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Resumo

O desenvolvimento dos 6rgaos linfoides de pacu (Piaractus mesopotamicus)
desde a eclosdo até 34 dias de vida, e os efeitos de diferentes manejos
alimentares sobre a ontogenia do sistema imunolégico e a resisténcia das
larvas a exposigcdo ao ar foram avaliados neste estudo. Os manejos
alimentares estudados foram: (TP) transicdo prematura de nauplios de artémia
para a dieta comercial iniciada aos oito dias apds a primeira alimentagao (12
dias pés- eclosao); (TT) transicdo tardia de nauplios de artémia para dieta
comercial iniciada aos 15 dias apds a primeira alimentacdo (19 dpe) e (A)
alimentacdo exclusivamente com nauplios de artémia. As amostras para
analises histologicas para descricdo da ontogenia do rim, timo e bago foram
tomadas duas vezes por dia, diariamente até os 13 dias pds-eclosédo (dpe)
(nove dias po6s a primeira alimentacado), uma vez ao dia até o 16 dpe (12 dias
apos a primeira alimentagao) e, posteriormente, a cada trés dias até o final do
experimento. Biometrias foram realizadas na primeira alimentacéo, aos sete,
11, 16, 22 e 30 dias apos o inicio da alimentagdo exdgena. Um teste de
resisténcia ao estresse (exposi¢cao ao ar por 1, 3, 5, 7 e 20 min) foi aplicado as
larvas apds 12 dias do término da transi¢cdo alimentar prematura e tardia,
respectivamente aos 22 e 29 dias de alimentagdo. A histogénese dos 6rgaos
do sistema imune do pacu mostrou que o primeiro 6rgao a se tornar linfoide foi
o timo aos 2 dpe, embora nos rins tenham sido observadas células
indiferenciadas desde a eclosdo. No inicio da alimentagdo exdgena, aos 5
dpe, o rim da larva de pacu apresenta pequenos linfécitos e células
eritropoiéticas dispersas entre os tubulos renais. O bago foi ultimo érgdo a se
tornar linfoide, sendo observado a partir do 6° dpe como um érgéo eritrocitico
e, a partir do 16° dpe, o 6rgao torna-se linfoide. Ao final do experimento, com
34 dpe, o rim apresenta separagao em pronefro (com mondcitos, linfécitos e
tecido hematopoiético) e mesonefro (com tubulos renais) e centros de
melanomacrofagos. O parénquima timico ndo apresenta divisdo nitida entre
as zonas cortical e medular, porém observam-se diferencas nos tipos
celulares da regido central e periférica do 6rgdo. Nesse periodo, nado foi

possivel observar nenhuma diferenciacdo de polpas no bago. Observou-se
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que a transicdo alimentar, quando comparado ao tratamento de alimentagao
exclusiva de nauplios de artémia, reduziu pela metade a sobrevivéncia das
larvas (p<0,05), porém somente a transicdo alimentar prematura ocasionou
menor taxa de ganho em peso e tamanho final das larvas (p<0,05). E ao
submeter as larvas dos tratamentos ao teste de exposicéo ao ar pelo periodo
de 7 minutos, verificou-se que a transi¢do alimentar prematura apresentou
maior mortalidade. Com isso, conclui-se que, a transigdo alimentar nao
interfere no desenvolvimento dos 6rgaos linfoides, visto que a ontogenia do
rim e do timo iniciam-se ainda na fase de nutricdo enddgena e o bago durante
os primeiros dias de alimentagdo exdgena, periodo no qual ha dependéncia
de alimento vivo pelas larvas de pacu. Porém essa transigcdo afetou o
crescimento das larvas e a resisténcia ao estresse apds sete minutos de
€exposicao ao ar.

Palavras-Chave: Piaractus mesopotamicus; Larvicultura; Sistema Imunolégico;
Transig¢ao alimentar

Abstract

The development of the Ilymphoid organs in pacu larvae (Piaractus
mesopotamicus) since hatching until 34 days of age and the effects of different
feeding protocols on the morphogenesis of the immune system and the
resistance of ar exposure were investigated. The feeding treatments studied
were: (TP) early weaning, replacement of artémia nauplii by commercial
microdiet initiated at eight days after the first feeding; (TT) late weaning,
replacement initiated at 15 after the first feeding; (ART) larvae fed exclusively
artemia nauplii. The histological samples to describe the ontogeny of the
kidney, thymus and spleen were taken twice a day until 13 days pos-hatch
(dph), once a day until 16 dph and then each three days until the end of the
experiment. On the first feeding day, 7, 11, 16, 22 and 30 days after the
beginning of the active feeding, biometrics were made. A stress resistance test
(air exposure for 1, 3, 5, 7 e 20 min) was applied to the larvae 12 days after
the end of the early and late weaning, respectively, after 22 and 29 days of
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feeding. The histogenesis of the lymphoid organs demonstrated that the fisrt
organ to became lymphoid was the thymus with 2 dph, although the kidney
had been observed since the moment the larvae hatched. At 6 dph, the kidney
show signs of differentiation. The spleen was the last organs to appear at 6
dph. At 35 dph the kidney had already differentiated into head kidney (with
monocytes, lymphocytes and hematopoietic tissue) and posterior kidney (renal
tubules). The thymic parenchyma didn’t present differences, however the cells
differentiated in the inner and outer zones and the spleen did not present
differentiation between red and white pulp until this period. Comparing to the
treatment that received only artemia nauplii, early and late weaning reduced de
survival of the larvae. However, only the early weaning decreased the specific
growth rate and weight gain and caused difference on larvae size and weight.
The resistance test showed that larvae exposed to 7 minutes were affected
and the early weaning treatment presented higher mortality (p<0,05). So, in
conclusion, weaning did not interfere on the development of the lymphoid
organs seeing that the ontogeny of the kidney and thymus began on the
endogenous phase and the spleen on the initial feeding period. However,
weaning interfered on the growth and survival of the larvae, especially when

this processes is carry out early.

Key-words: Piaractus mesopotamicus; Larviculture; Immune System;Weaning.
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Introducgao Geral

A aquicultura € a producdo de organismos aquaticos em ambientes
artificiais e que pode ser realizada em qualquer fase de desenvolvimento do
animal (Valenti et al. 2000). Essa prética teve inicio na Asia com a produgéo de
peixes de agua doce e, posteriormente, se espalhou pelos continentes
englobando a maioria dos ambientes aquaticos e diferentes espécies. A partir de
uma atividade de pequena escala ndo comercial e familiar, a aquicultura ganhou
forcas e se tornou uma atividade de produgado e industrial de espécies de

importante valor comercial (Subasinghe et al.2009).

A producdo global de peixes oriunda da aquicultura tem crescido
rapidamente nas ultimas quatro décadas, contribuindo significativamente com o
abastecimento mundial de peixes para o consumo humano. Com esse
crescimento continuo, espera-se que no futuro a aquicultura consiga produzir
maior quantidade de alimento, superando assim, o total de organismos aquaticos

capturados no ambiente natural para consumo humano (Subasinghe et al.2009).

A producdo mundial de pescado, proveniente tanto da pesca extrativa
quanto da aquicultura, atingiu aproximadamente 168 milhdes de toneladas em
2010, representando um aumento de aproximadamente 3% em relacdo a 2009.
Os maiores produtores foram a China com 63,5 milhdes de toneladas, seguido
pela Indonésia com 11,7 milhdes, a india com 9,3 milhdes e o Japao com cerca
de 5,2 milhdes de toneladas. Entretanto, o Brasil contribuiu com apenas 0,75%
(1.264.765 t) da producdo mundial de pescado em 2010, mas se destacou em
relacdo a aquicultura continental. No ano de 2011, houve um aumento
significativo na producéo total nesse modelo de cultivo. Sua producao foi em
média de 628.604 toneladas, representando um aumento de 31,1% em relacao
ao ano anterior (MPA2011).

Larvicultura

Em geral, as larvas de peixes sao organismos que eclodem em um estagio
de desenvolvimento ainda bastante inicial em comparagédo as suas formas
adultas (Kendall et al. 1984). A partir da eclosdo, ocorre uma série de
importantes mudangas em estruturas e fungdes devido a rapida evolucao

morfoldgica, fisiolégica e comportamental pelos quais os peixes passam no inicio
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de seu desenvolvimento (Blaxter 1986). Muitas das dificuldades para a produgéo
de juvenis estdo relacionadas a auséncia de conhecimentos especificos sobre a
biologia e fisiologia larval da maioria das espécies nativas produzidas
comercialmente (Portella et al. 2012), mortalidade por predacao (PARADIS et al.
1996), e também pela restricdo alimentar e qualidade inadequada das dietas
(Bock e Pandovani 2000). Por essas razdes, a larvicultura de peixes representa
um entrave para a producgao de juvenis, principalmente devido as baixas taxas de

sobrevivéncia nessa fase (Portella et al.2012).

O sistema de cultivo mais utilizado na producédo de larvas e juvenis de
peixes € o0 semi-intensivo, o qual consiste em transferir as larvas para viveiros
previamente fertilizados, logo apdés a abertura da boca (Jomori et al. 2003),
absorcao parcial do vitelo e insuflagdo da vesicula gasosa (Bock e Pandovani
2000). Entretanto, de acordo com Cestarolli e Portella (1994), a criagao de larvas
em viveiros desde a primeira alimentagao pode levar a um numero variavel de
juvenis no final da larvicultura, pois esse sistema € altamente dependente das
condigdes ambientais como a temperatura, qualidade da agua, doengas,
disponibilidade de alimento e presenca de predadores. Portanto, a taxa de
sobrevivéncia das larvas estocadas diretamente em viveiros costuma ser baixa,
quando comparada a producao de larvas em laboratérios, em sistema intensivo
(Jomori et al.2003).

Uma boa alternativa para diminuir as dificuldades encontradas e aumentar a
taxa de sobrevivéncia desses animais no estagio mais critico, € a larvicultura em
sistema intensivo. Nesse sistema, a larvicultura é conduzida em tanques
protegidos dentro de laboratérios, onde as larvas sdo mantidas em condi¢des
controladas, alimentadas com organismos vivos e/ou microdietas adequadas e
em quantidades necessarias para o0 desenvolvimento desses animais. E
posteriormente, quando os animais se encontram mais ageis e com o
desenvolvimento completo, séo transferidos para o ambiente externo. Sob essas
condigbes, ha maiores chances de sobrevivéncia das larvas. Entretanto, esse
processo encarece o custo da producao, sendo utilizado, no Brasil, apenas por
alguns produtores de espécies carnivoras ou as de alto valor econémico (Jomori
et al.2003).
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Exposig¢ao ao ar

Apesar do cultivo intensivo de larvas ser uma boa alternativa para aumentar
a sobrevivéncia, esse processo também pode ser estressante, seja pela
quantidade e qualidade do alimento ofertado, pela densidade de estocagem, pelo
manejo ou até mesmo pela qualidade da agua. Esses fatores podem levar ao
aparecimento de doencgas, prejudicando o crescimento e na qualidade desses
animais. Portanto, a selec&o de individuos adaptados e mais resistentes, pode ser
um caminho para a obtengao de linhagens de melhor qualidade, mais resistentes
e produtivas (Luz2004).

Sabe-se que a exposicdo ao ar é prejudicial a homeostase do peixe.
Geralmente, essa exposi¢cao ocorre no manejo dos peixes, seja em laboratoério ou
cultivo, quando esses animais sdo capturados (Cooke e Suski 2003). Durante
esse tempo, as lamelas entram em colapso, levando os filamentos lamelares a se
unirem, impedindo a absorgdo do oxigénio (Suski et al. 2004). A duragédo do
estresse também pode influenciar o tempo de recuperacdo das variaveis
cardiovasculares (Cooke et al. 2001) e também dos paradmetros sanguineos
(Suski et al. 2004), podendo interferir na capacidade natatéria desses animais
(Schreer et al. 2005). A estratégia alimentar pode influenciar na sobrevivéncia das
larvas apds o estresse do manejo de transferéncias entre tanques, indicando que

a alimentacao inicial influencia na producgao futura (Koven et al.(2001).

Sistema Imunolégico

A defesa do organismo contra substancias estranhas como micro-
organismos, toxinas ou células malignas € fungéo primordial do sistema imune, o
qual é capaz de responder frente a qualquer fator endégeno ou exégeno (Bayne
e Gerwick 2001), disparando respostas compensatérias e adaptativas para que o
equilibrio dindmico do organismo, ou homeostase, seja mantido (Baldisseroto et
al. 2014). Assim como outras espécies, 0s peixes sao suscetiveis a doengas
causadas por patégenos, e a sua sobrevivéncia é determinada pela eficiéncia de
seu sistema imunoldgico em combaté-los (Balfry e Higgs2001).

A suscetibilidade dos peixes € ainda mais acentuada dada a sua

caracteristica heterotérmica e ao seu contato intrinseco com o meio em que
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vivem, no qual as constantes alterag¢des fisicas (como temperatura, manejo, alta
densidade, confinamento, captura e transporte) e quimicas (como a variagéo da
concentracado de oxigénio, aménia, nitrito e a presenca de poluentes) sao fatores
preponderantes ao estresse e disturbios de homeostase que desencadeiam a
atividade do sistema imunoldgico (Costa 2012; Urbinati e Carneiro 2004; Urbinati
et al. 2013). Aléem desses, fatores bioldgicos (e.g. presenga de patdogenos ou

predadores) também séo possiveis estressores.

Estudos morfolégicos sobre o desenvolvimento inicial do sistema
imunolégico de peixes demonstraram que, apesar do mecanismo de
desenvolvimento basico de teledsteos ser similar, existem diferengas a respeito
do tempo de desenvolvimento dos 6rgaos (Mulero et al. 2008). Essas diferencas
ocorrem, nao somente em razao das variagdes do periodo embrionario ou do
processo intrinseco e espécie-especifico do desenvolvimento das larvas, mas
também ao fato do desenvolvimento larval estar fortemente ligado as condi¢des

de cultivo, tais como temperatura, salinidade e fotoperiodo (Falk-Peterson2005).

Na eclosdo, o sistema imunoldgico dos peixes, assim como os demais
sistemas organicos, estda em estagio inicial de desenvolvimento e, portanto
apresenta uma funcionalidade parcial (Zapata et al. 2006). Inicialmente, a larva é
protegida por substancias imunolégicas inatas, as quais sdo transferidas para os
embrides pelas vitelogeninas (Magnadottir et al. 2005), as quais exercem um
papel fundamental na sobrevivéncia larval (Mulero et al. 2008). Mais tarde, os
orgaos linfoides timo, rim e bago atuam na prote¢cdo do organismo contra

patdgenos (Chantanachookhin et al.1991).

Estudo sobre a organogénese do sistema imune em larvas de peixes sé&o
relativamente raros mesmo em espécies de grande importancia na aquicultura
mundial. Nesse cenario, destacam-se os trabalhos realizados com algumas
espécies como truta arco-iris (Chettri et al. 2012; Heinecke et al. 2014), garoupa
da Nova Zelandia (Parker et al. 2012), carpa (Huttenhuis et al. 2006), truta
marrom (Cecchini et al. 2012), catfish (Petrie-Hanson e Ainsworth 2001), atum
(Watts et al. 2003); Seriola quinqueradiala, Pagrus major e Paralkhthys olivaceu
(Cbantanachookhin et al.1991)

O sistema imune inato é considerado a primeira linha de defesa contra

organismos patogénicos e também contra qualquer tipo de material externo,
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agindo até que o sistema imune adaptativo esteja apto a proteger o organismo
(Holland e Lambris 2002). Esse sistema promove o sinal e as instrugdes
necessarias para que o sistema imune adaptativo do animal reconhega a
ameaca e realize as agbes necessarias para combaté-la (Dixon e Stet 2001).
Esses sinais sdo moléculas liberadas quando ocorrem ferimentos, infecgdes,
inflamacdes ou apoptose celular (Matzinger 1998). Esse sistema € independente
de exposigdes anteriores a qualquer tipo de organismos patogénicos e utilizam o
padrao de receptores para reconhecer e conservar as moléculas que se ligam
aos patdégenos para combaté-las, podendo ser lipopolisacarideos, peptideos

glicanos, lectina, proteina C-reativa, entre outros (Whyte2007).

Os componentes do sistema imune inato sdo divididos em parametros
fisicos, celulares e fatores humorais. S&o considerados parametros fisicos as
escamas de peixes, superficies mucosas e branquias, que agem como a primeira
barreira de protecdo contra infecgcdes (Ellis 2001). Dentre esses parametros, o
muco se destaca devido as suas propriedades imunolégicas como lectinas,
pentraxinas, lissosomos, proteinas complementares, peptideos antibacteriano e
IgM (Imunoglobulinas) (Roumbout et al. 1993). No sistema inato, as células
principais sdo as fagociticas, que inclui mondcitos, granulécitos e macrofagos,
juntamente com as células citotdxicas nao-especificas (Evans et al. 2001). Ja a
classificagdo dos parametros humorais € comumente baseada no padrao
especifico de reconhecimento dos receptores ou da funcdo especifica das

moléculas.

Por outro lado, o sistema imunoldogico adaptativo desempenha um
importante papel contra infecgbes recorrentes, gerando células de memodria e
receptores especificos, tais como imunoglobulinas (Ig) e receptores de células T,
permitindo assim uma eliminagado mais rapida e eficiente do patégeno especifico.
O desenvolvimento de vacinas € baseado no principio da imunidade adaptativa e
essas tecnologias tém revolucionado a industria de produgéo de peixes (Holland
e Lambris2002).

A imunidade adaptativa em vertebrados € realizada através de dois grupos
de linfécitos, classificados como células B (derivado da medula 6ssea) e células
T (derivadas do timo). Enquanto células B produzem anticorpos especificos para

neutralizar ou marcar os patégenos para que possam ser removidas pelo sistema
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imune, as células T liberam fatores que coordenam as resposta de outras células
imunoldgicas ou fatores citotoxicos que matam diretamente células infectadas ou
que possuem alguma anomalia. Com isso, ambas as células respondem de uma
maneira altamente especifica, podendo se adaptar aos receptores antigénicos e

também serem células de memoria de grande duragéo (Laing e Hansen2011).

Células T convencionais dividem algumas caracteristicas basicas assim que
atingem a maturidade: todas elas possuem receptores de células T (TCR), em
que reconhecem o antigeno presente pelo complexo de histocompatibilidade;
possuem CD3, uma complexa molécula de sinalizagao, pelo qual os antigenos-
TCR interagem propagando a ativagao celular; possuem também as moléculas
superficiais de co-estimulagdo (CD28) e de co-inibigdo (CTLA-4), também
possuem as transmembranas (CD45) e a enzima intracelular (Lck e ZAP70), que
garantem o balango correto de ativagdo ou inibicdo dessas moléculas. Além
disso, todas possuem o potencial de formar memodria imunolégica para se

preparar para uma futura ameaga patogénica (Laing e Hansen2011).

Em peixes, as contribuicbes das células de memoédria B e células
plasmaticas ainda nao foram bem exploradas (Salinas et al. 2011). Nos
mamiferos, tanto as células B de memodria quanto do plasma celular, se
estabelecem apds uma infecgao ou vacinacao, entretanto essas populagdes sao

independentes entre si (Tangye e Tarlinton2009).

Orgaos Linfoides

Diferente dos mamiferos, que apresentam medula 6ssea e linfonodos, o
sistema imune de peixes teledsteos € composto apenas por érgaos e tecidos
linfoides. Os principais 6rgaos sao os rins, timo e bagco (Woo 1992; Press e
Evensen1999).

Rim

O rim dos teledsteos &€ composto por duas porgdes: a anterior ou rim
cefalico (pronefro) e posterior ou rim excretor (mesonefro). O pronefro é dividido
em duas partes de tecido hematopoiético, localizado na regido escapular do
peixe. O mesonefro encontra-se na regido posterior a vesicula gasosa, aderido a

coluna vertebral, estendendo-se longitudinalmente. E um 6rgdo emparelhado,
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com compartimentos anatdémicos e funcionais (Press e Evensen 1999). O rim
cefalico tem a maior concentragao de células linfoides em desenvolvimento e ndo
possui muitas de células secretoras de anticorpos (Rauta et al. 2012). O rim dos
peixes recebe a maior parte do sangue apos ter passado pelas branquias e,
quando apresenta lesdes, pode ser um indicador de estresse (Kurtovic et
al.2008).

O rim cefdlico serve como suporte para o tecido hematopoiético, mas
também tem um importante papel na imunidade nao-especifica e na recuperagao
de células danificadas (Press e Evensen 1999). As principais células
encontradas nos rins sdo os macrofagos, que se reunem em estruturas
chamadas centros de melanomacréfagos, no qual sdo encontrados em todos os
estagios de desenvolvimento (Press et al. 1994). Os macréfagos sédo células
mononucleares com capacidade fagocitica, encontrados no tecido dos 6rgaos do
organismo. Regulam a ativagao e a proliferacdo dos linfocitos T e B através de
antigenos e células alogénicas. Sao, provavelmente, as células mais importantes
do sistema imunoldgico, ndo somente pela sua capacidade de produzir citocinas,

mas s&o as primeiras células a combater agentes patogénicos (Falcon2007).

Além de participar da fagocitose e do processamento de antigenos, o rim
também é capaz de ajudar na formag¢ao de imunoglobulinas (IgM) e na memoaria
imunoldgica. Posteriormente, essa estrutura serve como 6rgado enddcrino,
liberando corticosterdides e outros hormébnios, sendo também a central de

interacdes enddcrinas-imunolégicas (Brattgjerd e Evensen1996).

Baco

O bacgo é composto por uma capsula fibrosa e por trabéculas que se
estendem pelo parénquima, no qual pode se dividir em dois tipos de polpa: a
vermelha e a branca. A polpa vermelha, que ocorre na maior parte do 6rgao
(Grace e Manning 1980; Secombes e Manning 1980; Junqueira e Carneiro
2004), consiste em uma ‘rede’ de células que oferece suporte para os capilares
sanguineos, que transportam inumeros tipos de células, como as sanguineas. A
polpa branca ndo apresenta desenvolvimento td4o completo como a polpa
vermelha, e € dividida em duas regides: uma regido em que ha um grande

acumulo de melanomacréfagos e outra com grande incidéncia de células

Caunesp 14



Mestranda: Amanda Halum Elias Orientadora: Maria Célia Portella

elipsoides (Press e Evensen1999).

As fungdes mais conhecidas do baco sdo a formacgdo de linfocitos, a
destruicdo de eritrécitos, a defesa do organismo contra invasores e o
armazenamento de sangue (Junqueira e Carneiro 2008). Geralmente, o bago é o
ultimo 6rgao imunoldgico a se desenvolver e esta localizado na parte dorsal,
perto da cavidade do estdmago e do ceco pilorico e, em alguns teledsteos,
possui um papel mais proeminente no sistema imune n&o especifico, do que no
especifico (Watts et al.2003).

Timo

O timo é considerado um o6rgao chave no sistema imunolégico dos
vertebrados (Bowden et al. 2005). Esse 6rgao possui dois I6bulos, € homogéneo
e é representado por uma fina camada em formato oval de tecido linfoide,
estando localizado subcutaneamente na parte dorsal do opérculo e revestido por
um tecido mucoso do epitélio da faringe (Ellis 2001). A estrutura que caracteriza
o timo de peixes € a capsula que recobre o tecido. Basicamente, o timo pode ser
considerado como uma aglomeragao de macréfagos, que promove a proliferagao
e producdo de células T (Davis et al. 2002), estimulacdo da fagocitoses e

rejeicao de tecido nao pertencentes ao organismo (Bowden et al.2005).

A diferenciacdo da estrutura do timo é extremamente variavel entre os
teledsteos, e em muitas espécies, ndo é possivel observar a diferenciagao clara
entre o cortéx e a medula, ao contrario dos vertebrados superiores, em que esse
orgao é de facil visualizagao (Bowden et al. 2005). Ao longo do desenvolvimento,
€ possivel encontrar células mieloides e eosindfilos granulares (Zatapa et al.
2006).

O desenvolvimento inicial do timo tem sido estudado em diferentes
espécies de peixes teledsteos, e o tempo difere entre as espécies de acordo com
os efeitos da temperatura no crescimento do animal. Essa relacdo entre o
crescimento e o desenvolvimento pode ser bem dinamica entre as espécies
(Bowden et al. 2005). Porém, em espécies de peixes nativos, ndo existem muitos

estudos relacionados a diferenciagao do timo a partir da ecloséo.

Sobre o Pacu
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Ha mais de quinze anos as pesquisas com larvas de peixes conduzidas no
Laboratério de Nutricdo de Organismos Aquaticos do Centro de Aquicultura da
UNESP (LANOA) estdao direcionadas para compreender as caracteristicas
nutricionais, morfoldgicas e fisiolégicas das larvas durante a ontogenia, visando
ao desenvolvimento de técnicas que atendam suas necessidades e respeitem
suas limitacdes especificas, em cada fase do desenvolvimento. As pesquisas
concentram-se basicamente em trés espécies nativas com diferentes habitos e
comportamentos alimentares, entre elas o pacu (Piaractus mesopotamicus)
(Portella et al. 2014). Entretanto, ndo ha informagbes sobre o desenvolvimento
de estruturas organicas relacionadas ao sistema imunologico dessa espécie na

fase larval.

O pacu (Piaractus mesopotamicus) € uma espécie que se destaca na
piscicultura brasileira devido a sua capacidade de crescimento e desempenho no
sistema de cultivo, por seu habito alimentar e a sua facil aceitagdo ao alimento
inerte (Romagosa et al. 1988). Existe grande produgdo de pacus nas regides
Centro-Oeste, Sudeste e Sul do Brasil, chegando ao total de produgéo em torno
de 22 toneladas de pescado (MPA, 2011). Com o desenvolvimento de técnicas
para o cultivo do pacu como propagacao artificial e produgcdo de alevinos,

despertou o interesse cientifico sobre a espécie (Godinho et al.1977).

Assim como a maioria dos peixes neotropicais, 0 pacu apresenta um
desenvolvimento indireto (sensu Balon 1959), com poucas reservas vitelinicas,
esgotando-se entre dois a cinco dias, passando entdo, por uma curta fase
mixotréfica. Larvas com esse desenvolvimento sao consideradas altriciais
(Portella et al. 2012). E uma espécie reofilica, que realiza migragcdes em época
de desova. Possui uma vasta distribuicdo na bacia do Parana/Paraguai, formado
pelos rios Parana e Paraguai,na bacia do Prata e, também, no encontro entre o

rio da Prata, Uruguai e seus afluentes (Costa,2012)
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Objetivo Geral

O presente estudo teve como objetivo estudar o desenvolvimento dos dérgéos
linfoides a partir da eclosdo até 34 dias de vida, quando submetidos a diferentes

manejos alimentares

Objetivos especificos

o Descrever o desenvolvimento dos principais érgaos linfoides do pacu: rim,
timo e baco;
o Verificar a influéncia da transicdo alimentar prematura ou tardia,no
desenvolvimento dos érgaos linfoides;

o Verificar a influéncia da transi¢do alimentar no desempenho zootécnico na

sobrevivéncia larval;

o Verificar a resisténcia das larvas quando submetidas ao teste de exposicéo

ao ar, nos diferentes tratamentos.
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Resumo

O desenvolvimento dos o6rgaos linfoides de pacu (Piaractus
mesopotamicus) desde a eclosédo até 34 dias de vida, e os efeitos de diferentes
manejos alimentares sobre a ontogenia do sistema imunoldgico e a resisténcia
das larvas a exposigcdo ao ar foram avaliados neste estudo. Os manejos
alimentares estudados foram: (TP) transigdo prematura de nauplios de artémia
para a dieta comercial iniciada aos oito dias apds a primeira alimentagdo (12 dias
pos- eclosao); (TT) transigao tardia de nauplios de artémia para dieta comercia
iniciada aos 15 dias apds a primeira alimentacao (19 dias pds-eclosao); e (ART)
alimentagao exclusivamente com nauplios de artémia. As amostras para analises
histologicas para descrigdo da ontogenia do rim, timo e bago foram tomadas
diariamente até os 13 dias pos-eclosdo (dpe) (nove dias apdés a primeira
alimentagao), uma vez ao dia até o 16 dpe (12 dias apdés a eclosao) e,
posteriormente, a cada trés dias até o final do experimento. Biometrias foram
realizadas na primeira alimentacio, aos sete, 11, 16, 22 e 30 dias apds o inicio
da alimentacdo exdgena. Um teste de resisténcia ao estresse (exposi¢cdo ao ar
por 1, 3, 5, 7, 20 min) foi aplicado as larvas apés 12 dias do término da transigao
alimentar prematura e tardia, respectivamente aos 22 e 29 dias de alimentacéo.
A histogénese dos 6rgaos do sistema imune do pacu mostrou que o primeiro
orgao a se tornar linfoide foi o timo aos dois dpe, embora nos rins tenham sido
observadas células indiferenciadas desde a eclosdo. No inicio da alimentacao
exdgena, aos 5 dpe, o rim da larva de pacu apresenta pequenos linfécitos e
células eritropoiéticas dispersas entre os tubulos renais. O bago foi ultimo 6rgao
a se tornar linfoide, sendo observado a partir do 6° dpe como um 6érgao
eritrocitico e, a partir do 16° dpe, o 6rgao torna-se linfoide. Ao final do
experimento, com 34 dpe, o rim apresenta separacdo em pronefro (com
monacitos, linfécitos e tecido hematopoiético) e mesonefro (com tubulos renais) e
centros de melanomacroéfagos. O parénquima timico nao apresenta divisao nitida
entre as zonas cortical e medular, porém observam-se diferengas nos tipos
celulares da regido central e periférica do 6rgao. Nesse periodo, ndo foi possivel
observar nenhuma diferenciagdo de polpas no baco. Observou-se que a
transicdo alimentar, quando comparado ao tratamento de alimentagc&o exclusiva

de nauplios de artémia, reduziu pela metade a sobrevivéncia das larvas (p<0,05),
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porém somente a transicdo alimentar prematura ocasionou menor taxa de peso e
tamanho final das larvas (p<0,05). E ao submeter as larvas dos tratamentos ao
teste de exposigcédo ao ar pelo periodo de 7 minutos, verificou-se que a transi¢ao
alimentar prematura apresentou maior mortalidade. Com isso, conclui-se que, a
transicdo alimentar ndo interfere no desenvolvimento dos érgéos linfoides, visto
que a ontogenia do rim e do timo iniciam-se ainda na fase de nutricdo endoégena
e 0 bacgo durante os primeiros dias de alimentacdo exogena, periodo no qual ha
dependéncia de alimento vivo pelas larvas de pacu. Porém essa transicao afetou

o crescimento das larvas e a resisténcia ao estresse a partir de sete minutos.

Palavras-chave: Piaractus mesopotamicus; Larvicultura; Sistema Imunoldgico;
Transigao alimentar.

Abstract

The development of the lymphoid organs in pacu larvae (Piaractus
mesopotamicus) since hatching until 34 days of age and the effects of
different feeding protocols on the morphogenesis of the immune system and
the resistance of ar exposure were investigated. The feeding treatments
studied were: (TP) early weaning, replacement of artémia nauplii by
commercial microdiet initiated at eight days after the first feeding; (TT) late
weaning, replacement initiated at 15 after the first feeding; (ART) larvae fed
exclusively artemia nauplii. The histological samples to describe the ontogeny
of the kidney, thymus and spleen were taken twice a day until 13 days pos-
hatch (dph), once a day until 16 dph and then each three days until the end of
the experiment. On the first feeding day, 7, 11, 16, 22 and 30 days after the
beginning of the feeding, biometrics were made. A stress resistance test (air
exposure for 1, 3, 5, 7 e 20 min) was applied to the larvae 12 days after the
end of the early and late weaning, respectively, after 22 and 29 days of
feeding. The histogenesis of the lymphoid organs demonstrated that the first
organ to became lymphoid was the thymus with 2 dph, although the kidney
had been observed since the moment the larvae hatched. Only 6 dph, the
kidney show signs of differentiation. The spleen was the last organs to appear
at 6 dph. At 35 dph the kidney had already differentiated into head kidney
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(with monocytes, lymphocytes and hematopoietic tissue) and posterior kidney
(renal tubules). The thymic parenchyma didn’t present differences, however
the cells differentiated in the inner and outer zones and the spleen did not
present differentiation between red and white pulp until this period.
Comparing to the treatment that received only artemia nauplii, early and late
weaning reduced de survival of the larvae. However, only the early weaning
decreased the specific growth rate and weight gain and caused difference on
larvae size and weight. The resistance test showed that larvae exposed to 7
minutes were affected and the early weaning treatment presented higher
mortality (p<0,05). So, in conclusion, weaning did not interfere on the
development of the lymphoid organs seeing that the ontogeny of the kidney
and thymus began on the endogenous phase and the spleen on the initial
feeding period. However, weaning interfered on the growth and survival of the
larvae, especially when this processes is carry outearly.

Keywords: Piaractus mesopotamicus; Larviculture; Immune System;Weaning
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Introducgao

A aquicultura € um setor de producédo que vem crescendo continuamente e,
por conseguinte, a preocupagdo com a saude dos animais cultivados vem
aumentando (Rombout et al. 2014). Um dos fatores chave para o crescimento
sustentavel dessa industria é a producéo de juvenis de alta qualidade (Conceigao
et al. 2009). Porém, devido ao aumento da produgdo mundial de peixes, 0 risco
de infestacbes por agentes patogénicos tem aumentado cada vez mais,

interferindo qualidade dos mesmos (Press e Lillehaug1999.

O sistema imunoldgico € responsavel por eliminar patégenos que possam
causar diversos tipos de doencgas. Esse sistema € composto por uma rede de
componentes celulares e humorais que defende o organismo contra substancias
estranhas como microrganismos, toxinas ou células malignas, e responde a
fatores como componentes enddgenos ou exdgenos que possuem a capacidade
de estimular esse sistema. O sistema imune é dividido em inato e adaptativo
(memodria), ambos divididos entre defesa por células e fatores humorais
(substancias soluveis). Entretanto, ja se sabe que esses dois sistemas trabalham
juntos para destruir invasores ou desencadear processos de defesa (Ellis,1998).

O sistema imunolégico de larvas de peixe, na fase inicial de
desenvolvimento, ndo apresenta a maturacdo completa necessaria para que
ocorra a emissdo de respostas imunolégicas para o combate de agentes
patogénicos. Por isso, a imunizacéo direta, talvez ndo melhore efetivamente a
imunidade de larvas. Entretanto, acredita-se que ocorra a transferéncia da
imunidade materna para a prole, aumentando assim, a protecdo das larvas.
Portanto, a imunidade materna pode ser utilizada com uma estratégia alternativa
para promover a imunidade inicial das larvas, aumentando a taxa de
sobrevivéncia nessa fase critica de desenvolvimento. A imunizacdo da mae pode
ser realizada através da alimentagdo com nutrientes especificos como vitaminas e
outros, ou pela imunizagdo dos animais com vacinas, contendo patdégenos
inativos (Zhang et al.2013).

Os tecidos e o6rgaos que estruturam o sistema imunolégico de peixes
teledsteos sao classificados em linfoides, ndo existindo a classificagdo mieloide,
como em mamiferos, em razao da falta de medula e de linfonodos. Os principais

orgaos linfoides sdo os rins (0 maior 6rgao), timo, bago e visceras associadas,
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que sao formados durante o desenvolvimento larval (Rombout et al. 2010). Os
tecidos e orgéos linfoides sdo arranjados em redes de células reticulares,
constituindo uma estrutura para as células do sistema inato e adaptativo, como
os linfécitos, mondcitos, macrofagos, granulécitos e trombdcitos, mastdcitos,
células NK, citotoxicas e dentriticas. Esse suporte celular é responsavel pela

producé&o dos componentes do sistema imunologico (Salinas et al.2011)

O timo é considerado 6rgao chave no sistema imunoldgico de vertebrados.
Essa estrutura se desenvolve como um epitélio fino na cavidade faringea do trato
gastrintestinal (Manley 2000), localizado atras do opérculo, dorso-lateralmente as
branquias. A ontogenia e a histologia do timo diferem entre as espécies e é
considerado um importante tecido que auxilia no desenvolvimento e maturagao
dos linfocitos T (Bowden 2005).

O rim é dividido em anterior (cefalico) e posterior (excretor), ambas com
fungcdes hematopoiéticas. Porém a primeira por¢ao do 6rgao € mais importante
para a produgdo de células de defesa (Meseguer et al.1994) e, diferentemente
dos mamiferos, € o principal 6rgdo imune responsavel pela fagocitose
(Danneving et al.1994), processamento de antigenos (Brattgjerd e Evensen
1996), e a formagdo de IgM e de células de memodria pelos centros de
melanomacréfagos. A regido do rim cefalico € formada por dois alongamentos

em formato de Y, que s&o altamente inervados (Whyte 2007).

O baco possui uma camada fibrosa e uma pequena trabécula que se
estende pelo parénquima, o qual se apresenta como polpa vermelha e branca. A
polpa vermelha ocupa a maior parte do 6rgao (Secombes e Manning 1980),
consiste em uma rede celular que suporta os capilares que detém vasta
populagcdo de células, incluindo macrofagos e linfocitos e também realiza
fagocitose de células defeituosas ou antigas (Press e Evensen 1999). Ja a polpa
branca promove a hematopoiese com a formacdo de células de defesa.
Entretanto, diferentemente dos mamiferos, essa divisdo n&o é organizada na
maioria dos peixes, embora em algumas espécies seja possivel identificar essa
diferencga (Biller-Takahashi e Urbinati 2014).

O pacu é um dos peixes mais estudados no Sul, Sudeste e Centro-Oeste
do Brasil, devido ao seu destaque na piscicultura (Baldisseroto e Gomes 2013).
Porém, estudos sobre o sistema imunoldgico do pacu e de outras espécies
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brasileiras sdo escassos. A partir do conhecimento sobre os mecanismos e
fungcdes do sistema imunologico, € possivel direcionar agdes para reduzir a

mortalidade, principalmente nas fases iniciais de desenvolvimento.

Com base no exposto, o presente estudo teve como objetivo descrever a
morfologia os principais 6rgaos linfoides do pacu (Piaractus mesopotamicus) e
avaliar o desenvolvimento dos mesmos quando submetidos a diferentes manejos

alimentares, a partir da fase inicial de desenvolvimento
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Material e métodos

Instalagoes e condigoes experimentais

A larvicultura foi conduzida no Laboratério de Nutricdo de Organismos
Aquaticos (LANOA) do Centro de Aquicultura da UNESP (Caunesp), no Campus
de Jaboticabal. As larvas de pacu foram obtidas por reproduc¢do induzida no
Laboratério de Reproducdo de Peixes do Caunesp. Para instalacdo do

experimento foram necessarias 15.000larvas.

Apods a eclosao, as larvas foram mantidas nas incubadoras até a abertura
da boca e insuflagdo da vesicula gasosa (4 dpe; 5,93+0,45 mm de comprimento
total e 0,5 + 0,03 mg de peso umido), quando entdo foram transferidas para 15
tanques de polietileno, abastecidos com 100 litros de agua proveniente de pogo
artesiano, em fluxo continuo e aeracao artificial constante. Para tanto, as larvas
foram contadas individualmente e distribuidas nos tanques na densidade de 10

larvasL™".

A fase experimental teve duragdo de 30 dias (34 dpe). O trabalho foi
conduzido em delineamento inteiramente casualizado, constituido de trés
tratamentos, com cinco réplicas cada. No inicio da alimentagdo exdgena (5 dpe),
as larvas de pacu foram alimentadas com nauplios de artémia, recebendo
quantidades diarias crescentes ajustadas a cada trés dias (500 nauplios larva='),
segundo protocolo proposto por Jomori (2005) e adotado como rotina no LANOA.
O inicio da fase de alimentagdo conjunta de alimento vivo e dieta formulada
ocorreu aos oito (12 dpe) e 15 (19 dpe) dias apds o inicio da alimentagéo
exdgena, para os tratamentos de transicdo alimentar prematura (TP) e tardia
(TT), respectivamente. Durante a fase de alimentacdo conjunta (trés dias), o
alimento vivo foi diminuido gradualmente até sua supressao total (75%, 50%,
25%, respectivamente). A substituicdo total do alimento vivo pelo formulado
ocorreu em dois momentos diferentes: aos 11 (15 dpe) e aos 18 (22 dpe) dias
apos a primeira alimentagdo. A dieta formulada Royal Seafood (Bernaqua,
Bélgica, 54% de Proteina Bruta e 8% de Lipidios) foi fornecida em excesso, ou
seja, em quantidade suficiente para que ocorressem sobras. Além desses
tratamentos, um controle positivo foi utilizado, constituido por larvas alimentadas

continuamente com nauplios de artémia em quantidades crescentes (A). O
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alimento vivo e a dieta formulada foram ofertados na frequéncia de seis vezes ao
dia (07:00, 10:00, 13:00, 16:00, 19:00 e 22:00 horas). O experimento foi
conduzido até que as larvas atingissem o estagio juvenil (sensu Kendall et al.
1984) (34dpe).

Com o auxilio de sonda multiparametro YSI 550A (Bernauer Aquacultura
LTDA), a temperatura e oxigénio dissolvido foram aferidos diariamente as 07:30h
e as 18:00h, juntamente com o pH (pHmetro de bolso portatil, marca KASVI) e a
condutividade elétrica (condutivimetro portatil CD203, marca PHTEK). A agua dos
tanques foi coletada duas vezes por semana para o monitoramento de amdnia
total e nitrato. As variaveis de agua apresentaram meédia de 30,08 + 0,4 de
temperatura, 6,64+0,06mg.L-1de oxigénio dissolvido, 8,0+0,1de pH,207,6 £ 0,8
pNS/cm-1 de condutividade elétrica, 41,03 + 30,73 mg.L-1 de aménia total e 131,78
+ 29,10 mg.L-1 de nitrito . Os residuos acumulados no fundo dos tanques foram
removidos diariamente por sifonamento. O fluxo de agua foi regulado para que
ocorresse a renovagao diaria de cerca de cinco vezes o volume do tanque e a
luminosidade foi diminuida pela disposicdo de placas de isopor cobrindo

parcialmente a superficie dos tanques.
Avaliagao do desempenho

Para a avaliagdo do desempenho foram realizadas coletas no primeiro dia
de alimentacao, sete, 11, 16, 22 e 30 dias apos o inicio do experimento. Em cada
dia amostral, 20 larvas foram coletadas de cada réplica no periodo da manha,
anteriormente a primeira alimentacdo do dia, eutanasiadas em solucdo de
benzocaina (0,1 mg L") e fixadas em solugdo de formaldeido a 10%. Foram
mensurados o comprimento total (mm) e o peso umido individual (mg), com o
auxilio de paquimetro digital e balanca analitica modelo JS-110 (precisao
0,0001g). Ao final do experimento, o ganho em peso (GP), a taxa de crescimento
especifico (TCE), o fator de condi¢gao alométrico (K) e a taxa de sobrevivéncia
foram calculadas de acordo com as seguintes expressodes, nas quais, P é o peso
individual dos peixes; CT é o comprimento total individual dos peixes; F e |
representam valores final e inicial; d € o numero de dias entre as biometrias; N é

0 numero de peixes.

GP (mg)= Pr—Pi
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TCE (% dia™)=100%(Lnpr— Lnpi)/d
Taxa de sobrevivéncia (%) = 100x(NrNi)/N

K= P
CTP

O valor de b foi obtido por meio da logaritimizagado dos dados de peso e de
comprimento total de todas as larvas amostradas em todas as biometrias. Esses
dados foram plotados em grafico e o valor de b, foi obtido por meio da equacao

linear:
y = a +bx

Utilizaram-se todos os dados das biometrias para se obter um unico valor

de b, representativo para toda a fase experimental. O valor de b foi de 2,74.

Analises Morfolégicas

ApOs a eclosdo, as amostras dos peixes foram tomadas de 12 em 12 horas
até o 13° dia, uma vez ao dia nos dias 14, 15, 16, em seguida de trés em trés
dias até o final do experimento para serem examinadas por microscopia de luz
(cinco exemplares de cada repeticdo). Antes das coletas, as larvas foram
eutanasiadas em solugdo de benzocaina (0,1 g L-') e posteriormente, fixadas e
preservadas em solugéo de paraformaldeido a 4% em tampao fosfato 0,2 M e
pH7,2.

As amostras fixadas foram incluidas em resina histoldgica (Historesina®,
Leica, Germany), segundo recomendacdes do fabricante. Cortes histoldgicos
transversais de quatro micrémetros de espessura foram obtidos em micrétomo
utilizando-se navalhas de vidro e submetidos a coloragdo com Hematoxilina e

Floxina B.

Através do microscépio BX43, o qual possui uma camera fotografica digital
Olympus DP26 e com o auxilio do analisador de imagens CellSensStandart 1.8,

foram visualizadas e capturadas as imagens das estruturas analisadas.

Teste de exposicao ao ar

Durante o experimento, foi realizado um teste de resisténcia com as larvas
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dos diferentes tratamentos. Com 12 dias apos a transigdo alimentar completa,
larvas dos os tratamentos de transi¢do prematura TP (22 dias de experimento) e
tardia TT (29 dias de experimento) foram submetidas ao teste de exposigcédo ao ar
juntamente com o tratamento controle, para que houvesse comparagao entre os
tratamentos.

Para a realizacdo do teste, foram usados 10 exemplares de cada réplica
sendo expostas ao ar durante 1, 3, 5, 7 e 20 minutos. Durante o teste, as larvas
foram colocadas em peneiras e apos cada tempo de exposicéo, as larvas foram
recolocadas na agua e mantidas por 24 horas em recipientes em sistema estatico
e aeracao artificial constante para monitoramento da mortalidade e mantidas
separadamente das outras larvas até o final do experimento. Biometrias foram

realizadas previamente ao teste.

Analise estatistica

Os resultados de comprimento total, peso, sobrevivéncia, taxa de
crescimento especifico e ganho em peso total foram analisados estatisticamente
por meio de one-way ANOVA, considerando os resultados médios das réplicas
de cada tratamento, usando o programa estatistico software R i386 3.2.0 (R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria. ISBN 3-900051-07-0, URL
http://www.Rproject.org). Todas as variancias biométricas foram submetidas a
testes para a verificacdo da normalidade (Cramer Von Mises) e
homoscedasticidade das variancias (Brown and Forsythe).Os dados de
sobrevivéncia foram transformados em y = arcsen Vx/100, onde x indica o valor

da porcentagem da sobrevivéncia, para posterior analise davariancia.

Para os resultados que apresentaram diferengas significativas entre os

tratamentos (p < 0,05), as médias foram analisadas pelo teste deTukey.
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Resultados

Crescimento e Sobrevivéncia

Os resultados da analise estatistica mostraram diferengcas no peso umido
e comprimento total das larvas somente no final do experimento, aos 30 dias de
alimentacdo exogena (Tabelas 1 e 2). Os menores valores médios de peso e
comprimento foram registrados nas larvas submetidas a transi¢ao prematura do
alimento vivo para o formulado (TP). Ndo foram observadas diferencas
estatisticas no peso e comprimento entre as larvas alimentadas apenas com
nauplios de artémia (A) e aquelas que receberam dieta formulada apds transigao

tardia do alimento vivo(TT).

A analise estatistica mostrou decréscimo na taxa de crescimento
especifico e do ganho em peso no tratamento TP, durante o periodo de
substituicdo prematura do alimento vivo para o formulado, entre os dias oito e 11
(Tabelas 4 e 5). Diferengas estatisticas na TCE e GP também foram observadas
no ultimo intervalo de avaliagéo, entre os dias 23 e 30 (Tabela 4). As maiores
meédias ocorreram no tratamento TT, no qual a substituigdo dos nauplios de
artémia ocorreu tardiamente aos 18 dias. Por outro lado, a transi¢ao aos 11 dias
causou reducao da TCE e GP, assim como afetou o peso e tamanho final das
larvas de pacu (Tabelas 2, 3, 4 e 5). A TCE e o GP do tratamento ART, no qual
apenas nauplios de artémia foram utilizados, nao diferiu estatisticamente dos

tratamentos TP e TT, em que transicado alimentar foirealizada.

O fator de condigao alométrico, calculado aos 30 dias de alimentacao
exdgena, resultou em valores proximos a 3,5 (A= 3,47 £+ 0,19; TT= 3,61 + 0,25;
TP= 3,14 + 0,32). Embora tenha sido observada diferenga no tamanho e peso
finais das larvas de pacu de acordo com o protocolo de primeira alimentagao
utilizado (Tabelas 2 e 3), nenhuma diferenca estatistica para o fator de condigcao

foi observada entre os tratamentos

A taxa de sobrevivéncia no final do experimento (30 dias) diferiu
significativamente entre os tratamentos. A maior taxa de sobrevivéncia foi
registrada no tratamento A em que foi ofertado somente nauplios de artémia,
enquanto que a transicdo do alimento vivo para o formulado reduziu

aproximadamente pela metade a sobrevivéncia das larvas (Figura 1). Entretanto
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nao foi observada diferenca para a taxa de sobrevivéncia entre as larvas

submetidas aos periodos de substituicdo prematuro (TP) e tardio (TT).

Analises Morfolégicas

A descricdo do sistema imunolégico das larvas do pacu foi dividida nas

fases de alimentacdo enddgena (até 4 dpe) e exdégena (a partir de 5dpe).

Fase de Alimentagdao Endégena

Ao eclodir, as larvas (4,1 £ 0,1 mm e 0,4 £ 0,1 mg), apresentaram o rim
pouco desenvolvido, formado basicamente por um tubo retilineo e células
indiferenciadas, localizado dorsalmente ao intestino e ventralmente a
musculatura esquelética (Figura 2A). Com 2 dpe (6,2 £ 0,1mm e 0,6 £ 0,1 mg),
ap6s consumo parcial da reserva vitelinica, foi observado um acumulo de células
cubicas no 6rgdo, com citoplasma fracamente corado e nucleo proeminente
ocupando a regido central. Células apresentaram-se organizadas em formato

circular, indicando desenvolvimento de possiveis tubulos renais (Figura 2B).

O timo foi identificado a partir do 2° dpe (Figura 2C), composto por células

basofilicas fortemente coradas pela hematoxilina.

Aos 4 dpe, o rim apresentava estruturas diferenciadas, os tubulos proximais
estavam se destacando devido ao seu epitélio cubico simples, constituido de
células com nucleos esféricos, sendo possivel também a observacao da luz dos
tubulos (Figura 2D)

Alimentagao Exégena

Aos 5 dpe (6,2 + 0,2 mm e 0,8 + 0,1 mg) (1° dia experimental), a reserva
vitelinica havia sido consumida, a vesicula gasosa estava completamente inflada
€ a partir desse momento, foram ofertados nauplios de artémia. Nesse dia, o timo
apresentou aumento no volume celular, indicando o desenvolvimento do érgéao,
localizado no epitélio faringeo, separado da cavidade branquial por uma camada
unica de epitélio (Figura 3A).

O baco foi o ultimo 6rgao a se diferenciar. Somente a partir do 6 dpe (6,55
0,12 mm e 1,35 + 0,23 mg) (2° dia experimental) foi possivel observar o primérdio

do 6rgao, situado dorsalmente ao intestino anterior e ventralmente a vesicula
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gasosa. Nessa fase, o baco primordial era composto por células precursoras
hematopoiéticas (Figura 3B). Aos 10 dpe (7,69 + 0,89 mm e 3,1 + 0,21 mg) (6°
dia experimental), o bago apresentou maior quantidade de vasos, com formato

mais alongado, porém sem divisdes no parénquima (Figura 3C).

Os tubulos renais distais também estavam desenvolvidos, apresentando
estruturas semelhantes aos tubulos proximais, porém com o tamanho da luz
levemente reduzida e apresentando células mais acidofilas. Foi possivel
identificar melanomacrofagos na estrutura, células hematopoiéticas em maior
quantidade, ocupando parte do 6érgao. Nesse momento, observou-se também o
desenvolvimento inicial de novos tubulos renais, com células pouco
desenvolvidas, porém com organizagao circular, semelhante a tubulos maduros
(Figura 3D).

O timo apresentava células diferenciadas, demonstrando leucécitos
especificos como eosinodfilos, timdocitos e possiveis mondcitos, porém o 6rgao
ainda nao apresentava maturagao completa, sem definicdo de zona cortical ou

medular e n&o possuia grande quantidade de vasos sanguineos (Figura 3E).

Aos 16 dpe (12° dia experimental), as larvas do tratamento A (10, 91 £ 1,31
mme9,80 + 3,87),TP(11,53 + 1,05mme9,95 + 4,53mg) e TT(11,91+£0,63
mm e 12,60 £ 2,52 mg) demonstravam desenvolvimento similar em todos os
orgaos. Nesse momento, na porgao cranial do rim, onde ocorre a maior produgao
de células hematopoiéticas no 6rgao, foi possivel encontrar leucdcitos especificos
como neutréfilos, mondcitos, linfocitos (Figura 4A). Ja na porgao posterior do
orgao, os tubulos renais proximais se destacavam devido a maior quantidade
dessas estruturas presentes. Foram identificados também, centros de
melanomacrofagos em diferentes regides, assim como vasos preenchidos com

hemacias entre os tubulos renais (Figura 4B).

O timo apresentava os timdcitos mais concentrados e em maior quantidade
quando comparado ao periodo anterior. Porém ainda ndo era possivel observar

divisdo do parénquima nem vasos em grandes quantidades (Figura 4C).

Ainda aos 16 dpe o baco apresentou aumento do volume celular quando
comparado aos periodos anteriores, como era esperado devido ao crescimento
do 6rgdo, acompanhando o desenvolvimento da larva, além de ser possivel
observar o surgimento de hemacias e células linfoides, porém em pequeno
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numero (Figura 4D).

Aos 22 dpe (18° dia experimental), no mesonefro das larvas do tratamento A
(13,41 £0,8 mm e 33,5+8,88), TP (13,14 £ 1,50 mm e 31 £ 9,89 mg) e TT(13,94
+ 0,97 mm e 35,6 £ 8,0mg), foi possivel observar estruturas como os tubulos
proximais em maior numero ao longo da extensdo do 6rgao. Também foram
identificados tubulos imaturos se desenvolvendo em certas regides, indicando
constante crescimento dessa estrutura, juntamente com Capsulas de Bowman,
cuja presenca nao havia sido observada nos periodos anteriores. Centros de
melanomacrofagos estavam cada vez mais presentes ao redor do 6rgao, assim

como vasos, que circundam a maioria dos tubulos (Figura 4E).

Nesse dia, o timo apresentou maior numero de vasos sanguineos,
distribuidos ao longo do parénquima timico, em maior numero concentrado na
regido central do 6rgao (Figura 4F)

Aos 34 dpe (30° dia experimental), os animais dos tratamentos A (19,60 +
2,72mme 116,7 £ 45,58 mg), TP (18,50 £ 3,34 mm e 99,4 + 43,02 mg) e TT (20
,89 £ 3,22 mm e 139,60 + 48,75 mg), possuiam desenvolvimento similar das
estruturas linfoides, nao apresentando diferencas morfolégicas entre os

tratamentos.

Observou-se que, nessa fase, o pronefro possuia maior quantidade de
células de defesa como mondcitos, linfocitos e tecido hematopoiético (Figura 5A),
enquanto o mesonefro ndo apresentou diferengas estruturais quando comparado
a outros periodos. Suas estruturas principais foram mantidas, apresentando
diferengcas somente no aumento da quantidade de células hematopoiéticas e de
tubulos renais. Centros de melanomacréfagos também foram visualizados no
orgéao (Figura 5B).

Ao analisar o bago (Figura 5C), notou-se que 0 mesmo manteve a sua
morfologia e composigdo celular, sendo constituido por hemacias, células
reticulares e linfécitos. Nao foi possivel identificar a diferenca entre polpa branca e
polpa vermelha no 6rgdo manteve sua estrutura morfolégica ao longo da fase

experimental.

Ja o timo nao apresentou divisdo nitida entre zona cortical e medular (Figura
5D), porém ocorrem diferencas na concentracdo celular quando observado a

regido central do 6rgao (Figura 5E) e a periférica, onde ocorre a secregdo das
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células de defesa (Figura 5F).
Tolerancia a exposic¢ao ao ar

A exposicao ao ar por até cinco minutos ndo provocou mortalidade nas
larvas em nenhum dos tratamentos. Entretanto, a exposi¢cdo por sete minutos
causou 20% de mortalidade nas larvas submetidas a transicdo prematura do
alimento vivo (TP) (p<0,05), enquanto que apenas 10% de mortalidade ocorreram
nos tratamentos em foram fornecidos somente nauplios de artémia (A) ou que sua
substituicdo foi feita tardiamente (TT). Mortalidade total foi observada apos a

exposi¢ao das larvas ao ar por 20 minutos em todos os tratamentos.

Discussao

Crescimento e Sobrevivéncia

Estudos sobre a viabilidade e vantagens econémicas de criagéo de larvas de
pacu alimentadas com nauplios de artémia em sistema intensivo foram
apresentados por Jomori et al (2003 e 2005). Com isso gerou-se a necessidade
de conhecimentos mais aprofundados sobre a transicao alimentar nessa espécie.
Em alguns estudos como os de Tesser et al. (2005), Jomori et al. (2005), Leitdo
et al. (2011) e Menossi et al. (2012), foi demonstrado a ineficiéncia de se utilizar
dietas formuladas desde a primeira alimentacdo da espécie e a necessidade de
fornecer organismos vivos por alguns dias, na fase inicial de desenvolvimento.
Portanto, € necessario que se conheca, em sistema de produgcao de larvas, o
tempo minimo para o uso do alimento vivo, visando aperfeicoar o processo e

diminuir o custo de producao.

O processo de substituicao do alimento vivo pelo formulado, quando iniciado
prematuramente, pode ser influenciado por fatores como: desenvolvimento
insuficiente do sistema digestorio para digerir e assimilar os nutrientes presentes
na dieta (Menossi et al. 2012), utilizagdo de dietas pouco atrativas o que resulta
em baixa ingestdo, ou ainda, uso de dietas que nao atendam a exigéncia
nutricional da espécie ou de baixa qualidade (Jomori 2005). As consequéncias

desse processo podem ser observadas quando analisamos o comprimento total e
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0 peso umido das larvas no ultimo dia do experimento, aos 30 dias (35 dpe).
Notou-se que as larvas submetidas a transigdo alimentar prematura apresentaram
diferengas significativas quando comparado aos outros tratamentos,

demonstrando prejuizo para o desenvolvimento do organismo.

O mesmo acontece com a taxa de crescimento especifico e o ganho em
peso, em que o tratamento prematuro apresenta diferengas estatisticas nos
periodos de oito a 11 dias e 23 a 30 dias. Apesar de o tratamento tardio ter
apresentado resultados inferiores ao tratamento prematuro e controle, no periodo
de 17 a 22 dias em ambos os parametros de crescimento, foi possivel observar
que o tratamento prematuro foi o mais sensibilizado durante o periodo
experimental. Hung et al. (2002) também verificaram redugcdo na taxa de
crescimento no momento em que houve a troca de do alimento vivo para o
formulado em Pangasius bocourti. Da mesma forma, Person Le Ruyet et al.
(1993) notaram diminuicdo do crescimento em larvas de Dicentrarchus labrax por
um periodo de cinco dias apés, quando o alimento foi substituido precocemente,
enquanto os animais que passaram pela transicdo mais tardiamente, se
adaptaram melhor ao alimento formulado. Portella (2000) observou também que
em Prochilodus scrofa, ocorreu esse padrao de diminuicdo da taxa de
crescimento ao longo do desenvolvimento do animal, sendo observado o mesmo

padrdao em Coregnus larvaretus (Dabrowski e Poczyczynski 1988).

O resultado da sobrevivéncia foi influenciado pela transi¢gdo alimentar
realizada durante a fase experimental, assim como foi observado em Jomori
(2005), que também constatou que a retirada do alimento vivo pode impactar a
sobrevivéncia dos animais, principalmente nos tratamentos de transicdo alimentar
prematura. Demonstrou também que a sobrevivéncia foi maior no tratamento em
que foi ofertado somente nauplios de artémia, apresentando resultado semelhante

ao presente estudo.

Os tratamentos que passaram pela transicao alimentar nao diferiram entre
si, assim como foi observado em Menossi et al. (2012) onde os grupos que
passaram por esse processo apresentaram taxas de sobrevivéncia intermediarias

e também nao houve diferencas significativas entre os tratamentos.
Exposig¢ao ao ar
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Peixes, na fase inicial de desenvolvimento, sdo menos resistentes ao
estresse do que os adultos (Bonga 1997). Entretanto, independente do manejo
alimentar, os animais foram resistentes aos testes até cinco minutos de
exposicao. Com sete minutos, no entanto, as larvas do tratamento prematuro
apresentaram mortalidade mais alta quando comparado as da transicao tardia e
as do controle. Luz e Portella (2005) submeteram larvas de Hoplias lacerdae ao
teste de exposicao ao ar, apresentando resultados de sobrevivéncia similares
quando expostos a sete minutos. Sakakura et al. (1998) também expuseram
larvas de Seriola quinqueradiata ao ao ar durante quatro minutos, entretanto as
larvas eram alimentadas com dietas suplementadas com vitamina C e
apresentaram taxas de sobrevivéncia menores do que os animais que foram
submetidos ao teste nesse estudo. Entretanto, quando as larvas foram
submetidas ao teste por 20 minutos, ocorreu a mortalidade total dos organismos,
contrariando o que foi encontrado em Luz (2007). Ele avaliou a resisténcia a
exposi¢ao ao ar por larvas da mesma espécie com 8, 11 e 15 dias de vida e
também submetidas a diferentes manejos alimentares, relatando um indice de até
96% de taxa de resisténcia apdés 20 minutos de exposi¢cdo ao ar pelos mesmos

métodos.

Desenvolvimento do timo, rim e bago em larvas de pacu

O pacu é uma das espécies mais cultivadas e estudadas na América do Sul
e, consequentemente, apresenta maior numero de informagdes sobre o seu
desenvolvimento ontogenético (Portella et al. 2014). Porém, o conhecimento
sobre a ontogenia do sistema imunolégico em larvas de pacu e outras espécies
de agua doce é escasso e, por isso, o presente trabalho traz valiosas informagdes

que poderao auxiliar estudos futuros aplicados a imunologia de peixes.

A histogénese dos 6rgéos linfoides do pacu segue o mesmo padrao
observado em outros peixes de agua doce (Zapata et al. 2006). O primeiro érgao
a se tornar linfoide foi o timo aos 2 dpe, embora no rim tenham sido observadas
células progenitoras indiferenciadas (mas nao linfocitos) desde a eclosdo. Essa
sequéncia de desenvolvimento dos 6rgaos linfoides foi descrita em Danio rerio
(Lam et al. 2004), Salmo gairdneri (Grace e Manning 1980) e Salmo salar (Ellis
1977). Entretanto, nos peixes marinhos, como Sebastiscus marmoratus

(Nakanishi 1986); Seriola quinqueradiala, Pagrus major, Paralkhthys olivaceu
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(Chantanachookhin et al. 1991); Sparus auratus L (Josefsson e Tatner 1994);
Platichthys flesus L. (Pulsford et al. 1994) Gadus morhua L (Schrader et al. 1998)
entre outros, a ordem em que os principais 6rgaos linfoides se desenvolvem é rim,

baco e timo (Zapata et al. 2006).

As larvas de peixes eclodem em ambientes onde ha inumeros agentes
patogénicos, no momento em que a sua capacidade imunoldgica ainda é bem
limitada. Esses animais necessitam de defesas para auxilia-los no combate a
ameacas externas e tais defesas sdo constituidas por proteinas que estdo
envolvidas nas repostas inatas e adaptativas, que sao transferidas através da
mae para a prole (Mulero et al. 2007). Entretanto, estudos demonstraram que
apesar dessa protecdo herdada da mae, os peixes, na fase inicial, dependem
fundamentalmente dos mecanismos préprios de defesa inata (Mulero et al. 2008),
devido a maturagao tardia dos o6rgaos linfoides e de sua imunocompeténcia,
juntamente com a habilidade limitada de sintetizar anticorpos especificos antes de

algumas semanas apos a eclosao.

Larva vitelina de pacu aos 4 dpe apresenta timo colonizado com linfocitos. O
epitélio timico apresenta-se continuo ao epitélio faringeo, uma caracteristica tipica
dos teledsteos (Chantanachookhin et al. 1991; Bowden et al. 2005). Em
paulistinha ou peixe-zebra D. rerio, o timo primordial évisivel mesmo antes da
eclosdo margeando a cavidade faringea e, aos 4 dpe, o 6rgao ja esta totalmente
desenvolvido (Zapata et al. 2006).Em Salmo gairdneri, o primérdio do timo
também é observado antes da eclosdo e, quando a larva eclode, ja apresenta
desenvolvimento completo (Grace e Manning 1980). Com o avanco do
desenvolvimento larval do pacu, o timo mostra aumento no volume celular e
destaca-se do epitélio da faringe. Schroder et al. (1998) relataram que o numero
de células no timo de Gadus morhua aumenta de acordo com a idade e

desenvolvimento doanimal.

Na eclosdo, o rim da larva de pacu constitui um tubo simples e retilineo
formado por células indiferenciadas. Células indiferenciadas também estédo
presentes no rim de Pagrus major na eclosdo, mas aparecem somente aos 3 dpe
em Seriola quinqueradiata e aos 7 dpe em Paralichthys olivaceus. As células
indiferenciadas caracterizam-se por ter o citoplasma fracamente corado e nucleo

proeminente, mas, com o desenvolvimento, essas células tornam-se escuras e
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menores, indicando a ocorréncia de linfogénese (Chantanachookhinet al. 1991).
Aos 5 dpe, a larva de pacu apresenta pequenos linfécitos e células eritropoiéticas
dispersas entre os tubulos renais e nenhuma diferenciagdo é observada entre o
pronefro e o mesonefro; o numero de tubulos e a propor¢ao de tecido linfo-

hematopoiético aumentam com a idade daslarvas.

O bago foi ultimo 6rgdo a se tornar linfoide na larva de pacu, sendo
observado a partir do 6° dpe como um érgao primeiramente eritrocitico; somente a
partir do 16° dpe, o ¢rgdo torna-se linfoide. Esse padrdao tardio de
desenvolvimento do baco também foi descrito em outros teledsteos, como Salmo
gairdneri (Grace e Manning 1980), Seriola quinqueradiata, Pagrus major e
Paralichthys olivaceus (Chantanachookhinet al. 1991). Nas larvas de peixes
teledsteos, o bagco € um 6rgao mais eritropoiético que linfopoiético. Mesmo nas
larvas de peixes marinhos, onde seu o desenvolvimento ocorre anteriormente ao

timo, a produgéo de linfécitos pelo bago é mais tardia (Zapata et al. 2006).

A ontogenia dos 6rgaos do sistema imune no pacu é bem similar as demais
especies de peixes teledsteos descritas na literatura, porém ocorrem diferencas
quanto ao tempo de desenvolvimento dos 6rgaos, como relatado por Mulero et al.
(20072). Essas diferencas interespecificas ndo ocorrem somente devido a
variagdo no periodo embrionario ou a taxa de desenvolvimento larval, mas
também pelo fato de que o desenvolvimento desses animais esta fortemente
ligado as condigdes de criacdo, como temperatura, salinidade e fotoperiodo (Falk-
Petersen 2005). No presente estudo, o desenvolvimento do rim, timo e bago foi
estudado em larvas de pacu submetidas a transicdo precoce e tardia do alimento
vivo para o formulado. Entretanto, ndo notamos diferenga no desenvolvimento
desses o6rgaos independente do periodo em que a transi¢cdo alimentar foi
realizada. A explicagao plausivel é que os principais eventos da ontogenia dos
orgaos linfoides ocorrem no periodo de alimentagédo enddgena ou logo no inicio
da fase de alimentacédo exdgena, quando as larvas de pacu ainda necessitam de
alimento vivo (Portella et al. 2012, 2014) e estavam todas recebendo nauplios de
artémia.

Em todos os tratamentos, ap6s 30 dias de alimentagdo exdégena (34 dpe), o
rim do pacu apresenta maior quantidade de células de defesa e sdo observados

alguns centros de melanomacrofagos, assim como observado em Seriola
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quinqueradiata, Pagrus major e Paralichthys olivaceus (Chantanachookhinet al.
1991). No timo foi possivel notar que o seu parénquima n&o apresenta divisdo
nitida entre zona cortical e medular, porém ocorrem diferengas nos tipos celulares
presentes na regiao central e a periférica do 6rgdo. De acordo com Lam et
al.(2004), a producao das células de defesa ocorre na periferia do timo. O bago
manteve a sua morfologia e composi¢ao celular durante o desenvolvimento larval
do pacu e nenhuma diferenga obvia das areas de polpa branca e polpa vermelha
foi identificada até os 34 dpe. Em animais mais velhos, a histologia do baco
mostra que este 6rgdo apresenta essas duas regides distintas, constituidas por
tecido linfoide (polpa branca) e tecido sanguineo (polpa vermelha) (Costa 2012).
A auséncia de compartimentalizacdo do 6rgao durante a metamorfose larval
também foi descrita em Gadus morhua L (Schorder et al. 1998), Danio rerio
(Zapata et al. 2006), Seriola quinqueradiata, Pagrus major, Paralichthys olivaceus
(Chantanachookhin et al.1991).
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Conclusao

¢ Os 6rgaos linféides comegcam a se desenvolver logo apos a eclosao,
demonstrando que esse sistema apresenta o desenvolvimento precoce, devido a
sua importante fungdo no organismo;

e A transicdo alimentar nao interfere no desenvolvimento dos 6rgaos
linfoides, visto que a ontogenia do rim e do timo ocorre ainda na fase de nutrigdo
endogena e a do bago durante os primeiros dias de alimentagao exdgena, periodo
no qual ha dependéncia de alimento vivo pelas larvas de pacu;

e A transigdo alimentar reduz a sobrevivéncia na larvicultura do pacu,

principalmente quando realizada precocemente, afetando o crescimento larval;
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Legenda deTabelas

Tabela 1. Valores médios + desvio padrao do peso umido (mg) de larvas de
pacu alimentadas com artémia (A) ou submetidas a transigdo alimentar do
alimento vivo para o formulado aos 11 dias (TP) e 18 dias (TT) de

alimentagaoexogena.

Tabela 2. Valores médios + desvio padrao do comprimento total (mm) de larvas
de pacu alimentadas com artémia (A) ou submetidas a transicdo alimentar do

alimento vivoparaoformuladoaos11dias(TP)e18dias(TT) de alimentagao exdégena

Tabela 3. Valores médios = desvio padrao da taxa de crescimento especifico

(TCE, %.dia'1) das larvas de pacu alimentadas com artémia (A) ou submetidas a
transicédo alimentar do alimento vivo para o formulado aos 11 dias (TP) e 18 dias

(TT) de alimentacdo exogena

Tabela 4. Valores médios + desvio ganho em peso (GP, mg) das larvas de pacu
alimentadas com artémia (A) ou submetidas a transigdo alimentar do alimento

vivo para o formulado aos 11dias (TP) e 18dias (TT) de alimentagdo exdgena

Tabela 5. Valores médios + desvio padrao da taxa de sobrevivéncia (%) das
larvas de pacu apds periodos crescente de exposicdo ao ar. As larvas do
tratamento prematuro e tardio foram submetidas ao teste no 22° dia experimental

(26 dpe) e no 29?2 dia experimental (33 dpe),respectivamente.
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Legenda de Figura

Figura 1. Valores médios das taxas de sobrevivéncia das larvas de pacu ao final
do experimento (30 dias de alimentagdo exdgena). Larvas receberam nauplios de
artémia por todo periodo (A) ou foram submetidas a transicdo alimentar do

alimento vivo para o formulado aos 11 dias (TP) e 18 dias (TT).

Figura 2. (A) 2 horas apds a eclosao com rim em desenvolvimento (seta preta).
(B) Rim aos 2 dpe, com tubulos (*) e tecido hematopoiético (seta). (C) Timo aos
2dpe. (D) Rim aos 4 dpe com tubulos (seta pontilhada) e tecido hematopoiético

(seta preta). (E) Timo aos 4dpe.

Figura 3. (A) Tratamento TP - Bago primordial aos 6 dpe. (B) Tratamento TT-
Desenvolvimento do bago aos 10 dpe. (C) Tratamento TP - Rim aos 10 dpe,
apresentando tubulos (cabega de seta), tubulos em desenvolvimento (quadrado
pontilhado), vasos (*), centros de melano-macrofagos (seta branca) e tecido
hematopoiético (TH). (D) Tratamento TP - Timo com 10 dpe, com possiveis

monacitos (cabeca de seta), eosinodfilos (seta) e timdcitos.

Figura 4. (A) Tratamento TT - Pronefro aos 16 dpe apresentando células
especificas como mondcitos (seta verde), neutréfilo (seta amarela) e linfocito (seta
branca). (B) Tratamento TT - Mesonefro aos 16 dpe, apresentando centros de
melano-macréfagos (seta amarela) e vasos (seta vermelha). (C) Tratamento TT -
Visdo geral do timo aos 16 dpe. (D) Tratamento A - Detalhe da composig¢ao
celular do bago aos 16 dpe, com linfocitos (seta amarela). (E) Tratamento A -
Mesonefro aos 22 dpe, com Capsula de Bowman aparente (seta preta),
juntamente com centros de melano-macrofagos (seta vermelha). (F) Tratamento

TP - Timo com 22 dpe, apresentando maior quantidade de vasos (seta amarela).

Figura 5. (A) Tratamento TP - Padréo celular do pronefro com 35 dpe, com
mondcitos (seta vermelha) e linfocitos (seta amarela). (B) Tratamento A -
Mesonefro com 35 dpe, apresentando tubulos imaturos (quadrado pontilhado),
centros de melano-macrofagos (seta vermelha) e vasos ao redor dos tubulos

proximais (seta preta). (C) Tratamento A - Composicdo celular do baco aos
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35dpe, com ceélulas reticulares (cabega de seta),hemacias (seta vermelha) e
linfécitos (seta amarela). (D) Tratamento A - Visao geral do timo aos 35 dpe. (E)
Tratamento A - Detalhe na regido central. (F) Tratamento TP - Regido periférica

do 6rgao.
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Figuras e tabelas

Tabela1
Dias de alimentacao exdgena
Tratamento 7 11 16 22 30
A 5,3210,82 11,02+2,91 31,61+6,14 66,80+17,18 120,55+18,82°
TP 5,8510,81 9,28%3,13 29,45+9,15  53,82%4,30 71,7249,37°
TT 5,9840,32 12,48+2,52 36,3518,21 51,61+7,71 121,80+13,82°

Médias na coluna seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p >0,05).

Tabela 2
Dias de alimentacdo exdgena
Tratamento
7 16 22 30
A 8,98+0,22 11,52+0,80 13,31+0,50 14,87+0,64 19,51+0,86 A
TP 9,07+0,44 11,37+0,94 13,11+0,93 15,41+0,56 16,82+0,34 B
T 9,00+0,24 11,67+0,60 13,86+0,68  16,00+1,28 19,29+0,71 A

Médias na coluna seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Tabela3
Dias de alimentagdo exdgena
Tratamento
0-7 8-11 12-16 17-22 23-30
A 33,65+2,27  18,42+398 A  21,42+3,21  11,72+4,64  7,59+4,72 AB
TP 35,43+2,04 11,73+3,58 B 23,7614,80 9,5913,99 3,42+1,81 B
TT 35,02+0,77 18,35+1,35A 20,83+5,00 5,20+0,36 11,27+1,74 A

*TCE, taxa de crescimento especifico = 100 X (/n peso final — In peso inicial) / dias.
Médias na coluna seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05)
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Tabela 4
Dias de alimentacdo exdgena
Tratamento
0-7 8-11 12-16 17-22 23-30
A 4,84+0,82 5,68+0,83 A 21,47+4,82  34,31+16,70 53,75+32,08 AB
TP 5,38%0,81 3,4210,81 B 21,89+7,65  23,06£7,95 17,48+10,00 B
1T 5,50+0,31 6,50+0,31 A 19,43+4,68 12,23+£12,25 72,51+14,21A

*GP, ganho em peso = peso final — peso inicial.
Médias na coluna seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Tabela 5

Tempo de exposi¢do

ao ar * (min) A TP A N
1 100 100 100 100
3 100 100 100 100
5 100 100 100 100
7 94 +5,44 A 82+8,36 B 93,33+5,77A 96,665,777 A
20 0 0 0 0
Figura1
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5

Caunesp

Orientadora: Maria Célia Portella

60



