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RESUMO

A densidade de estocagem ¢ uma ferramenta crucial para a producao comercial de peixes,
esta diretamente ligada ao potencial produtivo do sistema utilizado para a producao de
peixes, a satde, bem-estar e desempenho da espécie alvo da produ¢do. Nesse contexto, o
presente trabalho teve como objetivo avaliar a producao de juvenis em diferentes fases de
produgdo de Colossoma macropomum e Piaractus brachypomus em distintas densidades
de estocagem em sistema de recirculagdo de dgua (RAS), levando em conta o desempenho
zootécnico, parametros hematologicos e bioquimicos sanguineos e indices somaticos do
C. macropomum e da P. brachypomus, além do estado oxidativo, sinalizagdo purinérgica,
morfometria e rendimento de carcaga e filé, e morfometria braquial de P. brachypomus.
Para C. macropomum, foram conduzidos trés experimentos utilizando juvenis com pesos
médios iniciais de 0,54 g, 8,22 g e 142,18 g, avaliados por 15 e 75 dias sob densidades
variando de 0,3 a 6,0 kg m™. Os resultados indicaram que, nas fases iniciais, a densidade
de estocagem ndo comprometeu o desempenho zootécnico, embora a biomassa final tenha
aumentado proporcionalmente a densidade. Para peixes maiores, maiores densidades
impactaram parametros hematoldgicos e metabolicos, como hemoglobina, glicose e
colesterol, indicando alteragdes fisiologicas, porém sem prejuizo ao crescimento,
evidenciando boa adaptabilidade da espécie ao cultivo intensivo em RAS. Para P.
brachypomus, dois experimentos iniciais avaliaram os efeitos de densidades crescentes
(at¢ 7,90 kg m™>) em juvenis com peso entre 1,5 g e 6,66 g por 20 dias. Os dados
mostraram que densidades elevadas reduziram o oxigénio dissolvido, caracterizando um
ambiente de hipoxia, o que afetou negativamente o crescimento, o ganho de peso e
parametros hematoldgicos, como hemoglobina e volume corpuscular médio. Em
experimentos subsequentes, juvenis com 29,55 g e 250 g foram mantidos por 90 dias sob
densidades de até 4,5 kg m. Nessa fase, foram avaliados desempenho zootécnico, perfil
oxidativo, atividade enzimatica e morfometria branquial. As densidades mais elevadas
aumentaram o consumo alimentar, a biomassa e a atividade de enzimas antioxidantes
hepaticas e musculares (SOD, CAT, GST, GSH), além de induzirem alteragdes
morfoldgicas nas lamelas branquiais. A sinalizagdo purinérgica, avaliada pela atividade
da NTPDase, foi modulada pela densidade, mas sem comprometer o desempenho
produtivo. De forma geral, os resultados demonstram que C. macropomum apresenta
maior tolerancia fisiologica a elevadas densidades em RAS desde as fases iniciais,

enquanto P. brachypomus responde negativamente a altas densidades nos primeiros



estagios, apresentando melhor desempenho em fases mais avangadas, mesmo sob
desafios metabdlicos. O estudo refor¢a a importancia da defini¢do de protocolos de
estocagem especificos para cada fase do ciclo produtivo e espécie, visando otimizar a
producao e garantir o bem-estar dos animais. Recomenda-se a realiza¢ao de experimentos
de longa duracdo que integrem todas as fases do cultivo, a fim de subsidiar praticas

sustentaveis e eficientes para a piscicultura de espécies nativas em sistemas intensivos.

Palavras-Chave: estresse oxidativo; fisiologia; morfometria branquial; pirapitinga;

sinalizac¢do purinérgica; tambaqui



ABSTRACT

Stocking density is a crucial tool for commercial fish production, linked to the production
potential of the fish production system and the health, welfare, and performance of the
target species. In this context, this study aimed to evaluate juvenile fish production at
different production stages of Colossoma macropomum and Piaractus brachypomus
under different stocking densities in a recirculating water system (RAS). This study took
into account the zootechnical performance, hematological and blood biochemical
parameters, and somatic indices of C. macropomum and P. brachypomus, as well as the
oxidative status, purinergic signaling, morphometry, carcass and fillet yield, and brachial
morphometry of P. brachypomus. For C. macropomum, three experiments were
conducted using juveniles with average initial weights of 0.54 g, 8.22 g, and 142.18 g,
evaluated for 15 and 75 days at densities ranging from 0.3 to 6.0 kg m=. The results
indicated that, in the initial phases, stocking density did not compromise growth
performance, although final biomass increased proportionally to density. For larger fish,
higher densities impacted hematological and metabolic parameters, such as hemoglobin,
glucose, and cholesterol, indicating physiological changes, but without significant growth
impairment, demonstrating good adaptability of the species to intensive cultivation in
RAS. For P. brachypomus, two initial experiments evaluated the effects of increasing
densities (up to 7.90 kg m™) on juveniles weighing between 1.5 g and 6.66 g for 20 days.
The data showed that high densities reduced dissolved oxygen, creating a hypoxic
environment, negatively affecting growth, weight gain, and hematological parameters
such as hemoglobin and mean corpuscular volume. In subsequent experiments, juveniles
weighing 29.55 g and 250 g were maintained for 90 days at densities of up to 4.5 kg m™.
During this period, growth performance, oxidative profile, enzyme activity, and gill
morphometry were evaluated. Higher densities increased feed intake, biomass, and the
activity of hepatic and muscle antioxidant enzymes (SOD, CAT, GST, GSH), in addition
to inducing morphological changes in the gill lamellae. Purinergic signaling, assessed by
NTPDase activity, was modulated by density, but without compromising productive
performance. Overall, the results demonstrate that C. macropomum exhibits greater
physiological tolerance to high densities in RAS from the initial stages, while P.
brachypomus responds negatively to high densities in the early stages, performing better
in later stages, even under metabolic challenges. The study reinforces the importance of

defining specific stocking protocols for each phase of the production cycle and species,



aiming to optimize production and ensure animal welfare. Long-term experiments that
integrate all phases of cultivation are recommended to support sustainable and efficient

practices for fish farming of native species in intensive systems.

Keywords: gill morphometry; oxidative stress; physiology; pirapitinga; purinergic

signalin; tambaqui
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1. INTRODUCAO

A alta demanda de pescado, principalmente para a alimentacdo pressiona os
setores produtivos a intensificar a producdo e aumentar a disponibilidade de peixes para
consumo no mercado, além da preocupagdo constante em relacdo ao meio ambiente, o
que torna a produc¢ao ainda mais desafiadora.

O tambaqui (Colossoma macropomum), peixe amazonico, € segunda espécie mais
produzida no pais (PeixeBR, 2023), devido sua rusticidade, resisténcia a baixas
concentragdes de oxigénio, boa aceitagdo de mercado e grande adaptabilidade ao sistema
de cultivo (Morais e O’Sullivan, 2017). Por ser uma espécie que demanda dgua com
temperaturas entre 25 e 32°C (Amanjas e Val, 2023), sua produgdo se concentra nas
regides mais quentes do pais. Entretanto, seu cultivo em sistema de recirculagdo de dgua
(RAS) pode ser uma maneira eficiente de ampliar sua produgdo em regides mais frias,
além de auxiliar na manuten¢ao do ambiente de cultivo demandado pela espécie.

A pirapitinga (Piaractus brachypomus) ¢ uma espécie também amazonica,
terceira maior espécie da regido (Kubitza, 2004). Possui importancia comercial nao s6 no
Brasil, mas também em outros paises da américa do Sul (Escobar et al., 2019), inclusive
paises asiaticos como India (Kumar et al., 2018) e Tailandia (Xiong et al., 2015). Sua
producdo em RAS, assim como o tambaqui (C. macropomum) tem a possibilidade de
impulsionar seu cultivo e ampliar a produgao para regides de clima ameno.

A densidade de estocagem ja ¢ amplamente discutida na aquicultura, a fim de
alcancar maior produtividade em menor area, aumentando a lucratividade da producao,
entretanto para a producdo de peixes nativos esses estudos ainda sdo escassos.

O sistema de recirculacdo de 4dgua, ou também chamado de RAS (Recirculating
Aquaculture System), trata-se de uma tecnologia superintensiva que se fundamenta no uso
minimo de recursos hidricos e espaco (Silva et al., 2020). As vantagens do sistema
também englobam a mantenga da qualidade de agua propicia para o cultivo, através dos
filtros de retencdo de matéria organica (mecanico) e reciclagem de residuos (bioldgico).
Entretanto, a adogdo dessa tecnologia exige alto investimento para sua implementagado e
também operagio (fon et al., 2022). Os custos elevados sio compensados com a
intensificagdo sua producdo, por meio da densidade de estocagem elevada.

Baixas densidades podem ter interferéncia no comportamento dos peixes, onde o
desenvolvimento de comportamento hierarquico influencia no consumo e ragao,

desempenho zootécnico € no bem-estar dos animais (Carvalho et al., 2018). De maneira
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semelhante, altas densidades também podem interferir negativamente no cultivo. Muitos
animais adensados em um pequeno espaco podem apresentar deficiéncia no crescimento,
baixo consumo de racdo e niveis de estresse prejudiciais a sua satde (Sanchez et al.,
2013).

O estresse esta diretamente relacionado a capacidade do animal expressar seu
potencial produtivo, principalmente quanto ao ganho de peso e reprodugdo. Felizmente,
os niveis de estresse podem ser identificados e mensurados através da analise de
parametros hematologicos e bioquimicos plasmaticos (Urbinati et al., 2014).

Portanto, é necessario determinar as melhores taxas de adensamento que permitam
que o tambaqui e a pirapitinga expressem seu rapido crescimento caracteristico sem que
haja interferéncia em seu bem-estar, além de desenvolver técnicas de produgdo que

permitam que o cultivo dessas espécies seja expandido.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar os cultivos das espécies de peixes redondos Colossoma macropomum e

Piaractus brachypomus em diferentes fases de crescimento no sistema de recirculagio de

agua em diferentes densidades de estocagem.

2.2. Objetivos Especificos

Avaliar o desempenho zootécnico das espécies C. macropomum ¢ P.
brachypomus em diferentes densidades de estocagem em RAS.

Analisar os parametros hematologicos das espécies C. macropomum e P.
brachypomus em diferentes densidades de estocagem em RAS;

Avaliar os pardmetros bioquimicos sanguineos, nas espécies C. macropomum €
P. brachypomus em diferentes densidades de estocagem em RAS;

Verificar os indices somadticos das espécies C. macropomum e P. brachypomus
em diferentes densidades de estocagem em RAS;

Avaliar os pardmetros morfométricos e rendimento de carcaga e filé¢ de juvenis de
P. brachypomus produzidos em diferentes densidades de estocagem em RAS;
Identificar e avaliar a atividade enzimatica do sistema de defesa antioxidante
contra o estresse oxidativo de juvenis de P. brachypomus produzidos em
diferentes densidades de estocagem em RAS;

Identificar a sinalizacdo purinérgica de juvenis de P. brachypomus produzidos em
diferentes densidades de estocagem em RAS;

Realizar e avaliar as medidas morfométricas branquiais de juvenis de P.

brachypomus em diferentes densidades de estocagem em RAS.



25

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Espécies Nativas

Com 2716 espécies registradas, sendo 1696 originarias da bacia Amazodnica, essa
regido abriga a maior diversidade de peixes do mundo (Dagosta e Pinna 2019) e ¢
distribuida em 18 ordens, com destaque para os Siluriformes e Characiformes como as
mais representativas na regido (Dagosta e Pinna, 2019). Alguns peixes characiformes sao
chamados de peixes redondos (Silva-Neta et al., 2023), ganhando destaque na produgao

piscicola no Brasil e outros paises sul-americanos (Fernandes et al., 2018).

Tambaquis (Colossoma macropomum), pacus (Piaractus mesopotamicus),
pirapitingas (Piaractus brachypomus) juntamente com seus hibridos tambatinga (C.
macropomum X P. brachypomus), tambacu (C. macropomum x P. mesopotamicus) e
patinga (P. mesopotamicus X P. brachypomus) sdo os peixes redondos de maior valor
comercial no pais (Neta et al., 2023). Essas espécies sdo reofilicas, percorrendo distancias
longas para realizar a reproducao com desova total durante a chamada piracema (Valladao
et al., 2018). O cultivo dessas espécies € pelo seu rapido crescimento, habito alimentar
onivoro, capacidade de adaptagdo e rusticidade aos ambientes de cultivo, esportividade

durante a pesca e grande qualidade de carne (Kubitza, 2004).

3.2. Tambaqui (Colossoma macropomum)

O Colossoma macropomum (Cuvier, 1818), conhecido popularmente no pais
como tambaqui, origindrio dos rios Amazonas e Orinoco (Sato, 2015), pertence a ordem
dos characiformes (Guimaries e Martins, 2015). E a segunda maior espécie de escama da
bacia Amazodnica, podendo alcangar peso médio de 30 kg e comprimento de 1 m (Ribeiro
et al., 2014; Rodrigues, 2016).

No cenario da producao nacional, o tambaqui se destaca na segunda colocagdo de
espécie mais produzida, ficando atras apenas da tilapia (Oreochromis niloticus), sendo a
principal entre as espécies nativas (Peixe BR, 2025). De acordo com os dados publicados
pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE, em 2023 foram produzidas
113,644 mil toneladas de tambaqui no pais (IBGE, 2024).
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Esta produtividade esta relacionada as suas caracteristicas zootécnicas. A espécie
apresenta rusticidade, como a alta resisténcia a baixas concentragdes de oxigénio (Silva
et al., 2023) e adaptacdo a diferentes sistemas, crescimento rapido e bom valor no
mercado (Morais e O’Sullivan, 2017).

Quanto ao seu habito alimentar no ambiente natural, as larvas de tambaqui se
alimentam de zooplanctons, passando a predar pequenos invertebrados durante o estadio
de juvenil, e sementes e frutas durante toda a sua vida, se caracterizando como onivoro
(Pires et al., 2018).

Por ser uma espécie originaria de 4guas quentes, com temperaturas entre 25 e 32°C
(Amanjas e Val, 2023), sua producado se concentra na regido norte, e centro-oeste do pais.
Com grande capacidade de adapta¢do aos diferentes sistemas de produgdo (Morais e
O’Sullivan, 2017), sua produgdo em sistemas de recirculacdo de dgua (RAS) pode ser
uma forma de ampliar seu cultivo em todo o pais (Boaventura et al., 2021; Santos et al.,
2021; Silvaetal., 2021). Através desse sistema, a temperatura e outros fatores importantes
para a qualidade da 4gua de cultivo podem ser controlados dentro dos valores
recomendados para a espécie (Assis et al., 2020).

A boa adaptacdo do tambaqui no RAS permite que a espécie seja produzida em
altas densidades de estocagem (Santos et al., 2020; Santos et al., 2021) mesmo que
apresente uma heterogeneidade de tamanho sem explicacdo conhecida (Santos et al.,

2021).

3.3. Pirapitinga (Piaractus brachypomus)

A Piaractus brachypomus, chamada popularmente de pirapitinga no Brasil,
também conhecida como paco, cachama blanca, morocoto, caranha e pacu de barriga
vermelha, ¢ uma espécie characiforme, nativa dos paises sul-americanos. Pode ser
encontrada facilmente nas bacias dos rios Amazonas, Tocantins, Araguaia (Boscolo et
al., 2011) e Orinoco (Woynarovich, 1988). A terceira maior espécie de peixe de escama
amazoOnico, a pirapitinga pode atingir at¢ 88 cm e pesar 20 kg (Kubitza, 2004), sendo a
unica espécie do género Piaractus encontrada na bacia Amazodnica (Ribeiro et al., 2016).
Possui importancia comercial nacional e em outros paises sul-americanos como
Colombia, Venezuela e Peru (Vasquez-Torres,2002), além de sua exportacao para cultivo

em paises asiaticos como India (Kumar et al., 2018), e Tailandia (Xiong et al., 2015).
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Trata-se de uma espécie com hdbito alimentar herbivoro com tendéncia a
frugivoro (Vésquez-Torres, 2005; Boscolo et al., 2011). Possui caracteristicas
interessantes para a produgdo comercial como rapido crescimento, rusticidade, adaptagao
a altas temperaturas, baixas concentragdes de oxigénio dissolvido, resisténcia a manejos
e doengas (Chagas et al., 2005). Caracteristicas essas que proporcionaram a produgdes de
1693,09 toneladas de pirapitinga no pais em 2023 (IBGE, 2024). Possui caracteristicas
que facilitam sua comercializagdo, como a facilidade para descamar, possui dimensdes
de cabeca menores do que a tildpia e o tambaqui, o que facilita o processamento dos filés
e aumenta o rendimento, além da coloracdo avermelhada na regido opercular e peitoral
chamam a atencao do consumidor (Ribeiro et al., 2016).

Quanto a reprodugdo, a pirapitinga atinge sua maturidade sexual entre 3 ¢ 4 anos
de idade pesando de 3 a 4 kg de peso vivo, além de ser um peixe migrador, que depende
das épocas de cheias, para desova (Baldisseroto e Gomes, 2005). Ja sdo encontrados
trabalhos que mostram a capacidade de adaptacdo da pirapitinga ao RAS (Favero et al.,
2021; Ferreira et al., 2021; Favero et al., 2022; Ferreira et al., 2023; Porto et al., 2023).
Poleo et al. (2011), observaram resultados positivos do cultivo da espécie em sistemas
fechados em altas densidades de estocagem. Entretanto, ainda sdo necessarios mais
estudos que comprovem a eficiéncia da producdo da P. brachypomyus em altas

densidades de estocagem no RAS.

3.4. Densidade de estocagem

A determinacdo de densidades 6timas de estocagem ¢ referida como quantidade
ou biomassa de peixes que podem ser produzidos de forma eficiente em um espago (Sousa
et al., 2020). O ajuste adequado da densidade de estocagem pode levar a eficiéncia
econOmica e sua viabilidade no desenvolvimento da produgdo comercial. A densidade de
estocagem € um fator critico nas propriedades do setor aquicola (Refaey et al., 2022), pois
afeta o desempenho dos peixes e o consumo de ragdo (Refaey et al., 2018; Wang et al.,
2019), ¢ capaz de desencadear respostas imunes e fisiologicas (Santos et al., 2021; Refaey
et al., 2018) e influéncia a uniformidade dos animais, além da viabilidade econdmica do
cultivo (Biswas et al., 2013; Santos et al., 2022).

Alguns fatores sdo peca chave para a determinagdo da taxa 6tima de densidade de
estocagem, como: espécie escolhida para cultivo (Magouz et al., 2019), sistema de

producao implementado, idade ou tamanho dos peixes (North et al., 2006) e o foco da
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produgdo. Por exemplo, para a producdo de juvenis, onde a fase de cultivo ¢ rapida e é
possivel fazer a classificacdo dos animais de maneira mais eficiente, a alta densidade de
estocagem pode ser uma excelente forma de aumentar a lucratividade da produgdo. Um
estudo realizado por Santos et al. (2022) demonstrou maior desempenho, sobrevivéncia
e viabilidade econdmica na larvicultura de tambaqui em alta densidade (180 larvas L)
quando comparadas a densidades mais baixas (60 € 120 larvas L).

Problemas comportamentais, principalmente nas interagdes socais sao
desencadeados quando a densidade de estocagem nao ¢ adequada, pois podem ser
observadas relagdes de hierarquia, dominancia e territorialismo (Carvalho et al., 2018).
Esses comportamentos estdo diretamente ligados a heterogeneidade de tamanho dos
animais. A prevaléncia do comportamento de dominancia desencadeia situacdes
estressoras, da forma que os animais subordinados apresentam maiores indices de estresse
do que os peixes dominantes (Fernandes e Volpato, 1993). Em contrapartida, Ribeiro et
al. (2010) afirmaram que menores densidades de estocagem permitem maiores taxas de
crescimento e sobrevivéncia, apds observar diferentes densidades de estocagem de
acaras-bandeira (Pterophyllum scalare) mantidos em policultivo com camardes da
Amazodnia (Macrobrachium amazonicum).

Dessa forma as alteragdes nos processos fisioldgicos e comportamentais devido
ao espaco insuficiente disponivel (Costa et al., 2019) resulta em maiores exigéncias de
energia para sobrevivéncia e crescimento (Ghozlan et al., 2018). Como resultado, a
energia para crescimento dos peixes ¢ desviada para combater o estresse, resultando em
piora na conversao alimentar (Lupatsch et al., 2010).

Em contraste, alguns autores relataram que o aumento das densidades de
estocagem leva a melhores taxas de conversdao alimentar, menor heterogeneidade de
peixes e maior biomassa total (Salaro et al., 2003; Ayroza et al., 2011); portanto,

determinam um maior retorno do investimento em estruturas e equipamentos (Abaho et

al., 2020).

3.5. Cultivo em sistema de recirculacio de agua (RAS)

A fundamentacdo do RAS trata-se de uma tecnologia aquicola que faz uso da
reutilizagdo da agua de cultivo de organismos aquéticos (fon et al., 2022). O sistema
fechado operacional funciona com o tratamento dos residuos, reduzindo a polui¢cao dos

efluentes a praticamente zero em comparagao com os viveiros de cultivo tradicionais e os
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tanques-rede, ja que a dgua ¢ tratada e reutilizada (Lima et al., 2019), sendo necessaria a
entrada de 4gua nova no sistema para compensac¢ao da evaporacdo e em trocas parciais
para retirada de nitrato excedente.

Para que o sistema consiga reciclar os nutrientes, sao necessarios filtros mecanicos
e biologicos. O primeiro responsavel pela retencdo e remogao da matéria organica e o
segundo pela remoc¢ao dos residuos dissolvidos (Bardiola et al., 2018).

O RAS, além de ser um sistema sustentavelmente vantajoso, possibilitando um
maior controle sobre o manejo de residuos através da reciclagem de nutrientes realizada
dos filtros do sistema e maior estabilidade dos pardmetros fisicos e quimicos relacionados
a qualidade da 4gua (temperatura, amonia, nitrito, nitrato, oxigénio dissolvido e pH),
permitindo maior controle sobre o ambiente de cultivo (Dalsgaard et al., 2013).

Entretanto, a contribuicado do RAS para a producao nacional de pescado ainda ¢
baixa devido ao alto investimento necessario, dependéncia de energia elétrica, mao de
obra qualificada para sua implementagio e operagio (fon et al., 2022). Portanto, para que
o produtor alcance a lucratividade utilizando a recirculagdo, deve ser adotada uma elevada
densidade de estocagem, a fim de que a produgdo final gere renda superior aos custos
gerados pelos investimentos (Fairchild e Howell, 2001).

Densidades de estocagem muito superiores a capacidade do sistema, ou que
comprometam o comportamento natural da espécie, podem prejudicar o bem-estar dos
organismos cultivados, elevando os niveis de estresse (Costa et al., 2019). Contudo, o
controle sobre a qualidade de agua, permitido pelo sistema de recirculagdo, atua como um
ponto positivo (fon et al., 2022) e este pode ser considerado uma ferramenta para manter

o bem-estar dos peixes.

3.6. Cadeia Fisioldgica do Estresse

Uma das formas de definir o estresse € coloca-lo como um conjunto de reagdes a
estimulos capazes de alterar o equilibrio fisiologico ou homeostase (Urbinati et al., 2014;
Urbinati et al., 2015). Essas respostas sdo desencadeadas como uma forma de adaptar e
manter o organismo do animal pronto para situacdes de defesa e sobrevivéncia ao
ambiente criado pelo estressor (Jerez-Cepa e Jarabo, 2021).

As respostas sdo classificadas em trés niveis, primaria também chamada de reagao
de alarme, resposta secundaria e as respostas terciarias (Urbinati et al., 2014). De acordo
com os autores Barton e Iwama (1991), as respostas primarias se iniciam na percepgao

do estresse pelo hipotadlamo, até a liberagdo de catecolaminas e glicocorticoides por
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células especificas das por¢des anteriores ou cefalicas dos rins; as reagdes secundarias
sdo0 os mecanismos de ajuste fisioldgico ativados pela liberagdo das catecolaminas e
glicocorticoides, com o objetivo de retorno a homeostase; as terciarias sdo desencadeadas
quando os mecanismos citados perdem a capacidade de adaptacdo e o organismo entra
em exaustdo. Essa ultima ¢ percebida pela queda do crescimento, imunidade e
reproducao, predispondo os animais a doengas e mortalidade.

A resposta ao estimulo estressor indica o nivel de alteracdo, dependendo da
intensidade e duragdo do estresse (Wendellar Bonga, 1997; Tort, 2011). Os dois primeiros
tipos de respostas sdo desencadeados pelo estresse agudo, um estressor de curta duracao,
como um manejo rapido, ou uma situacao de fuga, por exemplo, enquanto a partir do
momento em que 0 organismo entra em exaustdo, sdo enquadrados como causadores
agentes estressores cronicos (Urbinati et al., 2014), como uma densidade de estocagem
mal dimensionada.

Uma forma de mensurar o estresse nos peixes antes que eles cheguem a apresentar
as respostas terciarias, ¢ analisar e avaliar parametros hematologicos e bioquimicos que
sao alterados durante os mecanismos de adaptacao das respostas secundarias.

As catecolaminas regulam as funcdes cardiorrespiratorias a fim de aumentar a
disponibilidade energética celular, através do aumento da permeabilidade branquial e do
fluxo sanguineo, dessa forma, o namero de eritrocitos sdo aumentos (Urbinati et al., 2014;
Urbinati et al., 2015). A glicose plasmatica também sofre influéncia da liberacao
aumentada de catecolaminas na corrente sanguinea e maior quebra do glicogénio
hepatico. Seus niveis altos sdo mantidos pelo cortisol, um glicocorticoide, sendo esse
também um parametro que também pode ser analisado (Wenderlaar Bonga, 2011;
Urbinati et al., 2014).

A secre¢do de hormonios tireoidianos também ¢ afetada pelo estresse ocasionada
pela alta densidade (Fatima et al., 2018), assim como o metabolismo lipidico e proteico
para suprir a alta demanda energética derivada das respostas secundarias (Costas et al.,
2008).

Em estudo com alevinos de bagres do canal (Ictalurus punctatus), com peso inicial
médio de 40,6 g, produzidos em sistema de recirculacao em trés diferentes densidades (2,
6 e 12 kg m) apresentaram diferencas no desempenho zootécnico e fisiologicos (Reafey
et al,, 2018). A alta densidade em questdo elevou os niveis de glicose, colesterol,
triglicerideos e HDL, além de suprimir a secrecdo de hormdnios tireoidianos dos bagres.

Desta forma, os autores enfatizaram sobre o efeito estressor da alta densidade de
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estocagem nestes animais. Densidades de estocagem de 7, 12 e 24 kg m? ndo alteraram
os niveis de cortisol, leucdcitos, glicose, triglicerideos, proteina plasmatica total e
hematocrito em exemplares de linguado do Senegal (Solea senegalensis), mantidos em
RAS, da mesma forma que o desempenho zootécnico também nao foi alterado (Andrade
etal., 2015), com resultados contrérios aos resultados apresentados anteriormente. Logo,
as diferengas entre os resultados dos dois estudos corroboram com Magouz et al. (2019),
em que a espécie demostra ser um fator que exige uma analise critica para estabelecer a
densidade de estocagem ideal.

O bem-estar de tambaquis, produzidos em RAS também foi afetado conforme a
densidade de estocagem era aumentada (25, 125, 225 e 325 peixes L!) ocorrendo
alteragdes no perfil leucocitério (linfocitos, monocitos, neutrofilos e eosindfilos) a partir
da densidade de 225 peixe L', mesmo que os pardmetros de crescimento dos juvenis
tenham sido semelhantes (Costa et al., 2019). Esses resultados podem inferir que as
respostas fisiologicas ao estresse acontecem de maneira independente umas das outras.
Nesse mesmo trabalho, a qualidade de agua foi afetada com o aumento da densidade de
estocagem, principalmente em relagdo a amoénia, pH, oxigénio dissolvido e
condutividade. Tal resultado demonstra que os filtros do RAS nao foram suficientes para
reciclar todos os residuos liberados na dgua. Dessa forma, podemos inferir que sistemas
altamente adensados necessitam de filtros bem dimensionados, para que sejam capazes
de reciclar os nutrientes contidos no ambiente e manter a vantagem do uso do sistema de
recirculacao.

Parametros hematoldgicos alterados do tambaqui (C. macropomum) também
foram observados por Santos et al. (2021), ap6s cultivo em diferentes densidades de
estocagem (0,5; 1,0 e 1,6 kg m™). Segundo os autores, as densidades mais altas elevaram
os niveis de hematocrito e hemoglobina. Em um segundo momento do mesmo
experimento, com densidades iniciais ainda mais altas (1.5, 3 e 4.5 kg m™), além dos
parametros hematoldgicos, a bioquimica sanguinea também foi afetada com niveis

elevados de glicose e triglicerideos nas duas maiores densidades.

3.7. Sistema Antioxidante e Estresse Oxidativo
O sistema antioxidante ¢ de suma importancia para manter o equilibrio aerobico
dos organismos. Responsavel por inibir ou reduzir os prejuizos causados pela produgio

de radicais livres, sdo ativados mecanismos de prevencao, varredura, e reparo, que
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possuem as fungdes de impedir a formagao de radicais livres, inibir a agao desses radicais
ou reparar os tecidos danificados (Birben et al., 2012).

A geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) é um processo natural da
respiragdo aerobica. EROs sao moléculas derivadas do oxigénio que podem ter atividades
oxidantes, perdendo elétrons, ou redutoras, ganhando elétrons (Barbosa et al., 2010).
EROs sao divididos em compostos ndo radicais e radicais livres, essas sdo moléculas que
possuem pelo menos um elétron desemparelhado em seus orbitais externos, que facilita a
transferéncia do elétron; j4 os primeiros nao apresentam elétrons livres nos orbitais
externos, entretanto ainda podem reagir com outras moléculas, além de apresentarem
menos estabilidade que os radicais livres (Martelli e Nunes, 2014).

O sistema de defesa antioxidante ¢ dividido em dois grupos: ndo enzimaticos e
enzimaticos. As enzimas antioxidantes de maior destaque para os peixes sao a superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidade (GPx) e a glutationa-S-
transferase (GST) e os ndo enzimaticos de destaque sdo a glutationa reduzida (GSH) e as
vitaminas C e E (Abhijith et al., 2016).

Quando ocorre o comprometimento do sistema antioxidante pode gerar
desequilibrio pro-oxidante nas células entre a produgdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e a sua neutralizacdo pelos mecanismos do sistema de defesa antioxidante
(Barbosa et al., 2010), aumentando o risco de dano no DNA (Marnett, 1999), nas
proteinas celulares (Halliwell e Chirico, 1993) e até nos lipideos (Esterbauer e
Cheeseman, 1990). Esse desequilibrio ¢ chamado de estresse oxidativo.

A SOD tem como atividade catalisar a transformacao do radical superoxido Oz
em perdxido de hidrogénio H>O», sendo esse degradado pela CAT ou GPx (Ribeiro et al.,
2005).

As enzimas CAT e GPx evitam a formagdo do radical hidroxil, através da
conversao e remog¢do do perdxido de hidrogénio e superdxido (Yu, 1994). A CAT
converte H>O, em oxigénio e agua, entretanto sua eficiéncia ¢ maior quando H>O» se
encontra em grandes quantidades no meio intracelular, caso contrario a GPx apresenta
maior eficiéncia (Hermes-Lima, 2004). A formag¢ao de dgua e remog¢ao do H>O> pela GPx
ocorre através da conversdo da GSH em glutationa oxidada (GSSH) (Yu, 1994).

A segunda fase do mecanismo de defesa antioxidante tem como principal enzima
a GST, que tem fun¢do de desintoxicagdo através de reagdes de conjugacio na presenca
de GSH (Hermes-Lima, 2004; Limon- Pacheco e Gonsebatt, 2009). A GSH se envolve

na limpeza de toxinas, transporte de aminoacidos, degradagdo de peroxidos enddgenos e
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producdo de moléculas bioativas (Stamler e Slivka, 1996). A GSH ¢ transformada em
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida (NADPH) pela glutationa redutase
(GR) (Bouraoui, 2008).

A ativagdo do mecanismo de defesa antioxidante pode ser ilustrada pela Figura 1:

0,

20,
H,0, 2GSH NADP' + H'
%0, / : H,0 : : GSSH ¥ : NADPH
Figura 2. Mecanismo de defesa antioxidante. Adaptado de Hsueh et al., 2022

Virios fatores podem desencadear o estresse oxidativo como hipoxia, mudancas
na temperatura e salinidade (Chowdhury e Saikia, 2020), a presenca de metais pesados,
liberacao de pesticidas e produtos petroliferos na d4gua (Lushchak, 2011), além do manejo,

transporte, densidade de estocagem e desnutricdo (Harper e Wolf, 2009).

3.8. Sistema Purinérgico

O ATP, trifosfato de adenosina foi identificado a principio como um substrato
energético para o metabolismo, entretanto a molécula também apresenta fungdes de
sinalizacdo de condigdes fisioldgicas anormais ou patologicas (Burnstock, 2006; Savio et
al., 2018). Essa funcdo foi descrita em 1972 por Burnstock (1972) e a partir desse
momento, iniciaram-se os trabalhos que relatam a neurotransmissdo e neuromodulagdo
do sistema purinérgico (Burnstock, 1978; Fredholm et al., 2001; Burnstock, 2008).

Em condigdes fisioldgicas normais, a presenca do ATP no meio extracelular ¢
minima, até insignificante (Burnstock e Knight, 2018). A sinalizagdo purinérgica se inicia
com a liberagdo do ATP e ADP fora da célula, com atividades pr6 ou anti-inflamatorias

(Zimmermman, 2000; Sévigni et al., 2015; Savio et al., 2018; Li et al., 2020). A
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sinalizagdo tem o objetivo de reduzir o risco de danos irreversiveis a tecidos saudaveis
(Di-Virgilio et al., 2020) em situagdes patologicas ou em adversidades fisioldgicas (Savio
et al., 2018). Apos sua liberagdo extracelular, o ATP, sobre acdo das ectonucleotidases
que fazem sua degradagao em difosfato de adenosina (ADP), monofosfato de adenosina
(AMP) e adenosina (Ado) (Bonan et al., 2000; Robson et al., 2006; Baldissera et al.,
2018).

A adenosina atua como um neuromodulador na regulacdo de mecanismos
importantes do sistema nervoso central (Maximino et al., 2011; Sperlagh et al., 2012),
mas diferente do ATP ndo ¢ armazenado em vesiculas ou liberada por exocitose (Shen e
Chen, 2009).

Os mecanismos de sinalizagdo se iniciam com a hidrélise do ATP e ADP feita
pela nucleosideo trifosfato-hidrolase (NTPDase) em ADP ¢ AMP na presenca de ions de
Ca'? ¢ Mg*™ (Bigonnesse et al., 2004; Rosemberg et al., 2010). O AMP passa pela
5’nucleotidase que o hidrolisa em Ado, enzima também responsavel pela regulagdo dos
niveis de adenosina extracelular (Bonan, 2012). A enzima adenosina desaminase (ADA)
entra em agao na presenca de altos niveis de Ado fazendo sua desaminacao em inosina

(Zimmermman, 2000; Maier et al., 2005).
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Abstract: Stocking densities were evaluatedfor the rearing tambagjui in an RAS system. Experiment 1
used juveniles weighing 0.54 g at the following densities for 15 days: Dy;—0.3; D%6—0.6; and
Dys—0.9 kg m3. Experiment 2 used juveniles weighing 8.22 g at the following densities for 75 days:
Dys—0.8; D;,—1.2; and D;,—1.6 kg m3. Experiment 3 used juveniles weighing 142.18 g at the
following densities for 75 days: D,—2; D;—4 and Dg—6 kg m=. In Experiment 1, density did not
influence performance (p > 0.05), with the exception of biomass, which was greatest in Dy4 (p < 0.05).
In Experiment 2, final weight, weight gain and daily weight gain were highest for Dy (p <0.05), as
was triglycerides (p < 0.05), whereas biomass increased with increasing density (p < 0.05). In
Experiment 3, weight, weight gain and daily weight gain were greater for D, and D4 (p < 0.05), while
final biomass was lowest for D, (p < 0.05). Hemoglobin was lower for D4 and Dg (p < 0.05), while
cholesterol and glucose levels were higher for D, and Dg (p < 0.05). Colossoma macropomum
demonstrated adaptive capacity for reared in RAS at high stocking densities.

Keywords: biomass; stress; hematology; somatic indices

Key Contribution: Colossoma macropomum showed satisfactory performance when reared in RAS at
different densities, indicating the species can be reared with at high stocking densities with minimal
influences on physiological parameters and the maintenance of well-being and productivity.

1. Introduction

The determination of stocking densities refers to the quantity or biomass of fish that can
be efficiently produced in a given space [1]. It is important to evaluate the optimal density
for optimizing the rearing of any species [2], since profitability and productivity are directly
related to this aspect of management [2,3]. Fish behavior can also benefit from appropriate
stocking density, such as for species that live in schools [4] and to avoid aggressiveness and
the formation of individual territories [5]. Therefore, appropriate stocking density can
promote aquaculture development [6].

However, stocking density is still a critical factor in properties of the aquaculture sector
[7], as it can affect fish performance and feed consumption [8,9], immune and physiological
responses [8,10] and animal uniformity, in addition to the economic viability of rearing [11,12].
The use of inadequate densities can trigger behavioral problems [13] and physiological changes
due to stress [14,15]. As a result, energy for fish growth is diverted to stress reduction, resulting
in a worsening of feed conversion [14]. In contrast, some authors have reported that increased
stocking densities lead to better feed conversion rates, lower fish heterogeneity and higher total
biomass [16,17], thus determining greater returns on investments in structure and equipment.
Studies of some species, such as the Asian seabass (Lates calcarifer) [18] and the largemouth
bass (Micropterus salmoides) [9], have shown that low densities provide better growth rates.
Thus, there is an evident need for studies on stocking densities for different species.

Another obstacle to the use of high densities is the worsening of water quality for
rearing, which increases mortality and reduces growth [19]. However, this worsening of
water quality can be minimized in a recirculating aquaculture system (RAS), since one of its
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greatest advantages is water quality control and waste recycling [20].

Colossoma macropomum, a native species of the Amazon Basin [21], is the second
most produced fish species in Brazil [22] due to its favorable rearing characteristics [23].
Recent studies have shown that the species offers adaptability to RAS in different growth
phases [10,12,24-26], allowing the expansion of its rearing to non-endemic territories and
the intensification of its production in regions where the climate is not entirely favorable.
However, there is still a lack of information for some weight ranges to close the production cycle
of this species in an RAS and possibly further intensify production in relation to the
existing literature.

Therefore, the objective of the study was to evaluate the effects of stocking densities in
three phases of tambaqui rearing in an RAS on growth and physiology.

2. Material and Methods

Three studies were conducted at the Laboratdrio de Aquacultura of the Universi- dade
Federal de Minas Gerais (Brazil), with all procedures previously authorized by the Comissdo de
Etica no Uso de Animais (CEUA/UFMG-n° 137/2023).

2.1. Experiment 1

This experiment used 7200 C. macropomum juveniles 45 days post hatching, with an aver-
age weight of 0.54 + 0.19 g and an average length of 3.28 + 0.42 cm, distributed in nine tanks in
an individual RAS. To assemble the RAS, nine blue circular tanks (115 x 115 x 76 cm) made of
polyethylene were used, with a total volume of 1 m3 and 0.8 m? of useful volume. Each tank was
equipped with an “air-lift” system connected to a blower (2 CV), an 80 L biological filter, where
crushed stone was used as substrate, and a mechanical filter containing acrylic wool, which was
cleaned weekly. The “air-lift” provided an average flow of 0.89 m3 h7, filtering the volume
approximately 27 times a day, with the water outlet positioned in the lower part of the tank and
water inlet through piping positioned in the upper part. Each system also had water heating (200-
watt heater) and supplementary aeration. The photoperiod was 12 h of light (Key West DNI group,
digital timer). Three stocking densities were tested, with three replicates each: Dg3—0.3 kg m™3
(400-fish tank™); Dgs—0.6 kg m= (800-fish tank™); and Dg9—0.9 kg m= (1200-fish tank™). This
experiment lasted 15 days. During the entire experimental period, no water changes were made
in the tanks. Due to the accelerated growth of the animals, the RAS filters were not efficient in
cycling ammonia, making it necessary to reduce the storage density of the tanks, ending the first
phase of the experiment.

The animals were fed an extruded commercial feed (1.3—1.5 mm in diameter) from the Wean
Prime line (Total RagGes®, Trés Coragoes, Brazil), with 45% crude protein, 12% mois- ture, 5% ether
extract, 15% mineral matter (max.) and 4% crude fiber (max.) (manufacturer data). Feed was
offered twice a day (09:00 and 15:00) until apparent satiety. Leftover feed was collected and dried
to calculate feed consumption and conversion.

2.2. Experiment 2

This experiment Used 1080 60-daylold C. macropomum juveniles with an average weight of
8.22 + 3.37 g and an average length of 7.72 + 0.90 cm. The animals were distributed in the same
tanks described in experiment 1 but at three different stocking densities, with three replicates
each: Dps—0.8 kg m3 (80-fish tank™); D1,—1.2 kg m™3 (120-fish tank); and D16—1.6 kg m™ (160-
fish tank™?). This experiment lasted 75 days. During the second experiment, no water changes were
made in the first 21 days; between days 22 and 28 of the experiment, 10% of the volume of each
tank was changed once a week. Between days 29 and 56, 10% of each tank was changed twice a
week and from day 57 until the end of the experiment, and 10% of the volume was changed three
times a day.

During the first 15 days, the animals were fed an extruded commercial feed (2-3 mm in
diameter) from the Aquos Alevinos 45 line (Total Ragdes®), with 45% crude protein, 12% moisture,
8% ether extract, 15% mineral matter and 4% crude fiber (manufacturer’s data). Between days 16
and 30, the animals were fed an extruded commercial feed (2-3 mm) from the Pira Evolution
Juvenil line (Guabi®), with 40% crude protein, 10% moisture, 8% ether extract, 15% mineral matter
and 5% crude fiber (manufacturer data). Between days 31 and 45, the animals were fed an
extruded commercial feed (3—4 mm) from the Aquos Starter line (Total Ragbes®), with 36% crude
protein, 12% moisture, 7% ether extract, 14% mineral matter and 5% crude fiber (manufacturer
data). Finally, from day 46 until the end of the experiment, the animals were fed an extruded
commercial feed (4-6 mm) also from the Aquos Starter line (Total RacGes®), with the same
formulation as that of the previously described feed. Food was fed until apparent satiety at two



49

times per day. Leftover feed was collected and dried to calculate feed consumption and
conversion.

2.3. Experiment 3

This experiment used 270 135-day-old C. macropomum juveniles with an average
weight of 142.18 + 5.94 g and an average length of 19.40 + 1.04 cm. The same system
as in experiments 1 and 2 was used. Three different stocking densities were tested, with
three replicates each: D,—2 kg m™3 (15-fish tank); D;—4 kg m™3 (30-fish tank); and Dg—
6 kg m3 (45-fish tank). This experiment lasted 75 days. During the first 30 days of
experiment 3, no water changes were made; between days 31 and 45, 10% of the volume
was changed once a week; between days 46 and 60, 10% of the volume was changed twice
a week; and from day 61 until the end of experiment 3, 10% of the volume was changed
three times a week.

During the first 30 days, the animals were fed an extruded commercial feed (4—6 mm in
diameter) from the Aquos Starter line (Total Ra¢des’), with the same formulations described
in experiment 2. From day 31 until the end of the experiment, the animals were fed an
extruded commercial feed (6—8 mm) from the Aquos Starter line (Total Ragdes®), with 32%
crude protein, 12% moisture, 6% ether extract, 12% of mineral matter and 5.5% crude fiber
(manufacturer’s data). Food was fed until apparent satiety at two times per day. Leftover feed
was collected and dried to calculate feed consumption and conversion.

2.4. Water Quality Analysis and Management

Water temperature (Hanna Instruments HI98130 multiparametric probe, Hanna®,
Barueri, SP, Brazil), total ammonia (LabconTest Alcon® colorimetric kit, Camburiti, SC,
Brazil) and dissolved oxygen (DO; YSI multiparametric probe, EcoSense® DO200A, Yellow
Springs Instruments Co., Inc., Yellow Springs, OH, USA) were measured three times a
week in each experiment, while pH (Hanna Instruments HI98130 multiparametric probe)
was measured once a week.

Excess organic matter was cleaned from each tank once a week by siphoning and
renewing 20% of the total water volume.

Experiments 2 and 3 were carried out during the autumn and winter seasons when,
even with controlled use of heaters inside the laboratory, it was not possible to maintain
the temperature above 29°C, as for Experiment 1.

2.5. Growth and Survival

The biometric management of all fish and the counting of individuals were carried
out at the end of each experiment. Weight was determined for previously anesthetized
(20 mg L=! eugenol; [27]) juveniles using a Wellmix (82.674/wx502) 10 kg digital scale,

while total length was determined using an ichthyometer (0.1 cm accuracy). The obtained
data were used to determine the following:

— Final weight (g) (FW);
— Final length (cm) (FL);
— Weight gain (g) (WG) = FW - IW;
— Daily weight gain (g) (DWG) = (FW - IW)/AT;
— Daily specific growth rate (% day™) (SGR) = 100 (InFW - InIW)/AT.
In the formula, AT represents the duration of the experiment. FW is the final weight
and IW is the initial weight.

— Final biomass (FB) (kg);

—  Fulton Condition Factor (Fk) = WG FL™3;

— Food consumption (kg) = (offered food (g) - dry leftover food (g))/100;

— Apparent food conversion (FCR) = consumption/(final biomass —initial biomass);

— Survival (%) = (number of fish alive at the end of the experiment x 100)/initial number
of fish.

2.6. Hematological and Biochemical Analyses

At the end of experiments 2 and 3, the animals remained fasting for 24 h. A total of
5 fish per tank (1 = 15 fish per treatment) were anesthetized with 50 mg L-* of eugenol [28],

wrapped in a wet cloth and subjected to blood collection by caudal venipuncture with
previously heparinized 3 mL syringes. Blood samples were subsequently dispensed into
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microtubes containing sodium heparin anticoagulant (10%) to determine hemoglobin using a
commercial colorimetric kit (Quibasa-Bioclin, Belo Horizonte, MG, Brazil) and hematocrit using
the microhematocrit method [29]. Total plasma protein was determined after breaking the
microhematocrit tube, where the plasma was placed in an analog refractometer (0 to 90%
Brix-RHB0-90) for quantification. The erythrocyte (RBC) number was determined by
diluting 10 pL of whole blood in 2 mL of formaldehyde citrate and then by counting in a
Neubauer Chamber.

The remainder of the blood was centrifuged (4000 RPM for 10 min) and the plasma
was used to determine glucose, triglycerides (TG), total cholesterol (TC), alanine amino-
transferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST). During the analyses, we used a
colorimetric method and commercial kits (Quibasa-Bioclin, Belo Horizonte, MG, Brazil),
with readings taken on a spectrophotometer (Biochrom Libra S22 UV-VIS spectrophotome-
ter, Biochrom Instruments, Cambridge, UK).

The following hematimetric indices were calculated: the mean corpuscular volume
(MCV), mean corpuscular hemoglobin (MCH) and mean corpuscular hemoglobin concen-
tration (MCHC) [30].

2.7. Viscerosomatic, Hepatosomatic and Visceral Fat Indices

At the end of Experiments 2 and 3, the same 15 animals from each treatment used in
the previous blood analyzes were euthanized using 285 mg L-! of eugenol [31]. The total
viscera, liver and visceral fat of each fish were collected for weighing and the subsequent
calculations of the following indices:

— Viscerosomatic index (VIS) = (total viscera (g)/live weight (g)) x 100;
— Visceral fat index (VFI) = (intraperitoneal fat (g)/body weight (g)) x 100;
— Hepatosomatic index (HSI) = (liver (g)/live weight (g)) x 100.

2.8. Statistical Analysis

Data from the three experiments were tested for normality (Shapiro—Wilk) of errors
and homoscedasticity (Levene’s). After the assumption tests, a one-way ANOVA was
performed and the means were compared using the Tukey 5% significance test.

3. Results

In experiment 1, only dissolved oxygen was affected by density, being significantly
lower for Dgg (p < 0.05) (Table 1). In experiment 2, ammonia was affected, being significantly
higher for D16 (p < 0.05). The other parameters were not affected by the densities tested in
the different experiments.

Table 1. Physicochemical variables of water (mean * standard deviation) for the three experiments
testing different stocking densities in the rearing tambaqui (C. macropomum) in RAS.

Stocking Densities NH:s (mg L) pH Dissolved Temperature (°C)
(kg m?) Oxygen (mg L)
Experiment 1
Do3 0.007 + 0.0006 7.57 £ 0.06 4.49 +0.20° 29.32 £ 0.30
Do 0.041 £ 0.0293 7.57 = 0.06 423 +0.18% 29.31 = 0.09
Do.g 0.041 + 0.0249 7.55 = 0.05 3.82 +£0.22° 29.49 = 0.24
p-value 0.1778 0.4908 0.0164 0.5714
Experiment 2
Do.g 0.010 + 0.0047 ° 7.57 £ 0.09 4.17 = 0.62 26.55 + 0.08
D1> 0.015 + 0.0022 ° 7.53 = 0.09 4.56 + 0.11 26.25 £ 0.20
D16 0.042 + 0.0046 * 7.53 £ 0.06 3.70 £ 0.39 26.56 + 0.07
p-value <0.0001 0.8424 0.0945 0.0547
Experiment 3
D2 0.006 + 0.0037 7.30 £0.03 6.30 £ 0.69 26.01 £ 0.32
Dy 0.007 + 0.0038 7.27 £0.03 5.16 = 0.30 25.95 + 0.10
De 0.014 + 0.0071 7.26 £ 0.04 4.67 = 0.88 26.14 £ 0.21
p-value 0.1929 0.3396 0.0597 0.5939

Means in the same column followed by different letters differed significantly when using Tukey’s test (p < 0.05). The
ammonia variable of experiment 2 was transformed using the logarithmic function (y = log (x) + 1).

3.1. Experiment 1
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The performances of C. macropomum juveniles was not influenced by the stocking
density used (p > 0.05), except for the final biomass, which increased as the density increased (p
< 0.05) (Table 2).

Table 2. Growth parameters (mean = standard deviation) of tambaqui (C. macropomum)
juveniles reared at different stocking densities for 15 days in an RAS (experiment 1).

Stocking Densities (kg m-)

Parameters Don Doc Dos p-value
Final weight (g) 5.51 +£0.23 5.23 = 0.08 5.13 £ 0.34 0.6234
Final length (cm) 6.97 = 0.20 6.66 = 0.47 6.69 = 0.15 0.4077
Weight gain (g) 4.96 = 0.23 4.68 = 0.85 4.58 = 0.34 0.6234
DWG (g day™ 1) 0.33 £ 0.01 0.31 + 0.05 0.31 £ 0.02 0.6234
SGR (% day_l) 15.39 + 0.29 15.00 + 1.09 14.91 = 045 0.619

Fulton conversion factor 1.16 +£ 0.17 1.77 £ 0.09 1.71 + 0.09 0.5568
Final biomass (kg m—3) 294 +0.10°¢ 4.83 +0.45° 7.20 +0.88° 0.0009
Food consumption (kg) 2.12 = 0.07 3.54 + 133 3.65 = 0.30 0.0599
Feed conversion rate 1.13 + 0.58 0.90 = 0.25 0.64 = 0.11 0.3769
Survival (%) 99.50 + 0.50 96.69 + 2.56 95.78 + 5.97 0.5365

Means in the same row followed by different letters differed significantly when using Tukey’s test (p < 0.05).
DWG—daily weight gain; SGR—daily specific growth rate.

3.2. Experiment 2

The final length, Fulton condition factor, feed conversion and survival did not differ
significantly between the densities tested (p > 0.05) (Table 3). The final weight, weight gain
and daily weight gain in Dos were highest (p < 0.05), while SGR was lowest in D1 and
highest in Do (p < 0.05). The feed consumption was lowest for Dog and highest for D16
(p < 0.05). The final biomass increased with increasing density (p < 0.05).

Table 3. Growth parameters (mean + standard deviation) of tambaqui (C. macropomum) juveniles reared
at different stocking densities for 75 days in RAS (experiment 2).

Stocking Densities (kg m?)

Parameters Dos D Dis p-value
Final weight (g) 117.48 +7.80° 100.66 + 5.57°  90.28 = 3.05° 0.0035
Final length (cm) 17.30 + 0.83 17.01 = 0.60 16.53 + 0.69 0.4576
Weight gain (g) 109.25 + 7.802 9243 +557°  82.05 +3.05° 0.0035
DWG (g day™ 1) 1.45 +0.10° 1.23 +0.07° 1.09 + 0.04° 0.0035
SGR (% day™ %) 3.54 = 0.08 2 3.33 +0.07° 3.19 +0.04°¢ 0.0029

Fulton conversion factor 2.27 = 0.20 2.05 + 0.20 2.01 +0.22 0.3353
Final biomass (kg m™3)  11.99 +0.90¢  14.95+058°  17.62 +0.732 0.0011
Food consumption (kg) 9.94 + 0.24" 12.30 = 1.592b 13.29 +£0.24° 0.0138
Feed conversion rate 0.89 = 0.04 0.89 = 0.10 0.83 = 0.09 0.6522
Survival (%) 98.75 + 1.25 97.22 + 2.67 95.83 + 2.95 0.3926

Means in the same row followed by different letters differed significantly when using Tukey’s test (p < 0.05).
DWG—daily weight gain; SGR—daily specific growth rate.

The VSI was reduced at D16 and increased at Dos (p < 0.05) (Table 4), while the HSI
was increased at D16 (p < 0.05). The VFI was not affected by stocking densities (Table 4)
(p >0.05).

Table 4. Somatic indices (mean =+ standard deviation) for tambaqui (C. macropomum) juveniles reared at
different stocking densities for 75 days in the RAS (experiment 2).

Stocking Densities (kg m?)

Indexes (%) Dos Dis Dis p-value
S 4.42 + 0592 412 +0.67°% 3.86 + 0.43° 0.0454
HSI 1.58 + 0.43 % 1.40 + 0.22° 1.78 + 0.29 2 0.013
VFI 1.57 + 0.75 1.08 + 0.33 1.37 + 041 0.0911

Means in the same row followed by different letters differed significantly when using Tukey’s test (p < 0.05).
VSI—viscerosomatic index; HSI—hepatosomatic index; VFI—visceral fat index.

TG was highest for Dos (p < 0.05), while MCH was highest for Dis (p < 0.05) (Table 5).
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The other parameters did not differ significantly among treatments (p > 0.05).

Table 5. Physiological parameters (mean =+ standard deviation) for tambaqui (C. macropomum)
juveniles reared at different stocking densities for 75 days in the RAS (experiment 2).

Stocking Densities (kg m-)

Parameters Do Dis Dic p-value
Hematocrit (%) 23.93 + 2.40 25.27 +2.81 24.21 + 2.69 0.3569
TPP (g dL™Y) 5.43 + 0.31 5.47 + 0.28 5.46 + 0.31 0.9328
Hemoglobin (g dL™ 1) 6.98 + 1.81 7.81 + 1.80 7.61 £193 0.3539
Glucose (mg dL™1) 55.48 + 8.68 60.64 + 11.40 63.32 + 11.40 0.1311
TC (mg dL™?Y) 112.39 + 19.97 116.85 + 15.22 121.79 + 16.29 0.3386
TG (mgdL™Y) 501.65 +91.622  401.24 + 116.12°  378.35 + 74.22° 0.0022
ALT (UIL™Y 9.22 +2.15 7.21 + 235 8.28 + 2.03 0.0558
AST (UI'L™Y) 21.11 + 439 19.13 + 22.29 19.25 + 24.05 0.4726
RBC (x10° pL™?1) 1.05 + 0.18 1.07 + 0.23 1.04 + 0.20 0.9523
MCV (ftl) 236.12 + 40.50 239.46 + 60.02 239.53 + 46.21 0.9811
MCH (pg) 52.88 = 4.82° 68.47 + 19.01 2 75.55 + 24,952 0.0312
MCHC (g dL™ 1) 27.06 + 4.58 29.66 * 5.12 31.66 + 6.83 0.1167

Means in the same row followed by different letters differed significantly when using Tukey’s test (p < 0.05).
The MCH variable was transformed using the inverse root function (Y = 1/root (x)). TC—total cholesterol; TG—
triglycerides; ALT—alanine aminotransferase; AST—aspartate aminotransferase; MCV—mean corpuscular
volume; MCH—mean corpuscular hemoglobin; MCHC—mean corpuscular hemoglobin concentration; RBC—
erythrocyte number.

3.3. Experiment 3

The variables of the final weight, weight gain, DWG and SGR were lower for Dg
(p <0.05) (Table 6). The final length was higher for D, and lower for D (p < 0.05), while the
final biomass did not differ between D4 and Ds and was lower for D, (p <0.05). The Fulton
condition factor and food consumption, apparent feed conversion and survival were not
affected by density (p > 0.05).

Table 6. Growth parameters (mean * standard deviation) of tambaqui (C. macropomum) juveniles reared
at different stocking densities for 75 days in the RAS (experiment 3).

Stocking Densities (kg m-)

Parameters Dn Ds D p-value
Final weight (g) 458,42 + 84.25®  405.88 + 8.482  296.64 + 2.87° 0.0019
Final length (cm) 27.62 + 1.632 26.65 + 0252 2457 +0.075" 0.0205
Weight gain (g) 311.69 + 84.47® 26537 +8.822  161.10 +2.79° 0.0016
DWG (g day™}) 415+ 1.122 3.53 +0.112 2.14 + 0.037° 0.0016
SGR (% day™1) 1.50 + 0.26 2 1.41 + 0.03 2 1.04 + 0.01° 0.0027

Fulton conversion factor 2.15 + 0.10 2.14 + 0.05 2.00 = 0.02 0.0498
Final biomass (kg m—3) 832+ 1.69° 14.71 £ 0.65° 16.91 + 0.28° 0.0002
Food consumption (kg) 12.10 = 1.63 10.78 = 1.68 12.65 + 1.83 0.7099
Feed conversion rate 2.36 = 0.93 1.14 £ 0.14 1.36 = 0.16 0.0745
Survival (%) 95.56 =+ 3.84 94.44 + 1.92 97.04 = 3.39 0.6261

Means in the same row followed by different letters differed significantly when using Tukey’s test (p < 0.05). The
variables weight and specific growth rate were transformed using the inverse function Y = (1/(x?)), while the
variables weight gain and daily weight gain were transformed using the inverse function Y = (1/x). DWG—daily
weight gain; SGR—daily specific growth rate.

Different stocking densities did not influence the somatic indices (p > 0.05) (Table 7).

Table 7. Somatic indices (mean = standard deviation) for tambaqui (C. macropomum) juveniles reared at
different stocking densities for 75 days in the RAS (experiment 3).

Stocking Densities (kg m?)

Indexes (%) p-value
D: Ds De
VSI 8.10 £ 2.41 8.94 + 1.48 8.42 + 2.64 0.622
HSI 1.60 = 0.53 1.55 + 0.56 1.55 = 0.50 0.9516
VFI 2.81 +0.97 3.01+0.93 3.39+034 0.3652

VSl—viscerosomatic index; HSI—hepatosomatic index; VFI—visceral fat index.
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Hemoglobin was lower in D4 and D¢ (p < 0.05) (Table 8). Glucose and TC were
increased in D; and D¢ (p < 0.05). MCH was higher in D4 (p < 0.05), while MCHC was
increased in D, (p < 0.05). The other parameters were not affected by density rates (p > 0.05).

Table 8. Physiological parameters (mean =+ standard deviation) for tambaqui (C. macropomumi)
juveniles reared at different stocking densities for 75 days in the RAS (experiment 3).

Parameters Stocking Densities (kg m?) p-value
D2 Ds Ds
Hematocrit (%) 23.67 + 2.01 22.86 + 2.41 24.75 + 1.65 0.0816
TPP (g dL™Y) 5.20 + 0.35 5.16 + 0.33 5.20 + 0.25 0.878
Hemoglobin (g dL™1) 7.19 + 0612 6.34 +0.93° 6.19 + 0.67° 0.002
Glucose (mg dL™1) 70.00 + 16.58 2 56.79 + 10.99° 76.64 + 14932 0.004
TC (mgdL™1) 117.16 + 19572  89.96 + 10.46°  109.78 + 20.97 2 0.0039
TG (mgdL™Y) 321.23 +48.88 34299 + 60.74  330.85 + 51.43 0.5955
ALT (UI LY 20.57 + 5.61 19.92 + 4.71 19.27 + 4.54 0.7907
AST (UIL™Y) 32.13 + 10.49 35.80 + 6.89 26.77 + 10.86 0.0982
RBC (x10° pL™Y) 1.18 + 030 1.04 + 021 1.28 + 035 0.1375
MCV (ftl) 218.38 + 57.89 223.84 +37.41  202.93 + 36.37 0.5612
MCH (pg) 59.50 + 10.74%  62.43 +12.43®  50.82 + 11.74° 0.0414
MCHC (g dL™Y) 30.44 +3.70° 26.74 +2.54° 2417 +357° 0.0001

Means in the same row followed by different letters differed significantly when using Tukey’s test (p < 0.05).
TC—total cholesterol; TG—triglycerides; ALT—alanine aminotransferase; AST—aspartate aminotransferase;
MCV—mean corpuscular volume; MCH—mean corpuscular hemoglobin; MCHC—mean corpuscular hemoglobin
concentration; RBC—erythrocyte number.

4. Discussion

The tambaqui (C. macropomum) demonstrated easy adaptation in the RAS, in
accordance with previous studies [10,12,24-27]. The greater than 90% survival in the
three experiments, the growth observed for all the tested stocking densities and the low
interference with somatic, physiological and water quality parameters evidence the
successful production of C. macropomum in the RAS.

The RAS used was efficient at maintaining the physical and chemical parameters of the
water in the different experiments. In experiment 1, only dissolved oxygen was lower at the
highest density (Dos). Similar results were observed for C. macropomum subjected to four
different stocking densities [32]. Dissolved oxygen was also reduced with an increasing
density of African catfish, Clarias garienpinus [3]. Colossoma macropomum has anatomical
adaptations on its lips that provide good resistance to dissolved oxygen levels between 3 and
1 mg L-1[33-36]. The lowest oxygen levels in the present study were above 3 mg L-! and the
animals showed growth. In experiment 2, ammonia was highest for the highest density tested
(D1s). An increased ammonia concentration at higher densities was also recorded for C.
macropomum larviculture in an RAS [12]. Nonetheless, the values recorded here are within
the tolerance levels of the species [35,37,38]. Although temperature was lower in
experiments 2 and 3 than in experiment 1, the animals still showed growth, with daily
weight gain. There are records of the rearing of this species in waters with temperatures
between 25 and 34 C [39-41], reinforcing the possibility for C. macropomum rearing in
regions where the winters are colder than in its region of origin, when kept in an RAS.

The different densities did not affect juvenile performance in experiment 1. In
experiment 2, the final weight, weight gain and DWG were greater for the lowest density
tested (Dos), while the SGR and feed intake were increased for Dos and reduced for Dq¢.
In experiment 3, the weight, weight gain, daily weight gain, SGR and length were highest
for the lower densities (D, and D4). Available space is a determining factor for the
development of fish, which may explain the worse performance observed at higher
densities in experiment 2 (D12 and D1 6) and experiment 3 (pg). High stocking densities can
cause stressful situations, stagnating development [42], and the energy demand caused by
com- petition for food due to high density also interferes with animal weight gain [10,43]. Similar
results were previously observed for C. macropomum at different growth phases [10]. Other work
with the European catfish, Silurus glanis [44], and the Asian sea bass, Lates calcarifer [45],
also reported similar results. However, during the larviculture of C. macropomum, the
variables of weight, length and SGR did not show differences between the densities tested
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[12]. Likewise, juveniles (0.35 g) of C. macropomum did not demonstrate differences in the
same parameters as juveniles after the first 15 days, compared to the different storage densities
tested [26]. There is clearly a need to evaluate different densities during different growth phases.
Feed conversion ranged between 0.6 and 1.1 in experiment 1, averaged 0.8 in
experiment 2 and ranged between 1.1 and 2.3 in experiment 3, but without significant
differences among the tested densities. Feed conversion can be influenced by environmental
parameters and by species, animal size and activity level [46]. Contrasting results are found
in the literature regarding feed conversion for C. macropomum. The feed conversion by
juvenile C. macropomum with an initial weight of 34.88 g was influenced by the three
densities to which they were subjected (1.28, 1.15, and 1.14) during the first 30 days;
however, this influence was not observed after 30 days [10]. Stocking densities indirectly
influenced the food conversion (1.2 to 0.5) of C. macropomum juveniles, also kept in an
RAS, up to the minimum point found of 3.20 fish L=, increasing food conversion from
then [26]. When
subjected to different stocking densities, the hybrid species tambatinga (C. macropomum X
Piaratcus brachypomus) did exhibit differences in feed conversion (1.08, 1.14, 1.16) [1], with
values similar to those obtained in the present study for C. macropomum.

The biomass produced was greater for the highest density tested in all the experiments
of the present study. Biomass can be used as a parameter to analyze productivity [47]. Even
though fish growth was affected by density, the high survival justifies the production of
C. macropomum at high stocking densities to improve productivity through the final biomass
produced. As in the present study, C. macropomum in different growth phases raised in an
RAS [10,26], the hybrid tambatinga (C. macropomum X P. brachypomus) [1], sole (Paralichthys

olivaceus) [48], the European catfish S. glanis [49], and larvae of Acipenser ruthenus [50] also
showed higher biomass at higher densities.

Itis also worth highlighting the high survival rates of the present study, being above 94%
for all three experiments and with no negative effects of the tested densities. Stocking density
is directly related to animal survival. The high survival rate obtained for all the densities tested
in the experiments highlights the favorable adaptation of C. macropomum to density. These
results corroborate the high survival rates found in other studies with this species
[10,26,27,32].

In experiment 2, the VSI was increased by the lowest density (Dos) and reduced by
Dis (p < 0.05), while the HSI was greater for D1s. In experiment 3, the somatic indices were
not influenced by the tested densities. Somatic indices are related to animal weight. The
HSl is related to the fish nutritional level and growth rate [51], indicating an accumulation
of glycogen in tissue as an energy reserve [52]. Increased VS| and HSI values may indicate
an increase in fat deposits in the intestine and liver, respectively. However, the juvenile
C. macropomum had their highest HSI levels at the lowest densities in the first two phases of
the study, after the juveniles reached weights of 189.06 (Phase 1) and 521.67 g (Phase 2) and
at the highest density during Phase 3 (729.44 g). Conversely, VFI values were highest at the
highest densities of Phase 1 (149.24 g) and Phase 2 (426.67 g) and at the lowest density of
Phase 3 (1129.13 g) [10], while the present study found no differences for this index.

The increase in TG at Dgg in experiment 2, and glucose and TC at D, and Dg in
experiment 3 (p < 0.05), may be related to energy metabolism through glycolytic path-
ways [53], increasing the availability of energy to deal with stressful situations such as
high population density. Triglycerides are important substrates under conditions of high
stocking density [54]. A study of stocking density in different phases found no standard
response, and also found that this varies depending on the tested density and the size of
the animals [10]. The catfish Ictalurus punctatus also had increased triglycerides with high density
[8].

Higher glucose levels were found at the highest densities tested for the catfish I. punc-
tatus [8]. However, an increase in glucose was observed at D, and Ds, reinforcing what
was previously discussed about no response pattern for C. macropomum [10]. A reduction in
glucose levels with increasing density was reported for Anguilla marmorata [55], similar to
that found for juvenile sea bream, Megalobrama amblycephala [54].

No changes were found in the TC levels for C. macropomum in the first growth
phases [10]. However, these authors found that denser fish with an average weight of
729.44 exhibited an increase in cholesterol. The same was found for the catfish I. punctatus
[8]. The results recorded here for Dg corroborate these findings.
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Hematological indices are used to analyze the physiological state, health, stress levels
and the development of possible diseases [56], and can indicate the nutritional status
and adaptation capacity of fish to the rearing environment [57]. The increases in HCM
for D16 of experiment 2 and D, of experiment 3, as well as in hemoglobin and MCHC
for D, of experiment 3, may indicate an increase in the need for oxygen caused by the
increase in stocking density. Juveniles of C. macropomum, with an average weight of 108.94 g,
suffered increases in hemoglobin at higher densities [10]. The results of the present study
corroborate the increases in these same rates at high stocking densities recorded for the
European catfish S. glanis [44]. These different results in hematology and blood biochemistry
indicate no pattern of interference by stocking density. However, these changes need to be
better evaluated as fish grow to establish reference values for each species in the different
growth phases.

The Fulton condition factor can be used to evaluate the physiological well-being of
fish, as well as the affinity of the species with the rearing environment [58]. When values
are greater than 1, they indicate good general adaptation by fish [59]. The present study
found no differences in the condition factor among the densities tested in the respective
experiments, with this value ranging between 1.16 and 1.77 in experiment 1, 2.01 and 2.27
in experiment 2 and 2.00 and 2.15 in experiment 3. These results indicate that the animals
adapted satisfactorily to the densities used.

5. Conclusions

Colossoma macropomum showed excellent adaptation to the RAS. Lower densities
provided greater weight gain for the fish in experiment 2 and in experiment 3. However,
higher densities were able to produce greater biomass in all experiments. The Fulton
condition factor values observed for all the tested densities indicate that even with changes
in some hematological parameters, the species positively supports production at high
stocking densities.
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Abstract: The effects of different stocking densities on the growth and physiology of
juvenile Piaractus brachypomus were evaluated in two experiments. Experiment | used
juveniles weighing 1.5 + 0.4 g at the following densities for 20 days: Does—0.68 kg/m3;
D145—1.45 kg/m3; Daa1—4.41 kg/m3; and D7.17—7.17 kg/m3. Experiment Il used ju- veniles
weighing 6.66 + 1.3 g at the following densities for 20 days: D10—1.00 kg/m3; Dy¢5—1.95
kg/m?3; Dss3—5.63 kg/m?3, and D7.90—7.90 kg/m3. Both experiments showed a reduction in
dissolved oxygen levels in the water, with Experiment Il showing a plateau effect from 2.34
kg/m3 (p < 0.05). Final weight, final length, weight gain, daily weight gain, and specific
growth rate were inversely proportional to density (p < 0.05), while final biomass, feed
intake, and feed conversion were directly related to density in both experiments (p < 0.05).
At the end of Experiment Il, plasma triglycerides decreased as stocking density increased (p
< 0.05), and hemoglobin and mean corpuscular volume were higher at the lowest density
(D1.0) (p < 0.05). High stocking densities reduced dissolved oxygen, characterizing a hypoxic
state in both experiments, affecting growth and some physiological parameters. Therefore,
studies testing stocking densities for P. brachypomus in normoxic situations are still needed.

Keywords: growth; hypoxia; intensive production; pirapitinga; water quality

Key Contribution: The present study is the first to address different stocking densities in the
production of juvenile pirapitingas Piaractus brachypomus (initial average weight of 1.5 g), in
RAS, and with excellent growth responses.

1. Introduction

Closed production systems allow for greater control over production since water
quality parameters can be managed compared to traditional systems [1]. Recirculating
aquaculture systems (RASs) have the advantage of reduced water use, as only a small
amount is replaced with clean water [2], which limits the risk of environmental contam-
ination [3]. In addition, the versatility of the RAS allows its implementation in different
climates and environments [4], enabling production in locations closer to markets. However, the
assembly and maintenance of these filters and blowers, along with the uninterrupted
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consumption of electricity, generate costs [4], and there is a need for specialized labor to
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monitor and maintain the equipment.

Therefore, to make a RAS rearing system viable, it is necessary to determine the fish
stocking density that allows maximum animal production without compromising their
performance. Defined as the biomass or quantity of animals produced per tank [5], stocking
density is an aspect of management that is of the utmost importance to produce any species
[6], whatever the production system used. In addition to the efficiency of the system and the
bacterial community present in the RAS [7], stocking density can directly influence fish
growth and health [8-11]. Animal growth is inversely linked to stocking density due to
competition for food and space [12—14], with influence on fish stress levels [10,15].

The health and well-being of fish can be determined through physiological analy- ses
performed by evaluating hematological and blood biochemical indices [16]. Poorly
dimensioned stocking density is considered a chronic stressor capable of affecting the
physiological parameters of fish [17,18]. The so-called physiological chain is the name
given to a series of physiological mechanisms that seek the adaptation of the animal to
stress conditions, classified into three levels of responses [19]. In stressful situations, studies
carried out with Puntius sarana show the influence of stocking density on hematological
variables, increasing hematocrit and hemoglobin values [20]. Biochemical values can also
be altered, since secondary responses to stress are related to glycolytic pathways, through
gluconeogenesis to obtain energy for escape and/or adaptation [21], as reported by the
increase in glycemia and changes in cholesterol and triglyceride levels of Ictalurus punc-
tatus [22] and increased cortisol, glucose, cholesterol, and triglycerides of Megalobrama
amblycephala [23]. Linked to energy metabolism, thyroid hormones can also be influenced
by stocking density [24], as seen in I. punctatus [22].

Pirapitinga, also known as cachama blanca or “pacu de barriga vermelha” (Piaractus
brachypomus), is a native fish of the Amazon and Orinoco River basins, and is easily found
in northern Brazil, Colombia, Peru, Venezuela, and Ecuador [25,26]. In addition to its
countries of origin, the species has been of importance in Indian [27,28] and Thai [29,30]
aquaculture. In Brazil, the species is used for both consumption and for producing the
hybrid tambatinga (Colossoma macropomum x P. brachypomus). It is widely produced in
excavated tanks [27], and results for P. brachypomus production in intensive systems such
as the RAS remain limited [31-34]. Thus, there is a need to carry out further studies to
demonstrate the efficiency of producing the species in the RAS, with the aim of establishing
adequate stocking densities for the different cultivation phases.

The present study, therefore, aimed to evaluate the effects of different stocking densities on
the growth performance and physiological parameters of juvenile P. brachypomus.

2. Materials and Methods

The experiment was carried out at the Laboratério de Aquacultura (LAQUA) of
the Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG, Brazil), and was divided into two

experiments with all procedures previously approved by the Comissao de Etica no Uso de
Animais (CEUA/UFMG—n 17/2023), in 05/08/2023.

2.1. Experiment |
Experiment | used 798 juvenile P. brachypomus, with an initial weight (IW) of 1.5 = 0.4 g (media

=+ standard deviation) and measuring 4.5 = 0.5 cm (media = standard deviation) in total
length. The animals were distributed in 16 tanks with 28 L of useful volume, maintained
in a RAS with homemade mechanical filters, made of acrylic blankets changed weekly, and
homemade biological filters that we use as a biofilter. The crushed stone is stored in
submerged boxes that allow water to contact the surface of the stones. We used a
heating system (thermostat with heater, Warner, 200 w, Ocean Tech Professional
Aquarium®, Porto Alegre, Brazil) and water pumping systems (submersible pump, SB2000,
1950 L/h, 30 w, Salobetter®, Sao Caetano do Sul, Brazil), and supplementary aeration from
a compressor (2 HP radial compressor, CR-5, Ibram Ltd.a, Sao Paulo, Brazil) and porous
air stones connected by 4 mm silicone hoses as diffusers. The water flow was kept at 0.59
+ 0.98 L/min (media * standard deviation) for all tanks, resulting in a total of 30.24
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renewals of tank volume per day. The following four stocking densities were tested, with
four replicates each: Doss—0.68 kg/m3; D1.45—1.45 kg/m3; Dg41—4.41 kg/m3; D717—7.17
kg/m3.

Experiment | lasted 20 days due to rapid growth and limited space in the 28 L tank.
The photoperiod was 12 h of light (Key West DNI group, digital timer).

The animals were fed a commercial extruded diet (1.3—1.5 mm in diameter) from the
Wean Prime line (Total Ragdes®, Trés Corac¢des, Brazil) with 45% crude protein, 5% ether
extract, 15% mineral matter (max.), 40% crude fiber (max.), 0.2% calcium (min.), 0.3% calcium
(max.), 0.04% vitamin E (min.), and 0.1% vitamin C (min.) (manufacturer’s data). Feeding
was carried out three times a day (8:00, 12:00, and 16:00), with a feeding rate of 10% of
the daily biomass [35]. The amount was readjusted after the 10th day of production through
partial biometrics performed to obtain the average biomass of each tank, ultimately calculating
the adjustment. The remaining feed was collected, dried in a forced circulation oven at 105
°C (Nova Etica/Ethink®), and subsequently weighed to calculate consumption

and apparent feed conversion.

2.2. Experiment 11

Experiment Il used 2850 juvenile P. brachypomus with an initial weight (IW) of
6.6 = 1.3 g (media = standard deviation) and measuring 8.0 = 0.5 cm (media =* stan-
dard deviation) in total length. The animals were distributed in 12 tanks, each with a useful
volume of 100 L, maintained in a RAS with homemade mechanical filters made of acrylic
blanket, changed weekly, and homemade biological filters that we used as a biofilter. The
crushed stone was stored in submerged boxes that allowed contact between the water and
the surface of the stones. We used a heating system (thermostat with heater, Warner, 200 w,
Ocean Tech Professional Aquarium®, Porto Alegre, Brazil) and water pumping systems
(submersible pump, SB2000, 1950 L/h, 30 w, Salobetter®, Sao Caetano do Sul, Brazil), along
with supplementary aeration with compressor (2 HP radial compressor, CR-5, Ibram Ltd.a, SP,
Brazil) and porous air stones connected by 4 mm silicone hoses as diffusers. The water flow
was kept at 1.12 = 0.12 L/min (media = standard deviation) for all tanks, totaling
16.12 renewals of tank volume per day. The following four different stocking densities were
tested, with three replicates each: D1o—1.00 kg/m3; D19s—1.95 kg/m3; Dse3—5.63 kg/m3,
and D7.90—7.90 kg/m3. Experiment Il lasted for another 20 days due to rapid growth and
limited space in the 100 L tank.

Due to the larger size of the animals, they were fed a commercial extruded diet of
2-3 mm in diameter from the Aquos Alevinos 45 line (Total Ra¢des’, Trés Coracdes, Brazil),
containing 45% crude protein, 12% moisture, 8% ether extract, 15% mineral matter, 4%
crude fiber, 0.002% calcium (min.), 0.003% calcium (max.), 0.8% phosphorus, and 0.06%
vitamin C (manufacturer’s data). Feed was offered three times a day (8:00, 12:00, and 16:00),
with a feeding rate of 10% of daily biomass [35]. The amount was readjusted after the 10th
day of production through partial biometrics performed to obtain the average biomass of
each tank and finally calculate the adjustment. The remaining feed was collected, dried in

a forced circulation oven at 105 °C (Nova Etica/Ethink®), and subsequently weighed to

calculate consumption and apparent feed conversion.
2.3. Water Quality Analysis

In both experiments, temperature was measured three times a week using a multi-
parametric probe (Hanna Instruments HI98130, Hanna®, Barueri, Brazil) together with
total ammonia (LabconTest Alcon® colorimetric kit, Camburiu, Brazil). The toxic ammonia
(NHs) was calculated according to the table found in the kit. Dissolved oxygen (DO) (YSI
multiparametric probe, EcoSense” DO200A, Yellow Sprongs Instruments Co., Inc., Yellow
Sprongs, OH, USA) and pH were measured once a week.

2.4. Growth and Survival

Biometrics were performed after 10 and 20 days in both experiments. Weight was
measured using a Marte 5000 digital analytical scale (accuracy of 0.001 g), with juveniles
previously anesthetized with 20 mg/L of eugenol [36], while total length was measured
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using an ichthyometer (accuracy of 0.1 cm). The following data were obtained:

- Initial weight (g) IW);

- Initial total length (cm) (IL);

- Final weight (g) (FW);

- Final total length (cm) (FL);

- Weight gain (g) (WG) = FW — IW;

- Daily weight gain (g) (DWG) = (FW — IW)/AT, where AT is the duration of
the experiment in days;

- Specific growth rate (%/day) (SGR) = 100 (In FW — In IW)/AT, where AT is
the duration of the experiment in days;

- Final biomass (FB) (kg/m?), where all the weights of all the fish were added together
and the value found was converted to kg/m?;

- Feed consumption (FC) (kg) = (feed offered (g) — feed leftover (g))/100

- Feed conversion rate (FCR) = consumption/(FB — IB), where IB is the initial biomass.
Survival was also determined after 20 days in both experiments and was calculated

considering the following formula: survival (%) = (number of live juveniles X 100)/(total

number of juveniles per tank).

2.5. Hematological and Biochemical Analysis

At the end of Experiment Il (after 20 days of rearing), the animals were fasted for 24
h. Four fish from each tank (n = 12 per treatment) were anesthetized with eugenol (50
mg/L) [33], restrained with a damp cloth, and subjected to blood collection by caudal
venipuncture with previously heparinized 1 mL syringes, collecting a total of 300 pL of
whole blood per fish.

Blood samples (50 pL) were dispensed into microtubes containing sodium heparin anti-
coagulant (10%) for determination of hemoglobin (tHb) using a commercial colorimetric kit
(Quibasa-Bioclin, Belo Horizonte, MG, Brazil) and hematocrit (Ht) by the microhematocrit
method [37] using capillary tubes.

Total plasma protein (TPP) was determined with an analog refractometer (0 to 90%
Brix) —RHBO0-90 after rupture of the microhematocrit tube. The number of erythrocytes
(RBCs) was determined by diluting 10 YL of whole blood in 2 mL of citrate formalin and
then counting them in a Neubauer chamber.

The remaining whole blood (250 L) was centrifuged at 4000 RPM for 10 min (mi-
crocentrifuge SL-5AM SPINLAB CO°®, Shenzhen, China) to separate the plasma (125 pL)
and determine the following biochemical parameters: glucose (GLU), triglycerides (TG),
cholesterol (TC), alanine aminotransferase (ALT), and aspartate aminotransferase (AST). All
analyses were performed by colorimetric method using commercial kits (Quibasa-Bioclin,
Belo Horizonte, MG, Brazil), with readings on a Biochrom Libra S22 UV-VIS spectropho-
tometer (Biochrom Instruments, Cambridge, UK).

The hematimetric indices (mean corpuscular volume—MCV, mean corpuscular
hemoglobin—MCH, and mean corpuscular hemoglobin concentration—MCHC) were
calculated according to the formulations established by [38]. These analyses were not per- formed
at the end of Experiment | due to the small size of the juveniles for blood collection.

2.6. Viscerosomatic and Hepatosomatic Indexes

After blood collection, the same four animals from each tank (n = 12 per treatment)
were euthanized with 285 mg/L eugenol solution [39], and their viscera (stomach, intestine,
pyloric cecum, liver, gallbladder, and perivisceral fat) and liver were collected to determine
the following indices:

- Viscerosomatic Index (VSI) (%) = 100 X ((weight of total viscera (g)/body weight (g)).
- Hepatosomatic Index (HSI) (%) = 100 X (weight of liver/body weight).

2.7. Statistical Analysis

The data from both experiments were tested for homoscedasticity and normality using
Shapiro—Wilk and Levene’s tests, respectively. The data were then subjected to ANOVA
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followed by regression tests. Variables that were not significant in regression tests were
subjected to mean comparison using Tukey’s test at 5% probability.

3. Results

During Experiment |, dissolved oxygen levels decreased linearly with increasing
stocking density (p < 0.05) (Figure 1A). Dissolved oxygen levels also decreased with in-
creasing density during Experiment Il, but only up to D;gs, with constant values from
2.34 kg/m?® onwards, reflecting a plateau effect (p < 0.05) (Figure 1B). The other water
quality parameters were not influenced by stocking density (p > 0.05) (Table 1).
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Figure 1. Dissolved oxygen level (means and standard error) in culture tanks during the production of
pirapitinga (Piaractus brachypomus) at different stocking densities. (A) Phase 1. (B) Phase 2.

Survival was not affected in either experiment, being 94.05 + 12.13% for Experiment |
and 99.28 + 1.19% for Experiment Il.

Final weight (Figure 2A), final length (Figure 2B), weight gain (Figure 2C),
daily weight gain (Figure 2D), and SGR (Figure 2F) were inversely related
to increasing stocking density (p < 0.05) at the end of Experiment I. Final
biomass (Figure 2E), feed consumption (Figure 2G), and feed conversion
(Figure 2H) were directly related to increasing stocking density (p < 0.05).

Table 1. Water quality parameters (means = standard deviations) in culture tanks during the

production of pirapitinga (Piaractus brachypomus) after 20 days of production in Experiment I and
Experiment II at different stocking densities in RAS.

Stocking Densities NH: (mg/L) Temperature (°C) pH
Experiment |
Do.68 0.0153 = 0.01 28.44 = 0.45 6.53 = 0.05
D1.4s 0.0153 + 0.01 28.34 + 0.38 6.50 = 0.08
Da.a1 0.0153 = 0.01 28.29 = 0.27 6.48 = 0.10
D7.17 0.0153 += 0.00 28.19 = 0.57 6.53 = 0.10
p-value 0.7935 0.9928 0.8015
Experiment Il
D1 0.0256 + 0.00 26.60 = 2.63 7.07 £ 0.05
D1.gs 0.0270 + 0.00 25.75 + 0.02 7.03 = 0.05
Ds.63 0.0265 + 0.00 25.80 = 0.09 7.03 £ 0.05
D79 0.0261 + 0.00 25.77 = 0.10; 7.03 = 0.05
p-value 0.0770 + 0.00 0.2527 0.8592

ANOVA and Tukey’s test.
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Figure 2. Growth performance (means and standard error) of juvenile pirapitinga (Piaractus brachy-
pomus) after 20 days of culture in Phase 1 at different stocking densities in RAS. (A) Final weight,
(B) final length, (C) weight gain, (D) daily weight gain, (E) final biomass, (F) specific growth rate,

(G) feed consumption, and (H) feed conversion.

Final weight (Figure 3A), final length (Figure 3B), weight gain (Figure 3C), daily weight
gain (Figure 3D), and SGR (Figure 3F) were inversely related to increasing stocking density
(p <0.05) at the end of Experiment Il. Final biomass (Figure 3E), feed consumption (Figure
3G), and feed conversion (Figure 3H) were directly related to increasing stocking density

(p <0.05).
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Figure 3. Growth performance (means and standard error) of pirapitinga (Piaractus brachypomus)
after 20 days of culture in Phase 2 at different stocking densities in RAS. (A) Final weight, (B) final
length, (C) weight gain, (D) daily weight gain, (E) final biomass, (F) specific growth rate, (G) feed
consumption, and (H) feed conversion.

At the end of Experiment Il, plasma triglycerides were inversely related to increasing
density (Figure 4 and Table 2) (p < 0.05). There were no differences in the regression
analyses for tHb and MCV; however, higher values were observed for the lowest density
(D10) (p < 0.05) (Table 1). The other variables analyzed, as well as VSI and HSI, did not
differ significantly among treatments (Table 2).
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Figure 4. Plasma triglycerides (means and standard error) of pirapitinga (Piaractus brachypomus) after
20 days of culture in Phase 2 at different stocking densities in RAS.



Table 2. Hematological and biochemical parameters and viscerosomatic and hepatosomatic indices (means + standard error) for juvenile

pirapitinga (Piaractus brachypomus) after 20 days of production in Experiment II at different stocking densities in RAS.

Stocking Density Overall Linear Quadratic
Parameters D1 Diss Dse Do p-Value p-Value p-Value
GLU (mg/dL) 95.07 + 1.21 81.55 + 8.49 81.35 + 6.26 93.75 + 3.17 0.1505 0.7175 0.0520
TC (mg/dL) 100.29 + 3.62 114.42 +9.29 109.87 + 9.74 84.45 + 7.79 0.1121 0.0891 0.0858
TG (mg/dL) 207.21+26.46® 24678 + 53.22° 175.54 + 19.73 142.88 + 18.13° 0.0233 0.0067 * 0.7374
tHb (g/dL) 8.20 + 0.48° 6.45 + 0.47° 7.11+022% 6.59 + 0.32° 0.0472 0.1068 0.5191
Ht (%) 33.50 + 1.23 23.83 + 2.47 26.78 + 2.69 28.92 + 2.40 0.0829 0.7255 0.1201
TPP (g/dL) 4.88 + 0.09 4.98 + 0.16 5.07 + 0.07 472 +0.15 0.2905 0.3333 0.1028
RBC (X 10°/pL) 1.12 +0.18 1.38 +0.10 1.24 + 0.07 1.28 = 0.12 0.5376 0.7820 0.7500
AST (UI/L) 39.42 +7.27 28.91 +291 31.01 +2.70 33.09 + 4.28 0.4609 0.6670 0.3561
ALT (UI/L) 9.29 + 0.16 7.23 +0.36 8.48 + 0.83 9.43 + 0.83 0.1199 0.2589 0.2082
MCV (ftl) 317.56 + 44.49° 17857 + 5.41° 23213 +32.25% 198.76 + 16.27° 0.0387 0.1300 0.4233
MCH (pg) 74.42 + 11.70 48.92 + 3.54 59.29 + 2.57 55.44 + 4.60 0.1210 0.3371 0.4499
MCHC (g/dL) 24.77 +1.32 27.56 + 2.62 27.85 +3.33 21.06 + 1.84 0.2392 0.2103 0.1124
VSl (%) 7.96 + 0.46 7.28 = 0.20 7.01 +£031 7.42 £ 031 0.3029 0.3900 0.1329
HSI (%) 2.00 + 0.07 1.85 + 0.16 2.00 +0.14 1.90 + 0.26 0.8952 0.9470 0.8391

ANOVA, Tukey’s test, and regression tests. Means in the same row followed by different letters differ significantly by Tukey’s test (p < 0.05). GLU—
glucose; TC—total cholesterol; tHb—hemoglobin; TTP—total plasma protein; RBC—erythrocytes; AST—aspartate aminotransferase; ALT—alanine
aminotransferase; MCV—mean corpuscular volume; MCH—mean corpuscular hemoglobin; MCHC—mean corpuscular hemoglobin concentration;

VSI— Viscerosomatic Index; HSI—Hepatosomatic Index. * Equation: Y = —26.424x + 259.16.
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4. Discussion

Dissolved oxygen was reduced at the higher stocking densities in both experiments,
which may have affected the growth of juveniles kept at D441 and D717 during Experiment
I, and Dse3 and D7g during Experiment Il. The high survival and physiological changes
observed in tHb, MCV, and TG highlight the oxiconforming characteristics of P. brachypomus.
However, the adaptability of the species and the possibility of its production in the RAS
are reinforced by survival rates exceeding 90% after the two experiments, along with
unchanged somatic indices, as observed in previous studies [31-34].

Among the physico—chemical parameters of the water, only dissolved oxygen was in-
fluenced by stocking density in both experiments, which influenced the growth of juveniles.
The ideal concentration of dissolved oxygen for rearing P. brachypomus has not yet been
determined. However, rivers in the Amazon region have a large amount of organic matter
and high water temperatures, variables that result in low levels of available dissolved
oxygen [40—42]. These conditions have led Amazonian species to develop morphological
and physiological adaptations to resist low oxygen concentrations [43,44]. The reduction in oxygen
with increasing density in both phases of the experiment was a result like that found in studies
with tambaqui (C. macropomum) in the RAS, also an Amazonian species [12,14]. For
example, C. macropomum can withstand hypoxic conditions [45,46], including excellent recovery
after periods of exposure to air [47]. The pacu (Piaractus mesopotamicus), although endemic to
other river basins, belongs to the same genus as P. brachypomus and can also be reared in
lower concentrations of dissolved oxygen, around 3 mg/L [48]. The high survival and
growth of the juveniles after the experimental period of this study confirms the
adaptation and production capacity of P. brachypomus in conditions of low oxygen
availability, demonstrating its oxiconforming capacity even though its growth is reduced.
However, there is still a need for more studies examining the tolerance of P. brachypomus in
hypoxic situations, how their adaptation mechanisms are activated, as well as research on
stocking density in normoxic conditions.

However, the maintenance of the other parameters means that the RAS used was
efficient in maintaining water quality. As all the tanks were managed in the same way, future
studies should aim to improve the aeration system of the RAS at high densities so that
dissolved oxygen levels remain higher than those recorded here. Little is known about NH3
tolerance levels for P. brachypomus culture; however, P. mesopotamicus, used as a study
object for NH3 toxicity, could withstand concentrations of up to 1.49 mg/L of total ammonia
without symptoms of discomfort [49]. Similar studies were carried out with the tambacu
hybrid (C. macropomum x P. mesopotamicus), which indicated an LC of 1.63 mg/L of NHs [50].
Even with the low temperature for Amazonian fish in Experiment Il, the daily weight gain,
although affected by oxygen concentrations and stocking densities, together with the high
survival rate, demonstrates the possibility of rearing P. brachypomus in regions with mild
temperatures. Results like production in C. macropomum have been observed, allowing
Amazonian species to be produced in colder regions [51,52].

The two experiments showed similar patterns in relation to growth parameters, except
for biomass, feed consumption, and feed conversion ratio, all of which were inversely
proportional to the increase in stocking density. These results suggest that space and
low dissolved oxygen concentrations are limiting factors for the growth of P. brachypomus.
Factors such as the species’ biology, age, growth stage, and the type of system used determine
the stocking density variable [53]. In addition to space limitations, there is an increase in
energy demand due to competition for food at high stocking densities [13,54]. The low oxygen
concentrations at the highest densities tested in the two experiments should also be
considered when reducing the growth of juveniles. In situations of chronic stress, such as
hypoxia resulting from the experiments and stocking densities, growth is reduced due to
energy reorganization for homeostasis [55]. A study carried out with C. macropomum
(0.54 g) at different densities (0.3, 0.6, and 0.9 kg/m?3) also showed similar results, with a
reduction in dissolved oxygen levels at higher densities and consequently lower growth
at the same densities [14]. However, even under normoxic conditions, juvenile C.
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macropomum with different size classifications suffered the influence of the stocking
densities tested (34.88 g—0.5; 1.0; 1.6 kg/m?3); (150.61 g—1.5; 3.0; 4.5 kg/m?3); (300-400;
400-500 g—3.9 kg/m3® on their growth [13]. High stocking densities also reduced the
development of individuals of Prochilodus cearaensis (0.09; 0.15; 0.3 g/L) [56], Micropterus
salmoides (50; 75; 100 peixes/m?) [9], and Clarias gariepinus (100; 200; 400 kg/m?) [10], which is
a common response for different species.

One of the indices used to assess the productivity of the system is the final biomass
produced [57]. The final biomass, feed consumption, and feed conversion ratio increased
with the increase in stocking density in both experiments. The increase in biomass is
explained by the greater number of animals kept at the higher densities. However, the
feed conversion ratio values remained between the averages of 0.86 and 1.13, results that
have already been observed for the species [32,58]. Stocking density influences feeding
competition behavior, oxygen consumption, and the response to stress in fish, consequently
affecting the feeding rate [59], an influence that varies according to the species [60]. Feed
consumption is linked to nutrient retention in fish; when it increases, retention is reduced,
interfering with growth [60] and increasing feed conversion. However, in situations of
hypoxia, feed consumption and feed conversion ratio are worsened, as reported for C.
macropomum [14,61], channel catfish hybrids (Ictalurus punctatus x Ictalurus furcatus) [62], and
Atlantic salmon (Salmo salar) [63].

Hematological and biochemical parameters and somatic indices can be used to assess
an animal’s stress condition. Somatic indices are linked to an animal’s nutritional status [64],
while biochemical and hematological parameters show the influence of stress factors on
its health and metabolism [65]. The limited influence of stocking density in Experiment
Il of the study on unchanged biochemical and hematological parameters, combined with
survival and growth performance data, shows the species’ adaptation to the RAS. Changes in
triglyceride levels are related to energy metabolism linked to glycolytic pathways [66].
Decreases in value may be linked to energy consumption as a way of adapting to stressful
situations. Triglycerides are considered important indicators in conditions of high stocking
density [67]. The reduction in triglyceride levels observed with the increase in stocking den-
sity and the hypoxic conditions resulting from overcrowding may indicate a form of energy
consumption by the organism to adapt to its environment. The reduction in the lipedogram
of fish under stressful conditions is related to glycolytic pathways, mainly gluconeogen-
esis, to produce glucose [21]. Nutritional studies carried out on juvenile P. brachypomus,
testing cycles of food restriction [32] and low water temperature and feeding time [34]
as stressors for the species, resulted in a decrease in plasma triglyceride levels. Different
supplementations at two different stocking densities for P. mesopotamicus under normoxic
conditions for the species promoted a reduction in triglyceride levels at the high density
tested, regardless of the type of supplementation used [68]. However, studies with different
densities of juvenile C. macropomum have also reported variations in lipid concentrations,
although with an increase in triglyceride levels as stocking density increased [13,14]. The
results suggest species-specific responses to this production management.

Hematimetric indices and variables such as tHb, Ht, and RBC are related to oxygen
transport capacity in stressful situations [65]. The low MCV and tHb values observed at the
highest densities (D195, Dses, and D7.90) may be related not only to the increase in stocking
density but also to the low oxygen concentrations available at the respective densities tested.
In stressful situations, an increase in the indices related to the fish’s blood count is to be
expected, given the increased demand for oxygen in order to achieve homeostasis [65]. However,
the results observed can be explained by the reduction in oxygen pressure in the water, which
facilitates its uptake by increasing the affinity of hemoglobin for oxygen [69]. The results
observed in this study may indicate an oxyconforming mechanism of the species.
However, more studies are needed to prove this hypothesis and to report on the low
oxygen conformation characteristics of P. brachypomus. Even with the change in
hemoglobin and MCV values, they are still within the limits observed in other studies with
the species [32—34], indicating that even with the influence of low oxygen and stocking

densities, the well-being of P. brachypomus has not suffered major damage. Juveniles of
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C. macropomum kept at densities of 4 and 6 kg/m? in a normoxic situation also showed
lower hemoglobin levels than those kept at a lower density (2 kg/m3) [14]. Specimens of
Paralichthys olivaceus kept at five different stocking densities and two dissolved oxygen
concentrations showed changes in hemoglobin levels, but their quantity increased with the
increase in available oxygen [70].

The other hematological and plasma biochemical indices were not influenced by stocking
densities and hypoxia resulting from overcrowding. The responses to stress depend not
only on the species and age of the animals, but also on the intensity of the stressor [65], so
the conditions of this study did not cause serious problems for the physiology of P.
brachypomus. C. macropomum juveniles kept at three stocking densities also showed no
changes in TC, ALS, and AST levels [14].

5. Conclusions

Dissolved oxygen levels were reduced at the higher stocking densities, resulting in a
hypoxic situation, directly influencing the growth of P. brachypomus juveniles in both
experiments and the levels of triglycerides, hemoglobin rate, and MCV in Experiment
Il. The increase in feed consumption and feed conversion ratio made it impossible to
produce P. brachypomus juveniles weighing 1.5 g at stocking densities above 4.41 kg/m3
and juveniles weighing 6.6 g at stocking densities above 5.63 kg/m?3. More studies are still
needed on the production of P. brachypomus juveniles at high stocking densities under normoxic
conditions.
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Resumo

Foram avaliados o crescimento, os parametros fisioldgicos, a sinaliza¢ao purinérgica, o
estado oxidativo e a morfometria branquial de juvenis de Piaractus brachypomus
mantidos em diferentes densidades de estocagem em um RAS. O Experimento 1 utilizou
270 juvenis (29,55 + 3,10 g) em densidades por 90 dias: Dos — 0,5; Di1o— 1,0; € D160 —
1,6 kg m=. O Experimento 2 utilizou 108 juvenis (250,35 + 13,52 g) em densidades por
mais 90 dias: D15 — 1,5; D3o — 3,0; € Das — 4,5 kg m>. No Experimento 1, a biomassa
final foi maior em D16, € a conversdo alimentar piorou em Do, € 0 consumo de ragdo foi

maior nessa densidade. No Experimento 2, D3 o € D45 apresentaram os maiores niveis de
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biomassa e hemoglobina. O consumo de rac¢do e a conversdo alimentar foram piores na
menor densidade testada (Di5). Os outros parametros zootécnicos e fisioldgicos nao
foram alterados. No Experimento 2, a densidade D45 aumentou a atividade de SOD, GST
e reduziu GSH no figado. D3 proporcionou maior atividade de CAT no figado e GST e
GSH no musculo. SOD no musculo apresentou a maior atividade em D 5. A atividade da
NTPDase para hidrolise de ATP foi a mais alta em D;s. Tanto a altura das lamelas
branquiais quanto o espago interlamelar foram menores em D3. As mudangas no estado
oxidativo e a reducgao nas atividades da NTPDase nao afetaram o desempenho dos juvenis
de P. brachypomus em nenhum dos experimentos. Densidades de estocagem de 1,6 e 4,5

3

kg m=~ sdo recomendadas para produzir 29,55 g e 250 g de P. brachypomus,

respectivamente, por 90 dias.

Palavras chaves: biomassa, estresse, hematologia, histologia branquial, pirapitinga

1. Introducao

A pirapitinga (Piaractus brachypomus), oriunda das bacias dos rios Amazonas e
Orinoco (Sandoval-Vargas et al., 2020), possui importancia para a aquicultura sul-
americana (Garcia et al., 2013; Valladao et al., 2018), com destaque também para a
producao asiatica (Abraham et al., 2017; Kumar et al., 2018). Considerada uma espécie
resistente e com boa qualidade de carne (Valadao et al., 2018; Diaz et al., 2020), além de
ser destinada ao consumo, também ¢ utilizada para a producdo de hibridos como a
tambatinga (Colossoma macropomum X P. brachypomus) e a patinga (Piaractus
mesopotamicus X P. brachypomus). Seu cultivo ¢ feito predominantemente em viveiros
escavados (Sandoval-Vargas et al., 2020). Porém, alguns trabalhos ja mostraram sucesso
para a producdo em sistema de recirculagdo de agua (RAS) (Favero et al., 2021; Favero
2022; Ferreira et al., 2023).

Uma das estratégias para intensificar a producdo de peixes ¢ aumentar a densidade
de estocagem. Porém, a densidade inadequada pode ser considerada um fator de estresse
que pode influenciar o desempenho (Li et al., 2021; Wang et al., 2022), a satide ¢ bem-
estar dos animais (Barton, 2002; Baldwin, 2011; Stevens et al., 2017) e a propria
eficiéncia do RAS (Clols-Fuentes et al., 2023). De maneira geral, o estresse interfere no
organismo do animal como um todo, sendo ativado em efeito cascata, primariamente na

percepe¢ao neuroldgica, através dos receptores presentes no eixo hipotalamico-hipofisario
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(Barton, 2002; Jerez- Cepa, 2021) seguido por alteragdes nos niveis fisioldgicos dos
peixes e como respostas tercidrias, exaustdo do organismo, afetando o crescimento,
comportamento, a reprodugdo e resisténcia a doengas, podendo levar o animal a morte
(Barton e Iwama 1991). Além disso, diferentes densidades de estocagem podem levar a
variagoes nos valores de parametros hematoldgicos e bioquimicos sanguineos (Qi et al.,
2016; Santos et al., 2021; Ananias et al., 2024), indices somaticos (Santos et al., 2021;
Ananias et al., 2024), enzimas hepaticas (Refaey et al., 2018) e oxidativas (Refaey et al.,
2022; Nahida et al., 2025).

Embora existam relatos sobre a influéncia de diferentes agentes estressantes no
sistema purinérgico em peixes (Piato et al., 2011; Leite et al., 2013; Souza et al., 2020),
ainda ndo héa dados da influéncia da densidade de estocagem. O sistema purinérgico €
uma via de sinalizagdo crucial em varios processos fisiologicos, incluindo as respostas
imune e inflamatoria (Savio et al., 2021), e ¢ composto por trés elementos principais: 1)
nucleotideos e nucleosideos extracelulares, que atuam como moléculas mediadoras na
sinalizagdo; 2) receptores purinérgicos especificos (P2X, P2Y e P1), que sdo canais pelos
quais nucleotideos e nucleosideos exercem seus efeitos; e 3) ectoenzimas, que sao
responsaveis por regular os niveis desses mediadores no ambiente extracelular (Ai et al.,
2023). Os nucleotideos adenosina trifosfato (ATP), adenosina difosfato (ADP) e
adenosina monofosfato (AMP), assim como o nucleosideo adenosina (Ado), sao
considerados importantes moléculas de sinalizagdo no ambiente extracelular,
participando ativamente da resposta imune durante condi¢des de estresse fisiologico em
peixes, como durante o estresse de manejo (Baldissera et al., 2020) e o estresse térmico
(Souza et al., 2020).

O objetivo deste estudo foi analisar os efeitos da densidade de estocagem no
crescimento, respostas fisioldgicas, a sinaliza¢do purinérgicas, o estresse oxidativo e a

morfometria branquial dos juvenis de P. brachypomus produzidos em RAS.

2. Material e Métodos
O estudo foi realizado no Laboratdrio de Aquacultura (LAQUA) da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG, Brasil) e dividido em dois experimentos, com todos os
procedimentos aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFMG - n°
138/2023).

2.1.Experimento 1
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Foram utilizados 270 juvenis de P. brachypomus (29,55 + 3,10 g e 10,96 + 0,94
cm). Os animais foram distribuidos em nove tanques com volume util de 0,8 m?, montados
em sistemas RAS individuais (Santos et al., 2021). Cada tanque continha um sistema “air-
lift” acoplado a filtro mecanico e biologico. O “air-lift” proporcionou vazao média de
0,89 m* h™', filtrando aproximadamente 27 vezes o volume por dia. Cada sistema também
possuia aquecimento da dgua e aeragdo suplementar. Trés densidades de estocagem foram
testadas: D0,5 - 0,5 kgm™=; D1,0 - 1,0 kg m=3; e D1,6 - 1,6 kg m=. O experimento durou
90 dias. O fotoperiodo foi de 12 horas de luz e 12 horas de escuro, controlado por
temporizador digital (Key West DNI Group).

Nos primeiros 45 dias, os peixes receberam ragdo comercial extrusada (3—4 mm)
da linha Aquos Starter (Total Ra¢des®) contendo 36% de proteina bruta, 12% de
umidade, 7% de extrato etéreo, 14% de matéria mineral e 5% de fibra bruta (dados do
fabricante). A partir do dia 46, a mesma ragao foi fornecida, porém na granulometria 4—
6 mm. Os peixes foram alimentados duas vezes ao dia (09:00 e 15:00) até a observacao
de pequenas sobras, que foram coletadas e secas para calculo do consumo e conversao

alimentar.
2.2 .Experimento 2

Foram utilizados 108 juvenis de P. brachypomus (250,35 + 13,52 g e 23,05+ 0,96
cm). Os animais foram distribuidos em nove tanques de 0,8 m* com sistemas RAS
individuais, como descrito no Experimento 1. Trés densidades de estocagem foram
avaliadas: D1,5 - 1,5 kgm™; D3,0 — 3,0 kg m™3; e D4,5 — 4,5 kg m . O experimento teve
duracdo de 90 dias. O fotoperiodo foi de 12 horas claro e 12 horas escuro, controlado por
temporizador digital (Key West DNI Group). A mesma ragdo extrusada (4—6 mm)
utilizada no Experimento 1 foi fornecida duas vezes ao dia (09:00 e 15:00), até¢ que
pequenas sobras fossem observadas, que foram coletadas e secas para calculo do consumo

e conversdo alimentar.
2.3.Qualidade de agua

Em ambos os experimentos, a temperatura foi medida trés vezes por semana
usando uma sonda multiparametros (Hanna Instruments HI98130, Hanna®, Barueri, SP,
Brasil), mantendo-se em 28,22 + 1,03°C no primeiro experimento e 28,46 + 0,45°C no
segundo. Os niveis de oxigénio dissolvido (OD) (sonda multiparametros Y SI EcoSense®

DO200A) e pH foram medidos semanalmente, sendo o OD de 7,27 + 1,34 mg L™ no
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primeiro experimento e 6,57 £ 0,59 mg L' no segundo, enquanto o pH foi de 7,25+ 0,37
no Experimento 1 e 7,08 + 0,18 no Experimento 2.

Os niveis de amdnia foram mantidos abaixo de 1 mg L™, monitorados com Kkit
colorimétrico LabconTest (Alcon®, Camboriu, SC, Brasil). Para isso, trocas parciais de

agua de 20% do volume total dos tanques foram realizadas a cada trés dias.
2.4.Crescimento e sobrevivéncia

A biometria e a contagem dos peixes foram realizadas ao final de cada
experimento. O peso foi determinado apds anestesia com 50 mg L' de eugenol (Ferreira
et al., 2021), utilizando balanga digital (Wellmix 10 kg Digital 82.674/wx502). O
comprimento total foi medido com ictiometro com precisao de 0,1 cm. A partir dos dados
coletados foram determinados:

e Peso inicial (PI)

e Peso final (PF)

e Comprimento total final (CTF)

e Ganho de peso (GP) = PF — PI

e Taxa de crescimento especifico (TCE, % dia™) = 100 (In PF — In PI) / AT, onde
AT representa a duragao do experimento em nimeros de dias

e Ganho de peso diario (g dia™) = (PF — PI) / AT

e Biomassa final (kg m™)

e Consumo alimentar (g peixe dia™') = ((ragao oferecida — sobra)/n® de peixes)/AT

e Conversao alimentar aparente (CAA) = consumo / (biomassa final — biomassa
inicial)

o Sobrevivéncia final (%) = 100 x (n° de peixes final / n° inicial)

2.5.Anélises hematoldgicas e bioquimicas

Ao final de cada experimento, os peixes foram submetidos a jejum de 24 h. Cinco
peixes por tanque (n=15 por tratamento) foram anestesiados e o sangue foi coletado por
venopuncdo caudal com seringas heparinizadas. Amostras foram wusadas para
determinagdo de hemoglobina (kit Bioclin®), hematocrito (método microhematocrito) e
proteinas plasmadticas totais (refratometro). A contagem de hemacias foi realizada
diluindo 10 pL de sangue em 2 mL de formalina citratada e leitura em camara de

Neubauer.
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O sangue restante foi centrifugado (1792 x g, 10 min) para andlises bioquimicas (glicose,
triglicerideos, colesterol total, ALT, AST e lactado (experimento 2)) com kits Bioclin®
em espectrofotdmetro semi-automatico.
Os indices hematimétricos foram calculados conforme Wintrobe (1934):

e VCM = Hematocrito x 10 / Hemacias

o« HCM = Hemoglobina x 10 / Hemadcias

e CHCM = Hemoglobina x 100 / Hematdcrito

2.6.Indices somaticos

ApoOs a coleta de sangue, os peixes foram eutanasiados com 285 mg L' de
eugenol. Visceras, gordura visceral e figado foram pesados para calculo dos indices:
e IVS =100 x ((visceras + gordura visceral)/peso corporal)
e [HS =100 x (figado/peso corporal)
e IVG =100 x (gordura visceral/peso corporal)

2.7 Morfometria e rendimentos de filé e carcaca

Ao final do Experimento 2, também foram coletados dados morfométricos
utilizando um ictidmetro (precisdo de 0,1 cm) e um paquimetro digital (precisdo de 0,1

cm), conforme mostrado abaixo, para determinar os seguintes indices (Figura 1):

LTr

ATr

CTr CC
CP

CT

Figura 1. Diagrama das medidas morfométricas de Piaractus brachypomus. CT - comprimento total (cm),
CP - comprimento padrdo (cm), CTr - comprimento do tronco (cm), CC - comprimento da cabega (cm),
ATr - altura do tronco (cm), LTr - largura do tronco (cm). Relagdo comprimento da cabega/comprimento
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padrdo = CC/CP; Relagdo comprimento padrdo/comprimento total = CP/CT; Relagdo largura do
tronco/comprimento do tronco = LTt/CTr; Relagao largura do tronco/altura do tronco = LT1/ATr; Relagdo
altura do tronco/comprimento do tronco = ATr/CTr.

Os animais eutanasiados também foram utilizados para a analise do rendimento
de carcaca. Imediatamente apds a remocdo das visceras, os peixes foram filetados,
retirando-se os dois filés com costelas para pesagem e determinacao do rendimento:

e Rendimento de filé = 100 x (peso do filé (g) / peso corporal (g))

e Rendimento de carcaga = 100 x ((peso do filé (g) + peso do corte com costelas

(2)) / peso corporal (g))

2.8.Indicadores de Estresse Oxidativo

Ao final do Experimento 2, uma por¢ao dos tecidos musculares ¢ hepaticos foi
imediatamente congelada a -80°C. Posteriormente, as amostras foram descongeladas,
pesadas, maceradas e homogeneizadas (homogeneizador de vidro Potter-Elvehjem) (1:10
p/v) em solucdo especifica para cada analise enzimatica. As amostras foram centrifugadas
por 5 min a 10.000 x g, em centrifuga refrigerada, e a fragdo sobrenadante foi utilizada
para determinar os niveis de glutationa reduzida (GSH) (Ellman, 1959), glutationa S-
transferase (GST) (Habig et al., 1974), superoxido dismutase (SOD) (Misra e Fridovich,
1972), catalase (CAT) (Aebi, 1984), peroxidacao lipidica (TBARS) (Hermes-Lima et al.,
1995), acido ascorbico (Roe e Kuether, 1943) e niveis de proteinas no figado e no muasculo

(Bradford, 1976).
2.9 Histologia

Peixes eutanasiados no Experimento 2 também foram utilizados para a coleta de
uma por¢ao do arco branquial, que foi colocada individualmente em tubos contendo
solucdo de Bouin por 24 h, seguida de armazenamento em etanol 70% para posterior
processamento. Os tecidos foram incluidos em parafina para obtencdo de cortes
histologicos com 5 um de espessura. As laminas histoldgicas foram preparadas de acordo
com protocolos de coloragdo hematoxilina-eosina. As laminas foram observadas e
fotomicrografadas em microscopio (Axio Scope.Al) com sistema digital de captura de
imagens acoplado (Axiocam 105, ZEISS®, Jena, Alemanha). Seis campos de grande
aumento foram selecionados aleatoriamente em cada lamina para medir a altura total das
lamelas e a distancia interlamelar (Gressler et al., 2016), utilizando o software Imagel®.
A Figura 2 ilustra como foram realizadas as medi¢des da altura total das lamelas (Figura

2A) e da distancia interlamelar (Figura 2C).
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Figura 4. Histologia de branquias demonstrando as medidas morfométricas de altura total
das lamelas e distancia interlamelar de juvenis de Piaractus brachypomus apos 90 dias

de cultivo em diferentes densidades de estocagem em RAS.
2.10.Sinalizacdo Purinérgica

Porg¢des do musculo e do rim cefalico foram removidas e dissecadas em placas de
vidro sobre gelo, homogeneizadas (1:10 p/v) em tubos de vidro Potter com tampao Tris-
HCI (10 mM, pH 7,4) e centrifugadas a 2000 x g por 10 min. Os sobrenadantes foram
armazenados a -20°C até a realizacdo das analises.

As atividades de NTPDase (ATP ou ADP como substratos) e 5’-nucleotidase
foram avaliadas espectrofotometricamente a 630 nm, de acordo com o protocolo
estabelecido por Rosemberg et al. (2010) e descrito em detalhe por Baldissera et al.
(2019). A atividade enzimatica foi expressa como nmol de fosfato inorganico (Pi)
liberado min' mg de proteina?’. A atividade de ADA foi medida
espectrofotometricamente com base na liberagdo direta de amonia gerada quando a
enzima atua sobre Ado, conforme previamente relatado por Giusti e Gakis (1971) e
recentemente descrito em detalhe por Baldissera et al. (2019). A atividade enzimatica foi
expressa como U mg de proteina™'. A concentragdo proteica foi determinada pelo método
baseado no corante Coomassie Blue G (Read e Northcote, 1981), utilizando albumina
bovina como padrao.

2.11. Analises estatisticas
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Os dados foram testados quanto a homocedasticidade e normalidade pelos testes
de Levene e Shapiro-Wilk, respectivamente. Em seguida, foram submetidos 8 ANOVA
unidirecional (one-way ANOVA) para comparagdo do efeito da densidade de estocagem
sobre as variaveis analisadas, seguida do teste de comparagdo de médias de Tukey, com
nivel de significancia de 5%. As varidveis que ndo atenderam aos pressupostos foram
analisadas pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, ao nivel de 95% de
probabilidade. As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software estatistico

R.

3. Resultados

3.1.Experimento 1

A maioria dos pardmetros de desempenho dos juvenis de P. brachypomus nao foi
significativamente afetada pelas densidades de estocagem testadas, exceto a biomassa
final, com valores significativamente maiores em D1,6 (p < 0,05), e o consumo de ragdo

e FCR foram piores em D0,5 (p < 0,05) (Tabela 1).

Tabela 1. Desempenho zootécnico (média + desvio-padrdo) de juvenis de Piaractus
brachypomus apds 90 dias de cultivo em diferentes densidades de estocagem em RAS
(Experimento 1).

Densidades de Estocagem (kg m™)

Parametros p-valor
Dos D1y Dis
Peso final (g) 236,18 £29,04 246,86 + 18,38 255,09 +9,65 0,8150
Comprimento final (cm) 23,21+ 1,06 23,08 +£0,72 22,59 +0,20 0,8300
Ganho de peso (g) 206,47 + 29,04 225,38 + 18,38 217,15+ 9,65 0,8150
GPD (g dia) 2,29 +0,32 2,50+0,20 2,41 +0,11 0,8150
TCE (% dia™") 2,28+0,15 2,38 +£0,08 2,35+ 0,04 0,7881
Biomassa final (kg m™) 3,68 +£0,57° 8,76 + 0,95° 11,84 + 0,28 0,0004
Consumo alimentar (g peixe dia™!) 4,63 +£0,49* 3,52 + 0,46° 3,16 +0,27° 0,0124
CAA 1,97 +0,29% 1,24 £ 0,06* 1,25 +0,052 0,0402
Sobrevivéncia (%) 84,44 + 5,88 90,00 + 1,93 85,18 £ 4,86 0,6624

Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas pelo teste ANOVA
unidirecional e Tukey (p < 0,05). GPD — ganho de peso diario; TCE — taxa de crescimento especifico; CAA
— taxa de conversdo alimentar aparente.

As variaveis hematoldgicas e bioquimicas do sangue nao apresentaram diferencas

significativas entre as densidades testadas (p > 0.05) (Tabela 2).
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Tabela 2. Hematologia e bioquimica sanguinea (média + desvio-padrdo) de juvenis
Piaractus brachypomus ap6s 90 dias de cultivo em diferentes densidades de estocagem

em RAS (Experimento 1).

Densidades de Estocagem (kg m™)

Parametros p-valor
Dos Diyo Dis
Hematocrito (%) 28,93 + 0,87 27,93 +£1,10 27,60+ 1,73 0,7582
Hemoglobina (g dL!) 8,91+0,23 9,32+ 0,54 8,85+0,79 0,8241
Eritrocitos (x10° uLt) 0,68 0,01 0,62 + 0,03 0,69 + 0,07 0,1952
VCM (fL) 428,57 29,66 447,40 £27,14 404,10 + 7,48 0,1591
GCM (pg) 132,01 £7,75 151,36 £ 18,96 127,54 £5,75 0,1952
CHCM (g dL'h) 30,82 + 0,28 33,78 £ 1,65 31,57 +£0,90 0,2211
PPT (g dL™) 5,29+0,25 4,99 + 0,04 5,02+0,11 0,3905
Glicose (mg dL) 74,86 + 5,69 68,84 + 3,43 62,56 + 3,85 0,2263
Colesterol (mg dL™") 240,78 +£22,56 250,84 £ 11,15 191,98 £ 23,37 0,1605
Triglicerideos (mg dL") 344,33 + 70,21 340,47 + 20,33 384,43 + 50,70 0,8052
AST (UILY) 108,11 £6,96 102,27 £ 6,69 69,11 £+ 18,02 0,1130
ALT (UILY) 6,84 £ 0,34 7,13 +£0,93 8,33 +£2,85 0,8197

VCM - volume corpuscular médio; HCM — hemoglobina corpuscular média; CHCM — concentracdo de
hemoglobina corpuscular média; PPT — proteina plasmatica total; AST — aspartato aminotransferase; ALT
— alanina aminotransferase.

Nao houve efeito significativo das densidades de estocagem sobre os indices

somaticos (p > 0.05) (Tabela 3).

Tabela 3. Indices somaticos (média + desvio-padrdo) de juvenis de Piaractus
brachypomus apo6s 90 dias de cultivo em diferentes densidades de estocagem em RAS

(Experimento 1).

Densidades de Estocagem (kg m™)

indices (%) p-valor
Dos D1y Dis

IVS 1,56 +£0,10 2,11+£0,18 2,46 £0,29 0,0546

HS 0,74 £ 0,06 0,90 + 0,08 1,06 £0,17 0,2155

IGV 1,76 £ 0,21 1,74 £ 0,11 1,60+ 0,39 0,8910

IVS — indice viscerossomatico; IHS — indice hepatossomatico; IGV — indice de gordura visceral.

3.2.Experimento 2
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A biomassa final foi significativamente maior nas densidades D3 e D4,5 (p <
0,05). O consumo de ra¢ao foi maior na menor densidade testada (D1,5) e a CAA foi
melhor em D3,0 do que em D4,5 (p <0,05). Os demais pardmetros zootécnicos nao foram

significativamente afetados pelas densidades testadas (p > 0,05) (Tabela 4).

Tabela 4. Pardmetros zootécnicos de juvenis de Piaractus brachypomus apo6s 90 dias de

cultivo em diferentes densidades de estocagem em RAS (Experimento 2).

Densidades de estocagem (kg m™)

Parametros p-valor
D5 Dsyp Dy
Peso final (g) 693,33 + 83,21 744,45 + 21,93 639,37 + 31,60 0,4264
Ganho de peso (g) 44298 + 83,21 494,10 £ 21,93 389,01 + 31,60 0,4294
GPD (g day™) 4,92 + 0,92 5,49+ 0,24 4324035 0,4264
TCE (% day™) 1,11 £0,14 1,21 £0,03 1,04 £ 0,06 0,4564
Biomassa final (kg m™) 5,20 £ 0,62° 11,46 £0,26* 13,89 £ 1,15° 0,0006
Consumo alimentar (g peixe dia™) 10,02 + 1,072 8,08 +0,41° 6,74 +0,39° 0,0035
CAA 1,38 +0,10° 1,03 £ 0,03 1,10£0,06° 00221
Sobrevivéncia (%) 100,00 + 0,00 100,00 + 0,00 96,30 £+ 3,70 0,4219

Meédias seguidas por letras diferentes na mesma linha indicam diferengas significativas pelo teste ANOVA
unidirecional e Tukey (p < 0,05). GPD — ganho de peso diario; TCE — taxa de crescimento especifico; CAA
— taxa de conversao alimentar aparente.

Os valores de hematdcrito foram significativamente menores em D1,5 (p < 0,05). As

demais variaveis hematologicas e bioquimicas ndao foram significativamente afetadas

pelas densidades avaliadas (p > 0,05) (Tabela 5).

Tabela 5. Hematologia e bioquimica sanguinea (média + desvio-padrao) de juvenis
Piaractus brachypomus apos 90 dias de cultivo em diferentes densidades de estocagem

em RAS (Experimento 2).

Densidades de Estocagem (kg m™)

Parametros p-valor
Dis Dso D4
Hematocrito (%) 27,69 £ 0,72° 30,29 £ 0,55 31,53 £0,10* 0,0058
Hemoglobina (g dL™") 751+ 0,23 7,93 0,25 9,24+ 1,17 0,2652
Eritrocitos (x106 uL™) 0,64 + 0,10 0,75+ 0,03 0,73 +£ 0,06 0,1919
VCM (fL) 442,02 + 85,53 404,51 £23,44 431,55 +£35,44 0,7057
HCM (pg) 120,05 + 25,30 105,74 + 4,69 126,06 + 26,78 0,5282
CHCM (g dL) 27,11 £ 0,46 26,16 + 0,55 29,29 + 3,64 0,5974
PPT (g dL") 5,47 +0.21 539+0,12 5,57 0,07 0,6998
Glicose (mg dL™) 74,70 + 3,02 72,30 + 3,95 72,04+3.85 08532
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Colesterol (mg dL") 115,95 +2,15 99,90 + 7,93 113,79 £ 6,11 0,1949
Triglicerideos (mg dL") 182,49 + 8,23 269,58 + 55,17 175,26 + 13,41 0,1613
AST (UIL™Y) 52,13 +431 62,31 +£2,70 48,07 £ 4,15 0,0876
ALT (UL 5,93+0,43 7,15+0,18 5,67+0,52 0,0864

Meédias seguidas por letras diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas pelo teste ANOVA
unidirecional e Tukey (p < 0,05). VCM —volume corpuscular médio; HCM — hemoglobina corpuscular
média; CHCM — concentragao de hemoglobina corpuscular média; PPT — proteina plasmatica total; AST —
aspartato aminotransferase; ALT — alanina aminotransferase.

Nao houve efeito significativo das densidades de estocagem sobre os indices

somaticos (p > 0.05) (Tabela 6).

Tabela 6. Indices somaticos (média + desvio-padrdo) de juvenis de Piaractus
brachypomus ap6s 90 dias de cultivo em diferentes densidades de estocagem em RAS

(Experimento 2).

Densidades de Estocagem (kg m™)

Indices (%) p-valor
Dis Dsy Dajs

VS 4,16 0,39 2,63 £0,82 2,59+£0,90 0,3043

IHS 1,05+0,18 0,73 £ 0,30 0,74 £ 0,28 0,6319

IGV 4,76 0,34 2,84 +£0,77 2,98 £ 0,63 0,1190

IVS — indice viscerossomatico; IHS — indice hepatossomatico; IGV — indice de gordura visceral.

Os parametros morfométricos, rendimento de carcaca e rendimento de filé nao
diferiram significativamente, independentemente da densidade utilizada (p > 0.05)

(Tabela 7).

Tabela 7. Parametros morfométricos, rendimento de carcacga e rendimento de fil¢ (média
+ desvio-padrdo) de juvenis de Piaractus brachypomus apos 90 dias de cultivo em

diferentes densidades de estocagem em RAS (Experimento 2).

Densidades de Estocagem (kg m™)

Parametros p-valor
Dis Dsp Dy

Comprimento total (cm) 31,01 +1,49 31,97 £ 0,27 36,68 +5,91 0,5142
Comprimento padrao (cm) 25,18 £ 1,26 25,92 £0,20 25,37 £ 0,49 0,7956
Comprimento da cabeca (cm) 7,44 £0,23 7,82 +0,09 7,77 £0,07 0,2308
Comprimento do tronco (cm) 17,74 £1,03 18,10 £ 0,11 17,60 £ 0,43 0,8544
Altura da cabega (cm) 13,47 £ 0,43 13,56 £ 0,14 12,70 + 0,34 0,2053
Largura do tronco (cm) 4,55 +0,05 4.45+0,13 430+0,14 0,3575

CC/CP (cm) 0,30+ 0,01 0,30 = 0,001 0,31 + 0,003 0,2830
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CP/CT (cm) 0,81 £0,001 0,81 £ 0,004 0,72+0,10 0,4785
LTt/CTr (cm) 0,26 £0,01 0,25+0,01 0,24 +£0,01 0,6478
LTr/ATr (cm) 0,34 +£0,01 0,33 +£0,01 0,34 £ 0,02 0,8284
ATr/CTr (cm) 0,76 £ 0,02 0,75 +£0,01 0,72 £ 0,01 0,2382
Rendimento carcaca (%) 48,38 + 1,67 46,81 + 1,06 4588 +£1,52 0,4486
Rendimento filés (%) 42,65+ 1,57 40,62 + 1,06 39,85+ 1,28 0,4201

CC/CP — relagdo comprimento da cabeca e comprimento padrdo; CP/CT — relagdo comprimento padréo e
comprimento total; LTr/CTr — relagdo largura do tronco e comprimento do tronco; LTt/ATr — relagdo
largura do tronco e altura do tronco; ATr/CTr — relagdo altura do tronco e comprimento do tronco.

No musculo dos juvenis de P. brachypomus, a maior atividade de SOD foi
observada em D1,5 (p < 0,05) e, no figado, foi significativamente maior em D4,5 do que

em D1,5 (p <0,05) (Figura 3B). A maior atividade de catalase no figado ocorreu em D3,0
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(p < 0,05) (Figura 3C). No musculo, a maior atividade de GST foi encontrada em D3,0
(p <0,05), e no figado foi significativamente maior em D4,5 do que em D1,5 (Figura 3D).
No figado, o maior valor de GSH foi observado em D4.5 (p < 0,05) e, no musculo, foi
significativamente maior em D3,0 do que em D4,5 (p < 0,05) (Figura 3E). Os niveis de
TBARS no figado e musculo (Figura 3A), CAT no musculo (Figura 3C), AA no figado e
musculo (Figura 3F) e proteina no musculo e figado (Figura 3G) ndo foram
significativamente influenciados pelas densidades testadas (p > 0,05).

Figura 5. Estado oxidativo hepatico e muscular (média + erro padrao) de juvenis de
Piaractus brachypomus ap6s 90 dias de cultivo em diferentes densidades de estocagem
em RAS (Experimento 2). Barras com letras sobrescritas diferentes indicam diferengas
significativas pelo teste ANOVA unidirecional e teste de Tukey (p < 0,05).

A atividade da enzima NTPDase para a hidrolise de ATP foi maior no rim cefélico
dos juvenis mantidos em D1,5 do que em D4,5 (p < 0,05), porém nao foram observadas
alteragdes significativas no musculo (p > 0,05) (Figura 4A). A atividade das demais
enzimas relacionadas ao sistema purinérgico no rim cefilico e no musculo ndo foi

significativamente afetada pelas diferentes densidades de estocagem (p > 0,05) (Figuras

4B, 4C ¢ 4D).
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Figura 6. Enzimas relacionadas ao sistema purinérgico (média + erro padrdo) de juvenis
de Piaractus brachypomus ap6s 90 dias de cultivo em diferentes densidades de estocagem
em RAS (Experimento 2). Barras com letras sobrescritas diferentes indicam diferengas
significativas pelo teste ANOVA unidirecional e teste de Tukey (p < 0,05).
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Os juvenis mantidos em D3,0 apresentaram a menor altura lamelar das branquias
(p < 0,05) (Figura 5A) e um espago interlamelar significativamente reduzido em

comparac¢do aqueles mantidos em D1,5 (p < 0,05) (Figura 5B).
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Figura 7. Histologia branquial (média + erro padrdo) de juvenis de Piaractus
brachypomus apds 90 dias de cultivo em diferentes densidades de estocagem em RAS
(Experimento 2). Barras com letras sobrescritas diferentes indicam diferencas
significativas pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (p < 0,05).

4. Discussido

A alta sobrevivéncia e as boas respostas de crescimento encontradas em nosso
estudo com as diferentes densidades de estocagem testadas em ambos os experimentos
confirmam a adaptabilidade de P. brachypomus ao RAS, conforme também observado
em outros estudos previamente conduzidos com a espécie (Poelo et al., 2011; Favero et
al., 2021; Ferreira et al., 2023; Ananias et al., 2025).

Similaridades foram observadas entre os dois experimentos deste estudo, com
apenas biomassa final, consumo de racdo e conversdo alimentar sendo afetados pelas
densidades testadas. Ao final de ambos os experimentos, a biomassa final foi maior nas
maiores densidades (D1,6 — experimento 1 e D4,5 — experimento 2). A biomassa ¢
utilizada para avaliar a produtividade do cultivo (Al et al., 2006), em que valores maiores
indicam aumento de produtividade. Esse resultado também foi observado em duas fases
mais jovens de P. brachypomus (Ananias et al., 2025), utilizando densidades de 0,68;
1,45; 4,41; 7,17 kg m™3 (fase 1) e 1,0; 1,95; 5,63; 7,90 kg m (fase 2). O tambaqui
(Colossoma macropomum), espécie do grupo dos peixes redondos, assim como P.
brachypomus, também apresentou maiores biomassas nas maiores densidades estudadas
(Santos et al., 2021; Ananias et al., 2024).

O consumo de ragao esta diretamente relacionado a conversdo alimentar. As

densidades de 1,0 e 1,6 kg m™ (experimento 1), e 3,0 e 4,5 kg m™ (experimento 2)
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melhoraram o consumo de ragdo e a conversdo alimentar. Estudos testando manejo de
restri¢ao alimentar e horarios de alimentagdo na producao de P. brachypomus observaram
valores de consumo de ragdo entre 5,79 e 10,33 g peixe™ (Favero et al., 2022) e 13,6 a 22
g peixe! (Favero et al., 2021). Entretanto, valores de consumo podem ser influenciados
pela duragdo do estudo, palatabilidade da dieta e idade dos animais.

A conversdo alimentar em ambos os experimentos foi pior na menor densidade de
estocagem. Os valores de referéncia de conversao alimentar para P. brachypomus ainda
sdo escassos. No entanto, juvenis mantidos a 31,25 peixes m= em RAS e em sistema
fechado apresentaram conversado entre 1,5 e 1,6 (Poelo et al., 2011), valores préximos aos
observados no presente estudo. Estudos de manejo alimentar com a espécie, mas com
pesos diferentes dos utilizados no presente estudo, observaram valores em torno de 0,78
(2,40 g — 0,5 peixe L") (Favero et al., 2022) e 1,1 (2,99 g — 0,2 peixe L) (Favero et al.,
2021). O nivel de intensificacdo do sistema, parametros ambientais relacionados a
qualidade da 4gua, comportamento da espécie cultivada, idade e estigio de
desenvolvimento dos peixes podem afetar a conversdo alimentar (Craig et al., 2017).
Além dos fatores mencionados, os resultados deste estudo indicam que altas densidades
podem influenciar positivamente a conversao alimentar de juvenis de P. brachypomus. O
hibrido tambatinga (C. macropomum x P. brachypomus) mantido em RAS em diferentes
densidades apresentou taxas de conversdo entre 1,08 e 1,16 (Sousa et al., 2020). Ananias
et al. (2024) encontraram valores entre 0,64 e 2,36 para C. macropomum em diferentes
fases de crescimento em RAS.

Os demais parametros zootécnicos ndo foram significativamente influenciados
pelas diferentes densidades testadas durante os dois experimentos, indicando que juvenis
de P. brachypomus se adaptaram ao cultivo nessas densidades. Poelo et al. (2011) também
cultivaram com sucesso essa espécie em altas densidades no RAS (31,25 peixes m3,
aproximadamente 1,38 kg m™). Juvenis de P. brachypomus com 1,5 g mantidos em
densidades de até 4,41 kg m> e com 6,6 g até¢ 5,63 kg m> também apresentaram
resultados satisfatérios em RAS (Ananias et al., 2025). C. macropomum, avaliado em
diferentes densidades conforme o crescimento, mostrou bons resultados em densidades
de 0,9 kg m (peso inicial de 0,54 g), 1,6 kg m= (8,22 g), ¢ 4,0 ¢ 6,0 kg m™ (142,18 g)
(Ananias et al., 2024). Esses resultados permitem concluir que espécies de peixes
redondos amazdnicos podem ser cultivadas em sistemas intensivos, gerando maior

produtividade e possibilitando sua criagdo em regides de temperaturas mais amenas.
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Densidades de estocagem nao ideais podem ser consideradas estimulos
estressantes para os peixes (Tort et al., 1996; Ahmed et al., 2020). Nem todas as espécies
se adaptam bem ao adensamento, e avaliagdes de parametros bioquimicos e
hematoldgicos sdo ferramentas que permitem investigar possiveis niveis de estresse
(Ahmed et al., 2020). Indices hematolégicos como hematdcrito, concentragio de
hemoglobina e niimero de eritrocitos estdo relacionados a capacidade do sangue de
transportar oxigénio (Weenderlar Bonga, 1997; Ahmed et al., 2020). No presente estudo,
observamos que o hematdcrito foi maior nas maiores densidades (D3,0 e D4,5) no
experimento 2, indicando maior necessidade de captacdo e transporte de O.. Esses
resultados indicam que juvenis submetidos a essas densidades iniciaram respostas
fisiologicas ao estresse, mesmo que os niveis de OD tenham permanecido adequados; no
entanto, maior captagdo de O: pelos eritrécitos foi necessaria, sem afetar outros
parametros sanguineos de P. brachypomus.

Com base nos dados do presente estudo, podemos afirmar que as densidades
testadas nao afetaram a saude dos juvenis. Assim como observado aqui, juvenis de P.
brachypomus mantidos em densidades de 1,0; 1,95; 5,63 ¢ 7,90 kg m~ mostraram poucas
alteracdes em seus parametros hematoldgicos e bioquimicos plasmaticos, com
interferéncia apenas nos valores de triglicerideos (Ananias et al., 2025). Juvenis de C.
macropomum sofreram pouca influéncia nos parametros hematofisiologicos em
densidades de 0,5; 1,0; 1,5; 1,6; 3,0 € 4,5 kg m~ (Santos et al., 2021) € 2,0; 4,0 e 6,0 kg
m~ (Ananias et al., 2024), permanecendo saudaveis, recomendando-se sua produgio em
altas densidades no mesmo sistema. Estudos de densidade de estocagem para outras
espécies também encontraram resultados semelhantes aos do presente estudo. Tilapia do
Nilo (Oreochromis niloticus) mantida em trés densidades diferentes (2,84; 4,26; 5,68 kg
m3) apresentou aumento no hematocrito conforme a densidade aumentou em RAS (Zafar
et al., 2023). No entanto, juvenis de bagre (Pangasianodon hypophthalmus) de 10 g
mantidos em densidades de 0,2; 0,4 ¢ 0,6 kg m> em hapas apresentaram redugdo no
hematocrito com o aumento da densidade (Refaey et al., 2024). Resultados contraditérios
reforcam a afirma¢do de Ahmed et al. (2020) de que o estresse ¢ dependente da espécie e
da necessidade de estudos sobre adaptagdo de espécies de interesse comercial a
intensificagao do cultivo.

Indices somaticos estdo relacionados ao peso do animal, deposigdo de gordura
visceral e estado nutricional (Luckenbach et al., 2007). Redugdes na deposi¢ao de lipidios

podem indicar redirecionamento energético para adaptacdo a situacdes estressantes
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(Basrur et al., 2010). As densidades testadas em ambos os experimentos nao
influenciaram os indices somaticos dos animais. Esses resultados, juntamente com os
dados de crescimento e hematofisioldgicos, indicam que, mesmo com as alteracdes de
hematocrito observadas no experimento 2, as densidades ndo promoveram mobilizagao
energética. Em estudo com juvenis de C. macropomum mantidos em diferentes
densidades em RAS, também ndo foram encontradas diferencas nos indices somaticos
(Ananias et al., 2024).

Os parametros morfométricos, rendimento de carcaca e rendimento de filé¢ dos
espécimes no experimento 2 também nao foram influenciados pelas densidades. Medidas
morfométricas de peixes redondos (C. macropomum e P. brachypomus) e seus hibridos
podem ser usadas indiretamente para selecionar peixes mais pesados, além de identificar
melhores caracteristicas de filé (Reis-Neto et al., 2012). Ribeiro et al. (2019) afirmaram
que medidas morfométricas podem ser usadas em P. brachypomus para estimar peso
corporal, peso de carcaca e filé com espinhas. O rendimento de carcaga de surubins
(Pseudoplatystoma spp.) submetidos a diferentes densidades em viveiros escavados
também nao foi alterado com o aumento da densidade (Fantini et al., 2014). Hibridos de
bagre-channel (Ictalurus punctatus x Ictalurus furcatus) também ndo apresentaram
diferengas nos rendimentos de carcaca e filé apos serem mantidos em diferentes
densidades em tanques escavados de 0,4 hectares (Bosworth et al., 2015).

Estudos mostram que maiores densidades podem desencadear alteragdes no
balanco redox intracelular, resultando em estresse oxidativo (Andrade et al., 2015; Ruiz
etal., 2021), que ¢ uma simples perturbacao no equilibrio entre oxidantes e antioxidantes,
a favor dos oxidantes, levando a desregulacao do sinal redox e/ou dano molecular (Sies
et al., 2017). O mecanismo de defesa contra o estresse oxidativo em peixes ¢ semelhante
ao de mamiferos, consistindo na ativa¢ao de antioxidantes enzimaticos € ndo enzimaticos
(Birnie-Gauvin et al., 2017). Quando ativados, esses mecanismos podem manter o estado
redox sob controle (Sies, 1997). No entanto, quando levados ao limite, esses mecanismos
sdo prejudicados e antioxidantes sdo depletados (Choi et al., 2019). Niveis elevados de
antioxidantes enzimaticos e€ ndo enzimaticos podem indicar resposta positiva do
mecanismo de defesa contra o estresse oxidativo (Gutteridge e Halliwell, 1990; Wang et
al.,, 2013). SOD e CAT sd3o enzimas importantes do sistema antioxidante; SOD ¢
responsavel pela dismutacdo do anion superoxido em perdxido de hidrogénio, que ¢
convertido em oxigénio e dgua pela CAT (Halliwell e Gutteridge, 2015). A supressao de
SOD no musculo nas maiores densidades (D3 e D4,5), de CAT no figado em D1,5 e D4,5,
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e o aumento de SOD no figado em D4,5 podem indicar o inicio de dano oxidativo na
maior densidade testada no experimento 2. No entanto, esse dano ndo foi suficiente para
afetar o crescimento e as respostas fisiolégicas dos juvenis. Outras espécies também
sofreram supressao enzimatica do sistema de defesa antioxidante nas maiores densidades
testadas, como black bass (Micropterus salmoides) (Wang et al., 2020; Jia et al., 2022),
bluntnose black bream (Megalobrama amblycephala) (Wang et al., 2019), linguado
(Scophthalmus maximus) (Jia et al., 2016) e butter catfish (Ompok bimaculatus) (Majhi
et al., 2023).

A GSH, por sua vez, desempenha papel importante em varios processos celulares,
como metabolismo de nutrientes, sinalizacao redox e regulagdo das fungdes metabolicas
(Aquilano et al., 2014). A GST ¢ ativada pela presenca de glutationa, seu cofator
enzimatico, e uma de suas fungdes € a remogao de perdxidos de hidrogénio, xenobiodticos
e metabolitos enddgenos (Board e Menon, 2013). Os baixos niveis de GST e GSH no
musculo indicam incapacidade desses antioxidantes de manter o equilibrio redox no
tecido. No entanto, o aumento desses dois antioxidantes no figado de juvenis mantidos na
maior densidade no experimento 2 sugere uma ativagao positiva do mecanismo de defesa
oxidativa no figado. Pacus (P. mesopotamicus) apresentaram aumento da atividade de
GST quando mantidos na maior densidade testada (22 kg m~) e alimentados com dietas
contendo B-caroteno e algas vermelhas (Bachetta et al., 2020). O mesmo foi observado
por Diao et al. (2023) com Pelteobagrus fulvidraco mantidos na maior densidade testada
(0,25 kg m™?) em sistema integrado com cultivo de arroz. Esses resultados sugerem
adaptacao do organismo as condi¢gdes impostas por maiores densidades. No entanto, a alta
densidade testada no experimento 2 gerou estresse oxidativo leve ou moderado, sendo
necessario observar a producdo da espécie ao longo de periodos extensos de cultivo para
identificar possiveis efeitos prejudiciais a satide e ao crescimento de P. brachypomus.

A inibigdo da atividade da NTPDase esplénica indica sinalizagdo purinérgica,
induzindo aumento de respostas pro-inflamatérias devido a reducao da hidrélise de ATP,
liberando, consequentemente, mais Oxido nitrico e citocinas pro-inflamatérias e seus
efeitos imunotoxicos (Baldissera et al., 2018). A baixa atividade de NTPDase para a
hidrolise de ATP em peixes mantidos em D4,5 revela a inibicdo de sua atividade,
indicando sinalizagdo pré-inflamatéria no rim cefélico de P. brachypomus, uma vez que
menos ATP ¢é hidrolisado no ambiente extracelular, e o aumento dessa molécula libera
mediadores inflamatdrios por interagdo com receptores P2X. A observagdo da atividade

de enzimas ligadas ao sistema purinérgico em peixes submetidos a altas densidades de
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estocagem ainda ndo foi relatada na literatura. No entanto, outros estressores ja foram
estudados, confirmando sua influéncia na sinalizag¢do purinérgica. Ciclideos amazonicos
(Geophagus proximus) mantidos em agua preta e expostos a hipoxia também
apresentaram redugdo na atividade da NTPDase para a hidrélise de ATP (Souza et al.,
2021). Piato et al. (2011) observaram aumento na hidrélise de ATP por NTPDase em
zebrafish (Danio rerio) expostos a estresse agudo por restricio de movimento, sendo
considerado uma tentativa fisioldgica de reduzir niveis de ATP no ambiente extracelular,
uma molécula pré-inflamatoria quando presente em excesso. Pterygoplichthys pardalis
submetido ao estresse de manejo também apresentou aumento na atividade da NTPDase
usando ATP como substrato (Baldissera et al., 2020), também considerada uma tentativa
fisiologica de reduzir ATP extracelular. Assim como as alteragdes nos parametros
sanguineos sao dependentes da espécie e do tipo de estressor, os diferentes resultados
encontrados na literatura podem indicar que a atividade de enzimas relacionadas a
sinalizacdo purinérgica também pode depender da espécie e do tipo de estresse a que o
animal ¢ submetido.

As branquias sao os primeiros 0rgaos a responder a estressores ambientais (Benli
et al., 2008). Entretanto, o conceito de satide branquial ainda ndo ¢ bem compreendido;
geralmente esta relacionado a auséncia de alteragdes detectaveis (Foyle et al., 2020) por
meio de exames morfologicos ou da resposta imune do tecido branquial via expressao
génica ou presenca de patdogenos (Bjorgen et al., 2024). A morfometria das lamelas
branquiais auxilia na avaliagdo do bem-estar dos peixes no ambiente ao qual estdo
submetidos (Reis et al., 2009). Uma maior area lamelar indica um ambiente favoravel,
que permite maior interagao entre o animal e o meio, enquanto uma area lamelar reduzida
indica um ambiente desafiador, seja pela presencga de substancias quimicas, componentes
toxicos ou caracteristicas fisicas (Reis et al., 2009). O aumento observado na area lamelar
nas densidades D1,5 e D4,5 indica que a densidade de estocagem nao causou danos ao

tecido branquial.

5. Conclusio
Juvenis de P. brachypomus com peso médio de 29,5 g podem ser cultivados em
densidades iniciais de estocagem de até 1,6 kg m™ por 90 dias, e juvenis com peso médio
de 250 g podem ser mantidos em densidades de até 4,5 kg m™ por mais 90 dias sem alterar
seu desempenho de crescimento ou a maioria das respostas fisiologicas analisadas. No

entanto, a maior densidade no experimento 2 resultou em leve dano oxidativo e alteracdes
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nos valores de hematdcrito. Densidades de estocagem mais elevadas devem ser testadas

para aumentar a produtividade de P. brachypomus em sistemas RAS.
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8. CONSIDERACOES FINAIS
Os estudos analisados demonstram que tanto Colossoma macropomum quanto
Piaractus brachypomus apresentam capacidade adaptativa ao cultivo em sistemas de
recirculacdo de agua (RAS) sob diferentes densidades de estocagem, embora com

respostas fisiologicas e zootécnicas distintas, conforme o seu estagio de desenvolvimento.

Para o C. macropomum, o desempenho zootécnico e os parametros metabdlicos
foram satisfatorios mesmo em altas densidades, com adaptagdes fisiologicas que indicam
tolerancia a essas condic¢des. Ja para o P. brachypomus, foi observado que o aumento da
densidade reduz o crescimento e altera parametros hematologicos e bioquimicos, embora
ndo afete negativamente o desempenho quando os peixes atingem maiores pesos
corporais. Além disso, respostas oxidativas e alteracdes na sinaliza¢ao purinérgica foram
identificadas, especialmente em densidades mais elevadas, sem comprometer o
desempenho produtivo. Assim, o manejo adequado da densidade de estocagem deve
considerar a fase de crescimento, os efeitos fisiologicos associados e o equilibrio entre
produtividade e bem-estar animal. Recomenda-se a realizagao de estudos de longo prazo

para avaliar os efeitos das densidades ao longo de todo o ciclo produtivo dessas espécies



