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. RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar a morfologia e © crescimento do tecido
muscular estriado esquelético em larvas de tilapia do Nilo alimentadas com dietas
suplementadas com lisina. Foram utilizados cinco tratamentos: guatro contendo
niveis crescentes de suplementacdo do aminoacido lisina — grupo lisina (T1= 0,;
T2= 1.1; T3= 1,7; T4= 4,0%) e um com dieta comercial (T5). Decorridos 30 dias,
os peixes foram sacrificados e amostras de musculo foram retiradas e congeladas
em n-hexano resfriado em nitrogénio liquido (-159°C). Cortes histolégicos obtidos.
em criostato foram submetidos a coloragdo HE, as reagdes NADH-TR, mATPase,
apés pré incubagdc &cida e alcalina e a reacao imunohistoquimica PCNA
(Antigeno Nuclear de Proliferacao Celular). Os peixes que receberam dieta
comercial (T5) obtiveram maior crescimento comparado aos peixes do grupo lisina
(T1-T4). Nao houve diferenca no padréo morfolégico e histoquimico (NADH-TR e
mATPase) das fibras musculares em todds os tratamentos analisados. A analise
morfométrica (nimero, area miotomal de contagem e diametro das fibras
musculares vermelhas e brancas) néo apresentou diferenca entre os tratamentos
do grupo lisina. O tratamento com dieta comercial (T5) apresentou valores
significativamente maiores nesses parametros. Em todos os tratamentos, o padréao
de distribuiggo dos diametros das fibras nos compartimentos supefrficial (vermelho)
e profundo (branco) foi muito varidvel: no grupo lisina, a freqiiéncia das fibras
vermelhas com didmetro < 8um foi maior, enquanto que em T5 a freqiiéncia das
fibras vermelhas foi maior entre os diametros de 16 a 24um. Em relacao as fibras
brancas, no grupo lisina, a maioria das fibras apresentou diametro entre 8 a 16um,
e em T5, a maioria das fibras apresentou didmetro acima de 24um. A proliferacéo
celular foi mais intensa nos tratamentos do grupo lisina, predominando ©
crescimento hiperplasico em defrimento do crescimento hipertrofico. O
crescimento muscular em T5 se deu pela associacdo dos processos hiperplasico e
hipertréfico. Os resultados sugerem que 0 aminoacido lisina suplementado nao foi



utilizado na sintese de proteinas miofibrilares do tecido muscular da tilapia do Nilo
no estagio analisado.

ii. INTRODUCAOC

Nos dltimos cinqlienta anos as tilapias, principalmente as da espécie
Oreochromis nifoticus, pertencentes a Familia Cichlidae, naturais da Africa, Israel
e da Jordania, tiveram sua distribuicao expandida para todos os continentes. isto
ocorreu em funcgado de seu potencial para a aqlicultura intensiva e para a
piscicuitura de subsisténcia em paises em desenvolvimento, por apresentar came
de excelente sabor, com boas caracteristicas organolépticas, por apresentar filé
sem espinhos intramusculares em forma de “Y”, de facil filetamento e boa
aceitagio no mercado consumidor (Hildsorf, 1995; Lovshin, 1997).

Trata-se de uma das espécies mais adequadas para criagdo, desde
regimes extensivos até superintensivos, estando em ascensdo no mercado
mundial (Torloni, 1984, Berman, 1997; Fitzsimmons, 1998). A produgao de tilapias
para a comercializacao triplicou nos (ltimos dez anos, perdendo em produgao
somente para as carpas € os saimbées. A demanda tem aumentado com o
crescimento paralelo da pecuaria e da avicultura, pois, este peixe € utilizado como
fonte de proteinas para estes animais, além de contribuir como alimento em
potencial e alternativo para a populagéo (Tacon, 1993; 1997).

Segundo Cantelmo (1989), o desenvoivimento e a rentabilidade do cuitivo
intensivo de peixes dependem da utilizacdo de racfes gue contenham todos os

nutrientes essenciais, administradas em quantidade suficiente para garantir o
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crescimento 6timo, visando o desenvolvimento adequado do tecido muscular
estriado, produto final desejado, cuiminando na obteng&o de carne saborosa e que
possa atender com éxito o mercado consumidor.

O tecido muscular nos peixes (40 a 75% do peso total) é constituide por
varias unidades morfofuncionais repetidas, os miémeros, gue estio inseridos por
curtos tenddes em bainhas de tecido conjuntivo e adiposo, os miosseptos. Essa
musculatura esta distribuida em compartimentos ou camadas, referidas como
vermelha, intermediaria e branca. A camada muscular vermelha ou superficial esta
localizada abaixo da derme, como uma camada uniforme ao longo de todo o corpo
do anima! ou distribuida mais localmente, com aspecto triangular, na regido da
linha lateral (Alexander, 1969; Dal Pai Silva et al., 1995a e b). As fibras desta
camada apresentam pequeno didmetro e elevado teor de enzimas da cadeia
transportadora de elétrons e do ciclo do acido citrico, além de apresentarem
intensa vascularizacdo e elevada quantidade de mioglobina e mitocdndrias. A
camada muscular branca ou profunda representa a maior parte da massa
muscular, com predominancia de fibras de maior didmetro, reduzida atividade
oxidativa e pouca mioglobina. Entre as camadas de musculatura vermelha e
branca, estd a camada intermediaria, em menor proporgdo, que apresenta
caracteristicas intermediarias (Kilarski, 1990; Johnston, 1999).

As caracteristicas do metabolismo e confratilidade destas fibras sao
diferentes, sendo a musculatura branca composta principalmente por fibras que
utilizam a energia proveniente da glicolise anaerdbica, sendo utilizadas na

realizagdo de movimentos rapidos (de explosdo) e de aceleragdo. As fibras da



i1

musculatura vermeiha s&c responsaveis pelas atividades de sustentacido
prolongada, utilizando energia produzida pela glicolise aerdbica e lipblise (Kilarski,
1990; Johnston, 1999). As fibras intermediarias possuem caracteristicas
intermediarias quanto a intensidade das reagbes gue revelam o metabolismo e a
contratilidade, estando relacionadas com varios tipos de movimentos, utilizando
energia proveniente dos dois processos.

Nos peixes s@o descritas irés fases durante a formacio do tecido
muscular estriado, que podem ser variaveis na dependéncia da espécie estudada
(Raamsdonk et al., 1983; Rowlerson & Veggetti, 2001). A primeira fase resulta na
formacao de fibras musculares embrionarias a partir de mioblastos que surgem
antes da eclosao, como fonte de células para o crescimento. Nesta fase, ocorre
aumento na area ocupada por tecido muscular, decorrente da hipertrofia dessas
fibras. Na segunda fase do crescimento, observada na fase larval, aparecem as
zonas germinais de proliferacdo de mioblastos, iocalizédas nos apices dorsal
(epiaxial) e ventral (hipoaxial) da musculatura (Veggetti et al., 1990; Brooks &
Johnston, 1993; Rowlerson et al., 1995). A terceira fase da miogénese, observada
nas fases de crescimento juvenil e/ou adulta, envolve populagdo de células
progenitoras miogénicas ou mioblastos indiferenciados (Koumans et al., 1994;
Johnston et al., 1995; 1998; Rowlerson et al., 1995), anélogos as células satélites
ou miossatélites, descritas em mamiferos (Mauro, 1961). Na fase adulta dos
peixes, essas células estdo localizadas entre a lamina basal e a membrana
plasmatica da fibra muscular, estando distribuidas uniformemente ao longo das

fibras musculares (Johnston et al., 1998). No entanto, nas fases larval e juvenil,
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mioblastos indiferenciados podem ser observados no tecido conjuntivo, entre as
fibras musculares diferenciadas (Veggetti et al.,, 1990; Koumans & Akster, 1985;
Stoiber & Sanger, 1996; Fauconneau & Paboeuf, 2001).

No periodo pos-embriondrio, o crescimento do tecido muscular nos
peixes, ocorre pela associacéoc dos processos de hipertrofia (aumento do diametro
das fibras musculares) e hiperplasia (recrutamento de novas fibras musculares) a
partir dos mioblastos indiferenciados ou células miossatélites (Johnston, 1999; Dal
Pai Silva et al., 2003a, b). A proliferacéo e a diferenciac&o dos mioblastos durante
o crescimento € controlada por varios fatores de regulagdo miogénica (Watabe,
2001). Quando ativados por esses sinais celulares, os miobiastosproiiferam, se
diferenciam e os nucleos podem ser internalizados as fibras existentes cuiminando
assim com o aumenio do didmetro ou area das fibras. No crescimento
hiperplasico, os mioblastos indiferenciados agregam-se a superficie das fibras pré-
existentes, formam miotubos e estes se separam originando novas fibras
musculares. Assim, quando a hiperplasia esta ocorrendo, obse.rva-se um mosaico
de fibras com diferentes diametros (fibras grandes e pequenas associadas),
melhor observado nas musculaturas branca e intermediaria (Johnston, 1999).

A analise do crescimentc muscular por hiperplasia, que ocorre
principalmente durante as fases larval e juvenil, tem despertado o interesse em
estudos que valorizam o tamanho final dos peixes com finalidade comercial. A
relativa contribuicdo da hiperplasia e da hipertrofia no crescimento muscular tem
sido estudada em muitas espécies e foi verificado que nas espécies de

crescimento rapido e que atingem um tamanho final maior, ¢ crescimento



hiperplasico persiste por um periodo mais prolongado (Kiessling et al., 1991;
Valente et al., 1999; Rowlerson & Veggetti, 2001). Por outro lado, em espécies
que atingem um tamanho final menor, o crescimento muscular por hiperplasia
cessa rapidamente e a hipertrofia mostrou-se como © mecanismo de crescimento
mais efetivo (Veggetti et al., 1993; Koumans & Akster, 1895).

O padrao de crescimenio muscular nos peixes pode ser influenciado por
varios fatores extrinsecos como a variacdo de temperatura, o regime alimentar e a
composicao da dieta (Alami-Durante et al., 1997; Assis et al., 2004). A utilizagao
de dieta para peixes, em condigbes sub-6timas, pode comprometer o
recrutamento celular, levando a alteragdes na celularidade, nas rcaracterisﬁcas
morfofisiolégicas e fenotipicas do tecido muscular, podendo alterar a qualidade do
filé (Alami-Durante et al., 1997; Fauconneau et al., 1993).

Na alimentacdo ocorre aumento na taxa metabdlica, a qual é referida
como acdo dindmica especifica (SDA) (Jobling, 1994). Acredita-se que este
fendmeno resulta, em grande parte, da estimulacio da sintese protéipa induzida
pela elevacdo na concentracao de aminoacidos livres (Brown & Cameron,
1991a,b; Houlihan et al., 1995). Este aumento da taxa metabdlica influenciada
pela alimentac@o, pode ativar mioblastos indiferenciados, processo regulado por
varios fatores de crescimento e pelos fatores reguladores miogénicos, que
restabelecem o ciclo de divisdo celular € coordenam a proliferagao e diferenciagao
destas células (Brodeur et al., 2002).

Durante o desenvolvimento larval e pos-larval, a transigéo da alimentagao

endbgena para & exégena reflete o acentuado crescimento da massa muscular,
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decorrente dos processos de hipertrofia e hiperplasia. A utilizacéo de dietas n&o
adequadas nesse periodo, pode afetar a sobrevivéncia e influenciar o crescimento
somatico (Koumans & Akster, 1995). Esses fatos tém despertade grande interesse
na aglicultura comercial, que tem por objetivo formular alimentos alternativos que
supram as necessidades dos peixes e favoregam o crescimento & a melhoria de
qualidade da carne (Johnston, 1999).

Nos primeiros estagios de desenvolvimenio dos peixes, o pool de
aminoacidos do saco vitelinico & utilizado como combustivel metabdiico e como
matéria-prima para a sintese de proteinas, contribuindo com o aumento da massa
muscular inicial (Ronnestad, 1993; Thorsen et al.,1993; Ronnestad et al.,1996).

A primeira alimentac;éo exogena fornecida aos peixes torna-se importante
durante o crescimento Jjarval, pois fornece aminoacidos essenciais né&c
sintetizados pelo organismo (Wilson, 1989).

Alguns trabathos tém mostrado que os peixes nac possuem exigéncia
verdadeira de proteina, mas de um adequado balanceamento de aniinoécidos,
definido como proteina ideal, que possibilite elevar a retencdo de proteinas na
carcaca. A exigéncia de aminoacidos no cuitivo de animais é influenciada por
diferentes fatores: populacdo {(peso, sexo e gendtipo), meio ambiente e estado de
saude. Na proteina ideal, cada aminoacido essencial é utilizado para performance,
isto &, manutencao, producdo e crescimento, além de contribuir para a produgéo
de enzimas e de hormdnios. Consequentemente, a aplicacdo de um perfil de

proteina ideal na formulagéo da dieta € também uma ferramenta valiosa para
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minimizar a excrecdo de nitrogénio, sem perda na performance durante o cultivo
(Wilson, 1985).

Os aminoacidos s&o unidades formadoras das proteinas e da sua
manutengdo, sendo de fundamental importancia na formacao dos tecidos. Entre
os aminoacidos essenciais, fundamentais para o crescimento € que © organismo
nao é capaz de sintetizar em quantidade suficiente para suprir suas necessidades,
destacam-se a metioning, fenilalanina, treoning, histidina e a lisina (Devlin, 1997).

Para a confecgao de dietas para peixes, enire 0s aminoacidos utifizados, a
lisina foi eleita como aminoacido de referéncia sendo utilizado em grande
proporgao para a sintese de proteinas (Mack, 1998). No crescimento dos peixes, a
lisina exigida é aquela necessaria para ganho de peso quando incorporada em
proteinas miofibrilares ou pode ser transformada em componente nao-protéico
importante na manutencdo e no processo de regulagéo do metabolismo (Millward
& Rivers, 1987). Segundo Santiago & Lovell (1988), o aminoacido lisina & fator
imitante na alimentagdo dos peixes € a sua caréncia bode prejudicar ©
crescimento.

Chatzifotis et al. {1996), utilizando dois tratamentos com niveis distintos de
lisina (10 e 14g de lisina/Kg de dieta), observou que peixes juvenis alimentados
com 10g de lisina/Kg apresentaram baixo crescimento e baixa eficiéncia alimentar.
Por outro lado, nos peixes alimentados com 149 de lisina/Kg, foi observada maior
taxa de crescimento e de eficiéncia alimentar, além do aumento de proteinas e

triglicerideos no musculo. O método estatistico mostrou significativo efeito da lisina
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no crescimento, ganho de peso, consumo alimentar e eficiéncia alimentar,
reforgando a importéncia da lisina para o crescimento.

A quantidade de lisina necessaria na dieta de peixes varia de acordo com
a espécie, a formulagdo, tarmanho e idade do peixe, com as diferengas geneticas e
as condicdes da criacdo (Santiago & Lovell, 1988).

Na elaboracdo de uma ragdo, deve-se buscar o balango nutricional dos
nutrientes e aprimorar o processo de confecg@o para garantir as propriedades
fisicas desejaveis e o crescimento dos animais, principalmente em piscicultura,
onde os custos com alimentacao representam cerca de 70%. Assim, € de suma
importancia obter informagdes que possibilitem a formulagéc de ragbes que
atendam as exigéncias das espécies em potencial, assim como 0 uso de técnicas
de processamento que visem proporcionar melhor aproveitamento dos nutrientes,
de forma a serem rapidamente consumidos e utilizados pelos animais, o que
Alevaria a reducao de custos de produgéo (NRC, 1993; Meer et al., 1995; Pezzato,
1995; Wilson, 1985).

Com a intensificagio do cultivo de tildpias no Brasil, principaimente da
espécie Oreochromis niloticus, seria promissora a fusdo de estudos abrangendo a
analise das caracteristicas morfofisiologicas e da performance do crescimento
muscular, associada as exigéncias nutricionais nos estagios iniciais de
desenvolvimento, visando acrescentar informagbes que possam facilitar a

exploragéo adequada dessa espécie.
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ill. OBJETIVOS

_ Analisar a influéncia dos diferentes niveis de suplementagéo de lisina sobre o

crescimento das fibras musculares estriadas;

. Caracterizar o crescimento hiperplasico ou hipertréfico como resuitado da

suplementagao do aminoécido lisina;

. Determinar se a andlise morfoldgica pode ser utlizada como ferramenta

adequada para avaliar a plasticidade do miusculo estriado em peixes, envolvendo
exigéncias nutricionais.
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Abstract:

The aim of the present study was to evaluate the effect of the lysine amino acid
supplementation on the morphology and growth of the skeletal muscle tissue in
larvae of Nile tilapia (O.niloticus). We used five treatments: four that received a diet
with increasing levels of lysine supplementation - the lysine group (T1=0,0%;
T2=1,1%; T3=1,7%; T4=4,0%) and one treatment that received a commerciai diet
(T5) during thirty days. The fish were sacrificed with MS-222 (3-Aminobenzoic acid
ethyl ester - Sigma) anesthesia and small pieces of muscle tissue were previously
cooled in n-Hexane, and then frozen in liguid nitrogen (-159°C). Transverse
sections of muscles (7 to 10 um) were submitted to the following reactions: HE,
NADH-TR, mATPase after acid (pH 4.6) and alkaline pre-incubation (pH 10.4) and
PCNA reaction. In all treatments, the morphological and histochemical analysis of
the muscle tissue were similar. Two distinct layers were identified: a superficial red
one, more developed in the lateral line region, formed by fibers with intense to
moderate NADH-TR reaction and strong acid-stable mATPase activity; a deep
white one, composing most of the muscle mass, formed by fibers with weak
NADH-TR reaction and strong alkali-stable mATPase activity. An intermediate
layer was seen between the superficial and deep layers with fibers presenting
either weak acid-stable or acid-labile mATPase activity. Body weight increase was
significantly higher in the T5 than in the lysine group (T1-T4). There was not
difference in the number and in the muscle fiber diameters in the lysine group. in
T5, the muscle fiber diameter and the muscle fiber number in the specific area was
higher. The frequency of red fibers with < 8 ym diameter was higher in the lysine

group, however, the frequency of red fibers between 16-24pum diameter was higher
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in T5. The majority of white fiber diameters was > 24um in T5, whereas, in the
lysine group, the majority of white fiber diameters was between 8-16pm. Cell
proliferation was superior in the lysine group. This study results suggest that the
lysine aminc acid was not used in the myofibrilar protein synthesis in larvae of Nile
tilapia. Muscle growth occurred mainly by hyperplasia in the lysine group and in T5,
muscle growth occurred by hyperplasia and hypertrophy.

introdugao

O tecido muscular estriado dos peixes constitui de 40 a 75% do peso total
e esta distribuido em compartimentos ou camadas, referidas como vermeiha,
intermediaria e branca. A camada muscular vermelha ou superficial esta localizada
abaixc da derme, sendo constituida por fibras com metabolismo oxidative e com
muita mioglobina. A camada muscular branca ou profunda representa a maior
parte da massa muscular, sendo consfituida por fibras com reduzida atividade
oxidativa e pouca mioglobina. Entre as camadas de musculatura vermeiha e
branca estda a camada intermediaria, em menor proporgdo, que apresenta
caracteristicas intermediarias (Kilarski, 1990; Johnston, 1999).

O crescimento do musculo estriado esquelético nos peixes ocorre pela
associacdo dos processos de hipertrofia e hiperplasia, a partir de mioblastos
indiferenciados ou células miossatélites (Johnston, 1999). A proliferaggo e a
diferenciacao dos mioblastos é controlada pelos fatores de regulacdo miogénica
(Watabe, 2001). Quando ativados por esses sinais celulares, os mioblastos
proliferam e se diferenciam e, os nicleos podem ser internalizados as fibras
existentes culminando assim com o aumento do didgmetro das fibras. No processo

de crescimento hiperplasico, os mioblastos indiferenciados se agregam a
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superficie das fibras pré-existentes, formando miotubos e estes se separam
originando novas fibras musculares. Assim, quando a hiperplasia estd ocorrendo,
observa-se um mosaice de fibras com diferentes diémétros {(fibras grandes e
pequenas associadas), observado, mais frequentemente, na musculatura branca
(Johnston, 1999).

A anslise do crescimento muscular, que ocorre principaimente durante as
fases larval e juvenil, tem despertado o interesse em estudos que valorizam ©
tamanho final dos peixes com finalidade comercial. A relativa contribuicdo da
hiperplasia e da hiperirofia no crescimento muscular tem sido estudada em muitas
espécies e foi verificado que nas espécies de crescimento rapido e que atingem
maior tamanho, © crescimento hiperplésico persiste por um periodo-de tempo mais
prolongado (Kiessling et al., 1991; Valente et al., 1999; Rowlerson & Veggetti,
2001). Por outro lado, em especies de tamanho pequeno, o crescimento muscular
por hiperplasia cessa rapidamente e a hipertrofia mostrou-se como o mecanismo
de crescimento mais efetivo (Veggetti et al., 1993; Koumans & Akster, 1995).

Os fatores reguladores do crescimento e reguladores -miogénicos,
responsaveis pela ativagdo e diferenciagdo de mioblastos, podem ser
influenciados por muitas variaveis, entre elas a nutrigo (Brodeur et al, 2002;
2003). Tem sido demonstrado que a alimentagao pode aumentar a concentragao
de aminoacidos disponiveis, aumentando a taxa metabdlica e favorecendo o
crescimento do tecido muscular (Brown & Cameron, 1991a,b; Houlihan et al.,

1995). Esse fenémeno €& conhecido como agdo dinamica especifica (SDA)

(Jobling, 1994).
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Nos peixes, a transi¢ao da alimentacao endégena para a exdgena, apds a
eclosdo, é fundamental para o desenvolvimento e crescimento dos tecidos e
orgdos, entre eles o tecidoc muscular (Koumans & Akster, 1895). O
desenvolvimento e a rentabilidade do cultivo intensivo de peixes, principaimente
neste estagio, dependem da ulilizacdo de dietas que contenham todos o0s
nutrientes essenciais, administrados em quantidades suficientes para garantir
crescimento 6timo (Cantelmo, 1989). Entre os aminoacidos utilizados na
confecgdo de dietas, a lisina foi eleita como aminoacido de referéncia, pois, além
de ser um dos mais importantes para peixes, € limitante no crescimenio sendo
utilizado em grande proporgéo para a sintese de proteinas (Mack, 1998).

A utilizacdo de dieta adéquada pode influenciar o crescimento e a
celularidade do tecido muscular estriado esquelético dos peixes, produto finai
desejado, favorecendo a producéo de carne (filé) de melhor qualidade, que
atendera com éxito 0 mercado consumidor (Fauconneau et al., 1893).

A tildpia do Nilo € uma espécie com elevado potencial para a aquicuitura
intensiva e para a piscicultura de subsisténcia, adequadas para criagdo desde
regimes extensivos até superintensivos (Torloni, 1984; Berman, 1997;
Fitzsimmons, 1998). Apresenta carmme de excelente sabor, com boas
caracteristicas organolépticas, filé sem espinhos intramusculares em forma de “Y”,
de facil filetamento e com boa aceitagdo no mercado consumidor (Hildsorf, 1995;
Lovshin, 1997).

Este trabalho teve como objetivo analisar as caracteristicas morfologicas e
a performance do crescimento muscular em larvas de tilapia do Nilo, alimentadas

com dietas contendo diferentes niveis de suplementacdo de
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acrescentar informacgdes gue possam facilitar a exploragdo adequada dessa

espécie.

Material e Métodos

O experimento foi realizado no Laboratério de NutricBo de Organismos
Aquéticos — AqguaNutri, da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia e
i aboratoric de Histoquimica e imunohistoquimica do Departamento de Morfologia-
IB - da Universidade Estadual Paulista, Campus de Botucatu. Foram utilizadas
larvas recém eclodidas de tilapia do Nilo (Oreochromis niioticus) com peso €
comprimento iniciais de 0,013 £ 0,012g e 1,01 = 0,05 cm, respectivamente, obtidas
a partir de matrizes mantidas em cativeiro, procedentes do Centro de Agquicultura
da UNESP, Campus de Jaboticabal. As larvas foram alojadas num tanque circular
de 500L para adaptagdo e posterior selecdo e distribuicdo nos aquarios
experimentais.

Apds um periodo de adaptagéo de cinco dias as larvas foram distribuidas
em 20 aquarios de 12L, ligados a um sistema de recirculag@o de agua, com
aquecimento controlado e temperatura da agua constante (26°C), numa densidade
meédia de 1 larva/l. A agua do sistema estava acoplada a uma central de aeragao
e de filiragem fisica e biolégica, a qual manteve a qualidade com renovacéo total a
cada 45 minutos.

Os peixes foram divididos em cinco tratamentos: quatro tratamentos

contendo niveis crescentes de suplementacio do aminodcido lisina — grupo lisina
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(T1=0,0; T2=1,1; T3=1,7; T4=4,0%), correspondente a ra¢ao confeccionada para o
experimento e um ftratamento (T5) com dieta comercial (Tabela 1). Esses
tratamentos foram distribuidos completamente ac acaso entre 0s aguarios,
totalizando quatro repeticbes para cada tratamento.

As ragdes do grupo lisina foram formuladas com base no conceito de
proteina ideal, de modo a atender as exigéncias nutricionais iniciais em proteina,
energia, calcio e fosforo. Para tal, houve suplementagao de fosforo e energia,
possibilitando aos quatro tratamentos, o perfil recomendado de proteina digestivel
(35,0%), energia digestivel (3500 kcallkg de dieta), aminoacidos essenciais
digestiveis e fosforo disponivel (0,60%) (Furuya et al., 2001).

Os valores de digestibilidade e disponibilidade dos nutrientes dos
ingredientes para confeccao das racdes, bem como as exigéncias nutricionais da
tilapia foram determinadas a partir dos resultados obtidos por Furuya et al. (2001)
e Miranda et al. (2001a,b). Para a confecgéo das ragdes, os ingredientes foram
moidos e padronizados a um diémetro inferior a 0,45 mm.

As dietas foram oferecidas aos peixes seis vezes ao dia, as 8:00, 10:00,
12:00, 14:00, 16:00 e 18:00 horas. Para evitar a dispersao e possivel perda das
dietas, o sisterna de recirculacao de agua foi interrompido por 15 minutos durante
o manejo alimentar. A temperatura da agua (26° C) foi monitorada diariamente, € 0
pH (6,8) e o teor de oxigénio dissolvido (6,7 mg/L), semanalmente. Os aquarios
foram sifonados semanalmente antes da primeira alimentagao.

Decorrido o periodo do experimento (30 dias), os peixes foram
anestesiados com MS-222 (Aminobenzoic acid ethyl ester, SIGMA, A-5040),

colocado na agua. Foi determinado o ganho de peso (g), o comprimento (cm) e a
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taxa de sobrevivéncia (%). Posteriormente, exemplares foram sacrificados e
imersos em formalina neutra tamponada. Apos a retirada do fixador, cinco peixes
de cada tratamento foram processados e incluidos em Historesina. Cortes
histolégicos com 5-7um, obtidos transversaimente ao corpo da larva, na altura da
nadadeira dorsal foram submetidos & coloracao pela Hematoxilina-Ecsina para a
avaliagdo da morfologia geral das fibras musculares. Esta. preparacao foi utilizada
para a contagem do ntimero de fibras musculares. Como critério para a contagem
das fibras musculares e nicieos em proliferacéo, discriminou-se na regiéo epiaxial
(dorsal), uma area miotomnal, delimitada pela medula espinhal e pelo sepio
transverso, separada em trés subdreas por finos septos de tecido conjuntivo,
conforme mostrado na Figura 1A. |

Amostras da musculatura estriada de cinco larvas de cada tratamento
foram submetidas a tratamento criobiolégico. Os fragmentos musculares foram
imersos em n-Hexano resfriado em nitrogénio liquido (-159°C) e os cortes
histolégicos (7-10um) de cada tratamento, obtidos em criostato a -20° C, foram
submetidos as seguintes coloragbes e reacdes histoquimicas: HE, para avaliag&o
do padréo morfolégico das fibras musculares; NADH-TR, para a avaliagao do
metabolismo (oxidativo e/ou glicolitico) das fibras musculares; ATPase miofibrilar
(mATPase), em pH 9.4, apds pré-incubag&o em meio acido (pH 4,6) e alcalino (pH
10,4), para estudar as caracteristicas da ATPase miofibrilar (Dubowitz & Brooke,
1973).

O material submetido & reagdo NADH-TR foi utilizado para o calculo do
menor diametro das fibras musculares conforme a metodologia de Dubowitz &

Brooke, (1973). Para isso, foi utilizado o sistema de analise de imagens Leica
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Qwin. Na regiao epiaxial foram medidos os menores digdmetros de 100 fibras do
compartimento superficial de musculatura vermelha e de 100 fibras do
compartimento  profundo de musculatura branca. Posteriormente as fibras
musculares foram distribuidas em classes de digmetros (< 8, 8<16, 16524, 24<32,
>32), conforme @ metodologia utilizada por Veggetti et al. (1993).

Do material fixado em formalina tamponada, parte foi incluidc em
Paraplast e cortes histologicos com 5 a 7um foram submetidos a reagao
imunohistoquimica para PCNA (Antigeno Nuclear de Proliferagio Celular) para
avaliar o grau de proliferagdo celular na musculatura estriada. As laminas
histolégicas foram incubadas com o anticorpo primario {(NCL-PCNA -
NOVOCASTRA), anticorpo secundario (Anti-mouse IigG - VECTOR) e
posteriormente com a solugéo ABC (Avidina-Biotina-Peroxidase — VECTOR). Apos
a revelagao com DAB (3,3' Diaminobenzidine, SIGMA, D-5637), as laminas foram
montadas em permount (Hsu et al., 1981; Veggetti et al., 1999). A contagem dos
ntcleos em proliferagao foi expressa em porcentagem.

Para a andlise estatistica dos parametros comprimento, area miotomal de
contagem e diametro das fibras musculares, foi utifizada a analise de variancia
paramétrica. Para os parametros: peso e numero de fibras musculares, utilizou-se
a analise de variancia ndo-paramétrica, complementada com o respectivo teste de
comparagbes miuiltiplas (Norman & Streiner, 1994). O estudo da distribuicéo dos
diametros em classes e a taxa de sobrevivéncia foi realizado pelo teste de
Goodman {(Goodman, 1964;1965). A andlise da freqiiéncia de nlcleos em
proliferagéo foi realizada pelo Teste de Kruskal — Wallis (Norman & Streiner,

1994). Os dados foram discutidos no nivel de 5% de significéncia.
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Resultados

O aumento do peso e comprimento foi significativo nos peixes que
receberam dieta comercial (T5), ndo havendo diferenca entre os tratamentos do
grupo lisina (T1-T4). A taxa de sobrevivéncia dos peixes, em todos os tratamenios,
variou de 96 a 100% (Tabela 2).

A andlise morfologica do tecido muscular possibilitou distinguir dois
compartimentos distintos nos peixes de todos os fratamentos: um superficial,
abaixo da derme:, mais espesso na regido do nervo da linha lateral, formado por
fibras em geral peguenas, e outro profundo, com fibras maiores, ocupando a maior
parte da massa muscular. As fibras musculares apresentaram-se separadas por
finos septos de tecido conjuntivo, o endomisio, e septos mais espessos de tecido
conjuntivo separavam as fibras musculares em fasciculos, o perimisio. O septo
transverso, constituido de tecido conjuntivo, separava a massa muscular em
regides epiaxial ou dorsal e hipoaxial ou ventral (Figura 1).

Os cortes histolégicos submetidos a reagdo NADH-TR demonstraram 0s
compartimentos musculares, superficial e profundo, separados distintamente,
porém nao houve diferenca no padréo desta reacéo. No compartimento superficial,
as fibras musculares reagiram intensamente ac NADH, apresentando a
formazana, distribuida em grumos na regiao subsarcolemal e intermiofibrilar. Nas
fibras do compartimento profundo, a reagao foi fraca, em forma de finos grumos na
regido intermiofibrilar. Entre o compartimento superficial e o profundo foi
evidenciado um fino compartimento intermediario, com fibras apresentando reacao

enzimatica moderada (Figura 2A).
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Apos a realizagdo da reagdo mATPase em meio acido (pH=4,8),
observou-se que as fibras musculares do compartimento superficial reagiram
fortemente, enquanto que, a maioria das fibras dos compartimentos intermediario
e profundo mostraram reacao fraca ou negativa. Nestes dois compartimentos
foram observadas areas com fibras apresentando diferentes intensidades de
reacao, fibras pequenas com intensa reac&o e fibras maiores com reagéo variando
de moderada a forte (Figura 2B). Em pH alcalino (pH=10,4) as fibras muscuiares
do compartimento superficial reagiram fracamente, enguanto que as fibras dos
compartimentos intermediario e profundo apresentaram reagao de moderada a
forte. Nao se constatou variagbes na intensidade de reagéo e nos tipos de fibras
nos tratamentos estudados.

Em relacdo & drea miotomal de contagem e diametro das fibras
musculares vermelhas e brancas, estes foram significativamente maiores nos
peixes do tratamento T5, néo sendo observada diferenca entre os fratamentos do
grupo fisina (T1-T4).

O numero de fibras musculares na area miotomal de contagem nos peixes
do tratamento T5 foi maior do que no grupo lisina (T1-T4). A éarea miotomal de
contagem também foi significativamente maior nos peixes do tratamento T5 em
relacdo aos tratamentos do grupo lisina. Os tratamentos T2 e T3 apresentaram
valores estatisticamente similares a T5, nao havendo diferenca entre os
tratamentos do grupo lisina. O diametro das fibras vermelhas e brancas nao variou
entre os tratamentos do grupo lisina, cujos valores médios foram entre 10 a
11,72um para as fibras vermelhas e entre 15 a 16,07um para as fibras brancas.

Nos peixes do tratamento T5 o didmetro das fibras musculares foi
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significativamente maior, sendo de 13,28um para as fibras vermelhas e de
22 44pum para as fibras brancas (Tabela 3).

A distribuicdo da freqiiéncia das fibras musculares em classes de
diametros mostrou, no compartimento muscuiar vermelho de todos o0s
sratamentos, maior porcentagem de fibras com diametros no intervalo entre 80 e
16,0um. A porcentagem de fibras com didmetro menor ou igual a 8,0um foi maior
nos tratamentos do grupo lisina (T1-T4), enquanto que TS5 apresentou maior
porcentagem de fibras com diametro acima de 16,0um. No compartimento de
musculatura branca, os tratamentos do grupo lisina (T1-T4) apresentaram maior
porcentagem de fiboras com diadmetros no intervalo entre 8,0 e 16,0um. A
porcentagem de fibras com diametro menor ou igual a 8,0um foi maior nos
sratamentos do grupo iisina (T1-T4), enquanto que TS5 apresentou maior
porcentagem de fibras com didmetro acima de 24,0um (Tabelas 4 e 5).

Os ntcleos em proliferacdo foram evidenciados pela reacdo
imunohistoquimica PCNA (Figura 3). A proliferacao celular foi superior no grupo
lisina, quando comparada a menor quantidade de células em proliferacédo do
tratamento T5. No entanto, os tratamentos T3 e T4 apresentaram valores

estatisticamente similares ao tratamento TS (Tabela 6).
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Tabela 1. Composicio percentual das ragdes utilizadas no experimento .

T (12) (T3) (T4  (T5)
INGREDIENTES SSL* 1.1% 1.7%  40% RC **
Lisina Lisina Lisina
Farelo de algodao 8,00 6,00 8,00 6,00 -
Gidten de milho 57,67 57 67 57 67 57,687 25,00
Farinha de peixe 500 5,00 5,00 5,00 10,00
Amido de milho 20,00 19,53 18,46 15,40 -
Celulose 3,50 3.50 3,50 3,50 -
Oleo de soja 3.40 3,50 3,80 3,90 -
Oleo de peixe 3,40 3,50 3,80 3,80 -
Fosfato bic&lcico 3,50 3,50 3,50 3,50 -
Vitamina C 0,10 0,10 0,10 0,10 -
Sal 0,01 0,01 0,01 0,01 -
Suplemento 0,80 0,80 0,80 0,80 -
Butil Hidroxi Tolueno 0,02 0,02 0,02 0,02 -
~NUTRIENTES

Energia Dig. 320428 320428 3204,28 3204,28 3200,00
Prot. Bruta 39,45 39,45 39.45 39,45 40,00
Fibra Bruta 4 04 4,04 4,04 404 7,00
Extrato Etéreo 592 5,82 592 592 3,50
Ca 1,13 113 1,13 1.13 1,80
P 0,71 0,71 0,71 0,71 0,80
Met 0,92 0,92 0,92 0,92 -
AAS 1,60 1,60 1,60 1,60 -
Trp 0,21 0,21 0,21 0,21 -
Tre 1,38 1,38 1,38 1,38 -

*SSL = sem suplementacao de lisina

** RC = ragdo comercial



Tabela 2. Peso (g), comprimento (cm) € taxa de sobrevivéncia (%) dos

peixes dos tratamentos T1, T2, 73, T4 e TS.

T P(g)™ C{cm)® TS (%)

T4 0,11+0,46° 1,97 £0,23° 96.67

T2 0,12 +0,46° 210£0,27° 100,0

T3 0,11 +0,13° 2,02 +0,26° 96,87

T4 0,12 +0,09° 2,04 +0,20° 96,67

T5 025+045°% 259+046° 100.0
P<0,0001 P<0,0001

(1) (mediana * semismplitude totai}

{2) (média +desvio-padric)



Tabela 3. Area miotomal de contagem {AC) em mm?, ndmero (N) e didmetro (um)

das fibras musculares vermelhas (V) e brancas (B) na musculatura

estriada da tilapia do Nilo (O.niloticus), nos tratamentos T1, T2, T3, T4 e
T5.

T AC N® v®P B™

T1 027+0,03° 600+64° 11,11+ 1,192 156,77 + 1,232

T2 027+0,07° 593 = 106 * 11,72+1,33% 15,11+ 0,532

T3  028:0,047 802+ 114 % 10,92 +1,10° 15,73 +0,90°

T4 022+0,07° 578+93° 10,75+ 0,97 16,07 +246°

T5 048+0,09° 831+111° 13,28+ 0,65° 2244 +130°
P<(,0001 F<0,05 P<( 01 P<0,0001

{1} Meda :—desvimpadléio
(2} Mediana *gemiamplitude total



Tabela 4. Frequéncia (%) das fibras musculares vermelhas, nas
classes de didmetros (um), nos tratamentos T1, T2,

T3, T4e T5.
T 00-80 81-180 16,1-24,0 241-320
T1 22.0° 68.8 g2* 00°
T2 ~ 148° 734 1182 002
T3 230° 69,2 747 0,4°
T4 242° 68,0 7.8% 0,0°
15 6,8 ° 6878 246° 1,0°
p< 0,05

Tabela &. Frequéncia (%) das fibras musculares brancas, nas
classes de diametros (um), nos tratamentos T1, 72, T3,

TdeT5
T 0-80 81-160 16,1—-240 24,4-320 >32,0
T1 32% 518°% 40,2 48%® 00°
T2 22% gp2° 346 2.8° 02°
T3 44° . 496° 40 4 56 % 00°
T4. 3,0%® 526 356 80° 0,82
T5 0.8° 4862 382 . 348° 76°
p< 0,05




 Tabela 6. Relagao entre a frequéncia de nucieos PCNA positivos (N) e a
area miotomal de contagem (A} em mm?, nos tratamentos T1,

T2. T3, T4e T5.
T N/a
T1 5000+21428 °
T2 448 13+ 9204 °
T3 202,96 +99,13 *
T4 C 310,73 212222
T5

133,33+1719 °

P< 0,01

{1) Mediana x semiamplitude total

40
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Figura 1. Musculatura estriada da tilapia do Nilo (O. niloticus). A: Corte transversal
mostrando a area miotomal de contagem (1, 2 e 3). Septo transverso (seta) separando
a musculatura epiaxial(E) da hipoaxial(H) e septos de tecido conjuntivo separando a
musculatura em fasciculos (pontas de setas). B: Compartimento superficial (S),
compartimento profundo (P), nervo da linha lateral (N) e septo transverso (seta). C:

Compartimento superficial (S), compartimento profundo (P), nervo da linha lateral (N) e
derme (D). HE, Barra = 100 pym.



)

Figura 2. Musculatura estriada da tilapia do Nilo (O. niloticus). A: Compartimento
superficial (S) com fibras oxidativas, compartimento profundo (P) com fibras
glicoliticas e compartimento intermediario (I) com fibras apresentando reagao
moderada. NADH-TR, Barra = 100pym. B: Fibras do compartimento superficial (S)
com forte reacdo mATPase, compartimento profundo (P) com reagéo fraca a negativa
e do compartimento intermediario (I) com moderada intensidade de reacéo. Fibras

pequenas com diferentes intensidades de reacdo (asterisco). mATPase, pH 4.6.
Barra = 100um.



Figura 3. Musculatura estriada da tildpia do Nilo (O. niloticus). Reagao
imunohistoquimica PCNA. Nucleos de células PCNA positivas (setas). A: T1, B: T3.
Barra = 100pm. C: T5. Barra = 50um. PCNA.



Discussao

A musculatura estriada da titapia do Nilo (O. nifoficus), mostrou um
compartimento superficial ou subdermal, com fibras apresentando metabolismo
oxidativo, distribuidas em padrdo semeihante a um fridnguio, na regido do nervo
da linha lateral. Estas fibras constituem a musculatura vermelha. Um
compartimento profundo, com fibras de metabolismo glicolitico, formou a maior
parte da massa muscular, constituindo a musculatura branca. Um fino
compartimento intermediario, com fibras oxidativas/glicoliticas, ficou localizado
entre os compartimentos superficial e o profundo.

A distribuicdo das fibras muscuiares em compartimentos & caracteristica
comum em peixes (Scapolo et al., 1988; Veggetti et al., 1993; Galloway et al.,
1999). No entanto, o padrao de distribuigio das fibras nos compartimentos pode
variar de acordo com a espécie (Te Kronnie et al., 1983; Dal Pai Silva et al., 1995a
e b), com a fase de crescimento considerada (Dal Pai Silva et al.,, 2003a e b) e
esta relacionado com o tipo de atividade realizada durante a locomogao. Desde a
eclosdo é possivel a identificagdo de dois compartimentos na musculatura
miotomal dos peixes, onde as fibras musculares consfituintes apresentam
caracteristicas indiferenciadas (Galioway et al., 1995, Assis et al., 2004). No
entanto, o compartimento superficial nunca ultrapassa 30% do total da
musculatura e o compartimento profundo forma a maior parte da massa muscular
(Greer-Walker, 1975, Luther et al., 1996). As fibras da musculatura vermelha
(superficial) sdo utilizadas na realizacéo de movimentos lentos e continuos

enquanto as fibras da musculatura branca (profunda), sao utilizadas na realizagao
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de atividades bruscas de locomogao, como na fuga de predadores e captura de
presas (Akster et al., 1995; Johnston, 1899).

As fibras da musculatura intermediaria apresentam caracteristicas
intermediarias entre as fibras vermelhas e brancas. Com base nas suas
caracteristicas histoquimicas e fisiolégicas s@o caracterizadas como de coniragao
rapida e de metabolismo oxidativo/glicolitico, podendo ser recrutadas para
atividades de sustentagdo e movimentos rapidos (Akster et al., 1995, Johnston et
al., 1997, Johnston, 1999). Nesse estudo, a muscuiatura intermediaria da tilapia
apresentou-se como uma fina camada pouco diferenciada entre a musculatura
vermeltha e branca. O periodo em que essa musculatura é evidenciada e a
proporgao depende da espécie .estudada e do estagic de desenvolvimento
considerado (Dal Pai Silva et al, 2003a e b ; Assis et al., 2004).

Nas tilapias de todos os tratamentos, observou-se variagao na intensidade
da reacao mATPase em pH acido principalmente nas fibras das musculaturas
intermediaria e branca. Esse fato pode refletir as diferencas na isoforma da
miosina que essas fibras estdo expressando (Scapolo et al, 1988; Brooks &
Johnston, 1993; Veggetti et al., 1993; Mascarello et al., 1995), fato comumente
observado durante o crescimento. Sao conhecidas varias isoformas de miosina de
cadeia pesada, entre as quais, a embrionaria, neonatal, “fast’ e “siow”, que podem
ser avaliadas e utilizadas como marcador para a determinag@o fenotipica das
fibras durante o crescimento, regeneragao e adaptacio muscular (Goldspink et al.,
2001; Rowierson et al., 1995). Por outro lado, as fibras podem co-expressar mais
de uma isoforma da miosina e assim, para melhor identificacdo, podem ser

utilizadas reacdes imunohistoquimicas utilizando-se anticorpos especificos para as
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miosinas (Veggetti et al., 1993) ou a analise bioquimica por eletroforese (Staron,
1991).

Nesse experimentc, os peixes que receberam dieta comercial (T5)
apresentaram valores maiores de pesc e comprimento em reiagac aocs
sratamentos do grupo lisina. Tal fato foi conseqiiéncia do maior crescimento, com
ganho de massa muscular, confirmado pelo maior valor da area miotomal e pelo
maior diametro das fibras musculares nos compartimentos vermelho e branco, em
relagao aos peixes que receberam dietas suplementadas com lisina.

O crescimento poés-embrionario do musculo estriado esquelético em
peixes ocorre por hiperirofia efou por hiperplasia, pela atividade dos mioblastos
indiferenciados ou células miossatélites (Alami-Durante et al., 1997, Johnston,
1999). A contribuicgo da hipertrofia e hiperplasia no crescimento varia entre as
espécies, na dependéncia do tamanho final alcangado ou da agéo de fatores
ambientais (Weatherley & Gill, 1985; Assis et al., 2004).

A area miotomal e o diametro das fibras musculares revelaram valores
significativamente menores para os peixes dos tratamentos do grupo lisina,
mostrando que o crescimento muscular por hipertrofia das fibras fol baixo no
periodo estudado, prevalecendo o recrutamento ou formagao de fibras musculares
(hiperplasia). Ja nos peixes que receberam dieta comercial, o crescimento
muscular por hipertrofia foi mais acentuado. Esse fato foi confirmado também pela
freqliéncia dos didmetros das fibras.

Segundo Brown & Cameron (1991a,b) e Houlihan et al. (1995), durante a
alimentacdo ocorre aumento na taxa metabdlica, a qual é referida como agao

dinamica especifica (SDA) (Jobling, 1994) e acredita-se que este fenémeno
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resulta, em grande parte, da estimulagdo da sintese protéica induzida pela
elevacao na concentracio de aminoacidos fivres. O menor crescimento observado
nas tilapias do grupo lisina pode ter sido conseqiéncia do menor aproveitamento
dos nutrientes contidos na racdo, principalmente do aminoacido lisina
supiementado.

Para a confecgdo da racéo contendo baixa lisina, a fonte protéica utilizada
em maior quantidade foi o giiten de milho, que segundo estudos de Robaina et al.
(1997), possui baixa palatabilidade e desbalango de seus aminoacidos. Isto pode
ter provocado O menor consumo €, portanto, a menor disponibilidade dos
nutrientes, inclusive do aminoacido lisina suplementado, provocando o menor
crescimento das larvas em relagdo aos peixes que se alimentaram de ragao
comercial. A baixa palatabilidade pode ter causado menor consumo da dieta, nao
disponibilizando a quantidade de nutrientes necessarios, principalmente, o
‘aminoacido lisina suplementado, desfavorecendo um methor ganho de massa
muscular.

A reacdo imunohistoquimica para PCNA mostrou maior porcentagem de
niacleos em proliferagdo nos tratamentos do grupo lisina em comparagao com o
tratamento que recebeu dieta comercial, onde a taxa de proliferagéo celular foi
menor. A intensa proliferacéo celular observada nos tratamentos que receberam
dieta com lisina (T1-T4), indica que no periodo analisado, o crescimento nesses
peixes, estava ocorrendo principaimente por hiperplasia das fibras musculares.
Por outro lado, a menor proliferagdo celular dos peixes que receberam dieta
comercial (T5), no mesmo periodo, indica que a hiperplasia fol menor € 0

crescimento muscular ocorreu pela associag@o dos mecanismos hiperplasico e,
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principaimente, hipertréfico das fibras musculares. Este fato foi confirmado pela
maior frequéncia das fibras musculares de didmetros maiores em T5 comparado
com os tratamentos do grupo lisina (T1-T4). E possivel que tenha ocorrido um
retardo do crescimento hipertrofico das fibras musculares nos tratamentos que
receberam suplementagdo de lisina. Entretanto, houve uma tendéncia para o inicio
da hipertrofia das fibras onde os niveis de lisina estavam altos (T3 e T4),
associada a queda na proliferagéo celular quando comparado com os tratamentos
T1 e T2, que continham niveis menores de suplementagdo do aminoacido. A
administragéo desta dieta por um periodo maior, poderia favorecer o crescimento
hipertréfico, como conseqiéncia da utilizagéo dos nutrientes da dieta, inclusive da
lisina supiementada.

A variagdo nas taxas de proliferagio celular pode ter sido decorrente de
uma alteragdo nos processos que regulam a proliferagio e a diferenciacao dos
mioblastos indiferenciados ou células miossatélites. No crescimento muscular, a
proliferacido e a diferenciacdo dos mioblastos sdo eventos controlados pelos
fatores de regulagéo miogénica (MyoD, miogenina, Myf5 e MRF4) (Watabe, 2001).
Segundo alguns pesquisadores, a expresséo desses fatores transcricionais
musculo especificos pode ser influenciada por varios fatores ambientais e
nutricionais (Brodeur et al., 2002; 2003).

Nos peixes dos fratamentos com suplementacao de lisina, a proliferagao
celular indica que o crescimento muscular ocorreu principalmente por hiperplasia,
com pouca sintese de proteinas miofibrilares. Entretanto, nos peixes que

receberam dieta comercial, ocorreu a associagao dos mecanismos de crescimento
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muscular por hiperplasia e sintese de proteinas miofibrilares, evidenciada pela
hipertrofia das fibras musculares.

A hiperplasia observada entre os tratamentos do grupo lisina poderia ser
importante para o desenvolvimente posterior desses peixes, principalmente pelo
crescimento hipertréfico dessas fibras. E possivel, que um periodo maior de
administragdo desta dieta poderia favorecer o ganho de massa muscular pelo
aproveitamento dos nutrientes e, principaimente, do aminoacido lisina
suplementado.

Embora n3oc tenha sido constatada variagdo significativa no crescimento
do tecido muscular estriado esquelético entre os tratamentos que receberam
suplementaco do aminoacido lisina, as respostas encontradas sao importantes
do ponto de vista nutricional e reforcam a importancia de se utilizar analises
morfologicas como ferramenta de auxilio na caracterizagédo dos processos de

crescimento muscular envolvendo a nutricao.
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Vi. CONCLUSOES

- O padréo morfologico e histoquimico das fibras musculares n&o foi alterado com
a suplementac&o do aminoacido lisina;

- O crescimento muscular por hiperplasia predominou no grupo lisina enquanto
que no tratamento que recebeu dieta comercial, o crescimento m&scuiar ocorreu
pela associagao da hipertrofia e hiperplasia;

- A analise morfoldgica pode ser utilizada como ferramenta para a caracterizacao

dos processos de crescimento muscular envolvendo a nutrigao.



