam ambos tratamento (Ao
e Asg), ndo foram observadas diferencas na expressao destes receptores. Desta
forma podem ser levantadas duas hipéteses: o acetato de retinol, como precursor de
VA, pode nao ter sido assimilado pelas larvas de pacu como esperado, ou as larvas
controlam a absorcao da VA ao nivel intestinal, prevenindo o acimulo excessivo nas
células alvo, como visto para larvas de Solea senegalensis (Fernandez et al. 2012).

Estudos vém utilizando dietas semi-purificadas para o pacu (Tesser et al.
2005) e espécies semelhantes como o tambaqui (Colossoma macropomum)
(Hernandez et al. 1995) e pirapitinga (P. brachypomus) (Vasquez-Torres et al. 2002;
Palacios et al. 2006). Tais estudos indicaram que dietas a base de caseina
resultaram em crescimento e taxa de conversédo satisfatorios. Desta forma, optou-se
por utilizar uma dieta semi-purificada a base de caseina-gelatina para conseguir
controlar os niveis de VA mais préximos do esperado, principalmente no tratamento
Do. A utilizacdo prévia de uma fonte de caseina livre de vitamina A (Sigma-Aldrich)
resultou em aceitagdo muito baixa da dieta formulada, com consequéncias negativas
para o crescimento das larvas (Lopes et al., Capitulo 5 da presente Tese). Dessa
forma, optou-se pela caseina convencional (Sigma-Aldrich), e a aceitacdo e ingestao
foram satisfatérias, comprovadas pelo crescimento demonstrado pelas larvas.

ApoOs a transicdo alimentar do alimento vivo para dietas com niveis de
suplementacdo de VA, o desempenho das larvas foi acompanhado periodicamente,
porém as larvas nao apresentaram diferencas estatisticas entre os tratamentos. Por

outro lado, ao final de 60 dppa, houve diferenca entre o peso alcan¢ado pelas larvas,
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sendo que os tratamentos que receberam alimento inicial sem enriquecimento foram
melhores, com destaque para o tratamento AoD3z. Uma vez que a dieta sem
suplementacéo de VA apresentou apenas 470 Ul kg™ de dieta (equivalente a 0,0017
mg g* de dieta), e as com suplementacéo chegaram a 47, 59 e 170 mil Ul kg?,
respectivamente (que equivalem a 0,0178; 0,0224; e 0,0646 mg g’ de dieta),
podemos sugerir que o tratamento AqD3o foi 0 que melhor atendeu as exigéncias das
larvas de pacu. Entretanto, mesmo o menor nivel utilizado ndo pode ser considerado
como hipovitaminose A, pois esta condicdo se caracteriza por baixo crescimento e
0Ss0s anormais, além de anorexia, prejuizo visual, queratinizacéo do tecido epitelial
e hemorragias na base das nadadeiras (Boglione et al. 2013), caracteristicas que
nao foram evidenciadas nos juvenis de pacu. Estudos sobre VA se concentram, na
maioria, em hipervitaminose A, que, por sua vez, esta associada com figado e baco
inchados, anemia, crescimento anormal, lesdes na pele, queratinizacdo epitelial,
hiperplasia da cartilagem da cabeca e ossos anormais, principalmente curvaturas na
coluna e fuséo de vértebras (Halver 2002; Boglione et al. 2013). Devido a dificuldade
em garantir niveis distintos de VA no alimento vivo, principalmente se for necessério
reduzir a quantidade de VA presente para simular hipovitaminose (Boglione et al.
2013), tem-se utilizado dietas formuladas para investigar o efeito do déficit desta
vitamina. Larvas de Dicentrarchus labrax alimentadas com 0,011 mg g* de dieta
apresentaram moderada incidéncia de anomalias esqueléticas (Villeneuve et al.
2005), diferente do ocorrido para larvas de pacu, mesmo a dieta possuindo um
menor nivel de VA (0,0017 mg g*).

Os tratamentos nos quais as larvas receberam nauplios enriquecidos com VA
(A50) e, na sequéncia, dietas suplementadas (D3 Deo e D120), posicionaram-se mais
proximos das anomalias esqueléticas ao final de 60 dppa. Da mesma forma, larvas
do tratamento A0 seguidos dos maiores niveis de VA na dieta (Dso € Dix),
apresentaram as maiores ocorréncias de lordose (L) e anomalia na mandibula
superior (MS). Por outro lado, o tratamento com menor nivel de VA (AoDo)
apresentou maior incidéncia de anomalias nas regifes da cabecga, coluna vertebral e
nas nadadeiras impares (para estas Ultimas anomalias, atras apenas do tratamento
AsoD120), a0s 46 dppa. Associando esses resultados ao crescimento dos animais,

nos tratamentos onde foram observadas as maiores incidéncias de anomalias, as
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médias de peso foram praticamente menores (395,3; 386,5; 352,1; 335,1 e 387,7mg,
respectivamente). O tratamento AgDy apresentou valor intermediario (408,3 mg) € o
tratamento AgD3o 0 maior peso (500,9 mg). Esses resultados sdo coerentes aos
observados por Lopes et al. (2014), que relataram correlacdo entre os parametros
de crescimento e a incidéncia de anomalias esqueléticas em larvas de pacu. Outros
autores (Mazurais et al. 2009) também observaram que niveis intermediarios de VA
proporcionaram melhor desempenho de larvas de Dicentrarchus labrax, em relacéo
ao controle (zero) e niveis maiores, devido ao aparecimento de anomalias na regido
da cabeca nesses tratamentos.

De forma geral, os resultados sugerem que 0s niveis menores de VA
agravaram a incidéncia de anomalias nas fases mais iniciais, enquanto que, nos
niveis maiores, as anomalias continuaram sendo observadas ao longo do
crescimento; porém isso s6 poderia ser, de fato, conclusivo se fosse prologado o
periodo de alimentagdo com altos niveis de VA, pois estudos indicam que a
sensibilidade a VA depende do tempo de exposicao de acordo com o metabolismo
de cada espécie (Fernandez et al. 2008; 2009; 2010). As anomalias foram
verificadas com maior frequéncia nas fases iniciais de desenvolvimento, periodo em
gue as exigéncias de vitaminas sdo ainda mais elevadas, devido a alta taxa de
crescimento e metabolismo, em relacdo a fase de juvenil (Boglione et al. 2013).
Koumoundouros et al. (1997; 2010) demonstraram que anomalias na mandibula e
nadadeira caudal se desenvolvem principalmente em estagios iniciais de ontogenia
(e.g. estagio larval com saco vitelinico).

Especificamente na regido da cabecga, a incidéncia de anomalias também foi
registrada ao longo do tempo nos tratamentos com menores teores de VA (AoDo e
AoD30) e ndo apenas nos de suplementagfes mais elevadas. Niveis menores de VA
resultaram em maior incidéncia de anomalias na mandibula inferior de larvas de D.
labrax (Villeneuve et al. 2005; Mazurais et al. 2009). Em contraste, Villeneuve et al.
(2005) mostraram que também o excesso de VA, resultou em aumento das
anomalias esqueléticas, principalmente na maxila (MS).

Da mesma forma como ocorreu para a primeira fase experimental, ndo foram
verificadas diferencas para expressdo de RARa e RXRa entre 0s tratamentos com

diferentes niveis de VA. Isso pode ter ocorrido, pois estes receptores possuem
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afinidade de acordo com o precursor de VA, como visto para larvas do linguado
japonés Paralichthys olivaceus (Haga et al. 2002, 2003), o que pode néo ter ocorrido
com a utilizacdo do acetato de retinol. Além disso, para cada um dos receptores
RAR e RXR estéo presentes subtipos diferentes (a, B, e y) (Fernandez et al. 2011), e
cada um desses expressa anomalias em uma regido diferente do esqueleto (e.g.
RARy com a escoliose) (Haga et al. 2011). O subtipo a analisado pode néo ter tido
correlacdo com as anomalias encontradas para larvas de pacu.

De forma geral, muitos estudos tém sido desenvolvidos com a utilizagdo de
diferentes niveis de VA, principalmente para peixes marinhos, com o intuito de
elucidar sua influéncia sobre o desempenho e incidéncia de anomalias esqueléticas
(Dedi et al. 1995; Takeuchi et al. 1998; Haga et al. 2002, 2003; Moren et al. 2004;
Hernandez et al. 2006; Martinez et al. 2007; Fernandez et al. 2008, 2009; Mazurais
et al. 2009; Lewis-McCrea e Lall 2010; Haga et al. 2011; Darias et al. 2012; Negm et
al. 2013, 2014). Porém, os resultados sdo variaveis entre os estudos. Isso ocorre
devido, ndo s6 a utilizacdo de diferentes espécies, mas também as diferencas
metodoldgicas adotadas, que vdo desde o precursor de VA utilizado (acetato de
retinol, palmitato de retinol, etc), o tipo de alimento oferecido (rotiferos, nduplios de
artémia, microdietas), fases de desenvolvimento, qualidade do lote, entre muitos
outros fatores. Com isso, as comparacfes tornam-se mais dificeis principalmente
para as espécies mais distantes filogeneticamente, como o pacu.

Os resultados obtidos no presente trabalho indicam que o tratamento que
melhor atendeu aos parametros avaliados foi o AoD3z € que, no conjunto das
anomalias investigadas, esse também mostrou-se mais distante da incidéncia geral,
com indicios de que niveis menores de VA sdo mais agravantes na fase inicial de
desenvolvimento, enquanto niveis maiores tendem a afetar também animais em
estagios posteriores, se expostos a um prolongado periodo de alimentagdo. No
entanto, a resposta especifica do efeito da dose-resposta dos niveis de VA no
desempenho e anormalidades esqueléticas em larvas de pacu, ndo ficaram ainda
bem esclarecidas com a utilizacdo do acetato de retinol. Isso porque pode-se
observar interagdo entre as respostas causadas pelo enriquecimento dos nauplios,
niveis de suplementacdo, com os tipos de anomalias ocorridas, em tempo e

incidéncia. Assim, os resultados nos permite concluir que a VA exerce influéncia
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sobre o desenvolvimento do pacu, e mais estudos devem ser feitos para determinar
os efeitos da suplementacdo de VA, assim como a fonte de VA a ser utilizada e seus
niveis, de acordo com as fases de desenvolvimento, tipo de alimentacdo e de

anomalia a ser investigada.
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CONCLUSOES GERAIS

A partir dos resultados obtidos podemos concluir que:

4 A descricdo do processo de ossificagdo normal € importante e pode ser
utiizado como ferramenta para a compreensdo do aparecimento de anomalias
esqueléticas em larvas de pacu e auxiliar a padronizacdo de parametros de

gualidade larval,

v Ha anomalias esqueléticas nos diferentes estagios larvais de pacu de origem
selvagem, que comprometem o desenvolvimento e comportamento de larvas

prejudicando o crescimento;

v Ha variagcdes no crescimento e na incidéncia de anomalias esqueléticas ao
longo do desenvolvimento de larvas de cativeiro, influenciado, provavelmente, pelas

caracteristicas genéticas destas populacdes;

v A suplementacao de vitamina A influencia o crescimento 0sseo e promove 0
desenvolvimento mais acelerado desse tecido, apesar de ndo serem observadas
diferencas no desempenho e na frequéncia de anomalias esqueléticas em larvas de

pacu.

4 A vitamina A exerce influéncia sobre o desenvolvimento esquelético do pacu,
sendo que as larvas que receberam niveis menores desta vitamina apresentam mais
anomalias esqueléticas na fase inicial de desenvolvimento, enquanto niveis maiores
tendem a afetar também animais em estagios posteriores. Ainda, mais estudos
devem ser feitos para elucidar a complexidade dos efeitos da vitamina A: niveis de
suplementacéo; fonte a ser utilizada; fases de desenvolvimento; tipo de alimentac¢ao;

e tipos de anomalias esqueléticas.



