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DIETAS MICROENCAPSULADAS: PRODUCAO E AVALIACAO PARA
ALIMENTACAO DE LARVAS ALTRICIAIS DE PEIXES DE AGUA DOCE

RESUMO - Este estudo teve como objetivo produzir e avaliar dietas
microencapsuladas para larvas altriciais de peixes de agua doce pela combinacao
dos processos de gelificagdo idnica e coacervacdo complexa. As microcapsulas
foram formuladas para conter niveis de nutrientes baseados na composi¢cdo de
nauplios de artémia. Cinco dietas microencapsuladas foram produzidas variando
apenas o Oleo incorporado: oliva, girassol, linhaca, sacha inchi e peixe. As dietas
microencapsuladas foram avaliadas utilizando larvas de pacu Piaractus
mesopotamicus e foram comparadas a dois tratamentos controle, um com nauplios
de artémia e outro com dieta comercial. Para tanto, foram considerados aspectos
relacionados a aceitacdo das dietas, desempenho produtivo, alteracdes morfolégicas
do trato digestério e celularidade do musculo esquelético dos animais, além da
expressdo de genes relacionados com a miogénese e crescimento muscular. As
dietas microencapsuladas apresentaram, de modo geral, 550 g kg™ de proteina
bruta, 240 g kg™ de lipidios e 11 g kg™ de cinzas, além de teores de umidade
superiores a 850 g kg™'. Nenhuma das dietas microencapsulas foi rejeitada pelos
animais, entretanto quantidades inferiores aos nauplios de artémia foram ingeridas
(p<0,05). Baixos valores de taxa de crescimento especifico foram observados nos
animais alimentados com as dietas microencapsulas, o que refletiu em ganho em
peso inferior ao proporcionado pelos nauplios de artémia e pela dieta comercial
(p<0,05). Entre as dietas microencapsuladas, aquela produzida com Oleo de peixe
apresentou os mais baixos indices de crescimento e sobrevivéncia (p<0,05). As
analises histolégicas demonstraram atraso no desenvolvimento do intestino, figado,
pancreas e estdbmago dos animais alimentados com as dietas microencapsuladas,
assim como na musculatura esquelética. Nesses animais, maior frequéncia de fibras
pequenas (diametro <10 um) foi observada na camada profunda da musculatura
(p<0,05), assim como menores niveis de expressao de MyoD (p<0,05), relacionada
ao crescimento muscular.

Palavras-chave: celularidade muscular, microencapsulagcdo, musculatura
esquelética, Piaractus mesopotamicus, trato digestério



MICROENCAPSULATED DIETS: PRODUCTION AND EVALUATION FOR
FEEDING ALTRICIAL FRESHWATER FISH LARVAE

ABSTRACT - This study aimed to produce and evaluate microencapsulated
diets for altricial freshwater fish larvae by combining ionic gelation and complex
coacervation processes. The microparticles were formulated to contain nutrient levels
based on artemia nauplii composition. Five microencapsulated diets were produced
varying only the oil source: olive, sunflower, linseed, sacha inchi and fish.
Microencapsulated diets were evaluated using pacu Piaractus mesopotamicus larvae
and compared to two feed controls, artemia nauplii and commercial diet. Therefore,
we considered issues related to attractiveness of diets, growth performance,
morphological changes of the digestive tract and skeletal muscle cellularity, and
expression of genes related to myogenesis and muscle growth. Microencapsulated
diets displayed in general 550 g kg™ protein, 240 g kg™ lipid and 11 g kg™ of ash.
Moisture content was higher than 850 g kg™*. Any of the microencapsulated diet was
rejected by fish, however lower amounts then artemia nauplii were ingested (p<0.05).
The specific growth rates of the animals fed with microencapsulated diets were lower
than the control treatments, which also resulted in less weight gain (p<0.05). The
comparison amongst the microencapsulated diets revealed that the diet produced
with fish oil showed the lowest growth rate and survival (p<0.05). Histological
analyzes indicated developmental delay in intestine, liver, pancreas and stomach of
fish fed with microencapsulated diets, as well as skeletal muscle fibers in these fish.
Higher frequency of small fibers (diameter <10 mm) was observed in the deep layer
of the epaxial muscle (p <0.05), as well as lower expression levels of MyoD (p<0.05)
related to muscle growth.

Keywords: muscle cellularity, microencapsulation, skeletal muscle, Piaractus
mesopotamicus, digestive tract



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1. Considerag0es iniciais

Entre as espécies de peixes de agua doce criadas comercialmente, muitas
delas possuem larvas altriciais, com desenvolvimento inicial similar ao das larvas de
peixes marinhos (PORTELLA; DABROWSKI, 2008). As larvas altriciais sdo aquelas
gue possuem reservas de vitelo escassas, que se esgotam logo nos primeiros dias
apo6s a eclosao, induzindo as larvas a iniciarem a alimentacdo exdgena ainda sem o
sistema digestério completamente diferenciado. Assim, no inicio do seu
desenvolvimento, possuem habilidade limitada em capturar e digerir o alimento.
Alimentos adequados para este periodo devem ser suficientemente atrativos para
que as larvas possam percebé-los, suficientemente pequenos para que sejam
capazes de ingeri-los e suficientemente nutritivos para fornecer nutrientes e energia
para que as larvas completem seu desenvolvimento ontogenético e crescam (HOLT;
WEBB; RUST, 2011).

A alimentagéo de larvas de peixes criadas nos sistemas semi-intensivo e/ou
intensivo baseia-se na utilizacdo de organismos plancténicos, incluindo microalgas,
rotiferos e artémia. Diferente de espécies marinhas, que dependem inicialmente de
rotiferos devido ao seu reduzido tamanho, as larvas altriciais de peixes reofilicos sao
capazes de ingerir organismos maiores, como nauplios de artémia, desde a primeira
alimentacdo. Estudos mostram que o uso de nauplios de artémia como primeiro
alimento exdgeno proporciona altas taxas de crescimento e sobrevivéncia as larvas
de peixes de agua doce (PORTELLA; VERANI; CESTAROLLI, 2000; JOMORI et al.,
2003 e 2008; TESSER, CARNEIRO; PORTELLA, 2005; LEITAO et al., 2011;
MENOSSI et al., 2012) além de ser economicamente vantajoso (JOMORI et al.,
2005). Apesar desses beneficios, a intensificacdo da larvicultura de peixes trouxe a
necessidade de se buscar alternativas mais eficientes que o uso de organismos
planctonicos. Nesse sentido, esforcos sao realizados para desenvolver microdietas
formuladas que substituam com eficiéncia os alimentos vivos.

As vantagens em substituir organismos planctonicos por microdietas na

alimentacdo de larvas de peixes de agua doce baseiam-se principalmente em: (1)



microdietas podem ter sua composi¢éo nutricional uniforme e adaptada para atender
as exigéncias nutricionais de diferentes espécies; (2) microdietas para larvas de
peixes possuem custo elevado quando comparadas com dietas para juvenis, mas
ainda sdo mais econbmicas que cultivar organismos vivos para alimentar as larvas
(HOLT; WEBB; RUST, 2011); (3) algumas espécies de plancton natural séo
carnivoras e podem atacar as larvas de peixes (JOMORI, 2005); (4) organismos
plancténicos podem causar infecgdes bacterianas ou virais, aumentando o risco de
doencas (LANGDON, 2003).

A alimentacdo de larvas de peixes com microdietas tem apresentado bons
resultados. Por exemplo, larvas do peixe marinho Sparus aurata podem ser criadas
com sucesso utilizando dieta microencapsulada composta principalmente de
caseina, hidrolisado proteico de peixe e farinha de polvo apGs curto periodo de
quatro dias de alimentacdo com rotiferos (YUFERA; PASCUAL; FERNANDEZ-DIAZ,
1999). Larvas de pacu Piaractus mesopotamicus (HOLMBERG, 1887) mostram altas
taxas de crescimento e sobrevivéncia quando criadas com dieta microparticulada
apos 12 dias de co-alimentacdo com nauplios de artémia (JOMORI et al., 2008).
Entretanto, a maioria dos estudos mostra reducdo da taxa de crescimento e
sobrevivéncia das larvas quando microdietas sdo usadas em substituicdo total ou
parcial do alimento vivo (BASKERVILLE-BRIDGES; KLING, 2000; LAZO et al., 2000;
LEITAO et al., 2011; MENOSSI et al., 2012), especialmente quando a transic&o
alimentar € muito precoce e ocorre quando as larvas apresentam aparelho digestoério
indiferenciado (MENOSSI et al., 2012).

Existem diversos fatores relacionados ao baixo desempenho produtivo de
larvas de peixes alimentadas com microdietas nas fases iniciais do desenvolvimento.
De maneira geral, estes fatores podem ser reunidos em trés categorias: (1) fatores
gue impactam a ingestao da dieta; (2) fatores que impactam a digestdo, assimilacéo
e metabolismo da dieta; (3) fatores que impactam ambos (HOLT; WEBB; RUST,
2011).

A larva precisa ingerir a microdieta antes de digerir e assimilar seus
nutrientes, portanto, maximizar sua ingestao deve ser o primeiro objetivo a se buscar
guando microdietas para larvas sao produzidas. Os principais fatores relacionados a

ingestdo da microdieta sdo disponibilidade, aparéncia, atratividade, e textura da
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particula (ONAL; LANGDON, 2000). Sao as diferencas fisicas e quimicas entre os
alimentos vivos e as microdietas que fazem com que as larvas tenham diferentes
respostas frente a cada um desses alimentos.

A movimentagdo dos organismos vivos na coluna d'agua favorece sua
percepgcdo e captura pelas larvas de peixes, seja pela visdo ou pela agédo dos
neuromastos livres (MUKAI, 2006). Além disso, os componentes solUveis dos
nauplios de artémia estimulam o comportamento alimentar de larvas de pacu e
favorecem a ingestdo de microdietas inertes (TESSER; PORTELLA, 2006), assim
como o0s aminoacidos lisina e glicina e o “complexo betaina” funcionam como
atrativos quimicos estimulando a ingestdo de microdietas pelas larvas (TESSER,;
PORTELLA, 2011). Atrativos em microdietas sdo importantes para aumentar a
percepcao das particulas no ambiente aquatico, porém o sabor/odor e a textura das
microdietas também podem determinar sua aceitacdo pelas larvas. Por exemplo,
larvas de pacu apresentam epitélio olfatério diferenciado com células
quimiorreceptoras especializadas no final do periodo endotréfico (CLAVIJO-AYALA,
2008) e larvas de pintado Pseudoplatystoma coruscans exibem botdes gustativos no
inicio do periodo exotrofico, indicando a importancia do paladar no comportamento
alimentar da espécie (CESTAROLLI, 2005).

A dimensédo da particula é particularmente importante na alimentacéao inicial
de larvas de peixes. Particulas muito grandes podem ser de dificil ingestdo e
particulas muito pequenas podem nao ser identificadas pelas larvas (CAHU;
ZAMBONINO-INFANTE, 2001); € o tamanho da abertura da boca que limita o
tamanho da presa/particula que pode ser ingerida (YUFERA, 2011). De maneira
geral, o tamanho ideal da particula depende do estdgio de desenvolvimento e da
espécie (FERNANDEZ-DIAZ; PASCUAL; YUFERA, 1994). Tipicamente, microdietas
para larvas de peixes possuem entre 25 e 250 um de tamanho. A alta relacdo
superficie/volume de particulas tdo pequenas invariavelmente resulta em altas taxas
de troca entre os nutrientes das particulas e o meio, o que favorece a rapida perda
de compostos de baixo peso molecular e hidrossoliveis (LANGDON; BARROWS,
2011).

Em larvas de peixes, a quebra das particulas depende, exclusivamente, da

acdo de enzimas digestivas e acdo mecéanica dos movimentos peristalticos



(LANGDON; BARROWS, 2011). A falta do sistema digestério completamente
funcional no inicio do desenvolvimento larval de muitas espécies de peixes sugere
que as microdietas para larvas devam conter nutrientes prontamente digestiveis
(LAZO; DARIAS; GISBERT, 2011).

Estudos indicam que as larvas se beneficiam da inclusdo parcial de
hidrolisados proteicos ou aminoacidos livres em suas dietas. O transporte
intracelular de aminoacidos envolve numerosos transportadores expressos na
membrana da borda estriada dos enterécitos das larvas, enquanto que a absorcao
de peptideos ocorre via membrana apical dos enterdcitos, importante rota para a
absorcido de proteinas e peptideos dietéticos (CONCEICAO; ARAGAO;
RONNESTAD, 2011). Além disso, os hidrolisados proteicos adicionados em
microdietas para larvas também sao importantes do ponto de vista de atratividade,
estimulando a resposta alimentar (KOLKOVSKI; CZENSNY, DABROWSKI, 2000).

A maior parte das dietas para larvas de peixes é feita por componentes
dietéticos insoltveis unidos com ligantes insollveis; entretanto, larvas de peixes no
inicio do seu desenvolvimento requerem dietas com proteinas sollveis, peptideos de
baixo peso molecular e aminoacidos que sdo mais facilmente digeridos e absorvidos
que proteinas complexas (CAHU; ZAMBONINO-INFANTE, 2001; CONCEICAO;
ARAGAO; R@NNESTAD, 2011). Dessa forma, o maior desafio tecnolégico do
desenvolvimento da microdieta para larvas de peixes é produzir uma microdieta
capaz de reter compostos de baixo peso molecular e nutrientes sollveis em agua e
fornecé-los as larvas em veiculo digestivel (YUFERA et al., 2009). A técnica de
microencapsulacédo tem importante papel neste aspecto.

O processo de microencapsulagdo consiste em recobrir o conteudo de
interesse por material que o isole, total ou parcialmente, do meio permitindo
liberacdo controlada de seu conteudo. Diferente das dietas microaglutinadas, que
apresentam limitacbes para reter compostos de baixo peso molecular em meio
aguoso, as dietas microencapsuladas sdo mais estaveis, sendo assim, mais
eficientes em reter peptideos, aminoacidos e vitaminas. Por outro lado, o principal
problema de particulas produzidas por este processamento € a baixa digestibilidade
das capsulas por varias espécies de larvas de peixes (CAHU; ZAMBONINO-
INFANTE, 2001; LANGDON, 2003).



As dietas microencapsuladas para larvas podem ser produzidas por diferentes
processos, como: gelificagdo ibnica externa ou interna, coacervacao simples ou
complexa e spray-dryer (YUFERA et al., 2009). Dietas produzidas por gelificacdo
ibnica externa vém sendo estudadas no Brasil ha dez anos visando a alimentacao
de larvas de peixes de agua doce (MUKAI-CORREA, 2003 e 2008; RODRIGUES,
2012) e mostraram boa aceitacdo por larvas de pacu (MUKAI-CORREA, 2008;
RODRIGUES, 2012).

O método de gelificacdo idnica baseia-se na formacédo de matriz de gel pelo
contato entre uma solucédo de polissacarideos contendo nutrientes e uma solucéo
ibnica. As principais caracteristicas das particulas produzidas por gelificacdo i6nica
externa sdo conteldo multinucleado distribuido uniformemente na particula,
recuperacdo de seu tamanho e formato apds a reidratacéo e teores de soélidos totais
de até 12% (MUKAI-CORREA, 2008). Proteinas, carboidratos e particulas insoltveis
em agua podem ser microencapsuladas por gelificacdo ibnica. Porém, este método
apresenta restricdes na retencdo de compostos hidrossoliveis e de baixo peso
molecular, como vitaminas e amino&cidos (VILLAMAR; LANGDON, 1993).

Por outro lado, particulas de gel recobertas com proteinas por interacao
eletrostatica, por meio do método de coacervacdo complexa, apresentam maior
estabilidade quimica (GBASSI et al., 2009) e matriz com menor porosidade em
relacdo aquelas nao recobertas. Além disso, particulas produzidas por gelificacao
ibnica seguida de interacdo eletrostatica com proteinas do soro de leite, apresentam
altos teores de proteina e de umidade (RODRIGUES, 2012), similares ao
observados em rotiferos e nauplios de artémia usados como alimento inicial de
larvas de peixes (BASKERVILLE-BRIDGES; KLING, 2000). Essas caracteristicas,
somadas ao baixo custo e facilidade do método e uso de condi¢cdes brandas para
sua producdo, tornam essas particulas interessantes para serem usadas como
microdietas para larvas de peixes.

Neste estudo, foram wusados dois métodos de microencapsulacédo
combinados, gelificacdo i6nica e coacervacdo complexa, a fim de produzir
microdietas para larvas altriciais de peixes de agua doce. A avaliacdo das dietas
microencapsuladas foi realizada utilizando larvas de pacu. Para tanto, foram

hY

considerados aspectos relacionados a aceitacdo das particulas, desempenho
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produtivo, alteracdes morfoldégicas do trato digestorio e celularidade do musculo
esquelético das larvas, além da expressdo de genes relacionados com a miogénese

e crescimento muscular.
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Resumo

Dietas microencapsuladas foram produzidas e um experimento de transicao
alimentar com larvas de pacu foi conduzido para investigar sua eficiéncia. A
producdo das microdietas consistiu de um processo em duas etapas baseado na
gelificacdo de pectina citrica na presenca de solucdo de cloreto de célcio e na
imersao das particulas em solugdo de concentrado proteico de soro de leite. As
dietas foram estudadas por meio de avaliacdo fisica (tamanho e forma) e quimica
(composicado proximal e perfil de acidos graxos), atratividade (volume do contetdo
estomacal), desempenho (crescimento e sobrevivéncia larval) e desenvolvimento do
trato digestoério (andlises histoldgicas). O experimento de alimentacéo foi conduzido
usando cinco dietas microencapsuladas produzidas com diferentes 6leos vegetais
(oliva, girassol, linhaca e sacha inchi) e 6leo de peixe. Uma dieta comercial e
alimento vivo (nauplios de artémia) foram usados como controles. O método de
microencapsulacado utilizado nesse estudo produziu dietas com composi¢cao quimica
e tamanhos semelhantes ao alimento vivo. As taxas de sobrevivéncia das larvas de
pacu aos 44 dias poés-eclosdo variaram de 73,1 a 90,8% com as dietas
microencapsuladas, 61,4% com a dieta comercial e 97,5% com o alimento vivo.
Entretanto, o desempenho de crescimento das larvas e o desenvolvimento do trato
digestério foram afetados negativamente pelo uso das microdietas. Pouco
desenvolvimento das dobras epiteliais intestinais, granulos de proenzima fracamente
corados no pancreas e a auséncia de pancreas intra-hepatico foram evidenciados
nas larvas alimentadas com as dietas microencapsuladas em comparacdo aos
tratamentos controle. Baseado nas observagdes do volume do conteldo estomacal,
nenhuma das dietas microencapsuladas foi rejeitada pelos peixes, embora o

alimento vivo tenha sido mais atrativo.

Palavras-chave: larvas de peixes, alimentacao, gelificacdo i0Gnica, coacervagao

complexa, histologia do trato digestorio
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1. Introducao

Estudos vém sendo conduzidos para se obter microdietas que possam
substituir satisfatoriamente o alimento natural durante a fase larval de alguns peixes
neotropicais (Furuya et al. 1999; Portella et al. 2000; Tesser et al. 2005; Jomori et al.
2008; Leitdo et al. 2011; Menossi et al. 2012). Nesse contexto, é importante avaliar
caracteristicas da microdieta para explicar o sucesso ou o fracasso do seu uso na
larvicultura de peixes (Baskerville-Bridges e Kling 2000). A particula tem que ser
visivel e capturavel pelas larvas. As larvas precisam ser capazes de digerir, absorver
e assimilar os nutrientes, portanto, a digestibilidade e biodisponibilidade dos
nutrientes desempenham importantes papéis. Por fim, a composicao nutricional das
microdietas deve atender as exigéncias nutricionais das larvas (Kvale et al. 2006),
gue mudam rapidamente durante a ontogenia.

As dietas para larvas de peixes marinhos podem conter até 30% de lipidios,
incorporados principalmente pelo uso de 6leo de pescado de origem marinha, rico
em &cidos graxos altamente insaturados (HUFAs) (Cahu e Zambonino-Infante 2001).
Porém, entende-se que, para as espécies de agua doce, ingredientes vegetais
podem ser usados com principal fonte de lipidios em substituicdo ao 6leo de
pescado, visto que algumas espécies de peixes, com as espécies de agua doce, sdo
mais eficientes em converter a-linolénico e linoleico em HUFAs (Tocher 2003; Agaba
et al. 2005).

Os niveis de proteina bruta nas dietas para larvas variam entre 55 e 60%,
considerando a alta taxa de crescimento que 0s animais apresentam nesta fase
(Cahu e Zambonino-Infante 2001). Parte dessa proteina pode ser substituida por
hidrolisados proteicos, peptideos ou amino&cidos livres, embora existam dificuldades
técnicas para produzir microdietas de pequeno tamanho contendo nutrientes
hidrossoluveis (Conceicao et al. 2010).

Para substituir o alimento natural durante as fases iniciais do desenvolvimento
larval, microdietas podem ser produzidas por diferentes métodos (Langdon 2003;
Yufera et al. 2009). Entre os métodos aplicados, a microencapsulacdo destaca-se
como promissora, pois € capaz de proteger os nutrientes da dieta por uma parede

que diminui as perdas para 0 meio, mas que permite a liberagdo desses nutrientes
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apos ingestéo para serem digeridos e assimilados dentro do organismo de interesse
(Gbassi et al. 2009). A microencapsulacdo de dietas para aquicultura pode ser
obtida por varios processos, como a gelificacédo i6nica externa (Mukai-Corréa et al.
2005) ou interna (Yufera et al. 2005), coacervacao simples ou complexa (Alvim e
Grosso 2010), spray-dryer, entre outras.

Mukai-Corréa et al. (2005) desenvolveu uma dieta microencapsulada com alto
teor de umidade (~90%) para larvas de peixes neotropicais pelo método de
gelificacdo ibnica externa. Este método consiste na formacdo de matriz de gel no
momento que uma solucdo de polissacarideos contendo nutrientes entra em contato
com uma solucao ibénica. Entretanto, devido as dificuldades de se produzir particula
com alto teor proteico, os métodos tiveram que ser aperfeicoados para se obter
maior incorporacdo de proteina. A combinacdo dos métodos de gelificacdo ibnica e
coacervagdo complexa proposta por Rodrigues (2012) resultou em particulas com
altos teores de umidade e proteina, semelhantes ao alimento natural das larvas de
peixes. Essa caracteristica pode tornar essas particulas promissoras para serem
usadas como microdietas durante a fase de larvicultura.

O presente estudo teve como objetivo avaliar o uso de dietas
microencapsuladas, produzidas pela combinacdo dos métodos de gelificacdo i6nica
e coacervacao complexa, na fase de transicao alimentar de larvas de pacu Piaractus
mesopotamicus, espécie de peixe neotropical, cujas larvas apresentam
caracteristicas altriciais. Neste estudo, as dietas microencapsuladas produzidas com
diferentes fontes lipidicas foram comparadas a uma dieta comercial e a nauplios de
artémia em relacdo a composicao nutricional, aceitacédo pelas larvas, desempenho e

alteracdes morfoldgicas do trato digestorio.

2. Material e métodos

2.1. Producéao das dietas microencapsuladas

As dietas microencapsuladas foram produzidas na Universidade Estadual de

Campinas, Faculdade de Engenharia de Alimentos, Departamento de Planejamento

Alimentar e Nutricdo, Laboratério de Controle de Qualidade. As microparticulas
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foram formuladas para conter niveis de umidade, proteina, lipidios e cinzas,
baseados na composicéo dos nauplios de artémia® (Bio Artémia, Grossos, Brasil). A
maior parte da proteina foi proveniente do concentrado proteico de soro de leite
(Lacprodan, Portefia, Argentina). Concentrado proteico de peixe (CPSP 90,
Sopropéche, Le Portel, Franca) foi usado principalmente como atrativo.

As dietas (M-O0; M-OG; M-OL; M-OSi e M-OP) foram produzidas variando-se
apenas a fonte de 6leo para que diferissem em relacdo ao perfil de acidos graxos.
Os oleos utilizados foram: éleo de oliva, 6leo de girassol, 6leo de linhaca, 6leo de
sacha inchi (Plukenetia volubilis) e éleo de peixe (“menhaden oil”), respectivamente.
Todos os 6leos vegetais foram extraidos a frio. A Tabela 1 mostra a composicao de
acidos graxos dos Oleos utilizados na producdo das dietas microencapsuladas

experimentais.

! Composicéo aproximada dos nauplios recém-eclodidos: 200 g kg™ de matéria seca, 550 g kg™ de proteina
bruta, 130 g kg™ de lipidios e 56 g kg™ de cinzas.
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Tabela 1. Composicdo de &acidos graxos dos 6leos utilizados na producdo das dietas
microencapsuladas.

Esteres de Acidos Oleos

Graxos Oliva Girassol Linhaca Sacha inchi Peixe
Saturados

C 10:0 - - - - -
C12:0 0,01 - 0,01 - 0,13
C 13.0 0,16 - - - 0,07
C 140 0,01 0,04 - - 5,33
C 150 - 0,16 - - 0,81
c 16:.0 17,06 3,63 6,15 4,08 25,84
C 18:.0 2,33 4,14 5,61 3,26 6,82
C19:.0 - - - - -
C 20:.0 - 0,37 - - -
C21:.0 - 0,05 - - -
C 22:0 - 1,25 - - -
C 23.0 - 0,10 - - -
C 24:.0 - 0,45 - - -
> Saturados 19,56 10,20 11,77 4,37 39,00
Monoinsaturados

C16:1n9 1,62 - - - 0,57
C18:1n9 62,69 86,43 21,35 11,39 24,27
C20:1n9 0,35 0,23 0,10 0,27 1,39
> Monoinsaturados 64,66 86,66 21,45 11,66 26,23
Polinsaturados

Cl16:2n4 - 0,02 - - -
C16:3n4 - 0,04 - - -
C18:2n6 12,27 2,93 14,72 34,78 1,99
C18:3n3 0,80 0,04 52,07 46,22 -
C18:4n3 - 0,03 - - -
C20:4n6 - 0,02 - - -
C20:5n3 0,43 0,01 - - 10,67
C22:5n3 - - - - 0,83
C22:6n3 - - - - 21,28
> Polinsaturados 13,50 3,10 66,78 81,00 34,77
> n-3/n-6 0,10 0,03 3,54 1,33 16,47

Valores representam as médias das amostras em triplicata e sdo apresentados como porcentagem do total de
ésteres de &cidos graxos.

A preparacdo das dietas microencapsuladas foi baseada nos métodos
descritos por Rodrigues (2012) e consistem na combinacdo dos processos de
gelificacdo ibnica e coacervacdo complexa. Pectina citrica de baixo teor de
esterificacdo ndo-amidada (2 g de pectina citrica CPKelco, Limeira, Brasil) foi
dissolvida em 100 mL de agua aquecida a 40°C. ApGs atingir temperatura ambiente,

a solucdo de pectina foi emulsificada com o 6leo (1,65 g do 6leo utilizado) e com
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minerais e vitaminas (0,05 g de mistura mineral e vitaminica Fri-Ribe, Pitangueiras,
Brasil). A emulsdo foi pulverizada usando atomizador duplo fluido (1,5 mm) com
fluxo de ar comprimido (0,125 kgf cm™), posicionado a 12 cm da solucéo de cloreto
de calcio (2%, pH 4,0) sob agitacdo magnética constante. As particulas foram
mantidas em agitacdo por 30 minutos para garantir completa gelificagdo. As
particulas umidas foram recolhidas em peneiras (malha com abertura de 125 um),
lavadas em agua (pH 4,0) e dispersas em 67 mL de solucéo proteica pH 4,0 (10,96
g de concentrado proteico de soro de leite e 0,05 g de concentrado proteico de
peixe); as particulas foram mantidas sob agitacdo magnética constante por 30
minutos. Posteriormente, as particulas foram recolhidas em peneiras (malha com
abertura del25 pum) e lavadas em agua (pH 4,0). As particulas umidas foram
congeladas a —4°C, liofilizadas (Edwards Pirani 501, Crawley, West Sussex, Reino

Unido) e acondicionadas em frascos protegidos de luz.
2.2. Métodos analiticos

Analises de composicdo proximal: Trés amostras de cada dieta foram
caracterizadas em relacdo a umidade (secagem a 105°C overnight), proteina bruta
(LECO FP 528 nitrogen analyser, LECO Instruments, St Joseph, Michigan, EUA),
lipidio (Bligh e Dyer, 1959), cinzas (incineragdo em mufla a 550C por 8 horas) e
energia bruta (bomba calorimétrica de Parr), de acordo como a metodologia da
AOAC (2006). O fator de correcédo do nitrogénio usado no célculo da proteina das
dietas microencapsulas foi de 6,38, relativo a proteina do soro de leite. O conteudo
de lipidio das dietas microencapsuladas foi analisado ap6s o rompimento das
microcapsulas com 2% (p/p) de citrato de sédio e digestdo enzimética com pepsina
(0,3 mg/g; 4 horas) e pancreatina (0,3 mg/g; 12 horas), para a completa solubilizacao
de seus componentes.

Andlises de acidos graxos: Os lipidios totais foram extraidos das dietas
microencapsuladas pelo método de Bligh e Dyer (1959). A extracdo dos lipidios
totais foi feita apdés rompimento das particulas e solubilizacdo de seus componentes,
como anteriormente descrito. Os lipidios totais dos peixes aos 44 dpe foram

extraidos macerando o tecido com solugdo de cloroférmio-metanol-agua (2:1:0,5)
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(Folch et al. 1957) adaptada por Parrish (1999). Os lipidios extraidos dos peixes
foram separados em lipidios polares (fosfolipidios) e lipidios neutros (triglicerideos)
usando coluna de silica ativada (Yang 1995). Todas as analises foram feitas em
triplicata.

Os lipidios totais extraidos de cada amostra e os 0Oleos usados para a
preparacdo das dietas microencapsuladas foram esterificados pelo método de
Hartman e Lago (1973). A separacao dos ésteres de acidos graxos foi realizada por
meio de cromatografia de gas (Varian 3600, Walnut Creek, USA) de acordo com o
procedimento 2-66 (AOAC, 2006). Utilizou-se coluna capilar Agilent DB-23 (50%
cyanopropyl-methylpolysiloxane) com as seguintes dimensbes: 60 m de
comprimento, 0,25 mm de diametro interno e 0,25 um de espessura de filme. A
temperatura da coluna foi programada para 110C por 5 min, de 110 a 215C a 5C
min~ e 215 por 24 min. O volume injetado foi de 1 pL e géas hélio foi usado como
carreador.

Os ésteres metilicos de acidos graxos separados foram identificados pela
comparacao de seus tempos de retencdo com os tempos de retencdo de padroes
conhecidos (Sigma Supelco; Bellefonte, EUA?). Uma mistura padrdo de &cidos
graxos polinsaturados (PUFAs) também foi usada com referéncia para a
identificacdo dos acidos graxos (“PUFA-3 from Menhanden Oil”, Sigma Supelco;
Bellefonte, EUA®). Os padrdes foram diluidos em éter de petréleo e injetados na
quantidade de 1 pL.

2.3. Morfologia e microestrutura das particulas

A morfologia das microcdpsulas reidratadas foi observada em microscépio

optico (Jenaval, Carl Zeiss, Toronto, Canada) com captacédo de imagens por camara

2 Acido caproico (C6:0); &cido enantico (C7:0); &cido caprilico (C8:0); &cido pelargdnico (C9:0); &cido caprico
(C10:0); &cido undecanoico (C11:0); &cido laurico (C12:0); acido tridecanoico (C13:0); &cido miristico (C14:0);
acido pentadecanoico (C15:0); &cido palmitico (C16:0); acido estedrico (C18:0); acido nonadecanoico (C19:0);
acido araguidico (C20:0); éacido heneicosanoico (C21:0); acido bénico (C22:0); acido tricosanoico (C23:0);
acido lignocérico (C24:0).

% Acido miristico (C14:0); &ido palmitico (C16:0); 4cido pamitoleico (C16:1); C16:2n4; C16:3n4; &cido
estedrico (C18:0); acido margaroleico (C17:1); acido cis-vacénico (C18:1n-7); acido oleico (C18:1n-9); &cido
linoléico (C18:2n-6); &cido a-linolénico (C18:3n-3); &cido y-linolénico (C18:3n-4); &cido estearidonico (C18:4n-
3); &cido gadoleico (C20:1n-9); é&cido araquiddnico (C20:4n-6); &cido eicosatetraenoico (C20:4n-3); acido
eicosapentaenoi co (C20:5n-3); acido docosapentaenoico (C22:5n-3) e &cido docosahexaenoico (C22:6n-3).
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digital, usando objetiva 12,5 X, optovar 1,25 X e o programa EDN-2 — “Microscopy
Image Porcessing System”. A microestrutura das particulas liofilizadas foi observada
em microscopio eletrénico de varredura (MEV) Jeol (T300, Japéao), utilizando-se
poténcia de 15 kV. As amostras foram previamente fixadas em “stubs” com fita
metalica dupla face e recobertas com fina camada de ouro (40 mA/150 s) por meio

do vaporizador Baltzer SCD50 (Baltec, Liechtensten).

2.4. Distribuicdo de tamanho das particulas

O didametro das particulas foi determinado em micrémetros (um) utilizando-se
o medidor de tamanho Mastersizer 2000 (Malvern Instruments, Worcestershire,
Reino Unido). Trés amostras de cada dieta microencapsulada liofilizada foram
suspendidas em agua pH 7,0. O diametro das particulas reidratadas foi determinado
imediatamente ap0s reidratacdo e apO0s 1 hora de agitacdo constante
(homogeneizador de solu¢des AP 22 Phoenix, Araraquara, Brasil). Os resultados de
distribuicAo de tamanho sao apresentados como d(0,1), d(0,5) e d(0,9),
correspondentes aos diametros das particulas determinadas nos 10°, 50° e 90°

percentil, respectivamente, da curva de distribuicdo das particulas.

2.5. Alimentacéo das larvas

O experimento foi conduzido na Universidade Estadual Paulista, Centro de
Aquicultura, Laboratoério de Nutricdo de Organismos Aquaticos, durante os meses de
dezembro de 2010 e janeiro de 2011. Apds a abertura da boca (quatro dias pos-
eclosao, 4 dpe), larvas de pacu foram transferidas para tanques com volume (util de
50 L em sistema de agua em fluxo continuo. Aeracdo constante foi mantida para
assegurar adequada oxigenacao da agua. Cada tanque continha aproximadamente
1000 larvas (20 larvas L™). A temperatura e o oxigénio dissolvido foram monitorados
e registrados diariamente e as demais variaveis de qualidade de agua
semanalmente, a fim de manter segura e estavel as condi¢cdes ambientais: 29,8 °C;
5,1 mg L™ O,; 30,9 pg L™ NHs; 205,0 ug L™ NO3; n.d. NOy; pH 8,2 e condutividade
de 162,5 uS cm™, valores considerados adequados para a criacdo de peixes (Boyd
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1999). Alta vazdo (200 mL min™) permitiu a renovacéo total de agua dos tanques a
cada 4 horas. Os tanques foram mantidos nas condi¢des de fotoperiodo natural.

Nauplios de artémia foram fornecidos as larvas como primeiro alimento
ex6geno; inicialmente 250 nauplios larvas™ por dia e a cada trés dias dobrou-se a
guantidade. As dietas microencapsuladas foram introduzidas a partir de 16 dpe;
neste momento, as larvas foram reestocadas nos tanques com densidade de 10
larvas L™. Por trés dias, as larvas foram co-alimentadas com nauplios de artémia em
quantidades decrescente (1500, 750 e 250 nauplios larva™).

Cinco dietas experimentais (M-OO; M-OG; M-OL; M-OSi e M-OP) e uma dieta
comercial (Hatchfry Encapsulon, Argent, EUA) foram randomicamente atribuidas a
24 tanques com quatro réplicas por tratamento. A dieta Hatchfry Encapsulon, testada
anteriormente com larvas de pacu (Tesser e Portella 2003, Tesser et al. 2005), foi
usada como controle para comparacdo com as dietas microencapsuladas
experimentais. Nauplios de artémia também foram usados como controle em quatro
tanques adicionais.

Cinco vezes ao dia (8:00, 11:00, 14:00, 17:00 e 20:00 h), 0,5 g de dieta
microencapsulada foi oferecida por tanque, totalizando 2,5 g de dieta por tanque
diariamente. O tratamento controle com alimento vivo recebeu diariamente 2000
nauplios larva™, com a intencdo de manter a mesma quantidade em peso seco de
nauplios de artémia e de dieta microencapsulada. A circulacdo da agua foi
interrompida por 30 minutos apds o fornecimento das dietas para evitar disperséo e
possivel perda. Diariamente, os residuos acumulados no fundo dos tanques foram
removidos por sifonamento e as larvas mortas foram retiradas e os dados
registrados.

Cem larvas foram amostradas aos 16 dpe para as medi¢des iniciais de
comprimento e peso umido. Amostras de vinte e cinco juvenis por tanque foram
coletadas aos 23, 30, 37 e 44 dpe. Os animais foram anestesiados e eutanasiados
em solucdo de benzocaina (0,2 g L™), fixados em formalina 10% por 24 horas e
preservados em etanol 70%. O comprimento total foi obtido utilizando-se paquimetro
digital Starrett modelo 799A-6/150 (precisédo 0,1 mm) e o0 peso individual foi
determinado utilizando-se balanca analitica digital Chyo modelo JS-110 (precisao 0,1

mg). Aos 44 dpe, todos os juvenis em cada tanque foram contados e a taxa de
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sobrevivéncia calculada, descontando-se o numero de larvas e juvenis amostrados

ao longo do experimento. A taxa de canibalismo aparente (C) foi obtida a partir dos
dados percentuais da taxa de sobrevivéncia aos 44 dpe (S) e os dados percentuais
dos animais contabilizados como mortos (M) em cada tanque durante todo o

experimento, de acordo com a seguinte expressédo: C=100—-(S+M).

2.6. Volume do conteddo estomacal

A observacao do conteludo estomacal foi feita para determinar a ingestdo das
dietas microencapsuladas e dos nauplios de artémia pelos pacus. Trés tanques de
cada tratamento foram selecionados aleatoriamente para a realizagdo deste ensaio.
Aos 44 dpe, 50 pacus por tanque foram amostrados e classificados nas seguintes
categorias, de acordo com o volume de alimento presente no estdmago: 0%, <50%,
>50%, 100% (Figura 1).

Pacus mantidos em jejum por 12 horas foram alimentados com as dietas
microencapsuladas ou com nauplios de artémia. Para cada tanque foi fornecido 0,5
g da dieta microencapsulada ou 400 nauplios de artémia; quantidade equivalente a
fornecida em cada uma das alimentacfes durante o experimento. Apés 30 minutos,
os pacus foram abatidos em gelo e seus tratos digestorios dissecados. As
observagbes foram feitas usando um estereomicroscépio Olympus modelo SZ2-
ILST. O volume do contetdo estomacal foi expresso em porcentagem de juvenis

dentro de cada categoria.

0% >50 %

<50 % 100 %

Figura 1. Classificacdo dos pacus aos 44 dpe em uma escala de 0 a 100%, de acordo com o
volume de alimento presente no estdmago.
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2.7. Andlises histologicas

Amostras de larvas e juvenis para as analises histologicas foram tomadas aos
16 e 44 dpe, respectivamente. Cinco animais foram retirados de cada tanque antes
da primeira alimentacdo do dia. Os animais foram anestesiados, abatidos em
benzocaina (0,2 g L-1) e, posteriormente, dissecados para a coleta do trato
digestério. A cabeca, cauda e regido dorsal da musculatura foram seccionadas e
descartadas; a seccdo contendo o trato digestorio foi preservada em
paraformaldeido 4%. As amostras (n = 10 por tratamento; amostras representativas
do comprimento médio das larvas do tratamento) foram incluidas em Historesina®
(Leica, Germany) segundo recomendagOes do fabricante com modificagdes. As
amostras foram retiradas da solucéo de fixacdo, lavadas em agua e pré-infiltradas
por 4 horas com solucdo de glicol-metacrilato + ativador (embedding kit, Leica) e
agua destilada (1:1 v/v), em seguida seguiu-se com o método indicado. O uso da
agua em substituicdo ao etanol teve a intencao de preservar o contetudo lipidico das
estruturas.

Seccdes sagitais (4 um) foram obtidas com a utilizacdo de microtomo LEICA
modelo RM 2245, utilizando-se navalhas de vidro e, posteriormente, coradas com
Hematoxilina de Harris e Floxina 0,5% (HF) para as observacdes morfolégicas. As
mucinas neutras no trato digestivo e o glicogénio hepatico foram identificados pelo
método do acido periddico de Schiff (PAS) e as mucinas acidas foram identificadas
pela técnica de coloracdo com Azul de Alcian pH 2,5. A presenca de granulos de
zimogénio no pancreas foi confirmada pelo método eosina-orange G- floxina (EOF)
(Menossi et al., 2012) e a presenca de inclusdes lipidicas no figado e intestino pela
coloragdo com Sudan negro B (solugdo etandlica 3,5%) (Zambonino-Infante et al.
2008). As amostras coradas com Azul de Alcian pH 2,5 e com Sudan negro B foram

contracoradas com Floxina 0,5% e Vermelho neutro 1%, respectivamente.

2.8. Andlises estatisticas

Utilizou-se delineamento inteiramente casualizado. Cada tratamento foi

aleatoriamente atribuido a quatro tanques experimentais (n = 4). Larvas foram
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amostradas de todos os tanques nos periodos de coleta e médias dos parametros
zootécnicos em cada tanque foram obtidas; as médias foram usadas nas analises
estatisticas. Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software
SAS versao 9.0 (SAS Institute Inc., Cary, North Carolina, USA). Os tratamentos
foram comparados entre si em cada periodo de coleta. A normalidade dos erros
(Cramer Von Mises) e a homogeneidade das variancias (Brown-Forsyte) foram
testadas para assegurar as pressuposicdes das andlises. Valores expressos em
porcentagem (taxas de sobrevivéncia e canibalismo) foram transformados
(arcoseno) antes da analise de variancia. Dados de peso, comprimento,
sobrevivéncia e canibalismo foram analisados usando ANOVA e diferencas devido a
dieta foram consideradas significativas a 5% de probabilidade; as médias foram
estudadas pelo teste de Tukey (p<0,05). Os dados de volume do contetdo
estomacal foram transformados (arcoseno) e, posteriormente, analisados pelo
programa GraphPad Instat 3.06 (GraphPad Software, San Diego, California, EUA)
utilizando o teste de comparacao multipla Student-Newman-Keuls, com confianca de
95%.

3. Resultados

3.1. Andlises das dietas e peixes

A composicdo proximal das dietas microencapsuladas produzidas por
gelificacédo ibnica seguida por coacervacdo complexa foi semelhante (Tabela 2). A
andlise proximal revelou baixos teores de matéria seca e elevados teores de
proteina nas dietas, similares aos nauplios de artémia.

O teor de lipidios das dietas microencapsuladas experimentais foi acima do
desejado (130 g kg™, nos nauplios de artémia) e variou de 234 a 244 g kg™*. Em
contraste, a quantidade de cinzas das dietas foi menor que o nivel alvo (56 g kg™) e
atingiu seu maior valor (12 g kg™) na dieta M-OG (Tabela 2).

A Tabela 3 mostra a composicdo de acidos graxos das dietas
microencapsuladas. A maior e a menor quantidade de PUFAs foram observadas nas

dietas M-OSi e M-OG, produzidas com 6leo de sacha inchi e 6leo de girassol,
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respectivamente. Alta quantidade de acido a-linolénico foi fornecida pelo 6leo de
linhaca (Tabela 1), com relacdo n-3/n-6 proximo de 4 na dieta M-OL (Tabela 3).
Embora a dieta M-OSi apresentasse alta quantidade de acido a-linolénico, a relagéao
n-3/n-6 foi proxima de 1 devido a alta quantidade de acido linoléico presente na
dieta. Rela¢gbes n-3/n-6 proximas de zero foram observadas nas dietas M-OG e M-
OO0.

Tabela 2. Composicao proximal dos nauplios de artémia e das dietas microencapsuladas
usadas na transi¢éo alimentar de larvas de pacu.

Proteina  Lipidio Cinzas Matériaseca Energia Bruta

Dieta (kg™ (@kg™) (gkg™) (kg™ (kcal kg™)
Artémia 547 130 56 217 -
Comercial* 525 170 134 904 4049
M-00? 555 240 11 142 4830
M-0G? 551 241 12 141 4658
M-OL* 529 244 11 133 4837
M-OSi® 552 234 11 139 5026
M-OP® 547 237 11 144 4868

Dleta Hatchfry Encapsulon, Argent, EUA

M OO: Dieta microencapsulada produzida com 6éleo de oliva

M OG: Dieta microencapsulada produzida com 6leo de girassol

M OL: Dieta microencapsulada produzida com 6leo de linhaca

M OSi: Dieta microencapsulada produzida com éleo de sacha inchi

® M-OP: Dieta microencapsulada produzida com 6leo de peixe (“menhaden oil”)

Acidos graxos monoinsaturados (MUFAS) (principalmente acido oleico) foram
encontrados em maior quantidade nas dietas M-OO e M-OG produzidas com 0s
Oleos de oliva e girassol, respectivamente (Tabela 3). O 6leo de peixe forneceu a
dieta M-OP as maiores quantidades dos acidos araquidonico (ARA),
eicosapentaenoico (EPA) e docosahexaenoico (DHA), embora os valores tenham
sido bastante inferiores aos identificados no 6leo de peixe usado no preparo da dieta
(Tabela 1). A maior proporcéo de acidos graxos saturados foi encontrada na dieta M-

OP, devido a presenca de grande quantidade de acido palmitico.
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Tabela 3. Composi¢cdo de &cidos graxos das dietas microencapsuladas produzidas pela
combinacao dos processos de gelificacdo idnica e coacervagédo complexa.

Esteres de Acidos Dietas Microencapsuladas

Graxos M-0O0 M-OG M-OL M-OSi M-OP
Saturados

Cc 10:.0 - - - - 0,15
C 120 - 0,75 - - 0,49
C 13:0 - 0,97 - - 0,07
C 14.0 - 0,61 0,63 - 8,92
C 15:.0 - 0,08 - - 1,30
C 16:0 16,34 4,79 8,12 5,41 37,43
C 18:0 1,74 5,87 6,01 3,46 9,30
C 19:.0 0,85 - - - -
C 20:0 0,25 0,23 - - 0,42
C 21:0 - - - - -
C 220 - 0,64 - - -
C 230 0,41 0,03 - - -
C 24:.0 - 0,20 - - -
> Saturados 19,58 14,17 14,76 8,87 58,08
Monoinsaturados

C 16:1n9 1,56 0,17 - - 7,87
C 18:1n9 66,44 82,27 20,73 10,68 23,56
C 20:1n9 - 0,16 - 0,21 1,07
2 Monoinsaturados 68,00 82,59 20,73 10,89 32,5
Polinsaturados

C 16:2n4 0,16 0,05 - - -
C 16:3n4 - 0,06 - - -
C 18:2n6 11,29 2,91 13,90 34,65 1,16
C 18:3n3 0,57 0,12 50,61 45,60 0,57
C 18:4n3 - 0,05 - - 0,39
C 20:4n6 - 0,02 - - 0,99
C 20:5n3 0,41 - - - 2,38
C 22:5n3 - - - - 0,40
C 22:6n3 - - - - 2,34
2 Polinsaturados 12,43 3,22 64,51 80,25 8,23
2 n-3/n-6 0,09 0,06 3,64 1,32 2,83

Dietas microencapsuladas produzidas com éleo de oliva (M-OO), 6leo de girassol (M-OG), 6leo de linhaga (M-
OL), 6leo de sacha inchi (M-OSi), éleo de peixe (M-OP).

Os acidos graxos dos juvenis de pacu (44 dpe) foram separados em fracao
neutra e polar a fim de identificar os acidos graxos direcionados para o0
armazenamento energético (neutros) e aqueles constituintes das membranas
celulares (polares).

Na fracao lipidica neutra dos juvenis alimentados com a dieta M-OO, M-OL e

M-OSi, foram encontradas altas porcentagens dos PUFAs (principalmente linoleico e
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linolénico), enquanto que altas porcentagens de MUFAs foram observadas nos
juvenis alimentados com a dieta M-OG (Tabela 4). De maneira geral, o
monoinsaturado encontrado em maior porcentagem nos tecidos dos peixes foi 0
acido oleico seguido do palmitoleico.

A fragéo polar do tecido dos peixes apresentou pouca variagdo em funcéo do
alimento fornecido (Tabela 5). As quantidades de EPA e DHA, assim como o total

dos HUFAs foram similares em todos os tratamentos.

Tabela 4. Composicao de lipidios neutros dos pacus aos16 e 44 dpe de alimentacao.

Esteres de Acidos Tratamentos

Graxos M-OO M-OG M-OL M-OSi M-OP
Saturados

C 12:0 0,32 0,40 0,21 0,18 -
C 14:0 0,42 8,88 0,40 3,26 10,31
C 15:.0 - 0,86 0,16 0,49 -
C 16:0 8,43 17,16 9,29 16,83 11,14
Cc17:0 0,17 0,72 0,13 0,56 -
c 180 3,67 5,90 2,65 5,69 4,14
C 20:0 0,21 0,47 0,24 0,47 1,02
C 220 0,36 0,32 0,12 0,27 1,16
2 Saturados 13,58 34,71 13,21 27,76 27,77

Monoinsaturados

C 16:1n9 0,36 5,77 1,49 3,03 1,59
c17:a 0,16 0,26 0,20 0,22 -
C 18:1n9 34,56 59,17 45,11 26,77 59,35
C 20:1n9 0,24 1,73 0,28 0,72 1,14
2 Monoinsaturados 35,32 66,93 47,08 30,74 62,07

Polinsaturados

C 18:2n6 13,47 5,60 21,73 18,03 7,06
C 18:3n3 37,20 0,76 19,08 20,44 1,17
C 20:4n6 - - - 0,87 0,96
C 20:5n3 - 0,67 - 1,81 2,70
C 22:5n3 - 0,33 - 0,56 1,35
C 22:6n3 - 0,73 - 2,60 5,77
2 Polinsaturados 50,68 8,09 40,80 44,30 19,02

Larvas alimentadas com dieta comercial Hatchfry Encapsulon (Argent) e dietas microencapsuladas produzidas
com 6leo de oliva (M-O0), 6leo de girassol (M-OG), éleo de linhaga (M-OL), 6leo de sacha inchi (M-OSi), 6leo de
peixe (M-OP).
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Tabela 5. Composicao de fosfolipidios dos pacus aos16 e 44 dpe de alimentacéo.

Esteres de Acidos Tratamentos
Graxos M-00 M-OG M-OL M-OSi M-OP
Saturados
C12:0 - - - - 0,14
C 14:0 8,48 0,08 - - 3,54
C 15:0 0,82 - - - 0,44
C 16:0 19,33 7,56 9,52 9,23 13,54
C 17:0 0,73 0,09 1,10 1,04 0,40
C 18:0 9,66 6,91 10,79 10,79 3,92
C 20:0 0,54 0,30 - 1,36 0,48
C 22.0 0,25 0,70 - - 0,15
Y Saturados 39,82 15,64 21,42 22,42 22,62
Monoinsaturados
C 16:1n9 3,37 0,59 - - 5,83
c1i7:1 0,28 0,10 - - 0,37
C 18:1n9 44 98 69,63 54,68 52,92 46,34
C 20:1n9 1,32 0,93 - 1,02 1,07
> Monoinsaturados 49,95 71,25 54,68 53,94 53,61
Polinsaturados
C 18:2n6 4,46 5,23 7,86 9,89 5,79
C 18:3n3 0,57 0,31 2,46 2,59 1,02
C 20:4n6 3,34 2,77 3,62 3,30 1,50
C 20:5n3 0,52 0,58 1,75 1,39 4.77
C 22:5n3 0,64 0,65 1,56 1,25 1,28
C 22:6n3 3,35 4,01 7,20 6,41 8,90
2 Polinsaturados 12,87 13,55 24,45 24,84 23,26

Larvas alimentadas com dieta comercial Hatchfry Encapsulon (Argent) e dietas microencapsuladas produzidas
com oleo de oliva (M-O0), 6leo de girassol (M-OG), 6leo de linhaga (M-OL), éleo de sacha inchi (M-OSi), 6leo
de peixe (M-OP).

3.2. Microestrutura, morfologia e tamanho das microcapsulas

A ultraestrutura das particulas indica que as dietas microencapsuladas
produzidas com diferentes fontes de 6leo apresentaram formatos semelhantes e
mantiveram-se integras apos o processo de liofilizacdo (Figura 2). As particulas
liofilizadas exibiram contorno esférico, superficie rugosas, porém sem fissuras, e
glébulos de lipidios no material de parede. Particulas com superficie menos rugosa
foram observadas nas dietas M-OL e M-OSi.

Ocorreu leve aglomeracao entre as particulas apos o processo de liofilizacao.
Entretanto, esta aglomeragdo ndo comprometeu a integridade das particulas e sua
dispersé@o na agua apos reidratacao.
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A observagdo das particulas, por microscopia Optica, mostra a formacéo de
matriz multinucleada com parede definida e continua ao redor da particula (Tabela
6). O conteudo lipidico apresentou-se uniformemente disperso na matriz de pectina;
gotas lipidicas de tamanhos variaveis ocuparam toda a sua extensdo. As particulas
produzidas foram de formatos variados, com tendéncia ao formato esférico ou
aproximadamente esférico.

As dietas microencapsuladas experimentais ndo apresentaram variacao de
tamanho durante uma hora de reidratacéo (Tabela 6). A distribuicdo de tamanho das
particulas se d4 em ampla faixa, compreendida entre 90 a 750 um. O tamanho
umido d(0,5) variou de 250 a 300 um.
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Figura 2. Morfologia externa das microcapsulas obtida por microscopia eletrénica de varredura
(MEV). A coluna da esquerda mostra o aspecto geral da microcapsula e coluna da
direita mostra o detalhamento da parede da microcapsula. Dietas
microencapsuladas produzidas com 6leo de oliva (M-OQ), dleo de girassol (M-OG),
Oleo de linhaga (M-OL), 6leo de sacha inchi (M-OSi), 6leo de peixe (M-OP).
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Tabela 6. Morfologia e distribuicdo de tamanho das dietas produzidas pela combinacao dos
processos de gelificacdo ibnica e coacervacdo complexa apos hidratagéo.
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Continuacdo Tabela 6.

900 ~

600 - i
300 - L
NS B

d(0,1) d(0,5) d(0,9)
Distribuicdo de tamanho

M-OP

Didmetro (um)

Dietas microencapsuladas produzidas com 6éleo de oliva (M-OO), 6leo de girassol (M-OG), 6leo de linhaga (M-
OL), 6leo de sacha inchi (M-OSi), 6leo de peixe (M-OP).

! Morfologia obtida por microscopia Optica das dietas microencapsuladas reidratadas apds liofilizacao.

z Distribuicdo de tamanho das dietas microencapsuladas liofilizadas (n=3) determinada imediatamente apos
contato com agua (barras claras) e ap6s 1 hora de reidratacdo (barras escuras); d(0,1), d(0,5) e d(0,9)
correspondem aos didmetros das particulas determinadas nos 10°, 50° e 90° percentil, respectivamente, da
curva de distribuicdo das particulas.

3.3. Alimentacao das larvas e juvenis

Ocorreu diferenca (p<0,05) entre as médias de peso e comprimento desde a
primeira semana de alimentacdo com as dietas microencapsuladas (Tabela 7). Os
juvenis de pacu mantidos com alimentacdo a base de nauplios de artémia eram
maiores e mais pesados que o0s juvenis alimentados com as dietas
microencapsuladas (p<0,05). Os juvenis alimentados com a dieta comercial
passaram satisfatoriamente pela transicdo alimentar e apresentaram peso e
comprimento superiores aos juvenis alimentados com as demais dietas
microencapsuladas (p<0,05). Entretanto, pacus alimentados com as dietas
microencapsuladas experimentais tiveram pequeno ganho em peso dos 16 aos 44
dpe. A dieta M-OP produziu juvenis menores e mais leves comparados as demais

dietas microencapsuladas experimentais testadas (p<0,05) (Tabela 7).
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As maiores taxas de sobrevivéncia (p>0,05) ocorreram no tratamento controle
com nauplios de artémia (97,5%) e com o uso das dietas microencapsuladas M-OG
(90,8%), M-OSi (90,2%) e M-OO (88,9%) (Figura 3). Entre as dietas
microencapsuladas produzidas com oOleos vegetais, a dieta M-OL foi a Unica que
proporcionou sobrevivéncia inferior (86,6%) a obtida com nauplios de artémia
(p<0,05). Entre os juvenis alimentados com a dieta comercial e com a dieta M-OP
ocorreu maior mortalidade devido a alta incidéncia de canibalismo, por isso 0s

valores de sobrevivéncia reduziram para 61,4 e 73,1%, respectivamente.

HX>

100 - AB AB AB
~ I | ; i

80 - C
] 5 |

60 - I

N ;

40 - A

20 AB
| B B B B B

o | D e | e B mm i
Artémia Comercial M-OO0 M-OG M-OL M-OSi M-OP
Dietas

Figura 3. Taxas de sobrevivéncia e canibalismo aparente dos pacus aos 44 dpe. Barras claras
representam os valores médios de sobrevivéncia e barras escuras representam o0s
valores médios de canibalismo. A taxa de canibalismo aparente foi calculada a partir
dos dados percentuais de sobrevivéncia e do total de larvas mortas retiradas
diariamente dos tanques. Tratamentos com letras iguais entre as colunas claras ou
entre as colunas escuras nao diferem estatisticamente (p>0,05). Teste de Tukey foi
realizado com as médias de quatro repeticoes.

Dieta comercial Hatchfry Encapsulon (Argent, EUA) e dietas microencapsuladas
produzidas com 6leo de oliva (M-OO), 6leo de girassol (M-OG), 6leo de linhaca (M-
OL), 6leo de sacha inchi (M-OSi) e éleo de peixe (M-OP).

Aos 44 dpe, os juvenis de pacu ingeriram grandes quantidades de nauplios de
artémia e se alimentaram avidamente nos tanques. A maioria dos juvenis analisados
(p<0,05) apresentou estdbmago totalmente repleto por nauplios de artémia (Tabela
8).
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Tabela 8. Volume do contetido estomacal de larvas de pacu aos 44 dpe. Cinquenta larvas por
tanque foram amostradas e classificadas (0%, <50%, >50% e 100%) de acordo com o
volume de alimento presente no estbmago.

Dieta 0% < 50% > 50% 100%

Artémia - 2,7+13B 333+1,3 640+23A
Comercial - 22,0+35A 76,7+29 13+07B
M-00 - 413+105A 580+106 0,7+0,7B
M-OG - 390+134A  610+134 00+00B
M-OL - 59,0+ 143A  40,3+145 0,7+0,7B
M-OSi - 683+ 15A 31,7+15 00+00B
M-OP - 620+155A 37,0+145 00+00B

O volume do contetido estomacal foi pontuado de acordo com a Figura 1.

Valores (média + desvio padrdo) representam a porcentagem de larvas dentro de cada categoria de volume do
contetdo estomacal por tratamento. Teste de comparagao multipla Student-Newman-Keus foi realizado com as
médias de cada categoria. Tratamentos com letras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente entre si
(p>0,05).

Dieta comercial Hatchfry Encapsulon (Argent, EUA) e dietas microencapsuladas produzidas com 6leo de oliva
(M-00), 6leo de girassol (M-OG), 6leo de linhaga (M-OL), 6leo de sacha inchi (M-OSi) e 6leo de peixe (M-OP).

O volume do conteudo estomacal indicou que nenhuma das dietas
microencapsuladas foi rejeitada pelos juvenis aos 44 dpe (Tabela 8). Entretanto,
guantidades limitadas de dietas microencapsuladas experimentais foram ingeridas;
39,0 a 68,3% dos juvenis possuiam estbmago com replecdo menor que 50%
(p>0,05) de microcapsulas. Em contraste, apenas 2,7% das larvas alimentadas com
nauplios de artémia foram classificadas nesta categoria.

A maioria dos juvenis (76,7%) alimentados com a dieta comercial apresentou
volume do conteldo estomacal pontuado em >50% aos 44 dpe (Tabela 8).
Entretanto, este valor ndo diferiu de nenhum dos outros tratamentos alimentares
(p>0,05).

3.4. Andlises histologicas

Intestino
Aos 16 dpe, as larvas de pacu exibiram dobras intestinais epiteliais curtas e
abundantes (Figura 4A). A coloragdo HF identificou enterdcitos com borda estriada.

Foram identificadas areas supranucleares com vesiculas absortivas no citoplasma
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dos enterdcitos; grande quantidade de vesiculas foi observada na regido proximal do
intestino. O método de coloragdo por Sudan negro B evidenciou conteudo lipidico
preenchendo parte do interior das vesiculas (Figura 4B). O intestino apresentou
células mucosas (caliciformes) secretoras de mucinas acidas (Figura 4C) e neutras
(Figura 4D), evidenciadas respectivamente, pela reacdo positiva ao azul de Alcian
pH 2,5 e ao PAS.

As vesiculas absortivas no citoplasma dos enterécitos aparentaram
diminuicdo dos 16 dpe para os 44 dpe (Figuras 4A e 5A). Aos 44 dpe, os enterocitos
apresentaram-se adequadamente desenvolvidos em todos os tratamentos.
Descamacéao do epitélio intestinal ndo foi observada. As por¢des intestinais exibiram
células mucosas secretoras de mucinas acidas (azul de Alcian pH 2,5 positivas)
(Figura 5B) e neutras (PAS positivas) (Figura 5C). As células mucosas foram
gualitativamente mais abundantes nas secc¢fes distais do intestino.

Os pacus dos tratamentos controle (nauplios de artémia e dieta comercial)
exibiram intestino com numerosas dobras epiteliais (Figura 5A). Vesiculas com
conteudo lipidico, detectado pelo Sudan negro B, foram observadas principalmente
com o uso da dieta comercial (Figura 5D).

Notaram-se dobras epiteliais estreitas no intestino dos pacus alimentados
com as dietas microencapsuladas experimentais (Figura 5E). O método do Sudan
negro B evidenciou vesiculas com conteudo lipidico em todos os tratamentos, exceto

no tratamento M-OL (Figura 5F).
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A 25um B 25 um

C 25 um D 25 pym

Figura 4. Seccdes histologicas do intestino de larvas de pacus aos 16 dpe. (A) Dobras epiteliais da
regido proximal do intestino. Citoplasma supranuclear preenchido com grandes
vesiculas. (B) Contetdo lipidico no interior das vesiculas supranucleares. (C) Células
caliciformes secretoras de mucinas acidas. (D) Células caliciformes secretoras de
mucinas neutras. Coloragdes: HF (A). Sudan negro B contracorado com vermelho neutro
(B). Azul de Alcian pH 2,5 contracorado com floxina (C). PAS (D).

Vesiculas (asterisco). Inclusdes lipidicas (seta). Células caliciformes (cabeca de seta).
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Figura 5. Secc¢des histoldgicas do intestino de juvenis de pacus aos 44 dpe. (A) Artémia. Intestino
proximal exibindo dobras epiteliais e enterécitos com vesiculas supranucleares. (B)
Artémia. Células caliciformes secretoras de mucinas &cidas. (C) M-OG. Células
caliciformes secretoras de mucinas neutras. (D) Dieta comercial. Vesiculas citoplasmaticas
preenchidas por contetdo lipidico. (E) M-OO. Intestino com dobras epiteliais estreitas. (F)
M-OL. Citoplasma sem inclusdes lipidicas. Colora¢fes: HF (A e E). Azul de Alcian pH 2,5
contracorado com floxina (B). PAS (C). Sudan negro B contracorado com vermelho neutro
(DeF).

Vesiculas (asterisco). Inclus@es lipidicas (seta). Células caliciformes (cabeca de seta).
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Figado

No inicio do periodo de transicdo alimentar, aos 16 dpe, o hepatdcito das
larvas mostrou citoplasma aciddéfilo, com nucleos deslocados para a periferia das
células e nucléolos evidentes (Figura 6A). O tecido hepatico exibiu vasos
sanguineos preenchidos por células sanguineas. Nutriente de reserva foi identificado
no citoplasma dos hepatdcitos; glicogénio foi detectado em areas reativas ao PAS
(Figura 6B).

Aos 44 dpe, as secc¢des do tecido hepatico exibiram espessos vasos
sanguineos repleto de hemacias entre os hepatécitos (Figura 7A). No citoplasma dos
hepatdcitos foram identificadas areas de depdésitos de glicogénio (PAS positivas) e
algumas inclus@es lipidicas, detectadas pelo método de coloracao por Sudan negro
B (Figura 7B). No tratamento com a dieta comercial, principalmente acumulo de
lipidios foi detectado no citoplasma dos hepatécitos (Figura 7C).

As observacdes histologicas revelaram que aos 44 dpe, os pacus alimentados
com as dietas microencapsuladas M-OG e M-OL possuiam hepatécitos com nucleos
basofilicos e estreitos capilares sinuséides entre os corddes de hepatdcitos (Figura
7D). Grandes areas com estoque de glicogénio foram detectadas pelo PAS. No
tratamento M-OSi, areas com estoque de glicogénio foram abundantes (Figura 7E),
enguanto que nos tratamentos M-OO e M-OP, predominaram areas com inclusdes
lipidicas (7F).
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A v 25 um

B 25 pm

Figura 6. Seccdes histolégicas do figado de larvas de pacus aos 16 dpe. (A) Hepatdcitos com
citoplasma aciddfilo, com nucleos deslocados para a periferia das células. Estreitos
capilares sinusoides entre os corddes de hepatdcitos. Presenca de vasos sanguineos
preenchidos por células sanguineas. (B) Areas de estoque de glicogénio. Coloracdes: HF
(A). PAS (B).

Nucleos (seta). Capilares sinuséides (seta cinza)
V: Vasos sanguineos
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Figura 7. Seccdes histologicas do figado de juvenis de pacus aos 44 dpe. (A) Artémia. Espessos
vasos sanguineos repleto de hemacias. (B) Artémia. Inclusdes lipidicas no citoplasma dos
hepatécitos. (C) Dieta comercial. Acimulo de lipidios no citoplasma dos hepatécitos. (D)
M-OG. Hepatdcitos com nucleos basofilicos e estreitos capilares sinusotides entre os
corddes de hepatdcitos. (E) M-OSi. Areas com estoque de glicogénio. (F) M-OP. Vesiculas
preenchidas em parte por lipidios. Coloracdes: HF (A e D). Sudan negro B contracorado
com vermelho neutro (B, C e F). PAS (E).

Nucleos (seta). Capilares sinusoéides (seta cinza). Inclusdes lipidicas (cabeca de seta). V:
Vasos sanguineos. I: Intestino.
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Pancreas

Aos 16 dpe, duas por¢cdes pancreaticas foram observadas. Logo acima do
figado, observou-se grande porcdo de pancreas, composta por acinos, ductos
excretores e vasos com hemacias no seu interior, caracterizando o pancreas
exocrino (Figura 8A). As secgles histoldgicas evidenciaram pequenas porcdes de
tecido pancreatico espalhado pelo mesentério, principalmente entre 0s cecos
piléricos, caracterizando o pancreas difuso (Figura 8B). Nessas por¢cdes, ndo foram
observados ductos excretores. Células pancreaticas basofilicas contendo granulos
acidofilicos de proenzima foram coradas pelo método EOF (Figura 8A e 8B).

Aos 44 dpe, nos tratamentos controle com artémia e dieta comercial, ilhotas
pancreaticas enddcrinas (corpusculos de Brockman) foram identificadas como
arranjo celular menos corado disperso no tecido pancreético (Figura 9A). As células
da porcdo exdcrina possuiram nucleos grandes e com forte basofilia, ductos
excretores e granulos de proenzima reativos ao EOF. Regifes de pancreas intra-
hepatico foram observadas (Figura 9B). Granulos de proenzima foram detectados
pela coloragcdo EOF em todas as regides de pancreas.
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Figura 8. Seccbes histolégicas do péncreas de larvas de pacus aos 16 dpe. (A) Porcdo de
pancreas exocrino, composta por acinos, ductos excretores e vasos com células
sanguineas. Granulos acidofilos de proenzima no citoplasma dos acinos. (B) Pequenas
porcdes de pancreas difuso localizadas proximo aos cecos pildricos. Granulos acidofilos
de proenzima no citoplasma dos acinos. Coloracédo: EOF.

Ductos excretores (seta). Granulos de proenzima (cabeca de seta).

V: Vasos sanguineos. F: Figado. I: Intestino. PD: Por¢des de pancreas difuso. CP: Cecos
piléricos.
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Figura 9. Seccdes histolégicas do pancreas de larvas de juvenis aos 44 dpe. (A) Dieta comercial.
llhotas pancreaticas e granulos de proenzima corados intensamente. (B) Artémia. Porcao
de péancreas intra-hepatico com granulos acidéfilos de proenzima corados intensamente.
(C) M-OSi. Porcdes de pancreas difuso pelo mesentério proximo aos cecos piloricos e
granulos de proenzima corados fracamente. (D) M-OP. Pancreas exécrino com ductos e
granulos de proenzima corados fracamente. Coloragéo: EOF.

Ductos excretores (seta). Granulos de proenzima (cabeca de seta).

PD: Porcbes de pancreas difuso. IP: llhotas pancreaticas. I: Intestino. F: Figado. PIH:
Porcdes de pancreas intra-hepatico. V: Vasos sanguineos. CP: Cecos pildricos. E:
Estdmago.

O tecido pancreatico dos peixes dos tratamentos com as dietas
microencapsuladas era semelhante entre si. As seccdes histoldégicas mostraram
regibes de pancreas difuso pelo mesentério (Figura 9C) e regibes de tecido
pancreatico exodcrino com alguns ductos (Figura 9D). Em ambas as regides,
granulacdes foram evidenciadas pelo método EOF. A intensidade dos granulos de
proenzima foi menor comparada aos pacus alimentados com nauplios de artémia e
dieta comercial. Nao foi observado pancreas intra-hepatico nos pacus alimentados

com as dietas microencapsuladas experimentais.
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Estdbmago

Larvas de pacu aos 16 dpe tinham estdmago separado em duas regides
distintas, a cardica e a pilorica. A regido cardica caracterizou-se como glandular,
com glandulas gastricas tubulo-alveolares, ocorrendo abaixo do epitélio cilindrico
simples e alto (Figura 10A). A regido pilérica apresentou auséncia de glandulas
gastricas, compondo a regido aglandular do estdmago; epitélio cilindrico simples
com nucleos alongados constituiu a camada mucosa da regido (Figura 10B).

Nenhuma das dietas microencapsuladas proporcionou mudancas ha
morfologia do estbmago dos pacus apds 28 dias de alimentacdo (44 dpe). A porcao
glandular exibiu camada composta por glandulas gastricas multicelulares com finas
granulacdes coradas pelo PAS (Figura 11A). A camada mucosa da porcéo
aglandular apresentou altas dobras epiteliais. O epitélio apresentou-se constituido
por camada unica de células cilindricas com um nucleo em posicao central (Figura
11B). A regido apical das células epiteliais mostrou secrecdo de mucinas neutras,
coradas fortemente pelo PAS (Figura 11C).

Ao final do experimento, os juvenis alimentados com nauplios de artémia e
dieta comercial mostraram camadas do estdmago espessas. As porcdes mais
profundas de glandulas gastricas consistiram de células secretoras poligonais, com
ndcleo e nucléolo arredondados (Figura 11D). Apesar do notavel desenvolvimento
das glandulas gastricas, ndo foram observados granulos aciddéfilos no citoplasma
dessas células, que poderia indicar secre¢do de pepsinogénio.
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Figura 10. Seccdes histologicas do estbmago de larvas de pacus aos 16 dpe. (A) Regido
glandular (G) com glandulas géastricas multicelulares abaixo de um epitélio cilindrico
simples. (B) Regido aglandular (AG) com epitélio cilindrico simples e ndcleos
alongados (seta pontilhada). Coloracao: EOF.
L: Lumen estomacal. PD: Porc6es de pancreas difuso. CP: Cecos pildricos.
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Figura 11. Seccdes histologicas do estbmago de juvenis de pacus aos 44 dpe. (A) M-OL. Por¢éo
glandular composta por glandulas gastricas multicelulares e com finas granulacées
(cabeca de seta). Lumen estomacal repleto por mucinas neutras. (B) M-OG. Porgéo
aglandular com altas dobras epiteliais (seta) e epitélio cilindrico simples e nudcleos
(seta pontilhada) em posi¢do central. (C) M-OL. Porgcdo aglandular com mucinas
neutras secretadas na regido apical das células epiteliais e no limen estomacal. (D)
Artémia. Glandulas gastricas compostas por células poligonais com nucleos (seta
pontilhada). Coloracdes: PAS (A e C). EOF (B e D).

G: Regido glandular. AG: Regido aglandular. L: Lamen estomacal. I: Intestino.

4. Discussao

4.1. Caracterizagao das dietas

A formacgé&o das microparticulas consistiu de um processo em duas etapas, no
qual o 6leo e a mistura vitaminica e mineral foram gelificados com pectina citrica na
presenca de solucao de cloreto de calcio e, depois as microparticulas foram imersas
em solucdo de concentrado proteico de soro de leite. A analise proximal mostrou
qgue, independente do 6leo utilizado, as microparticulas exibiram elevado teor de

proteina (~550 g Kg™) e lipidios (~240 g Kg™) e baixo conteido de matéria seca
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(~140 g Kg™). As microparticulas eram parcialmente esféricas com distribuicdo
homogénea de lipidios e apresentaram tamanhos compativeis ao alimento vivo,
rotiferos (80 a 280um) e nauplios de artémia (350 a 530um) (Emmerson 1984;
Yufera et al. 1984). Os resultados mostram que o método de microencapsulacéo
utilizado nesse estudo pode produzir particulas que mimetizem o alimento vivo de
larvas de peixes em termos de macronutrientes e tamanho.

O alimento vivo de larvas de peixes criadas intensivamente consiste
basicamente de rotiferos e nauplios de artémia, sendo o primeiro mais comumente
usado na larvicultura de peixes marinhos (Portella e Dabrowski 2008). Esses
alimentos vivos possuem contetdo de proteina e lipidio alto e de matéria seca baixo.
De acordo com Baskerville-Bridges e Kling (2000), o contetdo de proteina, lipidio e
matéria seca dos nauplios de artémia é de 601; 193 e 88 g Kg™*, similar ao obtido
nas microparticulas deste estudo. O baixo conteuddo de matéria seca das
microparticulas pode facilitar a sua digestdo pelas larvas de peixes, uma vez que
dietas mais Umidas podem ser mais facilmente digeridas (Kolkovski 2001).

Neste estudo, diferentes Oleos vegetais e 6leo de peixe marinho foram usados
na preparacdo das microparticulas e resultaram em diferencas na composicdo de
acidos graxos das dietas. Acido linolénico e linoleico foram identificados em maiores
propor¢cdes nas dietas M-OSi e M-OL, produzidas com os 6leos vegetais de sacha
inchi e linhaca, respectivamente. O 6leo de peixe garantiu a dieta M-OP as maiores
quantidades dos &cidos graxos docosaexaendico (DHA, 22:6n-3), eicosapentaendico
(EPA, 20:5n-3) e araquidbnico (ARA, 20:5n-6). Entretanto, independente da fonte de
Oleo utilizada, a fracdo polar dos acidos graxos nos juvenis no final do experimento
apresentou pouca variacdo. Os peixes tropicais de agua doce sdo eficientes em
sintetizar HUFAs a partir de precursores n-3 e n-6 com 18 carbonos (acidos
linolénico e linoléico) (Agaba et al. 2005). Por isso, entende-se que 0Oleos vegetais
usados neste estudo, podem ser usados como fonte de lipideos em dietas para

peixes de agua doce, sem comprometer o desempenho dos animais.
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4.2. Crescimento somatico e sobrevivéncia

Nenhuma das dietas microencapsuladas produzidas e avaliadas foi eficiente
para criar larvas de pacu na transicdo alimentar. Essas dietas proporcionaram
aumento efetivo do peso e comprimento, os quais foram diferentes dos observados
no inicio do experimento. No entanto, o crescimento das larvas foi muito inferior ao
obtido com uso do alimento vivo e com a dieta comercial. Os resultados confirmam
estudos anteriores com larvas de pacu que mostraram que dietas
microencapsuladas, produzidas por gelificacdo i6nica externa (Mukai-Corréa 2008)
ou interna (Menossi et al. 2012) nao foram eficientes quando usadas durante a fase
de transicdo alimentar, pois proporcionaram baixas taxas de crescimento e
sobrevivéncia.

Existem diversos motivos que podem explicar o insucesso de alimentar peixes
durante o desenvolvimento larval com dietas formuladas. De acordo com Langdon
(2003), o primeiro refere-se ao sistema digestorio das larvas, que geralmente ndo
esta totalmente desenvolvido e pode ndo possuir enzimas digestivas suficientemente
ativas para a digestdo eficiente das dietas. O segundo motivo é que as larvas
dependem da movimentacdo da presa ou de estimulos visuais para induzir o
comportamento alimentar. O tamanho das particulas deve ser o suficiente para que
as larvas possam detecta-las. E por ultimo, o terceiro que esté relacionado com a
composi¢do bioguimica da dieta, na qual os nutrientes podem estar ausentes ou
presentes em quantidades ou razGes subdtimas em comparacao a outros nutrientes.
Infelizmente, pouco se sabe sobre as exigéncias nutricionais de larvas de peixes de
agua doce (Portella e Dabrowski 2008). Em revisdo recente sobre microdietas para
larvas de peixes, Holt et al. (2011) também discutem algumas questdes que resultam
no baixo crescimento de larvas criadas em sistemas intensivos de producdo. Muitos
dessas questbes estdo relacionados com a ingestdo do alimento (disponibilidade,
aparéncia, atratividade a curta ou longa distancia e textura), digestao (metabolismo,
digestdo e assimilagéo) e suporte de nutrientes (reservas maternas, exigéncia em
nutrientes, lixiviacao e formulacao).

Neste estudo, as diferencas nas taxas de sobrevivéncia e no crescimento

entre os tratamentos podem ser, em grande parte, devido a qualidade da proteina
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dietética. A qualidade de uma proteina refere-se a sua capacidade de fornecer os
aminoacidos necessarios para o organismo; o fato de um determinado alimento ser
uma fonte rica de proteinas ndo implica que seja suficiente para sustentar o
crescimento ou a manutencédo do organismo (Tirapegui e Rogero 2007). Embora o
nivel proteico das microcapsulas produzidas com proteina do soro de leite tenha sido
semelhante ao nivel proteico dos nauplios de artémia, o escore quimico da proteina
do soro de leite em comparacao aos nauplios de artémia, determinado em estudo
anterior por Rodrigues (2012), mostra que os aminoacidos arginina, histidina, glicina,
tirosina e fenilalanina sédo limitantes. O valor nutricional de determinada proteina
pode diferir substancialmente de acordo com a composicdo de aminoacidos
(indispenséaveis) e a digestibilidade (Tirapegui e Rogero 2007). A deficiéncia ou o
desbalanceamento de aminoacidos e a relagéo entre os nutrientes das dietas podem
ocasionar diminuicdo do crescimento e prejudicar o desenvolvimento dos peixes
(Cahu e Zabonino Infante, 2001; Conceicéo et al. 2011; Takata 2011). Os peixes nao
possuem exigéncia em proteina, mas sim em mistura balanceada de aminoacidos
indispensaveis e dispensaveis (Wilson 2002) para a adequada formacdo de seus
tecidos e regulacao de seus sistemas fisiologicos (Finn e Fyhn 2010). As larvas de
peixes possuem um enorme potencial de crescimento e exibem taxas de
crescimento muito maiores que peixes juvenis e adultos. Entretanto, para que
possam expressar todo seu potencial, proteina de alta qualidade deve ser fornecida
em quantidade suficiente (Conceicéo et al. 2011).

O baixo desempenho das larvas de pacu alimentadas com a dieta M-OP
(produzida com Oleo de peixe), em comparacdo as demais dietas
microencapsuladas, pode ter sido consequéncia da oxidac¢éao lipidica da dieta. Entre
todos os 6leos usados neste estudo, o 6leo de peixe apresentou maior propor¢cédo de
acidos graxos altamente insaturados. Entretanto, a quantidade dos altamente
insaturados na dieta M-OP foi de aproximadamente um terco da quantidade
verificada no 6leo de peixe. Os acidos graxos insaturados sdo as estruturas mais
susceptiveis ao processo oxidativo (Ferrari 1998). Sao diversas as consequéncias
nutricionais da oxidacao lipidica: destruicdo parcial dos acidos graxos insaturados;
degradacéao de vitaminas lipossoluveis e carotenodides; destruicdo parcial da vitamina

C (co-oxidacédo); formacédo de compostos de Maillard, capazes de reagir com
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biomoléculas (especialmente proteinas), diminuindo a absorcao destas; formacéo de
lipidios oxidados que sédo antagonistas de diversos nutrientes, como tiamina, acido
ascorbico, vitamina B12, tocoferdis, vitamina A, proteinas, lisina e aminoacidos
sulfurados; e formacéo de acidos graxos livres (Kirk 1984; Kanner 1994; Ramalho e
Jorge 2006). Em estudo recente, Seele et al. (2012) demonstraram que os acidos
graxos livres dietéticos afetam a sobrevivéncia de peixes nos estagios iniciais do
desenvolvimento: dietas com diferentes graus de lipidios hidrolisados foram
fornecidas a larvas de Gadus morhua por 30 dias e observou-se correlacao positiva
entre a quantidade de acidos graxos livres nas dietas e mortalidade das larvas,
embora nenhum efeito no crescimento tenha sido verificado.

Embora a dieta comercial tenha proporcionado crescimento satisfatério as
larvas, a menor taxa de sobrevivéncia e a maior taxa de canibalismo aparente foram
observadas neste tratamento. Em estudo anterior, o fornecimento desta mesma
dieta apds transicdo alimentar estimulou o comportamento canibal de larvas de
pacu, que resultou em taxas de canibalismo superior a 50% (Rodrigues 2012). Os
dados do presente estudo sugerem que o0 crescimento das larvas de pacu
alimentadas com a dieta comercial pode ter sido favorecido pelo elevado
canibalismo que apresentaram. Esta hipétese foi sugerida por Curnow et al. (2006),
que relacionaram o rapido crescimento em larvas de barramundi (Lates calcarifer),

apos finalizada a oferta de artemia, com a alta incidéncia de canibalismo.

4.3. Aceitacdo das dietas

Embora nenhuma dieta tenha sido rejeitada pelos juvenis de pacu, o alimento
vivo foi mais atrativo, sendo ingerido em maior quantidade (p<0,05). O estimulo
guimico dos nauplios de artémia favorece o comportamento alimentar de larvas de
pacu (Tesser e Portella 2006), que, a partir do final do periodo endotrofico,
apresentam epitélio olfatorio diferenciado com células quimiorreceptoras
especializadas, neuromastos maduros, nadadeiras peitorais diferenciadas e vesicula
gasosa insuflada, o que lhes possibilita perceber, identificar, perseguir e capturar o

alimento (Clavijo-Ayala 2008).
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O crescimento reduzido dos juvenis alimentados com as dietas
microencapsuladas ndo foi consequéncia da ingestdo reduzida dessas dietas.
Comparadas a dieta comercial, todas as demais dietas formuladas foram igualmente
ingeridas pelos peixes (p>0,05). A aceitacao das dietas microencapsuladas pode ter
sido favorecida pelas suas caracteristicas fisicas e quimicas. A facilidade de
dispersdo das microparticulas liofilizadas na agua possibilitou sua ingestao pelas
larvas. Além disso, a inclusdo do hidrolisado de peixe no material de parede das
microparticulas pode ter funcionado como estimulante alimentar. O hidrolisado de
peixe contém mais de 3% de aminoacidos livres em sua composicdo (informacdes
fornecidas pelo fabricante) e esses aminoacidos estimulam o comportamento
alimentar em peixes (Kolkovski et al. 1997) e aumentam a ingestdo de dietas
microencapsuladas por larvas de pacu, principalmente glicina, lisina e arginina
(Tesser e Portella 2011).

4.4. Desenvolvimento do trato digestorio

O intestino anterior é o principal sitio de digestdo proteolitica extracelular
durante o periodo larval, devido ao pH alcalino e presenca de tripsina pancreatica,
enquanto que no intestino posterior as proteinas sao absorvidas por pinocitose.
Depois do inicio da digestdo proteica no estdmago, ocorre reducdo da atividade
pinocitica e inicia-se digestdo intracelular pelas enzimas citosoélicas (Zambonino
Infante e Cahu 2001). A reducéo das vesiculas absortivas dos 16 para os 44 dpe no
epitélio intestinal das larvas de pacu provavelmente resultou do inicio da secrecéo
de HCI e pepsinogénio pelas glandulas géstricas (Ash 1985). As primeiras glandulas
gastricas sado observadas em larvas de pacu menores que 7 mg. Entretanto, a
definicdo das regifes glandular e aglandular s6 é observada nas larvas em estagio
mais avancado de desenvolvimento (15-25 mg), ap6s 15 dias do inicio da
alimentacdo exogena (Jomori 2005). A diferenciacdo do estdbmago é um importante
evento durante o desenvolvimento gastrointestinal do peixe, principalmente do ponto
de vista da adaptacdo a dietas formuladas e da habilidade em digerir e assimilar

seus nutrientes (Govoni et al. 1986). Dessa maneira, entende-se que as larvas
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usadas neste estudo (20 mg; 16 dpe) estavam aptas para aproveitar com eficiéncia
dietas formuladas.

As glandulas gastricas dos peixes teledsteos, além de sintetizarem
pepsinogénio e HCI (Smith 1989), secretam também mucopolissacarideos neutros
gue atuam como tampao (Scocco et al. 1996). Os resultados do presente estudo
mostram que o epitélio gastrico dos pacus aos 16 e 44 dpe secretam apenas
mucinas neutras e nao secretam mucinas acidas, ao contrario do que foi observado
em truta arco-iris Oncorhynchus mykiss (Ostaszewska et al. 2011), pike Esox lucius
L. e bagre europeu Silurus glanis L. (Petrinic et al. 2005).

Células mucosas secretoras de mucinas acidas e neutras foram observadas
em todo tubo intestinal dos pacus (16 e 44 dpe), e a quantidade de células pareceu
aumentar da regidao proximal para a distal. As mucinas, particularmente as
sulfomucinas favorecem o transporte intestinal de proteinas ou os produtos de sua
degradacdo (Segner et al. 1994). Mas o numero de células mucosas nos peixes
pode variar com o tipo de proteina dietética, apresentando aumento com o uso de
proteinas vegetais (Ostaszewska et al. 2011).

Neste estudo, as larvas alimentadas com as dietas microencapsuladas
mostraram significativamente menor crescimento e, no caso das dietas M-OL e M-
OP, menor sobrevivéncia que as larvas alimentadas com os nauplios de artémia. As
observacgdes histologicas do trato digestério sdo consideradas bons indicadores da
condigao nutricional do peixe (Green e McCormick 1999). O pouco desenvolvimento
das dobras epiteliais intestinais, os granulos de proenzima fracamente corados no
pancreas e a auséncia de pancreas intra-hepatico, assim como o atraso no
espessamento da camada glandular do estbmago nesses peixes indicam ma
condigao nutricional.

A analise histologica comparativa e subjetiva constatou granulos de
proenzima corados mais intensamente no citoplasma dos acinos pancreaticos das
larvas e juvenis de pacu alimentados com nauplios de artémia em relacdo aos
alimentados com as dietas microencapsuladas. Estudos anteriores mostram que a
alimentacdo influencia a secrecdo de enzimas pancreaticas em larvas de peixes: a
incorporacao de niveis moderados de hidrolisados proteicos nas dietas para larvas

estimulou a secrecdo de enzimas pancreaticas (Cahu et al. 1997) e nauplios de
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artémia parecem aumentar o numero de granulos de proenzima na &area
citoplasmatica dos acinos (Ostaszewska et al. 2005).

As informagbes disponiveis na literatura indicam que 0s mecanismos de
digestéo e assimilacdo do alimento exdgeno sé@o similares em todas as larvas de
peixes. Na secdo proximal do intestino, os lipidios sdo hidrolisados para acidos
graxos e monoglicerideos e absorvidos pelos enterécitos (De Silva e Anderson
1995). O acumulo de lipidios nos enterdcitos € descrito como um estoque
temporario, o qual pode ser resultante da inabilidade em mobiliza-los (Serasquete et
al. 1995). Baskerville-Bridges e Kling (2000) descrevem a presenca de abundantes
vesiculas lipidicas nos enterdcitos de larvas de Gadus morhua alimentados com
dietas microparticuladas com alto contetdo de acidos graxos altamente insaturados
e relaciona com a ineficiente utilizacdo desses lipidios dietéticos pelas larvas. Neste
estudo, as larvas de pacu alimentadas com nauplios de artémia apresentaram
crescimento e sobrevivéncia significativamente superiores, em comparacdo a dieta
comercial. Neste tratamento, as observacfes histoldgicas comparativas mostraram
maior quantidade de lipidios nos enterdécitos, que pode indicar a baixa utilizacdo dos
lipidios desta dieta. De acordo com Assimacopoulos-Jeannet (2004), o excesso de
lipidios dietético pode causar aumento da concentracdo de acidos graxos livres e
resultar em deposicédo de lipidios no figado, como observado com o0 uso da dieta

comercial.

5. Conclusodes

Embora as larvas de pacu usadas para a avaliacdo das dietas
microencapsuladas ja apresentassem sistema digestorio apto para aproveitar com
eficiéncia alimentos formulados, as dietas microencapsuladas testadas foram
incapazes de suportar crescimento e garantir desenvolvimento adequado das larvas.
Entretanto, o método de microencapsulacdo (gelificacdo ibnica seguida de
coacervagao complexa) usado no presente estudo possibilitou a producdo de
microdietas semelhantes ao alimento vivo em termos de tamanho e composicao.
Essas dietas, embora nutricionalmente deficientes, foram satisfatoriamente aceitas

pelos peixes. Os resultados desse estudo abrem novas perspectivas para
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investigacOes futuras sobre a adequacéo nutricional das microdietas para que
possam atender as exigéncias das larvas de peixes, principalmente com respeito a

qualidade e disponibilidade da proteina dietética.
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Resumo

Larvas de pacu (20,0 £ 6,5 mg) foram alimentadas por quatro semanas com nauplios
de artémia e com dietas formuladas: dieta comercial e dietas microencapsuladas
contendo Oleo de girassol (M-OG) ou 6leo de peixe (M-OP). As dietas
microencapsuladas foram formuladas para conter niveis de macronutrientes
baseados na composicdo de nauplios de artémia. A producdo das microcapsulas foi
feita combinando-se os processos de gelificacdo ibnica e coacervacdo complexa e
utilizando-se concentrado proteico de soro de leite como principal fonte proteica. As
taxas de crescimento e eficiéncia proteica foram afetadas pelo tipo de dieta utilizada,
sendo que as dietas M-OG e M-OP proporcionaram menor crescimento. Essa
reducdo do crescimento somatico causou diminuicdo do didmetro médio e da
frequéncia de fibras grandes (>40 pum) no compartimento profundo do musculo e,
também, resultou em diminuicdo nos niveis de expressdo de MyoD e Miogenina. O
musculo epaxial dos juvenis alimentados com as dietas M-OG e M-OP mostrou
sinais de atrofia. Os nauplios de artémia e a dieta comercial proporcionaram
desenvolvimento normal da musculatura, com fibras profundas em modelo de
distribuicdo em mosaico. Entretanto, o limitado fornecimento de nauplios de artémia
reduziu a taxa de crescimento dos juvenis a partir da terceira semana de
alimentacdo e modificou expressao de MyoD e Miogenina. Este estudo demonstra
gue diferencas nas taxas de crescimento dos juvenis de pacu provocadas pela
alimentacdo alteram os niveis de expressdo de MyoD e Miogenina, que por sua

vez.estao relacionadas a mudancas na dinamica do crescimento muscular.

Palavras-chave: celularidade muscular, expressao génica de Fatores de Regulagao

Miogénica (MRFs), hiperplasia e hipertrofia, peixe.
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1. Introducao

A larvicultura da maioria das espécies de peixes neotropicais e marinhos,
assim como de crustaceos e bivalves, € dependente de organismos vivos para
alimentacao, tais como microalgas, rotiferos e artémia. A diminuicdo do uso desses
organismos e, consequentemente a introducédo precoce de dietas formuladas para
alimentacao inicial de larvas, tém sido o principal desafio da larvicultura intensiva
(Cahu e Zambonino Infante 2001). Para algumas espécies de peixes, a alimentacao
na fase larval com dietas formuladas € bem sucedida, entretanto, para a maioria das
espécies, esta pratica ainda representa um desafio (Portella e Dabrowski 2008).

Dietas potencialmente substitutas de alimentos vivos devem ser estaveis na
agua, palataveis, nutricionalmente completas e digestiveis pelas larvas (Langdon
2003). Diversos estudos tém sido conduzidos com diferentes dietas e espécies
aguicolas a fim de encontrar formulacdes e processamentos que possam substituir
com eficiéncia os alimentos vivos (Baskerville-Briges e Kling 2000; Robin e Vincent
2003; Papadakis et al. 2009, Rodrigues 2012). Esta bem estabelecido que dietas
formuladas de boa qualidade nutricional podem substituir parcialmente o alimento
vivo, mas grande parte das dietas usadas para sua substituicdo precoce causa
atraso no crescimento das larvas. O Capitulo 2 desta Tese mostra que a substituicdo
do alimento vivo por dietas microencapsuladas na larvicultura do pacu diminui o
crescimento das larvas, mas ndo demonstra como esta alteracdo interfere na
dindmica de crescimento do musculo esquelético. Neste estudo, foram escolhidas
dietas que favorecem e que prejudicam o crescimento das larvas a fim de determinar
como a alimentacdo com dietas nutricionalmente inadequadas pode provocar
mudancgas nos mecanismos de crescimento muscular.

O tecido muscular esquelético, na maioria dos teledsteos, representa mais de
60% da massa corporal. Esta musculatura € formada, principalmente, por fibras
brancas profundas e de contracdo rapida (até 90%), cobertas por fina camada
superficial de fibras vermelhas de contragéo lenta que se localizam sob a pele; essas
duas camadas sdo separadas por outra camada de fibras musculares intermediarias
(Sanger e Stoiber 2001).
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O espessamento do musculo esquelético nos peixes ocorre tanto por
hipertrofia (aumento no diametro das fibras musculares) como por hiperplasia
(recrutamento de novas fibras musculares), ndo s6 durante o desenvolvimento
embrionario, mas também por grande parte da vida pos-eclosdo (Johnston et al.
2010). Por representar a maior parte da massa muscular nos peixes, alteracdes no
crescimento do musculo branco podem levar a alteragbes no crescimento somatico
dos animais. A maior parte dessas alteracdes esta relacionada com a contribuicdo
relativa da hiperplasia e hipertrofia das fibras sobre as caracteristicas de celularidade
muscular (distribuicdo das fibras musculares em tamanhos) (Rowlerson e Veggetti
2001). J& foi demonstrado que no musculo branco de larvas de peixes, as alteracdes
na celularidade muscular estéo relacionadas a variagdes por diversos fatores, como
temperatura de incubacdo dos ovos (Hall e Johnston 2003; Assis et al. 2004;
Macqueen et al. 2008; Johnston et al. 2009) e temperatura de criacdo (Alami-
Durante et al. 2000). Modificacdes da celularidade do musculo branco também
ocorrem em larvas apos transicao alimentar precoce (Leitdo et al. 2011) e em funcéo
da composicéo da dieta em juvenis (Alami-Durante et al. 2010; Campos et al. 2010).

O objetivo deste estudo foi avancar no entendimento dos efeitos da nutricdo
larval sobre a celularidade do musculo esquelético (contribuicdo relativa da
hiperplasia e hipertrofia para o crescimento muscular) e na expressdo de genes

relacionados ao crescimento muscular (MyoD e miogenina).

2. Material e métodos

2.1. Dietas

Para compor os tratamentos, foram utilizadas quatro diferentes dietas, sendo
duas produzidas experimentalmente. Foram usados como controle nauplios de
artémia e a dieta comercial®. As duas dietas microencapsuladas experimentais foram
produzidas de maneira idéntica, exceto pela fonte de 6leo utilizada: 6leo de girassol
(M-OG) ou oleo de peixe (M-OP).

4 Hachtfry Encapsulon, Argent, EUA.
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A preparacdo das dietas microencapsuladas experimentais foi feita na
Universidade Estadual de Campinas, Faculdade de Engenharia de Alimentos,
Departamento de Planejamento Alimentar e Nutricdo, Laboratério de Controle de
Qualidade. As dietas foram produzidas pela combinacdo dos processos de
gelificacdo ibnica e coacervacdo complexa de acordo com metodologia proposta por
Rodrigues (2012). As particulas foram formadas usando uma emulsdo de pectina®
(2%, p/p) atomizada em solucdo de cloreto de calcio® (2%, p/p). Posteriormente, as
particulas foram recobertas com proteinas do soro de leite’ e hidrolisado de peixe®.
Os 6leos e a mistura mineral e vitaminica® foram emulsificados junto com a pectina.
As particulas foram secas em liofilizador (Edwards Pirani 501, Crawley, West
Sussex, Reino Unido) e acondicionadas em frascos protegidos da luz e mantidas a
4°C.

Todas as dietas foram caracterizadas em relacdo a umidade (secagem a
105C por 24 horas), proteina bruta (LECO FP 528 nitrogen analyser, LECO
Instruments, St Joseph, Michigan, EUA), lipidios (Bligh e Dyer, 1959) e cinzas
(incineracdo em mufla a 550C por 8 horas), de acordo como a metodologia da
AOAC (2006) (Tabela 1).

O fator de correcdo do nitrogénio usado no célculo da proteina da dieta
comercial e dos nauplios de artémia foi de 6,25. Para as dietas microencapsuladas
experimentais utilizou-se o fator de 6,38, relativo a proteina do soro de leite. Foram
feitas adaptacOes na metodologia de Bligh e Dyer (1959) para a determinagéo dos
valores de lipidios das dietas microencapsuladas experimentais; as microcapsulas
foram rompidas com citrato de sodio (2% p/p), submetidas a digestdo enzimatica

com pepsina (0,3 mg/g; 4 horas) e, posteriormente, com pancreatina (0,3 mg/g; 12

5 Pectina citrica de baixo teor de esterificagdo ndo-amidada, CPKelco, mBrasil.

6 Cloreto de célcio anidro P.A. Dinamica, Brasil

7 Concentrado proteico de soro de leite, Lacprodan, Argentina.

8 CPSP 90, Sopropéche, Franca.

9 Premix, Fri-Ribe, Brasil. Acido félico 1 mg, &cido pantoténico 20 mg, antioxidante BHT 125 mg, colina 150
mg, cobre 10 mg, ferro 100 mg, iodo 5 mg, manganés 70 mg, selénio 0,15 mg, vitamina A 3000 Ul.kg-1,

vitamina B1 6 mg, vitamina B12 20 mg, vitamina B2 8 mg, vitamina B6 3 mg, vitamina C 350 mg, vitamina D3
3000 Ul.kg-1, vitamina E 200 mg, vitamina K 6 mg, zinco 150 mg, niacina 100 mg, biotina 0,10 mg.
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horas), para a completa solubilizacdo dos componentes das microcapsulas. Apos,
seguiu-se com a metodologia padrao.

O diametro das microparticulas reidratadas (pH 7,0) foi determinado
automaticamente por meio do equipamento Mastersizer 2000 (Malvern Instruments,
Worcestershire, Reino Unido). O diametro d(0,5) das microparticulas reidratadas foi
de 272 pm; d(0,5) corresponde a frequéncia de 50% das particulas de menor
diametro. A dieta comercial usada como controle apresentou diametro de 250-400
pum (segundo indicacdes do fabricante).

Tabela 1. Composicéo centesimal (g.Kg™, base seca) dos nauplios de artémia e das dietas
microencapsuladas fornecidas como alimento para os juvenis de pacu.

Dieta Artémia Comercial M-OG M-OP
Umidade, g kg™ 783 96 859 856
Proteina, g kg™ 547 525 551 547
Lipidios, g kg™ 130 170 241 237
Cinzas, g kg™ 56 134 12 11

Dieta comercial Hatchfry Encapsulon (Argent, EUA) e dietas microencapsuladas produzidas com éleo de girassol
(M-OG) e 6leo de peixe (M-OP).

2.2. Peixes

O experimento foi conduzido na Universidade Estadual Paulista, Centro de
Aquicultura, Laboratério de Nutricdo de Organismos Aquaticos, tendo sido aprovado
pelo Comité de Etica na Experimentacdo Animal da Universidade Estadual Paulista
de Jaboticabal.

Foram utilizados larvas de pacu (16 dias apos ecloséo, dpe) com peso Umido
meédio de 20,0 = 6,5 mg, alimentadas apenas com nauplios de artémia desde o inicio
da alimentacéo exdgena. Os peixes foram estocados (10 larvas L™) em 16 tanques
de polietileno, com 50 litros de agua proveniente de poco artesiano em fluxo
continuo e aeracgdo artificial constante. Os residuos acumulados no fundo dos
tanques foram sifonados diariamente.

Os peixes foram alimentados com nauplios de artémia ou com as diferentes

dietas formuladas: dieta comercial e as outras duas dietas microencapsuladas
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experimentais produzidas utilizando os 6leos de girassol (M-OG) ou peixe (M-OP). O
delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com quatro tratamentos e
quatro repeticdes por grupo experimental.

Foram oferecidos 2,5 g de dieta microencapsulada por tanque diariamente,
divididos em cinco refeicbes, durante todo o experimento. O grupo alimentado
apenas com artémia recebeu 2000 n&uplios peixe™ diariamente por todo o
experimento. Essa quantidade foi estabelecida a fim de manter a mesma quantidade
em peso seco de nauplios de artémia e de dieta microencapsulada oferecida. Os
peixes foram co-alimentados com nauplios de artémia em quantidades decrescentes
(1500, 750 e 250 nauplios peixe™) nos trés primeiros dias de alimentaco.

A circulacao da agua foi interrompida por 30 minutos apds o fornecimento dos
alimentos para evitar dispersao e possivel perda das dietas. A temperatura da agua
foi mantida em 30,1 + 0,4 C, a concentracao de oxi génio dissolvido em 5,1 + 0,2 mg

L™* e o fotoperiodo foi o natural durante todo o periodo experimental.
2.3. Desempenho e eficiéncia de utilizacdo de proteina

Os peixes de cada tanque (n = 25) foram coletados no inicio e semanalmente
durante 28 dias. Os peixes foram anestesiados e eutanasiados em solucdo de
benzocaina (0,2 g L™), fixados em formalina 10% e preservados em etanol 70%,
para posterior mensuragao do peso. O ganho em peso corporal (GP) e as taxas de
crescimento especifico (TCE) e eficiéncia proteica (TEP) foram calculados de acordo
com as seguintes expressoes:

GP=P. - P,

TCE =100 (LnP. —LnP,)/d

TEP = ganhoem pesocorporal (mg) / proteinabrutaconsumida(mg)

sendo, P é o peso individual dos peixes; F e | representam valores final e inicial; d é
o numero de dias entre as biometrias.
Para as andlises de composi¢cdo corporal, 50 peixes de cada tanque foram

coletados ap0s quatro semanas de alimentacéo. Os peixes inteiros foram analisados
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guanto a umidade (secagem a 105C por 24 horas), proteina bruta (LECO,
nitrogénio x 6,25) e lipidio (Bligh e Dyer, 1959).

2.4. Histologia

Larvas e juvenis de pacu foram anestesiados e eutanasiados em benzocaina
(0,2 g L-1) no inicio e apés 28 dias de alimentacdo, respectivamente. Fragmentos
do musculo esquelético da regido dorsal (n = 10 peixes por grupo experimental)
foram fixados em solucédo de Karnovsky por 24 horas, lavados em tampao fosfato de
Sorense (pH 7,2) e preservados em solucdo etandlica 70%. As amostras foram
incluidas em Historesina® (Leica, Heidelberger, Nussloch, Alemanha), de acordo
com as recomendac0des do fabricante. Cortes histoldgicos transversais (4 um) foram
obtidos com a utilizacdo de micrétomo (Leica, RM 2245, Heidelberger, Nussloch,
Alemanha) utilizando-se navalhas de vidro e, posteriormente, corados com
Hematoxilina de Harris e Floxina 0,5%.

Para avaliar o grau de hipertrofia e hiperplasia das fibras, a celularidade
muscular foi estudada no quadrante epaxial direito do compartimento profundo do
musculo esquelético do pacu. Utilizando sistema de andlise de imagens (Leica IM50,
Heidelberger, Nussloch, Alemanha), o menor diametro de uma populacdo de 200
fibras do compartimento profundo foi individualmente determinado para nao permitir
0S erros que poderiam ocorrer caso algum exemplar ndo tivesse sido seccionado
exatamente em corte transversal (Dubowitz, 1985). O diametro médio das cinco
maiores fibras (“diametro maximo”) foi determinado com o intuito de quantificar a
hipertrofia méxima das fibras musculares (Alami-Durante et al., 2010). Fibras
musculares foram distribuidas em cinco classes de diametro (D, um): D<10,
10<D=20, 20<D=<30, 30<D=<40 e D>40 (Assis et al. 2004 e Leitao et al. 2011).

2.5. Expresséao génica de MyoD e Miogenina
Os peixes no inicio e no final do experimento foram anestesiados e

eutanasiados em gelo. Dez peixes de cada tanque foram dissecados; 0s peixes

foram seccionados para separar a regido dorsal (maior parte da musculatura) da
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cabeca, cauda e cavidade abdominal. Amostras do musculo esquelético (minimo de
50 mg de tecido) foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e,
posteriormente, estocadas a — 80C.

As amostras de RNA total do musculo do pacu foram isoladas utilizando o
reagente TRIzol (Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, EUA), seguindo-se
as indicagbes do fabricante. As amostras de RNA total foram analisadas em
espectrofotometro do tipo “NanoVue Measuring Nucleic Acids and Proteins” (GE
Healthcare, Piscataway, NJ, EUA) a 230, 260 e 280 nm. A pureza das amostras de
RNA foi assegurada pelas razbes Ajszo/Azso € Azso/A2s0 M de no minimo 1,8. A
integridade das amostras de RNA total foi analisada por eletroforese em gel de
agarose 1% em tampao TBE 1X (89 mM Tris base, 89 mM acido bérico, 2 nM EDTA)
acrescido do corante GelRed® (Biotium, Hayward, CA, EUA). Os géis foram
visualizados usando Foto UV 450 DNA Transilluminator (Fotodyne Incorporated) e a
integridade do RNA total extraido foi confirmada pela presenca das bandas
referentes aos RNAs ribossomais 28S e 18S.

Para remocédo do possivel residuo de DNA genémico contaminante, aliquotas
de 2 pug de RNA total foram tratadas com a enzima DNase | — Amplification Grade
(Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, EUA), de acordo com instru¢cdes do
fabricante. O RNA total purificado foi submetido a reacdo de transcricdo reversa
utilizando-se o High Capacity cDNA Synthesis Kit (Applied Biosystems Life
Technologies, Carlsbad, CA, EUA), em volume final de 100 pL, de acordo com
protocolo do fabricante.

A avaliacdo quantitativa da expressao génica dos MRFs MyoD e Miogenina
na musculatura esquelética do pacu foi realizada por Reacdo em Cadeia da
Polimerase em Tempo Real ap6s Transcricdo Reversa (RT-gPCR) utilizando-se o
equipamento ABI 7300 Real-time PCR System (Life Technologies Corporation,
Carlsbad, CA, EUA). Amostras de cDNA (20 ng/uL) foram amplificadas em duplicata
usando Power SYBR Green PCR Master Mix 2x (Life Technologies Corporation,
Carlsbad, CA, EUA) e 400 nM de cada primer (Tabela 2), em reacdo com volume
final de 25 pL. Uma amostra sem cDNA foi usada como controle negativo para

verificar a auséncia de amplificacdo de contaminantes. As condi¢cdes de
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termociclagem universal para gPCR foram: 10 min a 95T, 40 ciclos de
desnaturacao a 95T por 15 s e anelamento/extensdo a 60T por 1 min.

Os pares de primers para os genes da MyoD, Miogenina e RNA ribossomal
18S (RNAr 18S) foram os mesmos utilizados por Almeida et al. (2010), em estudos
com musculatura esquelética de pacu em diferentes estagios do desenvolvimento
(Tabela 2). O RNAr 18S foi usado como gene de referéncia para normalizar 0s
dados de expressdo génica quantitativa. Este gene ndo apresentou variacdo na
expressdo relativa entre as amostras analisadas, semelhante ao observado por
Almeida et al. (2010).

Para cada amostra, foi gerado um grafico de amplificacdo, que mostra o
aumento da fluorescéncia (ARn) ao longo de cada ciclo da PCR. Ao término de cada
PCR, foi feita a andlise da Curva de Dissocia¢éo dos fragmentos amplificados, o que
permitiu avaliar a especificidade de cada conjunto de primers.

O nivel basal de fluorescéncia baseline e o limiar de deteccdo de
fluorescéncia threshold foram ajustados manualmente para MyoD, Miogenina e
RNAr 18S, gerando um ciclo threshold (Ct) para cada amostra.

Tabela 2. Primers usados na gPCR para os genes MyoD, Miogenina e RNAr 18S na
musculatura esquelética de pacu.

Gene No. Acesso GenBank Sequéncia (5'-3")

MyoD FJ686692 Forward: CGCCATCAGCTACATCGAG
Reverse: ATCCAGGACGGGGTAGTAGG

Miogenina FJ810421 Forward: TCCCAGACCAGAGGTTTTATGAA
Reverse: TCTTGGTATCCTGCTTGGTCAA

RNAr 18S GQ337002 Forward: CGGAATGAGCGTATCCTAAACC
Reverse: GCTGCTGGCACCAGACTTG

Foi usado o método do Ct comparativo (AACt) para a quantificacdo relativa
(Livak e Schmittgen, 2001) da expresséao dos genes da MyoD e Migenina. Para cada
amostra foi obtido o valor de Ct para o gene-alvo e para o gene de referéncia a partir
da média dos Cts de cada duplicata. A diferenca entre os Cts foi calculada para cada

amostra:  ACt = (Ctgene aivo — Clgene de referéncia)- 10dos  os  valores foram
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normalizados pelo valor de ACt do calibrador por meio da seguinte expressao
AACt = (ACtgene obtido para cada amostra — ACtcaiiprador)- O calibrador escolhido foi a
amostra de pacu que obteve o menor valor de expressao relativa. Foi utilizada uma
amostra do grupo alimentado com a dieta M-OG para o gene da MyoD e uma
amostra do grupo alimentado com nauplios de artémia para o gene da Miogenina. A
guantificacdo relativa da expressao génica de MyoD e Miogenina em cada amostra
foi calculada em relacdo a expressdo génica do calibrador (2724¢%), expressa em

unidades arbitrarias e normalizadas em relacéo ao gene de referéncia RNAr 18S.

2.6. Andlises estatisticas

As analises de variancia e os testes de Cramer Von Mises e Brown-Forsyte
foram realizados usando o software SAS versao 9.0 (SAS Institute Inc., Cary, North
Carolina, USA) com os dados transformados em arcoseno (TCE, TEP e frequéncia
das fibras musculares em classes de diametro) ou nédo transformados (demais
pardmetros). As analises de variancia foram realizadas com as meédias de cada
grupo experimental para ganho em peso corporal, taxa de crescimento especifico,
taxa de eficiéncia proteica, composicdo corporal e niveis de expressdo génica; e
foram realizadas com individuos para os diametros das fibras musculares. Para os
resultados que apresentaram diferencas significativas entre 0s grupos experimentais
(p<0,05), as médias foram estudadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de

probabilidade.

3. Resultados

3.1. Crescimento, utilizacdo de proteina e composi¢ao corporal

Os nauplios de artémia proporcionaram os maiores valores de ganho em peso
e taxa de eficiéncia proteica aos pacus entre todas as dietas testadas (p<0,05)
(Tabela 3), enquanto os menores valores de ganho em peso e taxa de eficiéncia
proteica foram encontrados nos pacus alimentados com dietas microencapsuladas

experimentais. A dieta produzida com 6leo de peixe (M-OP) promoveu menor ganho
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em peso em comparacdo com a dieta produzida com O6leo de girassol (M-OG)
(p<0,05). Em contraste, a taxa de eficiéncia proteica néo diferiu entre as duas dietas
microencapsuladas experimentais (p>0,05).

Baixos valores médios de TCE foram verificados ao longo de todo periodo
experimental nos pacus alimentados com as dietas microencapsuladas
experimentais (Tabela 3); estes valores alcancaram no maximo 5% mg dia™ nos
pacus do tratamento M-OG. As baixas taxas de crescimento especifico refletiram no
baixo ganho em peso observado nos pacus dos tratamentos M-OG e M-OP. As
taxas de crescimento especifico dos pacus alimentados com nauplios de artémia e
com dieta comercial ndo diferiram entre si (p>0,05), exceto na terceira semana de
alimentacdo (Tabela 3). Nesta semana, a TCE dos tratamentos com nauplios de
artémia e com as dietas M-OG e M-OP nédo apresentou diferenca estatistica
(p>0,05). Na ultima semana de avaliacdo, a menor TCE ocorreu no tratamento M-
OP (p<0,05); os demais tratamentos néo diferiram entre si (p>0,05).

O maior teor médio de proteina bruta foi observado na carcaca dos juvenis
alimentados com nauplios de artémia por todo experimento; este valor diferiu
(p<0,05) apenas dos juvenis alimentados com a dieta comercial (Tabela 3). Os
maiores teores de umidade ocorreram nas carcacas dos peixes alimentados com as
dietas microencapsuladas experimentais, sendo o maior teor verificado nos pacus
alimentados com a dieta M-OG (p<0,05). O maior teor de lipidios foi encontrado na
carcaga dos juvenis alimentados com a dieta comercial (p<0,05).
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Tabela 3. Crescimento, utilizagdo de proteina e composi¢cdo corporal dos juvenis de pacu
alimentados com diferentes dietas.

Dietas Artémia Comercial M-OG M-OP

Crescimento
GP (mg) 230,5+4,1 A 191,3+3,0B 22,3+3,7C 12,1+45D

TCE (% mg dia™)

Semana 1 17,7+0,3 A 12,9+2,0 A 2,1+1,8B 0,8+1,2B
Semana 2 13,4+0,5 A 11,0+2,0 A 3,612,2B 4,6+0,8 B
Semana 3 1,8£0,4 B 6,7t0,9 A 1,3x2,1 B 1,2+0,9B
Semana 4 3,3:t0,5 A 3,0+0,6 A 5,0£3,1 A 0,2+0,3B

Eficiéncia de proteina
TEP 2,68+0,03 A 1,90+0,11 B 0,25+0,04 C 0,124+0,06 C

Composicéo corporal final (g kg™)

Umidade 849,9+1,7 C 844,6x2,6 D 891,8+2,8 A 878,7+1,4B
Proteina bruta  736,7+17,0 A 703,6+17,7 B 723,9+12,9 AB 708,4+9,3 AB
Lipidios 56,1+3,5 B 109,449,6 A 72,8%6,3 B 73,2+8,3 B

Dieta comercial Hatchfry Encapsulon (Argent, EUA) e dietas microencapsuladas produzidas com 6éleo de girassol
(M-OG) e 6leo de peixe (M-OP).

Valores expressos como médiastdesvio padrdo. Letras iguais na mesma linha néo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p>0,05).

3.2. Morfologia das fibras musculares

No inicio do experimento, larvas de pacu com 20 mg de peso Umido
apresentaram fibras musculares distribuidas em trés camadas distintas (Figura 1A);
uma camada formada por fibras pequenas e arredondadas localizada mais
superficialmente, logo abaixo da epiderme; uma camada mais profunda, composta
por fibras maiores e de formato variavel, compondo a maior parte da massa
muscular; uma camada intermediaria disposta entre as camadas superficial e
profunda, préxima ao nervo da linha lateral. As fibras musculares superficiais
mostraram-se mais acidofilas em comparacdo as demais, reagindo mais

intensamente a Floxina.
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A camada profunda apresentou aparéncia tipicamente em mosaico em corte
transversal, caracterizado por fibras de diferentes diametros (Figura 1B).
Observaram-se fibras com nucleos localizados perifericamente (fibras maduras),
embora, em algumas delas, o nacleo estivesse no centro na fibra muscular (fibras
imaturas). Uma concentracdo de fibras musculares de pequeno diametro foi
identificada na regido imediatamente abaixo da nadadeira dorsal (zona de
proliferacdo de mioblastos) (Figura 1C).

No musculo esquelético dos pacus em corte transversal notou-se uma bainha
de tecido conjuntivo envolvendo cada fibra muscular, caracterizando o endomisio e
outra agrupando as fibras em fasciculos (Figura 1B). Uma espessa bainha de tecido
conjuntivo foi observada circundando todo o musculo, logo abaixo da derme (Figura
1C). Capilares foram identificados nos espacos do tecido conjuntivo, reconheciveis

pelas hemacias com nucleos basdéfilos contidas no seu interior (Figura 1D).
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A 25um B 25 um

C 50 um D 25 pm

Figura 1. Seccles transversais do musculo esquelético de larvas pacu no inicio do experimento.
(A) Fibras musculares distribuidas em trés camadas distintas: V. Superficial, B. Profunda
e |. Intermediaria. (B) Camada profunda com aparéncia em mosaico, formada por fibras
de diferentes tamanhos. Nucleos periféricos e alguns nucleos centrais. (C) Fibras de
pequeno didmetro localizadas na regido abaixo da nadadeira dorsal, caracterizando uma
zona de proliferacdo de mioblastos (ZPM). (D) Detalhe de capilar com células
sanguineas no seu interior (asteriscos), localizados nos espacos do tecido conjuntivo.
Coloracao HF.

E: Endomisio. P: Tecido conjuntivo analogo ao perimisio dos mamiferos. NL: Nervo da
linha lateral. NP: Nucleo periférico. NC: Nucleo central.

Observou-se espessamento das camadas musculares dos agora juvenis de
pacus apos 28 dias de alimentacdo com nauplios de artémia e com a dieta
comercial. Nesta fase, a morfologia do musculo esquelético foi similar nos peixes
desses dois grupos. Fibras musculares com nucleos periféricos foram identificadas
em todas as camadas musculares (Figura 2A e B). Fibras menores e com formato
arredondado foram observadas na camada superficial e na intermediéria (Figura 2A).
A camada profunda caracterizou-se por um mosaico de fibras poligonais de
diferentes diametros, compondo a maior parte da musculatura (Figura 2B). Fibras

pequenas e de formato circular localizaram-se na zona de proliferacdo de mioblastos
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na regido dorsal do musculo epaxial (Figura 2C). Capilares mais espessos e repletos
de hemacias foram observados proximos a camada superficial (Figura 2D).

N&ao foi possivel perceber espessamento das camadas musculares nos pacus
alimentados com as dietas microencapsuladas M-OG e M-OP, que apresentaram
morfologia semelhante as larvas no inicio do experimento (Figura 3 A).
Adicionalmente, o muasculo epaxial em corte transversal mostrou sinais de atrofia.
Em geral, as fibras musculares mostraram formas variadas, endomisio delgado,
sarcoplasma retraido e nucleos periféricos bastante evidentes (Figura 3B e 3C).
Muitas fibras pequenas e irregulares foram observadas entre fibras maiores. Em
alguns casos, houve atrofia mais severa com perda de massa muscular, producao
de tecido conjuntivo no espaco intersticial, localizacdo periférica extrema dos
nacleos e fragmentacdo do sarcoplasma (Figura 3D). Sinais de atrofia foram
observados nas fibras musculares das trés camadas, mas em maior grau na camada

profunda.
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A 25um B 25 pm

C 25um D 10 pm

Figura 2. Seccdes transversais do musculo esquelético de larvas de pacu no final do experimento:
tratamentos controle com nauplios de artémia e dieta comercial. (A) Nauplios de
artémia. Camadas superficial e intermedidaria formada por fibras menores,
arredondadas e multinucleadas. Nucleos localizados perifericamente as fibras. (B)
Nauplios de artémia. Camada profunda formada por fibras poligonais de diferentes
didametros. Fibras com diversos nucleos localizados perifericamente. (C) Nauplios de
artémia. Zona de proliferacdo de mioblastos (ZPM) na regido dorsal do musculo epaxial
formada por fibras pequenas e circulares. (D) Dieta comercial. Detalhe de capilar
repleto por células sanguineas localizados na camada superficial da musculatura
(asterisco). Coloracao HF.

V. Camada superficial. I: Camada intermediaria. P: Tecido conjuntivo analogo ao
perimisio dos mamiferos. NL: Nervo da linha lateral. NP: Ncleo periférico.
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Figura 3. Seccdes transversais do misculo esquelético de larvas de pacu no final do experimento:
tratamentos M-OG e M-OP. (A) M-OG. Fibras musculares das camadas superficial,
profunda e intermediaria. Camada profunda com fibras multinucleadas e nucleos
periféricos. (B) M-OG. Musculo epaxial com sinais de atrofia. Fibras de formatos
variados, endomisio delgado e nucleos periféricos bastante evidentes. (C) M-OP.
Camada profunda com sinais de atrofia: fibras pequenas, irregulares e sarcoplasma
retraido (cabeca de seta). (D) M-OP. Musculo esquelético com sinais de atrofia severa.
Detalhe da desorganizagdo de miofibrilas (seta pontilhada) e ocupacdo por tecido
conjuntivo (asterisco). Coloracéo HF.

V: Camada superficial. B: Camada profunda. |I: Camada intermediaria. NL: Nervo da
linha lateral. NP: Nucleo periférico. E: Endomisio. P: Bainha de tecido conjuntivo.
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3.3. Morfometria das fibras musculares

Variagcdes na distribuicdo das fibras da camada profunda do musculo epaxial
foram verificadas quando diferentes dietas foram fornecidas aos pacus (Figura 4).
De maneira geral, observou-se aumento da frequéncia de fibras maiores com o uso
dos nauplios de artémia e dieta comercial, enquanto que as dietas M-OG e M-OP
provocaram aumento da frequéncia de fibras menores, em relacdo as larvas com 16
dpe, no inicio do experimento.

Pacus alimentados com dieta comercial tiveram a maior frequéncia de fibras
grandes (diametro maior que 40 pum) enquanto a menor frequéncia ocorreu no
tratamento M-OG (p<0,05) (Tabela 4). Fibras maiores que 40 pm nao foram
identificadas nos pacus alimentados com a dieta M-OP. Fibras pequenas (diametro
menor que 10 pm) foram encontradas em maior frequéncia no compartimento
profundo do musculo dos pacus que receberam as dietas microencapsuladas M-OG
e M-OP (p<0,05).

Comparado aos pacus alimentados com a dieta comercial e com nauplios de
artémia, aqueles alimentados com a dieta M-OG apresentaram menor frequéncia de
fibras entre 20 e 30 um (p<0,05) (Tabela 4). Uma diminuicdo da frequéncia de fibras
entre 30 e 40 um ocorreu com uso da dieta M-OP apoés 28 dias de alimentacdo, em
comparagdo as larvas no inicio do periodo de alimentagdo (p<0,05). Nao foi
observada diferenca significativa na frequéncia das fibras de 10 a 20 um entre todos
os tratamentos.

A alimentacdo por quatro semanas com as dietas microencapsuladas
experimentais provocou mudancas nos diametros das fibras musculares (Tabela 4).
Pacus alimentados com dietas M-OG e M-OP apresentaram menores valores da
mediana do diametro das fibras comparados com o0s pacus alimentados com

nauplios de artémia e dieta comercial (p<0,05).
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Diametro da fibra muscular (um)

Figura 4. Distribuicdo das fibras musculares profundas de acordo com seus didmetros em pacus

alimentados por quatro semanas com nauplios de artémia (m), dieta comercial (A) e
dietas microencapsuladas experimentais contendo 6leo de girassol M-OG (4) e Oleo
de peixe M-OP (e). Losangos azuis (#) representam as fibras musculares nas
amostras inicias de larvas de pacu com 20 mg de peso.
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Tabela 4. Celularidade no compartimento profundo do musculo dos pacus apés quatro semanas
de alimentacgéo.

Dietas Inicial Artémia Comercial M-OG M-OP

Diametro (D, um) das fibras da camada profunda do musculo epaxial
D médio 17,2+0,8 BC 18,7+16 AB  193+13A 16,1+1,1CD 15,1+12D
Mediana do D 15,1+1,0B 17,1+16 A 17,3+1,2A 14,1+13B  13,8+t1,2B

D maximo 45,9+2,6 B 46,4+3,3 B 52,4+4 4 A 43,9+39B 37,5¢16 C
D das 5 3,5+0,4 B 4,3+0,9 A 4,4+04 A 3,8#05AB 3,8+0,6 AB
menores

D das 5 maiores 42,6+1,6 B 43,2+3,0B 48,3+3,7A 39,8t2,8B  34,5+t19C
Frequéncia (%) das fibras musculares com diametro

<10 um 27,5+4,7AB 21,2+55BC  19,2#42C 30,9+65A 31,1+49A

10<D<20 um 38,4+3,4 38,9+4,6 40,145,2 39,743,6 42,1443

20<D<30 ym 22,6+3,9 AB 25,6+2,2 A 24, 7+3,0A 20,1+2,8B 21,9145 AB

30<D=40 ym 9,0£15A 11,6£3,7 A 11,5£3,9 A 8,0+2,7 AB 4,9+29 B

>40 ym 24+1,0AB 2,7+2,0 AB 44+20A 1,2+£10B -

Dieta comercial Hatchfry Encapsulon (Argent, EUA) e dietas microencapsuladas produzidas com 6leo de girassol
(M-OG) e 6leo de peixe (M-OP).

Valores expressos como médiastdesvio padrdo (n=10 individuos). Letras iguais na mesma linha ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Os didmetros médio e méaximo das fibras no compartimento profundo do
musculo dos pacus variaram conforme a dieta utilizada. A Tabela 4 mostra a
diminuicdo desses valores nos pacus alimentados com a dieta microencapsulada M-
OP em relacao as larvas iniciais. O diametro maximo e o diametro das cinco maiores
fibras foram maiores nos pacus alimentados com a dieta comercial (p<0,05). O
didmetro das cinco menores fibras n&o foi afetado, significativamente, pelas dietas
fornecidas (p>0,05).

3.4. Expressao relativa dos genes da MyoD e Miogenina
Os maiores niveis de expressao relativa dos genes da MyoD e Miogenina na

musculatura esquelética ocorreram nos pacus que receberam a dieta comercial

(p<0,05) (Figura 5). Os niveis médios de expressao da MyoD nao foram diferentes
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no musculo dos pacus alimentados com nauplios de artémia e com as dietas M-OG
e M-OP (p>0,05).

Peixes do inicio do experimento (com 20 mg), antes da alimentacdo com as
dietas formuladas, apresentaram alto nivel de expressao de MyoD (Figura 5). Este
nivel de expresséao foi igual apenas ao nivel de MyoD na musculatura dos pacus
apos quatro semanas de alimentacdo com dieta comercial (p>0,05).

A dieta microencapsulada M-OG nao promoveu mudanca significativa na
expressdo de Miogenina no musculo dos pacus apdés quatro semanas de
alimentacdo (Figura 5). O menor nivel de expressdo de Miogenina ocorreu na
musculatura dos pacus alimentados com nauplios de artémia. Este foi
estatisticamente igual aos niveis de expressdo dos pacus do grupo M-OG e
daquelas no inicio da alimentacdo. Os niveis médios de expressdo de Miogenina
foram similares entre os pacus alimentados com a dieta comercial e com a dieta M-
OP (p>0,05).
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Figura 5. Conteido de RNAm estimado no musculo esquelético de pacus no inicio do periodo
experimental (Inicial) e apdés quatro semanas de alimentacdo com nauplios de artémia,
dieta comercial e dietas microencapsuladas experimentais contendo 6leo de girassol
(M-OG) e dleo de peixe (M-OP).

Letras iguais comparando os tratamentos néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p >
0,05).
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4. Discussao

As larvas de pacu alimentadas com as dietas microencapsuladas M-OG e M-
OP cresceram mais lentamente e tiveram menor eficiéncia proteica do que aquelas
alimentadas com nauplios de artémia. A reduzida taxa de crescimento dos pacus
alimentados com as dietas M-OG e M-OP néo foi consequéncia da substituicdo do
alimento vivo pelo formulado. Comparados a dieta comercial, as dietas
microencapsuladas foram ineficientes nutricionalmente para alimentar larvas de
pacu. Embora o balanco nutricional das dietas produzidas por microencapsulacao
tenha sido ajustado baseando-se no perfil nutricional (proteina bruta, lipidios e
umidade) dos nauplios de artémia, ndo foram considerados o balanco em
micronutrientes, acidos graxos e aminoacidos.

A demanda por alimentos e nutrientes de qualidade é elevada nas fases
iniciais de desenvolvimento das larvas de peixes (Conceicdo et al. 2011), pois a
taxas de crescimento e de sintese de proteinas sdo altas, ja que seus 6rgaos e
sistemas estdo em formacédo. Larvas de pacu Piaractus mesopotamicus (Jomori et
al. 2008), surubins Pseudoplatystoma spp (Takata 2007) e piau Leporinus
macrocephalus (Cericato 2005) apresentam taxas de crescimento da ordem de 30 a
250 vezes nas duas primeiras semanas de alimentacdo quando supridas com
nauplios de artémia. Entretanto, essas taxas podem ser drasticamente diminuidas
(por exemplo, ndo ultrapassar uma vez no mesmo periodo), dependendo da
qualidade do alimento (Jomori 2005; Leitdo et al. 2011).

O crescimento e o desenvolvimento muscular de larvas de peixes estdo
relacionados as diferencas das taxas de crescimento somatico (Galloway et al.
1999). Os resultados desse estudo indicam que diferentes taxas de crescimento
provocadas por diferentes condi¢cfes nutricionais alteram a morfologia e celularidade
muscular e mudam a expressdo dos fatores reguladores da miogénese (MyoD e
Miogenina) no musculo esquelético de juvenis de pacu.

Em larvas de peixes, a musculatura esquelética compreende
aproximadamente 20% do volume corporal e aumenta para 60% em juvenis. A
musculatura €, portanto, o maior tecido e também aquele que apresenta maior

crescimento em larvas e juvenis (Kjgrsvik et al. 2011). Neste estudo, ocorreu
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desenvolvimento normal da musculatura com o uso dos nauplios de artémia e da
dieta comercial; os juvenis de pacu exibiram fibras musculares brancas em padrao
de distribuicio em mosaico, caracterizado por fibras poligonais de diferentes
didmetros, como descrito anteriormente por Almeida et al. (2010) e Leitdo et al.
(2011) em pacu e por Rowlerson e Veggetti (2001) em outras espécies de peixes.

Por outro lado, o musculo epaxial dos juvenis alimentados com as dietas
experimentais M-OG e M-OP mostrou sinais de atrofia. Em geral, a morfologia do
tecido muscular esquelético identificou fibras pequenas com sarcoplasma
fragmentado e producéo de tecido conjuntivo no espaco intersticial. Em situacoes de
privacdo alimentar, a celularidade do musculo esquelético é alterada e o processo
de atrofia é identificado (Nebo 2011). Alguns peixes utilizam proteina muscular como
principal fonte energética (Butler, 1968) e, por isso, pode ocorrer protedlise muscular
durante a restricao alimentar (Seiliez et al. 2008).

A reducdo no crescimento somatico observada nos juvenis de pacu
alimentados com as dietas M-OG e M-OP causou reducdo do diametro médio e da
mediana das fibras, diminuiu a frequéncia de fibras grandes (>40 um) e aumentou da
frequéncia de fibras pequenas (<10 pum) no compartimento profundo do musculo
esquelético. Estes resultados confirmam a plasticidade do crescimento muscular
esquelético em juvenis de pacu, a qual esta relacionada com a deficiéncia nutricional
dessas dietas e com a reduzida taxa de crescimento dos peixes.

Jé foi demonstrado que larvas (Assis et al. 2004; Leitédo et al. 2011) e juvenis
de pacu (Almeida et al. 2008; Almeida et al. 2010) aumentam sua massa muscular
por hiperplasia e hipertrofia. As mudancas observadas na distribuicdo das fibras
musculares em tamanhos podem refletr em mudancas na hiperplasia e/ou
hipertrofia do tecido muscular. Adicionalmente, esses dois processos estao
acompanhados de alteracdes na expressdo dos fatores de regulacdo miogénica
(MRFs), relacionados ao crescimento muscular, como ja visto nesta espécie de
peixe (Almeida et al. 2008; Almeida et al. 2010; Leitdo et al. 2011).

A expressao relativa dos MRFs pode ser usada para avaliar a atividade de
células satélites (Alami-Durante et al. 2010). Em peixes que atingem um grande
tamanho corporal final, como o pacu, as células satélites sdo aquelas que fornecem

0S nucleos necessarios tanto para o crescimento muscular hiperplasico como para o
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crescimento muscular hipertréfico (Koumans e Akster 1995). As células satélites
guiescentes apresentam niveis ndo detectaveis de MRFs (Sabourin e Rudnicki
2000). Uma vez ativadas, essas ceélulas séo reguladas positivamente por um MRF
envolvido na regulacdo miogénica (MyoD) e, mais tarde, por outro (Miogenina)
envolvido na fusao e diferenciagcao dos mioblastos (Johnston 2006).

Os resultados de expressdo génica indicam que as mudancas no fenétipo do
musculo (distribuicdo das fibras em didmetros) induzidas pelo uso de dietas de baixa
qualidade nutricional (M-OG e M-OP) estdo correlacionadas com mudancas
significativas nos niveis de expressao dos genes MyoD e Miogenina, que, por sua
vez, influenciam o crescimento hiperplasico e hipertréfico do musculo e podem ser
usados como indicadores da atividade de células satélites.

Os efeitos significativos da reduzida expressédo de MyoD e Miogenina com o
uso das dietas microencapsuladas (M-OG e M-OP) e a baixa taxa de crescimento
dos peixes desses tratamentos concordam com estudo anterior que mostra que a
ativagdo e a proliferacdo de células satélites em peixes estdo relacionadas aos
efeitos da nutricdo: periodos de jejum diminuem a proliferacdo de células satélites
em truta arco-iris (Foauconneau e Paboeuf, 2000). Adicionalmente, periodos curtos
de privacéo total do alimento, seguido de realimentac&o alteram a expresséao relativa
de MyoD e Miogenina e mudam as caracteristicas do crescimento muscular de
juvenis de tilapia-do-nilo; os niveis de expressao de MyoD e Miogenina diminuem
durante jejum de cinco e 10 dias e aumentam apos realimentacéo (Nebo, 2011).

A andlise de expressdo génica no final do periodo experimental mostra
auséncia de diferenca significativa na expressdo de MyoD e Miogenina dos juvenis
alimentados com alimento vivo (nduplios de artémia) e com a dieta
microencapsulada M-OG, apesar da grande diferenca de crescimento e distribuicao
das fibras musculares em diametros entre esses dois tratamentos. O efeito do
alimento vivo no baixo nivel de expressdo de MyoD e Miogenina ndo pode ser
atribuida a inadequada qualidade nutricional do alimento. Os nduplios de artémia
sao os alimentos que mais favorecem o crescimento e o desenvolvimento inicial do
pacu (Jomori 2005; Menossi et al. 2012) e de outras espécies altriciais de agua
doce, como cachara Pseudoplatystoma fasciatum (Flores-Quintana e Portella 2003),

piau Leporinos macrocephalus (Cericato 2005) e trairdo Hoplias lacerdae (Luz 2004).
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Além disso, os nauplios de artémia tem efeito positivo no crescimento hiperplasico
do musculo esquelético (Leitdo et al. 2011).

Nossos resultados mostram que os baixos niveis de expressdo de MyoD e
Miogenina em resposta a utilizacdo de nauplios de artémia podem ser efeito da
reduzida taxa de crescimento especifico a partir da terceira semana de alimentagéo
neste tratamento. Possivelmente, o fornecimento de alimento vivo (quantidade diéaria:
2000 nauplios larva™) sem que houvesse sobras por todo periodo experimental,
limitou o crescimento dos juvenis, como demonstrado anteriormente em larvas de
pacu (Jomori et al. 2008).

Sabe-se que larvas de pacu alimentadas com nauplios de artémia, desde o
inicio da alimentacdo exdgena, sdo capazes de aproveitar eficientemente dietas
formuladas como Unica fonte de alimento a partir dos 12 dpe, quando estdo com
cerca de 10 mg de peso umido (Jomori et al. 2008). Entretanto, esse aproveitamento
€ influenciado pela qualidade (caracteristicas nutricionais e fisicas) da dieta (Jomori
2005). A dieta comercial garantiu aos peixes crescimento satisfatério, além de
desenvolvimento muscular adequado para a espécie, com base nos estudos de
Almeida et al. (2010) e Leitdo et al. (2011). As altas taxas de crescimento
observadas ao longo de todo experimento nesse tratamento podem estar
relacionadas aos maiores niveis de expressao de MyoD e Miogenina (p<0,05), assim
como aos maiores valores de didmetro maximo e didmetro das cinco maiores fibras
musculares (p<0,05). Esses resultados indicam maior contribuicdo da hipertrofia no

crescimento muscular com o uso da dieta comercial.

5. Conclusdes

Os resultados desse estudo indicam que as diferencas nas taxas de
crescimento dos juvenis de pacu provocadas pela alimentacdo estdo relacionadas a
mudancgas na dindmica do crescimento muscular. As modificagdes na celularidade
muscular estdo correlacionadas com alteracdes nos niveis de expressdo dos
marcadores de células satélites MyoD e Miogenina. Isso € relevante, pois as células
satélites sdo as células que fornecem o0s nucleos necessarios para 0s mecanismos

hiperplasicos e hipertréficos de crescimento do masculo.
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CAPITULO 4 — CONSIDERACOES FINAIS

O método de microencapsulacdo usado no presente estudo (gelificacao ibnica
seguida de coacervacdo complexa) foi eficiente em produzir uma particula estavel e
com tamanho e teores de umidade e proteina semelhantes aos alimentos vivos
usados na larvicultura de peixes. Além disso, essas particulas foram bem aceitas
pelas larvas de pacu, as quais se apresentavam maduras para aproveitar com
eficiéncia dietas formuladas. Porém, as dietas microencapsuladas nao foram
capazes de proporcionar crescimento adequado as larvas, assim como
desenvolvimento normal do trato digestério e da musculatura esquelética,
comprometendo o crescimento em fases posteriores.

Apesar dos macronutrientes, quantitativamente, estarem ajustados, o perfil
nutricional das dietas ficou aquém das exigéncias das larvas. Por isso, esforcos no
sentido de utilizar fontes de nutrientes mais adequadas e que atendam as exigéncias

das larvas de peixes devem foco de estudos futuros.
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