UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

SECRETARIA '\
{ POS-GRADUAGAC |
- LB,/

Jeane Marlene Fogaca de Assis

/

INFLUENCIA DA TEMPERATURA DE INCUBA?AO SOBRE A
MORFOLOGIA E O CRESCIMENTO DO TECIDO MUSCULAR
NO PACU (Piaractus mesopotamic:gs)

Este exemplar corresponde & redagéo final ,

) . Tese apresentada ac Instituto de Biologia
da t’ese defendld?.pfio(‘a) c‘andtdato @ / para obtengdo do Tiulo de Mestre em
o7 d, iy 22, _ Biologia Celular ¢ Estrutural na area de
) /f il f/ . }%5»(’{5 1 Biologia Celular.
' H

e aprov%da pela Comiss&o Juigadora.

[ 0 \? L7
SYETIO AL S URINE RV SN

Orientadora: Profa. Dra. Maeli Dal Pai Silva
TTOMICAMP
P {Zé?‘%iﬁﬁ%&%\é?t i




UNIDADE

‘¢

C

PrReCO B A JITT

DATA

040

Ne CPD

As761

N

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE BIOLOGIA - UNICAMP

Assis, Jeane Marlene Fogaca de

Influéncia da temperatura de incubacio sobre a morfologia e o crescimento
do tecido muscular no PACU (Piaractus mesopotamicus}/ Jeane Marlene
Fogaca de Assis. —

Cam;?has, SP:fs.n], 2002,

Oriéntadora: Maeli Dal Pai Sitva
Dissertagdo (mestrado) — Universidade Estadual de Campinas,
Instituto de Biologia

1.Morfologia. 2. Temperatura. 3.Tecidos. 1. Silva, Maeli Dal Pai.
. Universidade Estadual de Campinas. Instituto de Biologia.
II. Titulo.



Data da Defesa: 21 de novembro de 2002

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Maeli Dal Pai Silva (Ortentadora)

Prof. Dr. Gerson Eduardo Rocha Campos

Prof. Dr. Sérgio Luis Felisbino

Prof. Dr. Paulo Pinto Joazeiro

il e 00 R \1_ 5«@ L

Assinatura
AmmMma ‘
E
/{&/6 /ﬂ///‘ / 170
Assinatura

Assinatura

[



Agradecimentos

A minfa orientadora, Prof Dra. Maefi Dal Pai Sifva, pela dedicacdo, pelo
profissionalismo, pelo exemplo de vida mostrando a capacidade de ser orientadora ¢ amiga nos
momentos certos, fazendo com que as dificuldades fossem superadas com éxtase.

A Fundagdo de Amparo & Pesquisa do Tstado de Sdo Paulo (FAPESP) pelo apoio
Sfinanceiro e pelas avaliagdes dos relatérios.

Ao Prof. Dr. Cliudio Angelo Agostinfio pelo empenfio ¢ interesse na elaboragio e
realizagdo do experimento.

Aes funciondrios do Departamento de Morfologia da Unesp, Jarbas, Sueli, Cristina e
aos técnicos do Departamento de Reproducdo Animal em especial ao Denilson por todo esforco ¢
boa vontade na realizacdo desse trabalho.

Aos docentes de todas disciplinas cursadas nos programas de ®és-graduacdo em Biologia
Celular e Estrutural da Unicamp e Biologia Estrutural da Unesp, por contributrem para minka

formagio acadmico - cientifica.

A Deus pelo amor que tens por todos nés, por todas as portas abertas, por me guiar e
tornar posstvel a realizacdo dos meus projetos.

Aos meus pais, Cilineu e Euclésia, que me deram a possibilidade de optar pelo caminho a
seguir, acompanham-me em todos os momentos vibrando junto comige a cada conquista e
principalmente por toedo amor dedicado desde de que existo.



As minhas innds, Sifvia e Renata, meus cunfiados, Reinaldo e Gifnar, meus sobrinfios,
Yago e Jodo Pedro e especialmente & minka afilhada Yara, pelas alegrias, pelo carinko, pela
torcida e por toda energia positiva que me passam sempre.

A todos meus famifiares em especial ao tio Benedito, 4 tia Abadia ¢ & madrinka Tvalda
pelo incentivo € pelo amor que demonstram com pequenos gestos e palavras.

As secretirias do Programa de P’s — Graduagio em Biologia Celular e Estrutural, L1flam
Panagio, ¢ do Departamento de Morfologia, Patricia e Luciana, pela atencdo e Gtimo
desempenho profissional.

Ao meu querido mestre Fernando que me acompanfiou nos meus primeiros passos, por
todo incentivo, forga e pela sua capacidade de fazer do ensino uma paixdo.

Aos meus amigos, Patrizzia, Graziela, Ana Claudia, Ana Carofina, Claudia, Viviane,
Zélia, Virginia, Ana, Adelina, Iraceles, Clarissa, Angélica, Valdemir, Lu Cande, Genair, Geise,
Alessandra, Silvia, Fhandra, Maristela, Sabrina, Juliana, Tatiana, Robson, Fabriciano,
Thomas, Samantha, Lu e Xexeo pelas alegrias, apoio e por me sentir em casa logo que cheguei em
Botucatu. Aos que me acompanhiam sempre, agradeco pela compreensdo, por partiliarem comigo

muitos momentos alegres, tristes, importantes ou ndo e por estarem sempre ao meu lado.

A Qona Hilda, Regina, Livia e Ana Paula por me assumirem como parte dessa familia
que admiro mutto, pela forga, pela alegria e por todo carinko.

Ao meu noivo Marcelo, o companheiro, o amigo e o amor que me trouxe forca, luz,
alegria e paz. Por ser tdo importante na minka vida, pelos seus carinhos, sua compreensdo, sua
generosidade, e principalmente pelo amor que existe entre nés.



Dedicatoria

Aos meus pais, Cilineu ¢ Euclésia, e
ao meu noivo, aos quals amo muito ¢ devo

toda alegria dos meus melhores momentos.



Sumario

RESUMO ...t 08
ABSTRACT ..o 09
INTRODUGAD. ..ot e 10
OBJIETIVOS. ... e 16
ARTIGO Lo 18
ARTIGO 2. oot 2
CONCLUSOES ... 68



Resumo

Esse trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia da variagiio da temperatura de
incubagdo dos ovos sobre a morfologia € o crescimento do tecido muscular no pacu (Piaractus
mesopotamicus) durante as fases iniciais do desenvolvimento. Os ovos do pacu foram incubados
em trés temperaturas: 25°C, 27°C e 25°C. Apds cinco dias da eclosfo as larvas foram transferidas
para caixas individuais de cimento amianto (S00L) abastecidas com Agua corrente em
temperatura ambiente {25°C a 28°C). Na eclosio e com 5, 25 e 60 dias exemplares de pacu foram
sacrificados e amostras de misculo estriado esquelético foram congeladas em nitrogénio liquido,
outras foram fixadas em paraformaldeido a 4% ou em glutaraldeido a 2,5% para analise
morfologica, histoquimica, imunohistoquimica e morfométrica.

Na eclosdo observou-se uma monocamada de células colunares superficiais adjacente ao
tegumento, envolvendo vérias camadas de células com aspecto arredondado. A partir de 5 dias
foram observadas duas populagdes distintas de fibras musculares distribuidas em
compartimentos. O vermelho, localizado na regifo superficial, com fibras de metabolismo
oxidativo e contragdo lenta e o branco, constituindo a maior parte da musculatura, formado por
fibras com metabolismo glicolitico e contragio rapida. Um compartimento intermediario foi
evidenciado 25 dias apos a eclosdo juntamente com as zonas de proliferagio celular no apice da
regido dorsal. No decorrer do experimento observou-se um espessamento da massa muscular.
Esse foi decorrente do aparecimento de novas fibras na zona de proliferagio celular ¢ entre as
fibras das musculaturas vermelha, intermediaria e branca. Fato melhor observado a partir de 25
dias da eclosdo, sendo mais acentuado na temperatura de incubagio de 29°C. O aumento do
didmetro das fibras demonstrou o processo de hipertrofia desde a eclosdo até 60 dias, sendo
predominante no periodo entre 5 e 25 dias. O nimero de nicleos em proliferagio aumentou no
decorrer do experimento, sendo maior na temperatura de 29°C aos 60 dias. Os resultados
mostram que nas temperaturas de incubagiio de 25°C, 27°C e 29°C, a hipertrofia foi 0 mecanismo
de crescimento predominante na fase inicial (até 25 dias) e a partir desse periodo a hiperplasia
ocorre de forma mais intensa. A interagdo dos processos hipertrofico e hiperplasico das fibras
musculares dos peixes que eclodiram na temperatura de 29°C resultou no maior tamanho desses

a0 final do experimento.



Abstract

This study describes the influence of different temperature regimes during the imitial phase
of development on morphology and muscle growth charactenstics in pacu (Piaracius
mesopotamicus). Pacu eggs were incubated at 25°C, 27°C, and 29°C until hatching. After day five
the fish from each temperature were transferred to 500L tanks. Tank water temperature varied
between 25°C to 28°C for all treatments. At hatching and after 5, 25 and 60 days, muscle samples
were collected, some were frozen in liquid nitrogen and others fixed in 4% paraformaldehyde or
2.5% glutaraldehyde. These samples were used for morphological, histochemical,
immunohistochemical and morphometric analysis. At hatching, we observed a superficial
monolayer of small and column cells, lying just beneath the skin surrounding several round cells.
From 3 days, we observed two distinct populations of muscle fibers distributed in two layers or
compartments: red, in a superficial region presenting fibers with oxidative metabolism and slow
contraction and white with fibers presenting glycolytic metabolism and fast contraction. Twenty
five days after hatching, intermediate compartments and cell proliferating zones could be seen in
the dorsal apex region. Throughout the experimental period, there was an increase in muscle
mass due to the arisng of new fibers in the cell proliferating zones and between the more
differentiated fibers in red, intermediate, and white muscles. It was more obvious from 25 days
after hatching, and it was better observed to 29°C than at 25°C and 27°C. From hatching to 60
days, fiber diameter increase was correlated to hypertrophy and it was more evident from 5 to 25
days. The number of proliferating nuclei (PCNA-labeling) increased from hatching to 60 days,
what was better observed at 29°C in 60 days. Ours results show that at incubation temperatures of
25°C, 27°C and 29°C, hypertrophy was predominantly from hatching to 25 days, after this muscle
growth by hyperplastic mechanism increased. The interaction of the hypertrophic and
hyperplastic process of the muscle fiber of the fish hatched at 29°C resulted in the largest size

themself at the end of the experiment.



Introducio

A maior parte da massa corporal nos peixes é formada pelo tecido muscular estriado
esquelético, que constitui cerca de 40 a 75% do peso total. Esta abundante massa muscular serve
como fonte de proteinas utilizadas na alimentacdo. Assim, é importante a realizacdo de pesquisas
que visam a caracterizagio do padrio morfologico, bioquimico e fisiologico do tecido muscular
em espécies animais de interesse econdmico, em condicBes normais e experimentais.

Na maioria das espécies de peixes a musculatura estriada esquelética, ou musculatura
miotomal, estd organizada em unidades morfofuncionais, os midmeros, que se repetem ao longo
do corpo do animal. Na regido onde se encontra o nervo da linha lateral ha um septo de tecido
conjuntivo denominado de septo transverso, que separa a massa muscular em regibes epiaxial e
hipoaxial (Alexander, 1969; Grizzle and Rogers, 1979).

A anélise morfologica e histoquimica do tecido muscular estriado nas diferentes espécies
animais mostra trés tipos basicos de fibras, as vermelhas, as brancas e as intermedianas
{(Johnston,1981). A distribui¢iio dessas fibras nos peixes difere do padrao encontrado nos demais
vertebrados onde as fibras estfio distribuidas em um padrio em mosaico. Na maioria das espécies
de peixes as fibras estio distribuidas em compartimentos: vermeltho, intermediario e branco
(Weatherley and Gill, 1987).

A distribui¢do das fibras musculares nos compartimentos € variavel entre as espécies de
peixes, como também nos diferentes estagios de desenvolvimento destes animais. Assim, ©
musculo vermelho pode aparecer na regiio subdermal como uma camada fina ¢ umforme ao
longo de todo o corpo do animal (Egginton and Johnston, 1982; Dal Pai-Silva et al,, 1995) ou
pode apresentar uma distribui¢do mais localizada aparecendo somente na regido do nervo da
linha lateral, onde assume um aspecto triangular (Hoyle et al., 1986).

As fibras musculares vermelhas normalmente sio menores (25 a 45pum de didmetro),
apresentam alta concentragio de mioglobina, muitas mitocdndrias, lipideos e excelente
suprimento sanguineo, sendo utilizadas na realizagio de movimentos lentos e de sustentagio,
como durante a migrac3o (Johnston, 1999). A musculatura branca forma a maior parte da massa
muscular. As fibras sfo maiores (50 a 100um de didmetro ou mais), apresentam baixa
concentracdo de mioglobina, poucas mitocdndrias, lipideos e as miofibrilas ocupam entre 75 a

95% do volume total da fibra, sdo utilizadas nos movimentos de aceleragio € em movimentos
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bruscos, obtendo energia a partir da glicOlise anaerdbica (Johnston, 1994; Johnston, 1999). As
fibras intermedidrias normalmente apresentam propriedades morfofisiologicas intermediarias
entre as das fibras musculares brancas ¢ vermelhas (Mascarello et al., 1986; Romarelio et al.,
1987).

O crescimento do tecido muscular nos peixes, ocorre pela associacdo dos processos de
hipertrofia e hiperplasia das fibras musculares. Esse fato permite evidenciar fibras musculares
com diferentes diametros em alguns periodos do crescimento, por um periodo permanente ou na
dependéncia da sazonalidade (Carpene and Veggetti, 1981; Rowlerson et al., 1985). A anilise da
celularidade muscular, representada pelo nimero e tamanho das fibras musculares, é variavel
entre as espécies e na dependéncia da agfio de fatores ambientais como dieta, exercicio, luz e
temperatura (Johnston, 1999).

De acordo com a literatura, a contribuicio dos processos hipertrofico e hiperplasico no
crescimento do tecido muscular nas diferentes espécies de peixes € ainda assunto de muitas
controvérsias {Carpene et al., 1983; Stickland et al., 1988; Vieira and Johnston, 1992; Brooks and
Johnston, 1993; Johnston, 1993). Assim, o conhecimenio  efetivo da agdo dos fatores que
influenciam os mecanismos de crescimento do tecido muscular nos peixes é de grande interesse
bioldgico e possui um significado pratico na pesquisa em aqiicultura e pesca.

Os estudos sobre o crescimento do tecido muscular tém mostrado que 0s mecanismos
hiperplasico e hipertrofico podem ser regulados independentemente, na dependéncia da espécie e
da fase do crescimento considerada. Assim, no salmio, em fase juvenil, a hiperplasia foi mais
acentuada durante o crescimento rapido, enquanto a hipertrofia mostrou-se predominante durante
o crescimento mais lento {Higgins and Thorpe; 1990). Por outro lado, um estudo pos-larval de
truta mostrou um crescimento rapido do tecido muscular por hipertrofia das fibras, sendo mais
lento pelo processo de hiperplasia (Kiessling et al., 1991).

Nesta linha de investigagdo, a obtengdo de subsidios que quantificam e expressam o grau
de intera¢do entre os processos hipertrofico e hiperplasico das fibras musculares € de fundamental
importancia na piscicultura. Apesar das escassas informagbes sobre o assunto em espécies
brasileiras, destacam-se os trabalhos de Brooks et al. (1995) e Dal Pai et al. {2000). Conforme
Brooks et al. (1995), o crescimento do tecido muscular na espécie Prochilodus marggravii
(curimatd-paci), da eclos@io até 14 dias, ocorreu por hipertrofia das fibras pré-existentes. Por

outro lado, os estudos de Dal Pai et al. (2000), envolvendo o pacu (Piaractus mesopotamicus),
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com comprimento corporal entre 10 e 50 ¢m demonstraram a ocorréncia de um nGmero
significativo de fibras pequenas e de aspecto indiferenciado, nas sucessivas fases do crescimento.
Os peixes com aproximadamente 10 cm apresentaram hiperplasia intensa diminuindo,
significativamente, ¢ de modo diferencial, nas fases posteriores. O crescimento hipertrofico
nestes animais mostrou-se particularmente aumentado nos peixes com 20 e 30 cm, sendo mais
acentuado na musculatura branca (Dal Pai et al., 2000).

A anilise do processo de miogénese nos peixes mostra que a origem das primeiras fibras
musculares ocorre nas fases iniciais da embriogénese, sob a agiio de fatores de regulacio
miogénica, pertencentes & familia “basic helix-loop-helix™ (bHLH), da qual fazem parte a MyoD,
miogenina, Myf5 ¢ MFR4 (Rudnick and Jaenisch, 1995; Molkentin and Olson, 1996). Esse
fatores regulam a ativagdo, proliferacio e diferenciacio programada das células progenitoras
miogénicas (Watabe, 2001). MyoD e Myf5 sdo os fatores de regulagdo miogénica primarios
envolvidos na determinacio enquanto que @ miogenina e 0 MFR4 estdo envolvidos na iniciago e
estabilizagio do programa de diferenciagio (Rudnick and Jaenisch, 1995; Molkentin and Olson,
1996).

Na fase embrionara, células que expressam. fatores. de transeri¢io miogénica, como
MyoD, comegam a determinar a linhagem das células musculares ao final da gastrulagio (Currie
and Inghan, 2001). As células.localizadas adjacentes a notocorda com morfologia cubdide
(células adaxiais) originam as primeiras células especificas de muisculo, conhecidas como células
pioneiras ou mioblastos embrionarios (Watabe, 1999; Johanston, 2001). Uma parte dessas céhulas
adaxiais migra para superficie do midtomo, onde originariio as fibras vermelhas, e outra parte
permanece na regidgo medial onde desempenharfo diferentes funcdes na morfogénese dos
somitosdiferenciando-se em fibras musculares brancas (Devoto et al., 1996; Bladgen et al., 1997,
Recan et al., 2001). Durante esse processo, ocorre a fusdio de mioblastos, originando os miotubos
ou fibras musculares imaturas que expressam proteinas contrateis no seu sarcoplasma (Johnston
et al, 1995; Watabe, 1999). Esses miotubos possuem um ou mais nicleos em posi¢io central,
miofibrilas em posi¢do periférica e caracteristicas morfologicas ¢ fisioldgicas proprias. No
decorrer do crescimento os nucleos migram para a periferia das fibras e as miofibrilas passam a
ocupar quase todo o sarcoplasma (Van Raamsdonk et al., 1978; Ashby et al, 1993; Johnston et
al., 1995).
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Durante a embriogénese das fibras musculares alguns mioblastos nfio se fundem,
permanecendo como células indiferenciadas no tecido muscular. Esse tipo celular é referido pelos
pesquisadores como mioblasto adulto, mioblasto persistente ou célula miossatélite, sendo
responsavel pelo processo de crescimento hiperplasico e hipertrdfico da musculatura estriada nos
peixes, no periodo pos-embrionario (Johnston, 1999).

Conforme os estudos de Johnston et al. {(1998), durante a formagio da musculatura
miotomal podem ser reconhecidas trés fases distintas em algumas espécies de peixes. Na
primeira fase ocorre a formagfo das fibras musculares embrionarias a partir de mioblastos que
surgiram antes da eclosdo. Nesta fase hd um aumento na area ocupada por tecido muscular
decorrente da hipertrofia dessas fibras. Na segunda fase da miogénese ocorre a proliferagdo dos
mioblastos com © aparecimento das zonas germinais ou zonas de proliferagio de mioblastos,
localizadas na extremidade apical da regido dorsal (epiaxial) e na regido ventral (hipoaxial) dos
midtomos. J4 na terceira fase da miogénese ocorre a ativagio de mioblastos adultos ou células
miossatélites localizadas no tecido conjuntivo, entre as fibras musculares diferenciadas ou entre a
lamina basal ¢ a membrana plasmatica da fibra muscular (Veggetti et al,, 1990; Stoiber and
Sanger, 1996). Essas células estdo envolvidas com o crescimento hipertrofico e hiperplasico,
sendo a hiperplasia mais evidente nas espécies que atingem um tamanho final maior. Nesse caso,
observa-se, principalmente na musculatura branca, fibras grandes e pequenas associadas (aspecto
em mosaico das fibras, quanto ao didmetro) (Rowlerson and Veggetti, 2001). Segundo Johnston
{1999) e Veggetti et al. (1999) durante o crescimento muscular as células em proliferacio podem
ser marcadas in vivo, usando-se S-bromo-2’-deoxyuridine (BrdU), um analogo da timidina, ou
apos a fixag@o do matenial, usando PCNA (antigeno nuclear de proliferagéo celular).

Nas varias fases de crescimento dos peixes, as fibras da musculatura mioctomal
apresentam caracteristicas morfolégicas e funcionais distintas. Nas primeiras fases do
desenvolvimento, na maionia dos teledsteos, a musculatura branca estd envolvida por uma
monocamada de fibras vermelhas, pequenas, com caracteristicas embrionarias, podendo ser mais
diferenciada em algumas espécies (Talessara and Urfi, 1987). Posteriormente, ocorre 0O
desenvolvimento da musculatura intermediaria (Nag and Nursall, 1972). As pesquisas realizadas
tém mostrado que as fibras musculares vermelhas e brancas originam-se de diferentes populacBes
de mioblastos (Devoto et al., 1996; Blagden et al., 1997).
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Os estudos envolvendo espécies de interesse econdmico referem que o desenvolvimento
do tecido muscular no periodo embrionéario e larval dos peixes, bem como, o crescimento pos-
larval da musculatura, ¢ varidvel em fungiio do regime alimentar, do ciclo biolégico e das
condicbes ambientais (Willemse, 1976; Weatherley et al, 1979; Talessara and Urfi, 1987,
Johnston, 1999). Em especial, os fatores como temperatura, nutrigdo e pH podem influenciar os
mecanismos de crescimento hipertrofico e hiperplasico do tecido muscular, especialmente nas
especies de crescimento corporal prolongado, que atingem um tamanho final maior e possuem
maior potencialidade econdmica (Carpené and Veggetti, 1981; Weatherley and Gill, 1983;
Weatherley et al., 1988; Johnston, 1993).

O pacu € um dos principais peixes dos rios do Pantanal, bacia do rio Paraguai e da bacia
do Prata. A pesca e o mercado de consumo dessa espécie sempre foi abundante na regido Centro-
Oeste, principalmente nos estados de Mato Grosso e Mato Grosso do Sul. No entanto a
disponibilidade do pacu oriundo de piscicultura vem aumentando e pode ajudar a popularizar o
consumo e outras regides. Sua carne € saborosa, porém pode apresentar alto teor de gordura
dependendo da idade, época de captura ou tipo de alimento utilizado no cultivo. E um peixe de
crescimento rapido, que atinge um tamanho final grande e pode atingir 1,0 a 1,5 kg no primeiro
ano de cultivo. Os mecanismos de crescimento por hiperplasia e hipertrofia das fibras ocorrem
por um longo periodo, sendo a hiperplasia predominante na fase juvenil (Dal Pai et al., 2000).

Alguns trabalhos tém demonstrado que a temperatura pode influenciar a injestdo de
alimentos ¢ a taxa de crescimento dos peixes (Moksness et al., 1995). Por outro lado, a variacio
na temperatura, durante a incubag@o dos ovos ou nas fases juvenis, também pode influenciar a
diferenciacdo das células musculares produzidas durante o desenvolvimento inicial, alterar a taxa
de crescimento e o tamanho final do peixe no estagio adulto (Barnabé, 1990).

As pesquisas demonstram que a temperatura pode modular as taxas de hiperplasia e
hipertrofia nas fases iniciais do desenvolvimento. Embora o mecanismo nio seja conhecido,
alguns autores precomizam que a temperatura pode alierar o nimero de “stem cells” e/ou as
propriedades dos tipos celulares envolvidos na regulagio do crescimento. A determinagio,
diferenciacio e a proliferagio das células precursoras miogénicas sd3o eventos exclusivos
regulados pelo balango de varios fatores de regulacio miogénica, que tem uma fungio essencial
na inibigdo da proliferagio e na diferencia¢io terminal das fibras musculares (Rudnicki and

Jaenisch, 1995). Segundo Watabe (2001) e Johnston et al. {1998), esse sistema de regulagdo

14



pouco conhecido, é responsavel pela modulagio do crescimento muscular e a temperatura poderia
modular potencialmente um ou mais dos numerosos genes e fatores de regulagdio miogénica
determinando o nimero de fibras e a massa muscular,

Stickland et al. {1988), observaram que a incubagio com temperatura em torno de 10°C,
no salmio, provocou alteragdo no niimero e no didmetro das fibras musculares dos peixes, logo
ap0s a eclosdo, quando comparada com a incubagdio realizada em temperaturas inferiores, de 5°
C. Segundo os autores, temperaturas mais altas propiciaram um crescimento hipertrofico mais
intenso nas fibras musculares. Por outro lado, Alami-Durante et al. (1997), observaram que a
incubagio dos ovos de carpa utilizando-se temperaturas de 15 °C, 19 °C e 23°C , ndo provocou
nenhum efeito sobre o nimero total de fibras musculares apds a eclos@o. Vieira and Johnston,
(1992), analisando o desenvolvimento embrionirio da espécie Clupea harengus, que
normalmente ocorre em temperaturas em torno de 5 a 10°C, com temperatura acima de 15°C,
observaram um maior mimero de fibras musculares brancas com didmetro pequeno,
caracterizando o processo de hiperplasia. Esse fato est4 correlacionado a um maior recrutamento
de mioblastos para a formacio de novas fibras musculares. Segundo varios autores, como o
misculo estriado esquelético apresenta plasticidade, diferencas na temperatura de incubagio dos
ovos podem afetar a celularidade muscular, a composigdo das proteinas miofibrilares ¢ as
caracteristicas morfofisiologicas das fibras musculares (Vieira and Jonhston, 1992; Veggetti et
al., 1993; Nathanailides et al., 1996). Conforme os estudos de Calvo and Johnston (1992},
alteragdes na temperatura de incubagio podem levar a alteracBes na distribuigBio das fibras
musculares durante as varias fases do desenvolvimento, podendo influenciar a capacidade de
locomog#o, o crescimento somatico e o tamanho final de determinada espécie de peixe.

Os dados apresentados mostram que os primeiros estagios de desenvolvimento nos
peixes sdo sensiveis a pequenas mudancas de temperatura. Esse fato pode acarretar

consequéncias marcantes sobre o desenvolvimento e crescimento de algumas espécies.
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Objetivos

1 - Avaliar as caracteristicas morfoldgicas, morfométricas, histoquimicas e
uitraestruturais das fibras musculares do pacu (Pigracius mesopotamicus) duranie as primeiras
fases de desenvolvimento:

2 - Awvaliar se a temperatura de mcubacfo influencia as caracteristicas morfologicas do
crescimento do tecido muscular nas fases iniciais do desenvolvimento, meodulando o
recrutamento e a celularidade da musculatura. '

3 - Avaliar a importéncia dos processos de hipertrofia e hiperplasia nas fases iniciais de

desenvolvimento.
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Artigo 1. Influéncia da temperatura de incubagdo sobre a morfologia e o
crescimento do tecido muscular do pacu (Piaractus mesopotamicus) nas fases

iniciais do desenvolvimento. (¥)

Artigo 2: Histoquimica ¢ ultraestrutura do tecido muscular do pacu {Piagractus

mesopotamicus) nas fases 1niciais do desenvolvimento, apds diferentes

temperaturas de incubacgfio. (**)

* Foi feita a versdo para lingua inglesa para submeter a revista Aquaculture.

** Esta sendo feita a versdio para lingua inglesa para submeter 4 revista Tissue and Cell.
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Resumo

Esse trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia da variagio da temperatura de
incubag@o dos ovos, sobre a morfologia e o crescimento do tecido muscular no pacu (Piaractus
mesopotamicus) durante as fases iniciais do desenvolvimento. Os ovos do pacu foram incubados
em trés temperaturas: 25°C, 27°C e 29°C. Apés cinco dias da eclosdo as larvas foram transferidas
para caixas individuais de cimento amianto {SO0L) abastecidas com agua corrente g temperatura
ambinte {25°C a 28°C). Aos 5, 25 e 60 dias apds a eclosdo, exemplares de pacu foram
sacrificados e amostras de musculo estniado esquelético foram congeladas em nitrogénio liquido
ou fixadas em paraformaldeido a 4% e processadas para as analises morfologica,
imunohistoquimica e morfométrica.

A partir de cinco dias da eclosio foram observadas duas populagbes distintas de fibras
musculares distribuidas em compartimentos; o vermelho, localizado na regido superficial, ¢ o
branco, constituindo a maior parte da musculatura. O compartimento intermediirio foi bem
definido aos 60 dias ¢ zonas de proliferagdo celular no apice da regifio dorsal foram evidenciadas
aos 25 dias ap0s a eclosdo. No decorrer do experimento observou-se um espessamento da massa
muscular. Esse foi decorrente do aparecimento de novas fibras na zona de proliferacio celular e
entre as fibras das musculaturas vermelha, intermediaria e branca. Esse fato foi methor observado
a partir de 25 dias da eclosdo, sendo mais acentuado na temperatura de incubagdo de 29°C. O
aumento do didmetro das fibras demonstrou o processo de hipertrofia desde a eclosio até 60 dias,
sendo predominante no periodo entre 5 e 25 dias. O ntmero de nucleos em proliferacio
aumentou no decorrer do experimento, sendo maior na temperatura de 29°C aos 60 dias. Os
resultados mostram que nas trés temperaturas de incubagdo, a hipertrofia foi 0 mecanismo de
crescimento predominante na fase inicial (até 25 dias) e a partir desse periodo a hiperplasia
ocorre de forma mais intensa. A interagdo dos processos hipertrofico e hiperplasico das fibras
musculares dos peixes que eclodiram na temperatura de 29°C resultou no maior tamanho desses

ao final do experimento.

Palvras chaves: Morfologia, crescimento, tecido muscular, temperatura, Piaractus

mesopotamicus
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Introducao

Na maioria das espécies de peixes a musculatura estriada esquelética estd organizada em
unidades morfofuncionais, os midmeros, que se repetem ao longo do corpo do animal. Na regido
onde se encontra o nervo da linha lateral ha um septo de tecido conjuntivo denominado de septe
transverso, que separa a massa muscular em regiGes epiaxial e hipoaxial (Alexander, 1969
Grizzle and Rogers, 1979). Em contraste com o padrio de distribui¢do das fibras em mosaico
encontrado nos vertebrados, a maioria dos peixes apresenta as fibras musculares distribuidas em
compartimentos vermelho, intermediario e branco. As fibras musculares sdo principalmente do
tipo branca, sdo maiores e estdo envolvidas por uma fina camada de fibras menores do tipo
vermelha. Entre esses dois compartimentos encontra-se o intermediario, com fibras apresentando
caracteristicas intermediarias &s brancas e vermelhas. Essa distribui¢fio dos diferentes tipos de
fibras musculares em compartimentos ¢é caracteristica da maioria dos peixes teledsteos.
(Johnston, 1981; Weatherley and Gill, 1987).

Conforme os estudos de Johnston et al. (1998), em algumas espécies de peixes, durante
a formagio da musculatura miotomal podem ser reconhecidas trés fases distintas. Na primeira
fase ocorre a formagdo das fibras musculares embrionarias a partir de mioblastos que surgiram
antes da eclosfio. Nesta fase ha um aumento na area ocupada por tecido muscular decorrente da
hipertrofia dessas fibras. Na segunda fase da miogénese ocorre a proliferagio dos mioblastos com
o aparecimento das zonas germinais ou zonas. de proliferagio de mioblastos, localizadas na
extremidade apical da regido dorsal (epiaxial) e na regido ventral (hipoaxial) dos midtomos. Na
terceira fase da miogénese ocorre a ativagio de mioblastos adultos ou células miossatélites,
localizadas no tecido conjuntivo entre as fibras musculares diferenciadas ou entre a 1dmina basal
e a membrana plasmatica da fibra muscular (Veggetti et al., 1990, Stoiber and Sanger, 1996).

0 musculo estriado esquelético é um tecido pds-mitdtico e nos peixes, no periodo pds-
embrionario, o crescimento desse tecido ocorre pela associagdo dos processos de hipertrofia
(aumento do didmetro das fibras musculares) ¢ pela hiperplasia (recrutamento de novas fibras
musculares), a partir de mioblastos indiferenciados ou células miossatélites. Em determinado
momento, essas células proliferam e se diferenciam para formar novas fibras ou séo incorporadas
as fibras pré-existentes, processos regulados por varios fatores de regulaggo miogénica (Johnston,

1999). Isso reflete em fibras musculares com diferentes didmetros, principalmente na
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musculatura branca, em alguns periodos do crescimento, por um periodo permanente ou na
dependéncia da sazonalidade {Carpene and Veggetti, 1981; Rowlerson et al., 1985). Durante o
desenvolvimento e crescimento muscular, as células em proliferacio podem ser evidenciadas
utilizando-se anticorpo monoclonal especifico para PCNA {(Antigeno Nuclear de Proliferagio
Celular) ou utilizando-se uma marcacio m vivo pelo BrdU {5-bromo-2’-deoxyuridine), um
marcador analogo a timidina (Johnston, 1999; Veggetti et al., 1999).

Alguns trabalhos t8m demonstrade que a temperatura pode influenciar a ingestdo de
alimentos, a celularidade muscular a dindmica do desenvolvimento e o crescimento dos peixes
comprometendo o tamanho final no estagio adulto (Stickland et al, 1988; Bamabé, 1990;
Moksness et al., 1995; Wilkes et al., 2001). Nesta linha de investigago, Stickland et al. (1588),
observaram que a incubacdo de ovos de salmio com temperatura em torno de 10° C provocou
alteracdo no nimero e no didmetro das fibras musculares dos peixes logo apds a eclosdo, quando
comparada com a incubagio realizada em temperaturas inferiores a 5° C. Segundo os autores,
temperaturas mais altas propiciaram um crescimento hipertrofico mais intenso nas fibras
musculares. Vieira and Johnston, {1992), analisando a espécie Clupea harengus, na qual o
desenvolvimento embrionario ocorre normalmente em temperaturas em torno de 5 a 10°C,
observaram um maior nUmero de fibras musculares brancas com di@metro pequeno
caracterizando o processo de hiperplasia, quando incubados & temperatura acima de 15°C. Esse
fato estd correlacionado a um maior recrutamento de mioblastos para a formagdo de novas fibras
musculares. Por outro lado Alami-Durante et al. (1997) observaram que a incubagio dos ovos de
carpa utifizando-se temperaturas de 135 °C, 19 °C e 23°C, ndo provocou nenhum efeito sobre o
numero total de fibras musculares ap0s a eclosio.

Nesse estudo foram analisados os aspectos morfologicos e o crescimento das fibras da
musculatura estriada do pacu (Piaractus mesopotamicus) nas fases iniciais do desenvolvimento,

apos diferentes temperaturas de incubacdo dos ovos.
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Material e Métodos
Obtencdo dos peixes

Os peixes utilizados neste estudo foram obtidos apéds a fertilizagio dos gametas de 02 machos e
de 03 fémeas. A reproducio foi realizada no Setor de Piscicultura da FMVZ, Unesp—Campus de
Botucatu. Ap6s a fertilizagdo, os ovos foram divididos em volumes iguais e colocados em
incubadoras previamente preparadas ¢ mantidas nas temperaturas de 25 °C, 27°C e 29°C. Os
tratamentos foram mantidos em triplicata. A manutengio das temperaturas no experimento foi
controlada. O pH (6,65 = 0,2), o oxigénio (6,7 mmHg = 09) e a temperatura da agua foram
monitorados periodicamente. Os peixes foram mantidos neste ambiente até cinco dias apés a
eclosdo, quando ocorre a abertura da boca e enchimento da bexiga natatdria. A seguir foram
transferidos para tanques individuais de cimento amianto com capacidade de S00L e densidade de
aproximadamente 150 peixes/m’. Em todos os tratamentos as caixas foram abastecidas com agua
corrente proveniente de uma mina, na qual a temperatura variou entre 25 °C e 28°C, durante todo
o dia (24h). A partir da abertura da boca os peixes foram alimentados com artemia (Cistos de
Artemia sp, INVE) até o décimo quinto dia de vida e a partir desse periodo receberam ra¢io
farelada com 40% de proteina bruta. Exemplares de pacu foram coletados aos 5, 25 ¢ 60 dias

apos a eclosio.
Morfologia e Morfometria

Foi mensurado o comprimento de cinco individuos de cada tratamento. Esses foram
fixados em paraformaldeido a 4% (Bancroft and Stevens, 1990), processados e embebidos em
Historresina (Kit Historesin, Leica). Cortes histologicos com 3 um de espessura, obtidos
transversalmente ao corpo do ammal, na regifio da nadadeira dorsal, foram submetidos a
coloragio pela Hematoxilina-Eosina (Behmer et al., 1976). Algumas amostras de musculo foram
congeladas em n-hexana (Dindmica) a —70°C, resfriada em nitrogénio liquido a —190°C. Quando
o material era muito pequeno, foi envolvido em outro tecido (figado ou misculo de rato), para
facilitar a microtomia. Cortes histologicos com 9 um, obtidos em criostato (-20°C) foram

submetidos & colorag@o pela Hematoxilina e Eosina (Behmer et al., 1976). O material embebido
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em historresina € o congelado foram utilizado para a analise morfologica da musculatura. Foi
utilizado um quadrante da musculatura epiaxial (Fig. 1) para a contagem do mimero total de
fibras musculares. Também foi realizada a mensuragio do menor didmetro de aproximadamente
500 fibras musculares vermelhas e 500 brancas em cada tratamento. Para essas analises foi

utilizado o sistema de andlise de imagens Qwin (Leica, Germany).

Imunohistoquimica

Exemplares de pacu foram fixados em paraformaldeido a 4% (Bancroft and Stevens,
1990), processados ¢ embebidos em Paraplast (Polywax, Difco Laboratories). Cortes histologicos
com 6 pm de espessura, obtidos transversalmente ao corpo dos exemplares na regido da
nadadeira dorsal, foram colocados em laminas histologicas silanizadas. O material foi submetido
a reagio imunohistoquimica para PCNA (antigeno nuclear de proliferagio celular), para avaliar o
grau de proliferacdo celular na musculatura estriada. Os cortes histologicos foram rehidratados e
incubados com o anticorpo priméarioc NCL-PCNA, (Novocastra). Apos isso, foram incubadas com
anticorpo secundénio anti-mouse IgG (Vector), e posteriormente com a solugio ABC (Avidina-
Biotina-Peroxidase, Vector). Apds a revelagio com DAB (Diamino benzidina, Sigma), as
l&minas foram montadas em permount (Hsu et al, 1981; Foley et al., 1993). Foi realizada a
contagem do nimero de nicleos em proliferagio (PCNA positivos), em um quadrante epiaxial,

utilizando o sistema de analise de imagens Qwin (Leica, Germany).

Andlise estatistica

Os dados referentes ao comprimento dos peixes e didmetro das fibras foram representados
como média + desvio padrio, sendo submetidos & Analise de Varidncia (ANOVA), seguida do
teste Tukey. Para o numero de fibras musculares e niimero de micleos em proliferacgo, foi feita a
transformagio em raiz quadrada antes da realizagdo da Analise de Varidncia. As diferencas foram

consideradas significativas quando p<0,05.
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Resultados

O processo de eclosio do pacu ocorreu em tempos diferentes de acordo com a
temperatura de incubaggo. A 25°C, 27°C ¢ 29°C, a eclosio de 50% dos oves ocorreu apos
20:20hs, 16:30hs e 14hs respectivamente.

Em relag@o ao comprimento dos peixes, aos 5 dias nfio houve diferenca significativa entre
as trés temperaturas de incubagfio. Aos 25 dias o comprimento foi significativamente menor na

temperatura de 25°C e aos 60 dias, foi significativamente maior na temperatura de 29°C (Fig. 3).
Andlise morfologica

Aos 5 dias, nas trés temperaturas, foi possivel identificar dois compartimentos distintos na
musculatura estriada esquelética do pacu: o superficial, formado por uma camada de fibras
pequenas adjacentes ao tegumento, com aspecto colunar em corte transversal, e o profundo,
formando a maior parte da musculatura, constituido por fibras de aspecto arredondado em corte
transversal, separadas por uma fina camada de tecido conjuntivo frouxo, o endomisio. A maioria
das fibras apresentou micleos centrais, porém em algumas os micleos estavam localizados na
periferia da fibra. Na regifio do septo transverso, que divide 2 musculatura nas regides epiaxial e
hipoaxial, a camada de fibras com aspecto colunar adentrava a musculatura em dire¢io ao plano
mediano, assumindo um aspecto triangular (Fig.1).

Aos 25 e 60 dias, nas trés temperaturas, observou-se um espessamento da massa muscular
epiaxial (Fig. 2). Septos de tecido conjuntivo separando a massa muscular em fasciculos foram
observados com freqii€ncia, mais evidentes nos peixes que eclodiram nas temperaturas de 27°C e
29°C (Fig. 2A, C e E). No compartimento superficial foi observado um maior nitmero de fibras
na regido do septo transverso e no profundo, foram identificadas muitas fibras pequenas entre as
maiores (Fig 2B, D e F). Nas temperaturas de 27°C e 29°C, a maioria das fibras apresentou
niicleo localizado na periferia (Fig. 2C e E). Na temperatura de 25°C, fibras com nilcleo central
foram mais freqiientes (Fig. 2A). Foram observadas também areas dorsais na regido epiaxial, de
tecido conjuntivo frouxo, com grupos de fibras pequenas, melhor evidenciadas nos peixes que

eclodiram na temperatura de 29°C (Fig 2A, C e E). Aos 60 dias, também foram evidenciados
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aglomerados de fibras menores, no compartimento profundo, nos peixes que eclodiram na
temperatura de 29°C (Fig. 2F).

Andlise morfométrica

Aos 5 dias n3io houve diferenca significativa quanto ao ntmero de fibras, entre as
temperaturas, no compartimento superficial. Aos 25 dias, 0 aumento do nGmero de fibras foi
significativamente menor na temperatura de' 25°C, e com 60" dias os peixes que eclodiram &
temperatura de 29°C apresentaram um maior nimero de fibras no compartimento superficial em
relacdo & temperatura de 27°C, mas nfo significativo para 25°C. No periodo de 5 a 25 dias, houve
um aumento significativo no niimerc de fibras, apenas na temperatura de 27°C ¢ a partir de 25
dias, esse aumento foi significativo em todas as temperaturas (Tabelal). No compartimento
profundo, aos 5 dias, os peixes que eclodiram na temperatura de 29°C, apresentaram um nimero
de fibras significativamente maior em relagdo & temperatura de 27°C, mas nfo significativo para
25°C. Aos 25 dias, o nimero de fibras foi significativamente maior nas temperaturas de 27 € 29°C
e com 60 dias, os peixes que eclodiram na temperatura de 29°C mostraram o numero de fibras
significativamente maior em relagio a temperatura de 25°C, mas ndo significativo para a
temperatura de 27°C. Houve aumento significativo do nimero de fibras a partir de 25 dias em
todas as temperaturas (Tabela 1).

No compartimento superficial;, aos 5 dias, o didmetro das fibras foi significativamente
maior nas iemperaturas de 27°C e 29°C. Aos 25 e 60 dias, o diimetro das fibras foi
significativamente mator proporcionalmente ao ‘aumento das temperaturas. A partir de 25 dias,
houve aumento significativo no difimetro das fibras na temperatura de 25°C. Na temperatura de
27°C esse aumento foi significativo durante todo o periodo do experimento e na temperatura de
29°C, ndo houve aumento significativo a partir dos 25 dias. No compartimento profundo, aos 5
dias, ndo houve diferenca significativa no didmetro das fibras entre as temperaturas. Com 25 dias,
o difimetro das fibras foi maior nas temperaturas de 27°C ¢ 29°C e com 60 dias, foi maior na
temperatura de 29°C. Durante o periodo do experimento, houve um aumento significativo no
diimetro das fibras na temperatura de 25°C. Nas temperaturas de 27°C e 29°C, esse aumento foi
significativo no periodo de 5 a 25 dias, seado que na temperatura de 27°C houve uma reducio na
média do di@metro das fibras, entre 25 e 60 dias. (Tabela 1).
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Os niicleos em proliferagio no quadrante da musculatura epiaxial foram evidenciados pela
reagdo imunohistoquimica PCNA. O niimero de niicleos da musculatura aumentou no decorrer do
experimento em todas as temperaturas. Com 5 dias nfo houve diferenqa significativa no nimero
de nicleos entre as temperaturas. Aos 25 dias o nimero de nicleos foi significativamente maior
na musculatura dos peixes que eclodiram na temperatura de 25°C, e com 60 dias; foi

significativamente maior nos peixes que eclodiram na temperatura de 29°C (Fig. 4).
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Tabela 1- Média = Desvio Padrio do difmetro e do niimero de fibras do compartimento superficial -
vermelhas (V) e do compartimento profundo - brancas (B) no pacu (Piaractus

mesopotamicus) nas temperaturas de incubagdo de 25°C, 27°C e 29°C, aos 5, 25 e 60 dias
apos a eclosido.

Diiimetro das fibras Namere de fibras
Dias 5 25 60 5 25 60

oo B92 34" 1152435 156213,0% 64272 805287 - 83423833

Vo 2,240,5% 2342050 6,8+35% 46,4 +3 5" 44517 1924444 470
27oC B 9134 167775% 14,77:11.0% 58,0+7 114 2260338 1111,6£2378%F

V.o 24306 35109% 6,6+2,9°" 48,8 £7,7* 78,246,1% 183,6 +42 5
e B 8.943,6'% 16880 1721647 794163 270,241273'%  1961.8+906,8%

V.  24#05® 38412% 8,744,1% 47,244 11 92,2+40,2'° 2468 £28.2%°

Diferencas significativas quando P<4,05
-Valores nas linhas com mesmo nimero ndo estatisticamente significativos

-Valores nas colunas com as mesmas letras (maitisculas para fibras brancas e minisculas para fibras vermelhas),
néo estatisticamente significatives
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Figura 1: Fotomicrografia da musculatura estriada do pacu (Piaractus mesopotamicus) em
corte transversal, 5 dias apés a eclosdo. Delimitagio do quadrante epiaxial (linhas
continuas). Fibras com nicleos centrais (setas). Fibras do compartimento
superficial adentrando a musculatura em diregdo ao plano mediano (cabeca de
seta). Tecido nervoso (Tn). Notocorda (N). HE, 80X
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Figura 2 — Fotomicrografias da musculatura estriada do pacu

(Piaractus mesopotamicus) em corte transversal.

A, C, E: Vinte e cinco dias apds a eclosdo, temperaturas de 25°C, 27°C e 29°C,
respectivamente. Fibras do compartimento profundo. Septos de tecido conjuntivo dividindo a
massa muscular em fasciculos (cabega de seta). Nicleos (seta). Grupos de fibras pequenas no
apice da regido dorsal (*). HE, 80X.

B, D, F: Sessenta dias ap0s a eclosdo, temperaturas de 25°C, 27°C e 29°C, respectivamente.
Derme (D). Fibras do compartimento superficial (S). Fibras do compartimento intermediario
(i) em B e D. Fibras com diferentes tamanhos, mais evidentes no compartimento profundo
(P). Notar o maior namero de fibras menores no compartimento profundo (*) em F. Regido

do septo transverso em B e D (seta). HE, 62,5.
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Fig.3 - Média e desvio padrio do comprimento total dos exemplares de pacu
{(Piaractus mesopotamicus) no decorrer do experimento, nas diferentes
temperaturas de incubacdo. (*) Periodo a partir do qual o aumento do
comprimento foi estatisticamente significativo. (#) Temperatura na qual houve

diferenca significativa.
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Fig.4 - Média e desvio padrio do nimero de nicleos em proliferacio na musculatura
estriada do pacu (Piaractus mesopotamicus) no decorrer do experimento, nas
temperaturas estudadas. (*) Periodo a partir do qual ¢ aumento é estatisticamente
significativo. (#) Temperatura com diferenca significativa.



Discussiao

No nosso estudo, apds a fertihizagfio e incubagio dos ovos nas diferentes temperaturas, o
tempo de eclosdo foi inversamente proporcional & temperatura de incubagio. Segundo varios
pesquisadores, a temperatura de incubagfio dos ovos pode influenciar o desenvolvimento e
crescimento dos peixes {Calvo and Johnston, 1992; Vieira and Johnston, 1996; Johnston et al.,
1998; Galloway et al, 1999) e a incubagdio dos ovos em temperaturas mais elevadas pode
acelerar o tempo de eclosdo. No entanto, os experimentos tém mostrado que existe uma variagio
do efetto da temperatura de incubagio dos ovos no desenvolvimento e crescimento do tecido
muscular (Vieira and Johnston, 1992; Johnston et al., 1998). Tal fato pode estar relacionado com
a qualidade dos ovos, incluindo a quantidade de nutrientes do saco vitelinico bem como a
concentragio de fatores de crescimento locais (Johnston et al., 1998). Ha evidéncias de que o
corion pode formar uma barreira nas trocas gasosas entre o embrido e o meio e a temperatura
poderia influenciar as trocas e difusio de oxigénio através do coOrion e fluido previtelinico
(Matschack et al,, 1995 e 1997). A eclosfo antecipada nas temperaturas mais elevadas pode ser
devido a necessidade da obtengio de oxigénio para suprir a demanda metabdlica ocasionada pelo
rapido crescimento, uma vez que altas temperaturas diminuem a concentragio de oxigénio
(Vieira and Johnston, 1996 e 1999).

No pacu, apds 5 dias da eclosdo, foi possivel identificar dois compartimentos distintos, o
superficial, distribuido como uma fina camada abaixo do tegumento, circundando todo o corpo
do animal e o profundo formando a maior parte da musculatura. No decorrer do experimento
ocorreu um espessamento da massa muscular nos dois compartimentos, nos peixes que eclodiram
nas trés temperaturas. Esse padrio de distribui¢io das fibras musculares é uma caracteristica
comum entre a maioria das espécies de peixes (Scapolo et al., 1988; Veggetti et al., 1990, 1993).
O espessamento da massa muscular do pacu foi decorrente do crescimento do tecido muscular.
Segundo a literatura, o crescimento pos-embrionario do tecido muscular nos peixes pode ocorrer
por hipertrofia das fibras pré-existentes, onde ocorre um aumento do didmetro das fibras ou pela
formagdo de novas fibras musculares, processo conhecido como hiperplasia (Alami-Durante et
al., 1997; Galloway et al., 1999; Rowlerson and Veggetti, 2001). Em mamiferos, o crescimento
do tecido muscular por hiperplasia das fibras € restrito aos periodos pré e peri-natal (Stickland,

1983). No pacu, no periodo estudado, o aumento do nimero de fibras na musculatura vermelha e
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branca, caracterizou o processo de hiperplasia ¢ a anélise do didmetro das fibras mostrou que
também ocorreu a hipertrofia das fibras.

O aumento significativo do didmetro das fibras caracterizou a hipertrofia como principal
processo de crescimento até 25 dias, em todas as temperaturas, uma vez que o aumento do
mimero de fibras ndo foi significativo, exceto nas fibras do compartimento superficial, para a
temperatura de 27°C. No entanto, no periodo entre 25 e 60 dias o aumento significativo do
nomero de fibras nos compartimentos ¢ nas zonas germinais, caracteriza o crescimento
hiperplasico. Porém, nessa fase, a andlise do difimetro das fibras demonstra que a hipertrofia
também esta ocorrendo. Na temperatura de 29°C, esse aumento n3o foi significativo, embora
tenha sido maior do que nas temperaturas de 25°C e 27°C, caracterizando um crescimento
hiperplasico mais intenso na temperatura de 29°C.

A maioria dos estudos preconiza que o crescimento pds-embrionério do tecido muscular
em peixes ocorre principalmente pelo aumento da area das fibras musculares formadas antes da
eclosio (Brooks et al, 1995). Posteriormente ocorre a formacdo de zonas de crescimento ou
zonas germinais de prolifera¢io celular localizadas nas regides epiaxial e hipoaxial Em
seqiiéncia, o crescimento muscular ocorre pela ativagio de mioblastos adultos ou células
miossatélites até a fase adulta (Veggetti et al,, 1990; Gibson et al, 1995; Johnston and McLay,
1997; Galloway et al., 1999). Esse padrio de desenvolvimento da musculatura foi observado no
pacu, onde, na fase inicial (até 25 dias) predominou a hipertrofia de fibras; aos 25 dias, foram
observadas as zonas embriogénicas e aos 60 dias, o grande nimero de fibras pequenas associado
3 hipertrofia das fibras demonstra a atividade dos mioblastos indiferenciados no processo de
crescimento muscular.

Como o masculo é um tecido pds mitdtico, a hiperplasia e a hipertrofia das fibras ocorrem
através da atividade dos mioblastos indiferenciados ou células miossatélites (Johnston, 1999). Em
mamiferos e em algumas espécies de peixes, nas fases juvenil e adulta, essas células estdo
localizadas entre a Iamina basal ¢ a membrana plasmatica das fibras musculares (Mauro, 1961,
Campion, 1984; Koumans and Akster, 1995). Contudo nas fases iniciais de desenvolvimento,
precursores miogénicos s3o também observados no tecido conjuntivo do endomisio (Johnston,
1993; Stoiber and Sanger, 1996). Segundo Johnston et al. (1998), essas células representam
mioblastos indiferenciados ou persistentes, envolvidos no crescimento muscular. Essas células

proliferam e os nicleos serfio adicionados as fibras pré-existentes ou formardo novas fibras.
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Conforme os estudos de Assis et al. (2002), a analise ultraestrutural da musculatura estriada do
pacu, mostrou nucleos de células indiferenciadas, com pouco citoplasma localizadas entre as
fibras musculares. Provavelmente, essas células sdo mioblastos indiferenciados no endomisio.
Segundo Ramirez-Zarzosa et al. (1995), a presenca de fibras com niicleos centrais demonstra que
essas ainda ndo estio completamente diferenciadas, fato observado no nosso estudo aos 5 dias,
nas trés temperaturas. A partir de 25 dias, essas fibras ainda eram freqiientes na temperatura de
25°C.

No decorrer do experimento, o aumento do nimero de nucleos em proliferaciio na
musculatura indica a participagio desses nos processos de crescimento hiperplasico e
hipertrofico. Embora aos 25 dias, o nimero e o didmetro das fibras musculares dos peixes que
eclodiram na temperatura de 25°C tenham sido menores, aos 60 dias ndo houve diferenca
significativa entre as temperaturas de 25°C e 27°C, em relacio aos mesmos pardmetros. Tal fato
pode estar relacionado & maior freqiiéncia de micleos marcados na temperatura de 25°C, aos 25
dias, indicando uma maior atividade de proliferacio celular nesse periodo, possivelmente
envolvida nos processos de crescimento hipertrofico ¢ hiperplasico. E possivel que, a proliferagio
celular mais intensa nesse periodo, tenha compensado o maior desenvolvimento muscular que a
temperatura de 27°C vinha apresentando, uma vez que aos 60 dias os resultados morfométricos
foram semelhantes.

Por outro lado, com 60 dias, na temperatura de 27°C e 29°C nfio ocorreu urn aumento na
média do didmetro das fibras, mas houve um aumento significativo do nimero de fibras. E
provavel que, nesse periodo, a maior freqiiéncia de nicleos em proliferagio esteja relacionada
principalmente com o processo de hiperplasia.

O pacu € um peixe de crescimento rapido, que atinge um tamanho final grande, onde os
mecanismos de crescimento muscular por hiperplasia e hipertrofia ocorrem por um longo
periodo, sendo a hiperplasia predominante na fase juvenil (Dal Pai et al., 2000). Ao contrario, nas
espécies que atingem um tamanho final pequeno, o recrutamento de fibras cessa em uma fase
mais precoce (Weatherley and Gill, 1984). No nosso estudo, a associagdo desses mecanismos de
crescimento foi melhor evidenciada no periodo de 25 a 60 dias, quando os peixes tinham em
média Icm de comprimento, conforme analise do diimetro, do niimero das fibras e da morfologia

em corte transversal, que mostrou um aspecto em mosaico, com fibras de diferentes didmetros.

35



Nossos resultados mostram que a variacBo na temperatura de incubagdo dos ovos
modulou as caracteristicas do crescimento muscular do pacu. Varios autores tém demonstrado
que a temperatura de incubacgio pode modificar as taxas de hiperplasia ¢ hipertrofia nas diferentes
fases do crescimento muscular. O mecanismo ndo € conhecido, mas alguns autores sugerem que a
temperatura pode alierar a proliferacio e a diferenciacio de mioblastos ou “stem cell”
miogénicas, eventos regulados por véanos fatores de regulagfio miogénica, que desempenham uma
importante fungfo na proliferagdo celular e na diferenciacio das fibras musculares (Olson, 1992;
Rudnicki and Jaenisch, 1995). Conforme os estudos de Wilkes et al. (2001), a temperatura pode
alterar o tempo de expressdo dos fatores de regulagdo miogénica nas fases iniciais do
desenvolvimento muscular, modulando os processos de proliferacio e diferenciagio das células
musculares.

Como no final do nosso experimento, na temperatura de incubacio de 29°C os peixes
apresentaram maior didmetro nas suas fibras, uma intensa hiperplasia e alta taxa de proliferagéo
celular, isso resultou no maior comprimento dos peixes nessa temperatura em comparagdo com 4as
demais. Embora os processos de crescimento muscular por hipertrofia e hiperplasia estejam
ocorrendo nas trés temperaturas estudadas, € possivel que os peixes que eclodiram na temperatura
de incubagdo de 29°C possam atingir um tamanho final maior, bem como, possa ocorrer um
adiantamento da fase reprodutiva, o que deve ser observado em estudos futuros. Esse estudo
demonstra a viabilidade da incubagdo de ovos de pacu & temperatura de 29°C para obtencdo de

larvas e alevinos maiores € com maior potencial de crescimento.
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Resumo

Esse estudo teve como objetivo avaliar as caracteristicas histoquimicas e ultraestruturais do
tecido muscular do pacu (Plaractus mesopotamicus) durante as fases Iniciais do
desenvolvimento, apbs a variagio da temperatura de incubacBo. Os ovos do pacu foram
incubados em trés temperaturas: 25°C, 27°C e 29°C. Apds cinco dias da eclosio as larvas foram
transferidas para caixas individuais abastecidas com agua corrente em temperatura ambiente (25
a 28°C). Na eclosdo € com 5, 25 e 60 dias, amostras de musculo estado esquelético do pacu
foram congelados em nitrogénio liquido ou foram fixadas em paraformaldeido a 4% ou
glutaraldeido a 2,5% para analises: morfologica (HE), histoquimica (NADH-TR e m-ATPase, pH
acido e alcalino) e ultraestrutural.

Na eclosfio observou-se uma monocamada de células colunares superficiais envolvendo
varias camadas de células com aspecto arredondado. A partir de 5 dias foram observadas duas
populagbes distintas de fibras musculares distribuidas em compartimentos. O vermelho,
localizado na regido superficial, com fibras de metabolismo oxidativo e contragiio lenta e o
branco, constituindo a maior parte da musculatura, formado por fibras com metabolismo
glicolitico ¢ contragdo rapida. O compartimento intermediario foi evidenciado 25 dias apds a
eclosdo juntamente com as zonas de proliferacio celular no apice da regido dorsal. Fibras do
compartimento superficial localizadas mais internamente apresentaram uma intensidade de
reagio moderada para mATPase acida e alcalina. As células que formam a musculatura vermelha
e branca apresentaram caracteristicas ultraestruturais distintas desde a eclosg@o. Foram observadas
células com pouco citoplasma e nicleo grande entre as fibras musculares diferenciadas.
Possivelmente, essas células representam mioblastos, responsaveis pelos processos de hipertrofia
e hiperplasia durante o crescimento do tecido muscular. As caracteristicas metabolicas, contrétets
e ultraestruturais da musculatura dos peixes que eclodiram nas diferentes temperaturas foram
semelhantes. No entanto o aparecimento de novas fibras formando o compartimento

intermediario e as zonas de proliferacio foram melhor evidenciada nos peixes que eclodiram a
29°C.

Palavras chaves: Musculo, histoquimica, ultraestrutura, temperatura e Pigractus

mesopotaImiIcs.
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Introducio

A musculatura estriada esquelética da maioria dos peixes teledsteos compreende cerca
60% do total da massa corpdrea. Suas fibras est3o distribuidas formando os compartimentos
vermelho, na regifo superficial, ¢ o branco, na regifio mais profunda. Entre esses dois
compartimentos, observa-se o compartimento intermediario (Johnston,1981; Weatherley and
Gill, 1987). A distribuigiio das fibras musculares nos compartimentos € variavel entre as espécies,
como também nos diferentes estagios de crescimento, estando relacionada com as propriedades
fisiologicas desempenhadas durante as atividades de locomog#o. Apresentam variagdes quanto as
caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas, histoquimicas e imunohistoquimicas.

A maior parte da massa muscular dos peixes € constituida por musculatura branca. As
fibras brancas s3o maiores apresentam poucas mitocdndrias, metabolismo glicolitico, contragio
rapida e as miofibrilas ocupam entre 75 a 95% do volume total da fibra (Sanger et al, 1990;
Sanger, 1992). Esse tipo de fibra ¢ utilizado durante a realizagdo de movimentos bruscos como na
captura de alimento (Driedze and Hochachka, 1976; Johnston, 1980). A musculatura vermelha
aparece formando uma fina camada na regido subdermal, mais desenvolvida na regifo do nervo
da linha lateral, porém niio ultrapassa 30% da area da musculatura total (Greer-Watker and Pull,
1975; Hoyle et al., 1986; Luther et al,, 1995). As fibras desta musculatura normalmente sdo
menores, apresentam muitas mitocOndrias, metabolismo aerébico e contragdo lemta. Sdo
responsaveis pela realizagio de movimentos de sustentagiio e velocidade lenta de natagio, como
durante a migragio (Driedze and Hochachka, 1976; Johnston, 1980). As caracteristicas
morfofisiologicas das fibras intermedidrias estdo entre as das fibras musculares brancas e
vermelhas (Zhang et al., 1996; Sanger and Stoiber, 2001).

Nas primeiras fases do desenvolvimento, na maioria dos teledsteos, a musculatura
branca esta envolvida por uma monocamada de fibras vermelhas, pequenas, com caracteristicas
embrionarias, podendo ser mais diferenciada em algumas espécies (Talessara and Urfi, 1987).
Posteriormente, ocorre o desenvolvimento da musculatura intermediaria (Nag and Nursall, 1972).
As pesquisas realizadas t€m mostrado que as fibras musculares vermelhas ¢ brancas originam-se

de diferentes populaghes de mioblastos (Devoto et al., 1996; Blagden et al., 1997).



Como o milsculo estriado esquelético € um tecido extremamente plastico, diferengas na
temperatura de incubagio dos ovos podem afetar a celularidade muscular, a composi¢do das
proteinas miofibrilares e as caracteristicas morfofisiologicas das fibras musculares (Vieira and
Jonhston, 1992; Veggetti et al., 1993; Nathanailides et al., 1996). Conforme os estudos de Calvo
and Johnston, {1992), alteragBes na temperatura de incubagio podem modular as fibras
musculares durante as varias fases do desenvolvimento, podendo nfluenciar a capacidade de
movimentagio, 0 crescimento somatico e ¢ tamanho final de determinada espécie.

Nesse estudo foram analisados os aspectos histoquimicos e ultraestruturais das fibras
musculares estriadas esqueléticas do pacu (Piaractus mesopotamicus) nas fases iniciais do

desenvolvimento apos diferentes temperaturas de incubacdo dos ovos.
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Material e Métodos
Obtencdo dos peixes

Os peixes utilizados neste estudo foram obtidos apds a fertilizagio dos gametas de 02
machos e de 03 fémeas. A reprodugdic foi realizada no Setor de Piscicultura da FMVZ, Unesp—
Campus de Botucatu. Apds a fertilizagio, os ovos foram divididos em volumes iguais e
colocados em incubadoras previamente preparadas ¢ mantidas nas temperaturas de 25 °C,27Ce
29°C. Os tratamentos foram realizados em triplicata. A temperatura foi controlada com variagao
de +0,5°C. O pH (6,65 = 0,2) ¢ o oxigénio (6,7 mmHg = 0,9) da 4gua foram monitorados
periodicamente. Os peixes foram mantidos neste ambiente até cinco dias apés a eclosio, quando
ocorre a abertura da boca e o enchimento da bexiga natatoria.

Os peixes provenientes de cada tratamento foram transferidos para caixas individuais de
cimento amianto com capacidade de SOOL abastecidas com 4gua corrente proveniente de uma
mina, em temperatura ambiente (25 °C a 28°C). A partir da abertura da boca os peixes foram
alimentados com artemia (Cistos de Artemia sp, INVE) até o décimo quinto dia de vida e a partir
desse periodo receberam raglio farelada com 40% de proteina bruta. Exemplares de pacu foram

coletados na eclosdo € aos 5, 25 e 60 dias ap6s a eclosio.

Microscopia de luz

Os exemplares de pacu provenientes de todas as coletas foram sacrificados mediante
anestesia por MS-222 (Sigma), fixados em paraformaldeido a 4% (Bancroft and Stevens, 19903,
processados e embebidos em Historresina (Kit Historesin, Leica). Cortes histolégicos com 3 um
de espessura, obtidos transversalmente a0 corpo do animal, na regido da nadadeira dorsal, foram
submetidos & colora¢do por Hematoxilina-Eosina (Behmer et al., 1976).

Amostras de masculo dos peixes aos 5, 25, 60 dias foram congeladas em n-hexana
(Dindmica) a —70°C, resfriada em nitrogénio liquido a —190°C. Quando a amostra era muito
pequena, foi envolvida em outro tecido (figado ou musculo de rato) antes da congelacio para

facilitar a microtomia. Cortes histologicos com 9 um, obtidos em criostato (-20°C) foram
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submetidos 4 coloragio de Hematoxilina e Eosina (Behmer et al., 1976) para a avaliagio do
padrao morfologico das fibras musculares, as reagdes NADH-TR, para a avaliagio do
metabolismo oxidativo ou glicolitico e mATPase com pré-incubacio acida (pH 4,4-4,6) ¢ alcalina

(pH 10,4-10,6) para a avaliagio das caracteristicas contrateis, lenta ou rapida, das fibras
musculares (Dubowitz and Brooke, 1973).

Microscopia eletronica

Também foram coletadas amostras de misculos dos peixes na eclosfio, 3, 25 e 60 dias,
foram fixadas em glutaraldeido a 2,5% em tampéo fosfato, pH 7,4. Posteriormente, o material foi
pos fixado em tetroxido de 6smio a 1% seguindo-se a desidratagio em acetona e inclusdo em
Araidite. Cortes ultrafinos foram corados com acetato de uranila e citrato de chumbo e analisados

a0 microscopio eletronico de transmisso.
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Resultados

Andlise morfologica e histoguimica

A analise morfoldgica da musculatura estriada do pacu mostrou duas populagbes distintas
de células na eclosfio. Uma fina camada de células com aspecto colunar na regifio mais periférica,
adjacente ao tegumento, recobrindo vérias camadas de células com formato arredondado na
regidio interna. Esse padr3o fol observado nos peixes que eclodiram nas trés temperaturas (Fig.
1A).

Aos 5 dias, nas trés temperaturas, foram observados dois compartimentos bem
diferenciados. Superficialmente, adjacente ao tegumento, foram identificadas fibras pequenas,
formando uma camada ao redor do corpo. As fibras internas, maiores € em malor nOmMero,
formavam o compartimento profundo. A reacfio histoquimica NADH-TR mostrou as fibras
pequenas localizadas na regifio superficial com rea¢io variando de intensa a moderada, com o
produto final da reagfo, a formazana, localizada em forma de grumos nas regides subsarcolemal ¢
central. No restante da musculatura, a reago variou de fraca a negativa, sendo mais intensa na
periferia da fibra (Fig. 1B). A reagdo histoquimica mATPase, apos pré incubag@o acida e alcalina
mostrou diferentes intensidades de reacio na musculatura. Nas fibras pequenas, localizadas logo
abaixo da derme, a reaclio foi intensa apds pré-incubagiio acida enguanto a maioria das fibras
reagiu intensamente apds a realizacio da reag@o em pH alcalino (Fig. 1C e 1D).

Aos 25 dias, nas trés temperaturas, observou-se um espessamento da massa muscular
epiaxial. Nesse periodo foi identificado o compartimento intermediario formado por fibras
pequenas localizadas entre o superficial e o profundo, melhor evidenciado nos peixes que
eclodiram na temperatura de 29°C. Também foram identificadas areas dorsais na regido epiaxial,
de tecido conjuntivo frouxo com grupos de fibras pequenas, mais desenvolvidas nos peixes que
eclodiram na temperatura de 29°C (Fig.2 A.C e E). O padrio das reacdes NADH-TR e mATPase
nas fibras dos compartimentos superficial e profundo foi semelhante ao observado aos 5 dias. No
entanto algumas fibras localizadas mais internamente no compartimento superficial, préximo ao
septo transverso, reagiram de forma moderada para a mATPase, ap0s pré-incubagio acida e
alcalina (Fig. 3A e (). Nas fibras do compartimento intermediario a reacdo NADH-TR foi fraca,

sendo mais intensa na regido subsarcolemal (Fig.3E). Essas fibras reagiram intensamente apos
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pré-incubagio alcalina e fracamente apds pré-incubagio acida (Fig.3A e C). Nos grupos de fibras
da regido dorsal, as localizadas mais internamente em relagio ao plano mediano do animal
reagiram de maneira intensa para o NADH-TR e moderadamente para-ATPase em pH 4cido e
alcalino. As fibras localizadas mais perifericamente mostraram reag¢io moderada a fraca para o
NADH-TR, fraca para m-ATPase em pH acido e forte para mATPase em pH alcalino (Fig. 2B,D
e F).

Aos 60 dias, nas trés temperaturas, o espessamento da massa muscular foi caracterizado
pela presenga de um maior namero de fibras nos compartimentos superficial, intermediario e
profundo e pelo aumento de fibras pequenas entre as fibras maiores do compartimento profundo.
O padrio da reagdo NADH-TR nas fibras nos trés compartimentos foi semelhante ao observado
aos 25 dias. No compartimento superficial a maioria das fibras reagiu intensamente para a reagio
mATPase apds pré-incubagio acida e ndo reagiu apds pré-incubagio alcalina. No entanto
algumas fibras localizadas mais internamente, préximo ac septo transverso reagiram de forma
moderada em pH alcalino. No compartimento profundo as fibras ndo reagiram apds pré-
incubagdo 4cida. ApOs pré-incubag@io alcalina as fibras maiores reagiram intensamente e as
menores moderadamente (Fig.3B, D e F). O padrio de distribuiciio e a atividade enzimatica dos
grupos de fibras da regifio dorsal foram semelhante ao observado aos 25 dias. As fibras do
compartimento intermedidrio reagiram moderadamente para reacio NADH-TR e mATPase apos
pré-incubagio acida e alcalina (Fig.3B, D e F).

Andlise ultraestrutural

A observagdo ultraestrutural da musculatura estriada do pacu foi similar nas temperaturas
de incubacdo ufilizadas. Na eclosdo foram observadas fibras musculares indiferenciadas de
aspecto colunar na regido superficial e mais arredondadas na regifio profunda. As fibras
apresentaram raras miofibrilas, mitocdndrias e muitos ribossomos. Entre as miofibrilas foram
evidenciadas cisternas de reticulo sarcoplasmatico. O niicleo com cromatina frouxa e nucléolo
evidente estava localizado na regiio mais interna da fibra. Enire as fibras musculares
indiferenciadas foram observadas células com citoplasma apresentando muitos ribossomos,

mitocdndrias e com nucleo frouxo.(Fig. 4A e B).
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Aos 5 dias as fibras musculares mostraram muito mais miofibrilas no sarcoplasma. As
fibras da camada superficial apresentaram-se menores, com aspecto cibico ou achatado. Foram
evidenciadas miofibrilas arranjadas de forma radial ocupando parte do sarcoplasma. Na maioria
das fibras foram observadas areas de sarcoplasma sem miofibrilas, com muitas mitocSndrias,
ribossomas € reticulo sarcoplasmatico. Na musculatura profunda as fibras apresentaram-se
matores em relagdo as da camada superficial, com aspecto poligonal. Foram evidenciados varios
grupos de muiofibrilas preenchendo o sarcoplasma. Em cada grupo as miofibrilas estavam
arranjadas de forma radial na periferia e poligonal no centro. Entre as miofibrilas, foram
observadas algumas mitocdndrias e muitas cisternas de reticulo sarcoplasmatico (Fig. 3C e D).

Aos 25 dias, nas fibras da camada superficial foram observadas miofibrilas bem
organizadas e mitocOndrias mais concentradas na regido subsarcolemal e central. Na musculatura
profunda observou-se fibras com miofibrilas bem organizadas ocupando quase todo
sarcotoplasma, nicleos com cromatina descompactada na regido periférica, poucas mitocdndrias
e reticulo sarcoplasmaético bem desenvolvido e algumas fibras menores com areas de sarcoplasma
sem miofibrilas. Entre as fibras musculares, no endomisio, foram observadas células com pouco
citoplasma e nicleo com cromatina relativamente denso (Fig. 3E).

Aos 60 dias, o padrio de organizacio das fibras musculares foi semelhante ao observado
nos exemplares com 25 dias. No entanto, fibras menores com é&reas de sarcoplasma sem

miofilamentos foram freqhentes, principalmente na musculatura profunda (Fig. 3F).




Figura 1 — Fotomicrografias da musculatura estriada do pacu

(Piaractus mesopotamicus) em corte transversal,

A - Periodo da eclosdo, temperatura de 29°C. Células com aspecto colunar na regido
superficial {s}. Células de aspecto arredondado na regifio profunda (setas). Tecido nervoso
(in). HE, 125X.

B - Cinco dias apos a eclosdo, temperatura de 29°C. Fibras do compartimento superficial {s)
com intensa reacdo NADH-TR. Fibras do compartimento profundo com fraca reagdo

enzimatica (p). Notar o aspecto triangular da distibuicdo das fibras no compartimento
superficial (*). NADH-TR, 160X.

C - Cinco dias ap0s a ecloséo, temperatura de 25°C. Fibras do compartimento superficial com
reacdo enzimatica negativa (s). Fibras do compartimento profundo com intensa reagdo
ezimatica {p). mATPase, pH 10,6, 125X

D - Cinco dias apds a eclosdo, temperatura de 27°C. Fibras do compartimento superficial
com intensa reacio enzimatica (s). Fibras do compartimento profundo com reagdo enziméatica
negativa (p). mATPase, pH 4,4, 125X
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Figura 2 — Fotomicrografias da musculatura estriada do pacu

(Piaractus mesopotamicus) em corte transversal.

A e B: Vinte e cinco dias apds a eclosio, temperatura de 25°C. Fibras do compartimento
profundo. Grupos de fibras no apice da regido dorsal (G). Fibras com reagdo enzimatica
moderada (seta) e fraca (cabeca de seta). A: HE, 125X B: mATPase, pH 4,6, 160X.

C e D: Vinte e cinco dias ap0s a eclosdo, temperatura de 27°C. Fibras do compartimento
profundo. Grupos de fibras no apice da regido dorsal (G). Fibras com reago enzimatica
moderada (seta) e fraca (cabeca de seta). C: HE, 80X. D: NADH-TR, 125X

E e F: Vinte ¢ cinco dias apds a eclosio, temperatura de 29°C. Fibras do compartimento

profundo. Grupos de fibras no apice da regido dorsal (G). Fibras com reagéo enzimatica forte (*),
moderada (seta) e fraca (cabeca de seta). C: HE, 80X D: NADH-TR, 125X
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Figura 3 - Fotomicrografias da musculatura estriada do pacu

(Piaractus mesopotamicus) em corte transversal.

A: Vinte e cinco dias apds a eclosio, temperatura de 25°C. Fibras do compartimento
superficial com intensa reacdo enzimatica (s). Fibras localizadas mais internamente no
compartimento superficial (*). Fibras do compartimento profindo com reagdo enzimatica
negativa (p). Septo transverso {cabeca de seta). mATPase, pH 4,6, 80X

B: Sessenta dias apds a eclosdo, temperatura de 25°C. Fibras localizadas mais internamente
no compartimento superficial (*) e fibras do compartimento intermediario (seta) com
moderada reagio enzimatica. Fibras maiores do compartimento profundo (p) com intensa
reagio enzimatica e fibras pequenas com reaciio moderada (cabega de seta). mATPase, pH
10,4, 80X.

C: Vinte e cinco dias apds a eclosdo, temperatura de 27°C. Fibras do compartimento
superficial (s). Fibras localizadas mais internamente no compartimento superficial (*). Fibras
do compartimento profundo (p). Tecido nervoso (Tn). mATPase, pH 10,4, 80X.

D: Sessenta dias apos a eclosdo, temperatura de 27°C. Fibras do compartimento superficial
(s). Fibras do compartimento intermediario (seta). Fibras do compartimento profundo (p).
mATPase, pH 4,6, 80X

E: Vinte e cinco dias apds a eclosdo, temperatura de 29°C. Fibras do compartimento
superficial com intensa reag@io enzimatica (s). Fibras do compartimento profundo com rea¢do
enzimatica fraca (p). Fibras pequenas do compartimento intermediario com reagio enzimatica
moderada (cabega de seta). NADH-TR, 100X.

F: Sessenta dias apds a ecloso, temperatura de 29°C. Fibras localizadas mais internamente
no compartimento superficial (*) e fibras do compartimento intermediario (i) com moderada
reacdo enzimatica. Fibras maiores do compartimento profundo (p) com intensa reagao
enzimatica e fibras pequenas com reagdo moderada (cabega de seta). mATPase, pH 10,4,
80X.

55






Figura 4 — Eletromicrografias da musculatura estriada do pacu

(Piaractus mesopotamicus) em corte transversal.

A — Periodo da eclosdo: Presenca de fibras musculares com aspecto colunar (*) na regido
superficial. Miofibrilas (mi) agrupadas na porgdo basal da célula. Mitocondrias (M). Ribossomas
(cabega de seta). Reticulo sarcoplasmatico (seta). Célula indiferenciada com nicleo frouxo (N) e

ribossomos no citoplasma. 13 250X.

B — Exemplar do pacu na eclosdo: Fibras musculares da regido mais profunda. Pequenos grupos
de miofibrilas na regido periférica da fibra (mi). Mitocdndrias (M). Ribossomas (cabega de seta).

Nucleo frouxo com nucléolo evidente (N). 17 000X.

C — Exemplar do pacu com 5 dias. Fibras musculares do compartimento superficial (s) com
miofibrilas (mi), mitocondrias (M) e reticulo sarcoplasmatico (seta). Célula indiferenciada com
nucleo frouxo (N). Derme (D). 13 650X.

D - Exemplar do pacu com 5 dias. Fibras musculares do compartimento profundo. Sarcoplasma
com grande quantidade de miofibrilas com aspecto radial na periferia (*) € poligonal no centro
(seta). Mitocondrias (M). Reticulo sarcoplasmatico (cabega de seta). 4225X.

E - Exemplar do pacu com 25 dias. Fibras do compartimento superficial com miofibrilas (mi)
mitocOndrias (M) mais concentradas na regido subsarcolemal e central. Fibra pequena do
compartimento intermedidrio (f). Célula indiferenciada com nicleo relativamente denso (ci).
Derme (D). 5 750X.

F - Exemplar do pacu com 60 dias. Fibras do compartimento profundo com miofibrilas
organizadadas em forma de raios (*). Reticulo sarcoplamatico (seta). Nucleo da fibra com
nucléolo evidente, em posi¢do periférica (N). Fibra pequena (fp) entre as fibras maiores. Célula

indiferenciada, com nicleo relativamente denso (ci). 13 250X.
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Discussao

O padrio de distribuigio das fibras da musculatura estriada do pacu, nas trés temperaturas
de incubagiio, foi semelhante ao observado na maioria das espécies de peixes (Scapolo et al,
1988; Veggetti et al., 1993; Galloway et al., 1999). Desde a eclosdo, foram observadas duas
camadas distintas de fibras indiferenciadas e 5 dias apds a eclosdo, a musculatura estriada ja
estava distribuida em dois compartimentos distintos: o superficial formado por uma monocamada
de fibras pequenas, de aspecto colunar, e uma massa predominante, com vérias camadas de fibras
maiores, formando o compartimento profundo.

Com base nas reagBes histoquimicas utilizadas, com 5 dias apds a eclosdo, as fibras da
monocamada na regido subdermal, reagiram intensamente apds a reagfio para a enzima NADH-
TR ¢ mATPase apds pré incubagio em pH acido, revelando assim um metabolismo oxidativo e
contracio lenta. Essas fibras constituem a musculatura vermelha. As demais fibras reagiram
fracamente para a enzima NADH-TR e fortemente para a mATPase, apds pré incubagio em pH
alcalino, revelando um metabolismo glicolitico e contragdo rapida, constituindo a musculatura
branca. Resultados semelhantes também foram obtidos por Scapolo et al. (1988) e Veggetti et al.
(1990, 1993). Por outro lado, Ramirez-Zarzosa et al. (1995), analisando a musculatura estriada na
espécie Dicentrarchus labrax, na eclosdo, diferenciaram duas populages de fibras, sendo as
vermethas, alcali e acido estavel e as brancas, alcali estavel e acido 1abil. As células precursoras
das fibras vermelhas e brancas também foram evidenciadas desde a eclosdo pela analise a
microscopia de luz e eletronica (Galloway et al., 1995, 1999).

O padrio de distribuigio das fibras nos compartimentos pode apresentar varia¢Oes durante
o crescimento dependendo da espécie considerada e estd relacionado com o tipo de atividade
desenvolvida durante os movimentos para a locomogio (Johnston, 1999; Veggetti et al., 1999).
Assim, na espécie Gasterosteus aculeatus L., ndo foram observadas fibras musculares vermelhas
{Kilarsky and Kozlowska, 1983; te Kronnie et al., 1983) e no Synbranchus marmoratus, grupos
de fibras vermethas foram encontradas na regido profunda da musculatura branca (Dal Pai-Silva
et al., 1995). No entanto, a propor¢do da musculatura vermelha nos peixes nunca ultrapassa 30%
do total da musculatura (Greer-Walker, 1975; Luther et al., 1996). As fibras da musculatura
branca sio responsaveis pelas atividades bruscas de locomogdo, como na fuga de predadores ¢

captura de presa, utilizando o metabolismo glicolitico enquanto as fibras da musculatura
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vermelha estdo envolvidas nos movimentos lentos, utilizando o metabolismo oxidativo (Akster et
al., 1995; Johnston, 1999).

No pacy, embora nio realizamos as reagBes histoquimicas NADH e ATPase na eclos@o, a
analise ultraestrutural mostrou um maior mimero de mitocdndrias nas células colunares da
monocamada superficial, indicando um metabolismo oxidativo caracteristico das fibras
vermelhas. As células localizadas mais internamente apresentaram menor nimerc de
mitocOndrias, indicando um metabolismo glicolitico, caracteristico das fibras brancas, padrio
observado nas fases subseqientes.

A atividade enzimética das fibras musculares, considerando-se as primeiras fases de
desenvolvimento ¢ muito variavel dependendo da espécie analisada. Conforme os estudos
realizados por Brooks et al. (1995), foi observada no curimaté-pact uma diminui¢3o na atividade
oxidativa nas fibras da musculatura estriada, considerando-se os primeiros 15 dias de
desenvolvimento. No entanto, nas fibras da musculatura vermelha a densidade mitocondrial foi
maior quando comparada com a das fibras da musculatura branca. No nosso estudo, a intensidade
da reacio NADH-TR, que revela o metabolismo, foi mais acentuada nas fibras vermelhas,
considerando-se os periodos estudados e a temperatura de incubag@o.

As fibras da musculatura intermediaria apresentam caracteristicas intermedidrias entre as
fibras vermelhas e brancas, e com base nas suas caracteristicas histoquimicas e fisioldgicas s@o
caracterizadas como de contracio rapida e com metabolismo glicolitico e oxidativo, podendo ser
recrutadas para atividades de sustentagio e em movimentos rapidos (Akster et al., 1995;
Johnston, 1997; Johnston, 1999). Essas fibras foram caracterizadas no nosso estudo, aos 25 dias,
nos peixes que eclodiram na temperatura de 29°C.

A realizacdo da reagio mATPase apds pré-incubagio acida e alcalina permute avahar as
caracteristicas contrateis lenta e rapida das fibras musculares. As fibras de contracdo lenta “slow”
reagem positivamente apds pré-incubag3o acida e as fibras de contragio rapida “fast” reagem
positivamente apds pré-incubacZo alcalina. No entanto, os estudos iém mostrado diferencas
quanto a intensidade da reacdo, utilizando-se pequenas variagdes no pH do meio de pré-
incubacdo, em misculos de diferentes espécies animais. Por outro lado, embora esse meétodo seja
extremamente sensivel, as diferencas quanto a intensidade da reacgfio podem ser decorrentes da
variagdo das isoformas de miosina presentes nas fibras musculares, mais especificamente, da

variagio da miosina de cadeia pesada. S0 conhecidas varias isoformas de miosina de cadeia
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pesada, entre as quais, a embriondria, neonatal, fast, slow, que podem ser avaliadas e utilizadas
como um marcador para a determinacio fenotipica das fibras durante o crescimento, regeneracao
e adaptagdo muscular (Goldspink et al., 2001). Por outro lado, as fibras podem co-expressar mais
de uma isoforma da miosina e assim, para meihor identificagio podem ser utilizadas reages
imunohistoquimicas utilizando-se anticorpos especificos para as miosinas (Veggetti et al., 1993)
ou a analise bioquimica por eletroforese (Staron, 1991).

No nosso estudo, na realizagio da rea¢do mATPase, o pH do meio de pré-incubagio 4cida
variou de 4,4 a 4,6, e a alcalina de 10,4 a 10,6. E possivel que essa variagio esteja relacionada
mudanga na expressdo das isoformas de miosina que ocorreu durante o periodo de crescimento
analisado (Scapolo et al., 1988; Brooks and Johnston, 1993; Veggetti et al,, 1993; Mascarello et
al, 1995).

Com 25 e 60 dias, a variagio na intensidade da reacdo mATPase foi mais evidente. Na
musculatura vermelha, embora as fibras tenham reagido intensamente apos a realiza¢do da reagdo
em pH acido, caracterizando a contragio lenta, foi observado um grupo de fibras que reagiram
também apds pré-incubagio alcalina, demonstrando que essas fibras podem estar co-expressando
mais de uma isoforma de miosina de cadeia pesada, conforme demonstrado também por Scapolo
et al. (1988) e Veggetti et al. (1993). Na musculatura branca, foram observadas duas populagGes
de fibras apos a realizacio da reagdo em pH alcalino; as fibras maiores, com intensa reagio e as
menores, com rea¢io moderada. A diferenca na intensidade da reagdo deve estar relacionada a
diferenga na isoforma da miosina que essas fibras est3o expressando. Segundo Rowlerson et al.
{1985), a variagio quanto ao tamanho das fibras e quanto 4 intensidade da reacfio caracteriza o
padrio em mosaico, indicativo de crescimento hiperplasico, onde as fibras maiores estdio
expressando a miosina “fast” e as menores, que tém um difmetro mferior a 25um, provavelmente
estdo expressando a isoforma embrionana ou neonatal (Goldspink et al., 2001).

Os grupos de fibras localizados na regifio dorsal, evidenciados a partir de 25 dias da
eclosdo, representam as zopas germinais de proliferagdo celular, melhor evidenciadas na
musculatura dos peixes que eclodiram na temperatura de 29°C. A intensidade variavel das
reagOes enzimaticas NADH e mATPase demonstra a presenga de fibras em vérios estagios de
diferenciaciio, caracterizando o crescimento hiperplasico da musculatura.

No pacu, a anélise ultraestrutural das fibras menores que mostrou poucas miofibrilas,

organizadas de forma radial, no sarcoplasma, que caracteriza uma fibra indiferenciada
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(Rowlerson et al., 1985). As fibras maiores apresentaram miofibrilas bem organizadas, exibindo
um aspecto radial na regifio periférica da fibra e assumindo aspecto poligonal na regido central,
caracteristicas mais freqentes em fibras musculares diferenciadas (Sanger and Stoiber, 2001).

Em todas as fases analisadas foram observadas células com pouco citoplasma e micleo
grande, no intersticio, entre as fibras musculares. Possivelmente, essas células representam
mioblastos indiferenciados ou céhulas miossatélites (Veggetti et al, 1990; Johnston, 1999),
responsaveis pelos processos de hiperirofia e hiperplasia das fibras durante o crescimento do
tectdo muscular. Durante a embriogénese das fibras musculares, alguns micblastos nao se
fundem, permanecendo como células indiferenciadas no tecido muscular. Esse tipo celular é
referido pelos pesquisadores, como mioblasto indiferenciado, mioblasio persistente, precursor
miogénico ou célula miossatélite (Johnston et al., 1998). As células miossatélites dos mamiferos
estdo localizadas entre 2 l3mina basal € 2 membrana plasmatica {Campion, 1984; Koumans and
Akster, 1995). No entanto em peixes esses precursores miogénicos podem ser encontrados
também no tecido conjuntivo do endomisio, nas fases mmiciais do desenvolvimento (Johnston,
1993; Koumans and Akster, 1995; Stoiber and Sanger, 1996).

Esse estudo demonstra que desde a eclosio as células musculares possuem caracteristicas
morfologicas bem defimdas e a temperatura de incubagdo ndo alterou as caracteristicas
histoquimicas ¢ uliraestruturais das fibras musculares durante as fases iniciais do
desenvolvimento do pacu, porém a incubagdo dos ovos na temperatura de 29°C promoveu o
aparecimento da musculatura intermediaria e das zonas de proliferacio celular mais

proeminentes.
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Conclusbes

A musculatura estriada do pacu estd distribuida em compartimentos. O vermelho e o
branco estio bem definidos desde eclosio. O compartimento intermediério foi observado apds 25
dias da eclosio. A temperatura de incubagio nfio alterou a distribuigdo, as caracteristicas
metabolicas, contrateis e ultraestruturais das fibras musculares.

A hipertrofia é o principal processo de crescimento na fase inicial. A partir de 25 dias da
eclosio, foram observadas as zonas de crescimento que contribuem para o crescimento
hiperplasico, methor evidenciadas nos peixes que eclodiram a 29°C.

A interagiio dos processos hipertrofico e hiperplasico das fibras musculares dos peixes

que eclodiram na temperatura de 29°C resultou no maior tamanho desses ao final do

experimento.
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