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Efeito do pH da agua no crescimento e njet_abolismo de tildpia-do-Nilo e pintado
amazoénico
RESUMO
O objetivo deste trabalho foi avaliar pardmetros de desempenho, metabdlicos e
hematoldgicos de juvenis de tilapia-do-Nilo submetidos a diferentes niveis pH (5,74; 7,14
e 8,62) e densidade de estocagem (DE) (0,54; 1,08; e 2,16 kg m) durante 60 dias, bem
como de juvenis de hibrido pintado amazonico submetidos a diferentes niveis de pH
(4,56; 6,0; 7,24 e 8,90) durante 40 dias. Foram analisados os parametros de qualidade de
agua e ao final foi realizada a biometria e coleta de sangue. A sobrevivéncia ndo foi
afetada em ambos os experimentos. Para tilapia-do-Nilo, em todas as DE, a alcalinidade
e a amoénia ndo ionizada foram superiores no pH alcalino. Em todos os niveis de pH, a
alcalinidade na DE 2,16 kg m™ foi superior a DE 0,54 kg m™ e 0s peixes expostos a DE
2,16 kg m™ apresentaram peso e comprimento menores e biomassa maior do que as
demais DE. O cortisol plasmatico foi maior nos peixes expostos ao pH acido do que os
expostos aos demais pHs na DE 2,16 kg m. A glicose plasmatica foi maior nos juvenis
submetidos ao pH acido quando comparada aos do pH alcalino na DE 1,08 kg m3. Em
pH acido, o nimero de leucdcitos foi menor nos exemplares expostos a DE 2,16 kg m™
do que nas demais DE. Na DE 1,08 kg m, os heter6filos foram superiores para os peixes
submetidos ao pH circum-neutro e em relacdo aos demais pHs. Para pintado amazénico,
a amonia total foi superior nos tratamentos com pH 4,56 e 6,00 quando comparada aos
demais pH. A alcalinidade e a amdnia nédo ionizada foram superiores no pH 8,90 do que
nos demais tratamentos. Os peixes expostos ao pH 8,90 apresentaram crescimento inferior
do que os demais pH. Cortisol e proteina plasmatica foram superiores nos peixes expostos
ao pH 4,56 do que os expostos aos demais tratamentos. A glicose foi superior nos
tratamentos com pH 7,25 e 4,56 em relacdo aos demais pH da &gua. Os exemplares
expostos ao pH 7,25 tiveram os niveis de ureia plasmatica superior em relacdo ao demais
pH. Os peixes expostos aos tratamentos com pH circum-neutro e alcalino apresentaram
valores de AST do plasma superiores em relacdo aos expostos nos demais pH. O pH
circum-neutro e DE 1,08 kg m™ apresentaram as melhores condi¢des de cultivo em
termos de bem-estar e desenvolvimento para tilapia-do-Nilo. Os niveis de pH da agua

entre 6,00 a 7,25 sdo recomendados para a producgdo pintado amazonico.

Palavras-chave: amonia ndo ionizada, cortisol, desempenho, glicose.



Effect of water pH on the growth and metabolism of Nile tilapia and amazonian
hybrid (Pseudoplatystoma reticulatum? x Leiarius marmoratusd)

ABSTRACT
The objective of this study was to evaluate the metabolic, hematological and performance

of juveniles of Nile tilapia submitted to different pH levels (5.74, 7.14 and 8.62) and
stoking density (SD) (0,54, 1.08, and 2.16 kg m?) for 60 days, and juveniles of
Amazonian hybrid submitted to different pH levels (4.56, 6.0, 7.24 and 8.90) during 40
days. The water quality parameters were analyzed and at the end, the biometry and blood
collection were performed. Survival was not affected in both experiments. For Nile
tilapia, in all SD, alkalinity and non-ionized ammonia were higher at alkaline pH. At all
pH levels, the alkalinity in SD of 2.16 kg m was higher than SD 0.54 kg m™ and fish
exposed to SD of 2.16 kg m™ had lower biomass than other SD. Plasma cortisol was
higher in fish exposed to acid pH than those exposed to other pH in SD 2.16 kg m™=.
Plasma glucose was higher in juveniles subjected to acid pH when compared to alkaline
pH in SD 1.08 kg m™. At acid pH, the number of leukocytes was lower in the specimens
exposed to SD 2.16 kg m™ whe compared to other the SD. In SD 1.08 kg m?3, the
heterophiles were superior for the fish submitted to the circum-neutral pH in relation to
the other pH. For the amazonian hybrids, total ammonia was higher in the treatments with
pH 4.56 and 6.00 when compared to the other pH. Alkalinity and non-ionized ammonia
were higher at pH 8.90 than in the other treatments. The fish exposed to pH 8.90 presented
lower growth than the other pH. Cortisol and plasma protein were higher in fish exposed
to pH 4.56 than those exposed to other treatments. Glucose was higher in the treatments
with pH 7.25 and 4.56 in relation to the other pH of the water. The specimens showed
higher plasma urea levels with pH 7.25 in relationship the in other trataments. The fish
exposed to the treatments with circum-neutral and alkaline pH presented superior plasma
AST values in relation to the other trataments. The circum-neutral pH and SD 1.08 kg m
% presented the best conditions of cultivation in terms of well-being and development for
Nile tilapia. Water pH levels between 6.00 and 7.25 are recommended for amazonian

hybrid production.

Keywords: cortisol, glucose, non-ionized ammonia, performance.



INTRODUCAO GERAL

A piscicultura € um dos setores de producdo que mais tem crescido nos Gltimos anos
em todo mundo. Este aumento € justificado pela crescente demanda dos consumidores
por carne de pescado (BOSMA & VERDEGEM, 2011; CARVALHO et al., 2011).

Diante deste aumento na producéo, surge uma preocupacao cada vez mais constante
em manter o bem-estar dos peixes cultivados (MEIJBOOM & BOVENKERK, 2013),
pois é comum os produtores intensificarem a producdo aumentando a densidade de
estocagem (DE) nos seus sistemas de producdo (CHAGAS et al., 2009). Tais situagoes
estressantes podem acarretar em prejuizos ao metabolismo, o que ird refletir em
problemas: no comportamento, na alimentacdo, no crescimento e, em situacbes mais
graves, na mortalidade (IWAMA et al., 1997).

Diante disso, & necessario desenvolver pacotes tecnoldgicos que promovam
estratégias de cultivos adequados para espécies foco, determinando as melhores DEs,
assim como os valores dos parametros da qualidade de agua. Portanto, proporcionar
melhores condicfes para os peixes ird favorecer o desenvolvimento e, consequentemente,
resultara em melhora nos indices de producao.

Estudos prévios mostraram que tanto baixas, quanto altas DE acarretam estresses
severos em peixes (BROWN et al., 1992; JORGENSEN et al., 1993; ALANARA &
BRANNAS, 1996; COSTAS et al., 2008; OCHIENG’AKETCH et al., 2014). Nestas
condigdes podem ocorrer perdas de ganho de peso e reducéo da taxa de sobrevivéncia
(EL-SHERIF & EL-FEKY, 2009; GULLIAN-KLANIAN & ARAMBURU-ADAME,
2013). Neste contexto, baixas DE causam o subaproveitamento do espaco, influenciando
0 aparecimento de comportamentos de territorialidade, que desencadeiam crescimento
desigual entre os individuos (HASENBEIN et al., 2016). Altas DE, por sua vez, causam
estresse devido a abrasdao mecanica (ROSS & ROSS, 1999; GOMES et al., 2003), mas
também pelo aumento da atividade natatédria, levando a maior demanda catabélica e
aumento da éarea branquial, ocasionando perdas de ions, diminuicdo do oxigénio
dissolvido, e maior aporte de compostos nitrogenados no cultivo (JOBIING, 1994;
CAGILTAY etal., 2015). Com o aumento da DE, ocorrem varia¢fes no pH da agua, que
é outra variavel importante a ser avaliada, uma vez que influencia no desenvolvimento e
na sobrevivéncia dos peixes. Valores entre 6,5 e 8,5 geralmente sdo recomendados para
a maioria das espécies dulciaquicolas (BALDISSEROTTO, 2011). Os efeitos fisiologicos

decorrentes da exposicdo a aguas &cidas ou alcalinas, causam disturbios no equilibrio



acido-base, regulagdo idnica e na excre¢do de amonia (BALDISSEROTTO, 2011). A
exposicdo a altas DE em niveis fora das faixas de tolerancia de pH, podem promover um
maior desequilibrio fisiolégico, e como consequéncia, afetar negativamente o
crescimento e 0 bem-estar dos peixes.

Portanto, o presente estudo teve por objetivo avaliar o efeito da interacdo da DE,
e pH da agua em parametros de desempenho, metabdlicos e hematoldgicos em juvenis de
tildpia-do-Nilo (Oreochromis niloticus), e o efeito do pH da 4gua em parametros de
desempenho e metabolicos em juvenis de hibrido pintado amazénico (Pseudoplatystoma

reticulatum macho x Leiarius Marmoratus fémea).

REVISAO DE LITERATURA GERAL

Tilapia

As tilapias pertencem a familia Cichlidae, tendo origem no continente africano e
peninsula ardbica (LUND & FIGUEIRA, 1989). S&o animais onivoros, apresentando um
comportamento alimentar fitoplanctéfago (BARROS et al., 2002).

As tilapias das espécies Oreochromis. niloticus, Oreochromis mossambicus,
Oreochromis aureus e Oreochromis hornorum foram as que tiveram mais destaque no
setor piscicola mundial (MELO et al., 2006). No cenéario brasileiro, O. niloticus das
linhagens GIFT e Chitralada, sdo as mais cultivas e comercializadas (RODRIGUES et
al., 2013). Devido as suas diversas caracteristicas desejaveis para producdo, como: grande
rusticidade, resisténcia a varias condi¢cdes ambientais e a sistemas de criacdo, rapido
crescimento, hébito alimentar, boa conversdo alimentar, qualidade nutritiva e
organoléptica do seu filé e auséncia de espinhas em formato de “y” (FREITAS et al.,
2009; MEURER et al., 2009), resultou-se em alta aceitacdo no mercado nacional e
internacional (VICENTE et al., 2014).

A tilapia-do-Nilo foi introduzida no Nordeste brasileiro na década de 1970, com
individuos oriundos da estacdo de Piscicultura de Bouaké, Costa do Marfim, Africa, por
meio do DNOCS (Departamento Nacional de Obras Contra as Secas), em Pentecostes,
estado do Ceara (SIMOES et al., 2007). Atualmente é a principal espécie cultivada na
piscicultura continental brasileira (FURUYA, 2013), atingindo uma produc¢éo de mais de
250 mil toneladas (MPA, 2014).

O cultivo mundial desta espécie esta em um nivel crescente, onde em 2014, sua

producdo alcangou uma marca aproximada de 3.7 milhdes de toneladas (FAO, 2016),



onde a China representou 40% da producdo mundial de tilapia (CAO et al., 2015). O peso
de abate médio para comercializacdo da tilapia-do-Nilo é de 600 a 700g. Para atingir o
peso ideal para o comércio, pode chegar de seis meses a um ano de cultivo, dependendo

do tipo de alimentagdo aportada, manejo e qualidade da &gua (NOGUEIRA, 2003).

Pintado amazonico

A finalidade dos programas de hibridacdo de diversas espécies de peixes, tem
como proposta desenvolver animais com melhor taxa de crescimento, resisténcias a
condicBes ambientas e a patdgenos, melhor qualidade da carne que as espécies parentais
(vigor hibrido ou heterose positiva), ou seja, melhorar as caracteristicas para tornar a
piscicultura mais rentavel (BARTLEY et al., 2000).

Para aprimorar a eficiéncia da producdo de espécies popularmente conhecidas
como bagre, pesquisas de compatibilidade genética das espécies de bagres nativas da
América do Sul, iniciaram na década de 1990, com a hibridizacdo da fémea do cachara
(Pseudoplatystoma reticulatum) com macho do jundia da Amazdnia (Leiarius
Marmoratus) (KOSSOWSKY, 1992). Estas espécies pertencem a ordem Siluriformes e
familia Pimelodidae. S&o peixes de couro que apresentam corpo rolico e alongado, cabeca
achatada, trés pares de barbilhdes préximos a boca e o primeiro raio das nadadeiras dorsal
e peitoral constitui-se de um espinho forte e pungente (CAMPOS, 2005).

O cachara, como a maioria dos animais do género Pseudoplatystoma, € um
predador piscivoro, se alimentando no periodo noturno. A sua distribuicdo ocorre nas
Bacias dos rios Amazonas, Corantijn, Essequibo, Orinoco, Parand e Magdalena e;
dificilmente ultrapassa 20 kg de peso corporal (CAMPOS, 2005; FERRARIS JUNIOR,
2007).

O jundia da Amazonia, que tem distribuicdo nas Bacias dos rios Amazonas,
Essequibo e Orinoco, pode alcancar até 1 m de comprimento e pesar 12 kg. Possui habito
alimentar onivoro e é considerado uma espécie oportunista (FERRARIS JUNIOR, 2007).

O produto gerado da hibridizacdo dessas duais espécies € um hibrido conhecido
como pintado amazoénico. Tal hibrido possui maior versatilidade no habito alimentar,
aceitando dietas comerciais. Soma-se a isso o fato de que as caracteristicas deste peixe,
tanto morfologicamente, quanto no aspecto da qualidade da carne, sdo semelhantes as das
espécies parentais (CAMPOS, 2005). Adicionalmente, este hibrido possui maior
atividade locomotora e alimentar durante a noite (FORTES-SILVA et al., 2017). Por fim,
0 peso do abate recomendado é de 2,0 kg (CAMPQOS, 2005).



Devido ao consideravel valor de mercado da carne deste peixe, aumenta o
interesse para sua producao por partes dos piscicultores, 0 que gera uma maior demanda
por estudos voltados a desenvolver pacotes tecnoldgicos para o cultivo do pintado
amazonico, que ainda sdo escassas (FURUYA & FURUYA, 2003).

Densidade de estocagem

Com o objetivo de maximizar o uso da agua e do espaco para aumentar a
produtividade e rentabilidade de peixes, os piscicultores, muitas vezes, aumentam a DE
(ZHANG et al.,, 2016). Contudo, DE inadequadas podem desencadear estresse,
promovendo efeitos negativos ao desenvolvimento (SANCHES & HAYASHI, 1999).

A producdo em baixas DE, apesar do subaproveitamento do espaco, pode
promover uma melhor taxa de crescimento e sobrevivéncia de algumas espécies. Porém,
0 cultivo de espécies que possuem comportamentos de territorialidade, além de reduzir a
produtividade (menor biomassa), podem acarretar em menor crescimento e maior
mortalidade (GOMES et al., 2000).

Por outro lado, manejos inadequados em cultivo em altas DE, causa prejuizos na
conversdo alimentar, reducdo de crescimento, ndo uniformidade nos individuos,
distdrbios fisioldgicos e até mortalidade (CAVERO et al., 2003; HASENBEIN et al.,
2016). Ademais, altas DE comprometem a qualidade da &gua, em fungédo do aumento dos
compostos nitrogenados decorrentes do arragoamento inadequado e excre¢do dos peixes,
0 que ird acarretara estresse e aumento a suscetibilidade a doengas (JOBLING, 1994;
BARCELLOS et al., 2000).

A forma ndo ionizada da amdnia, por sua vez, é facilmente difundida da agua para
0 epitélio branquial devido a sua solubilidade lipidica, acarretando em distdrbio no
balango i6nico (McDonald e Milligan, 1997), bem como em alteracfes metabdlicas
(MIRON et al., 2008). Promovendo efeitos negativos nos peixes, principalmente em
aguas com pH alcalino, onde a concentracdo deste composto aumenta devido aos menores
niveis do ion H® (CHEZHIAN et al., 2012). Além disso, 0 nitrito é outro composto
nitrogenado que pode atingir niveis toxicos em sistemas de altas DE, sendo que a
concentracdo toxica dependera da espécie cultivada e da idade (TIBILE et al., 2016). Por
fim, 0 aumento de compostos nitrogenados pode levar a eutrofizagdo do sistema de
producdo, que por sua vez, ira afetar a qualidade de &gua (oxigénio dissolvido e pH)
(BALDISSEROTO, 2013).



Estudo de DE com tilapia-do-Nilo realizada por GARCIA-TREJO et al. (2016)
mostrou que o desempenho foi maior para tratamentos com baixa DE, porém a
mortalidade foi elevada (81,1%), devido ao comportamento de territorialidade. Por outro
lado, os juvenis da mesma espécie submetidos a altas DE, tiveram menor ganho de peso
e crescimento (SHOKO et al., 2014). Para o Jundia (Rhamdia quelen), o estresse gerado
por altas DE e baixas DE, promoveram alteracdoes nos parametros bioquimicos destes
peixes (MENEZES et al., 2015).

Potencial hidrogenionico (pH)

Um outro fator importante a ser devidamente estabelecido para as diferentes
espécies € o pH, uma vez que influencia no desenvolvimento e na sobrevivéncia dos
peixes. O local onde o cultivo serd implantado pode conter substancias que podem
promover a acidificacdo da agua, como por exemplo, AP* e pirita de ferro (que em
condicdes de oxigenacdo forma acido sulfurico) (ZWEIG et al., 1999). Ou pelo aporte de
acidos humicos e falvicos que sao formados através da decomposicdo da matéria organica
vegetal (MATSUO & VAL, 2003). Valores entre 4,0 a 5,0, podem acarretar em toxidades
nos peixes, devido a altas concentracbes do ifon H* que promove distlrbios
ionorregulatérios e diminuicdo da afinidade da hemoglobina pelo oxigénio (VAL et al.,
1998).

A alcalinizacdo da agua, por sua vez, geralmente se deve a elevacdo de niveis de
carbonato e outros ions (PARRA & BALDISSEROTTO, 2007). As variacdes do pH
podem ser influenciadas também por organismos fotossintetizantes (BALDISSEROTTO,
2013), onde, durante o dia eles realizam a fotossintese, retirando o CO; dissolvido,
reduzindo os niveis de ions H* (0 que eleva o pH). E a noite, a taxa fotossintética diminui,
elevando excre¢do de CO; e acidificando a 4gua (WOOD, 2001).

O principal problema da exposi¢do ao pH alcalino € o aumento da concentracédo
de NHs no sistema, devido a menor concentracdo do ion H* para reagir com esse
composto nitrogenado e transforma-lo em NH4" (BOLNER & BALDISSEROTTO,
2007). A elevacdo do NHzno sistema, ird inibir a excrecdo deste composto pelos peixes,
aumentado sua concentracdo no plasma, o que ird desencadear toxidade (alteracdes
osmorregulatérias, metabdlicas e baixo crescimento) (CHEZHIAN et al., 2012).
Adicionalmente, a exposicdo ao pH alcalino inibe o influxo de ions Na* (WILKIE &
WOOD, 1996).



Algumas espécies de peixes toleram niveis de pH entre 4,0 e 10,0, o que pode ser
um mecanismo adaptativo para manter o equilibrio iénico (LIN et al., 2011; PARRA &
BALDISSEROTTO, 2007). Cita-se por exemplo, tilapia do lago Mangadi, que suportam
pH da agua 11,0 (Oreochromis alcalicus grahami) e o Neon cardinal (Paracheirodon
axelrodi), que sobrevive em pH da &4gua 3,5 (BALDISSEROTTO, 2013). Porém valores
muito acidos ou alcalinos ou niveis de pH da agua foram da faixa de tolerancia para a

especie, podem interferir no crescimento e levar a mortalidade (WHITE et al., 2014).
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INTERACAO DO pH DA AGUA E DENSIDADE DE ESTOCAGEM NOS
PARAMETROS METABOLICOS, SANGUINEOS E DE DESEMPENHO
ZOOTECNICO DE JUVENIS DE TILAPIA-DO-NILO

RESUMO
A intensificacdo nos sistemas de criacdo expOe continuamente 0s peixes a situagdes
estressantes, como alteracfes na qualidade de agua e adensamentos inadequados. O
objetivo deste estudo foi verificar o efeito de diferentes niveis de pH e densidade de
estocagem (DE) em parametros metabdlicos, sanguineos e zootécnicos de juvenis de
tilapia-do-Nilo. Foram utilizados 1512 exemplares (7,0 g; 8,63 cm) submetidos a trés
diferentes DE (0,54; 1,08; e 2,16 kg m™) e trés diferentes niveis de pH (5,74; 7,14 e 8,62)
(quadruplicata) durante 60 dias. A sobrevivéncia variou de 89 a 100%. Em todos os niveis
de pH, os peixes expostos a altas DE apresentaram comportamento de cardume e maior
frenesi alimentar do que os demais tratamentos. As menores DE em todos os pH,
apresentaram maior comportamento agressivo de territorialidade do que os demais
tratamentos. Em todas as DE, a alcalinidade e a amonia n&o ionizada foram superiores no
pH alcalino do que nos demais pH (P<0,05). Em todos os niveis de pH, a alcalinidade na
DE 2,16 kg m™ foi superior em comparaco com a DE 0,54 kg m™ (P<0,05). Em geral,
em todos os niveis de pH, os peixes expostos a DE 2,16 kg m apresentaram peso, ganho
de peso e comprimento menores e biomassa maior do que as demais DE (P<0,05). O
cortisol plasmatico foi maior nos peixes expostos ao pH acido do que nos exemplares
expostos aos demais pHs na DE 2,16 kg m (P<0,05). A glicose plasmatica foi maior nos
juvenis submetidos ao pH &cido quando comparada aos exemplares submetidos ao pH
alcalino na DE 1,08 kg m® (P<0,05). Os valores de eritrocitos, hemoglobina e
hematdcrito ndo diferiram entre os tratamentos. Em pH éacido, o nimero de leucdcitos foi
menor nos exemplares expostos a DE 2,16 kg m™ do que nas demais DE (P<0,05). Na
DE 1,08 kg m?, os heterdfilos apresentaram valores superiores para os peixes submetidos
ao pH circum-neutro e em relacdo aos demais pHs (P<0,05). Em concluséo, pH circum-
neutro e DE intermediaria apresentaram as melhores condi¢6es de cultivo em termos de

bem-estar e desenvolvimento para tilapia-do-Nilo.

Palavras-chave: qualidade da agua, cortisol, ganho de peso, glicose, leucdécitos.
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INTERACION OF pH AND STOCKING DENSITY IN THE BLOOD,
METABOLIC AND GROWTH PARAMETERS OF NILE TILAPIA
JUVENILES

ABSTRACT
Improving fish production systems exposes the animals to stressful situations, such as poor water
quality, and inadequate anima densities. The objective of this work was to evaluate the interaction
between pH and stoking density (SD) on blood metabolites and growth parameters of Nile tilapia
juveniles. The juveniles of Nile tilapia, 1512 animals (7.0 g, 8.63 cm), were submitted to three
different levels of SD (0.54, 1.08, and 2.16 kg m?) in three different pH (5.74, 7.14 and 8.62).
After 60 days, the results showed that survival ranged varied from 89 to 100%. At all pH
levels, fish exposed to high SD presented a gregarious behavior of shoals greater food
frenzy than the other treatments. The lowest in all pH, presented higher aggressive
territoriality behavior than the other treatments. Across all SD, alkalinity and non-ionized
ammonia were higher for the basic pH than the other pH (P<0.05). Across all pH levels,
the alkalinity in the 2.16 kg m™ SD was higher in comparison with the 0.54 kg m
(P<0.05). The fish exposed to high SD presented weight, weight gain and length smaller
than the other SD across all pH (P<0.05). The final biomass was higher in SD of 2.16 kg
m-3atall pH (P<0.05). The exposure to acidic pH and the highest SD promoted the highest
plasma cortisol level (P<0.05). Plasma glucose was higher for the acidic pH associated
with the intermediate SD when compared to the basic pH in the same SD (P<0.05). The
values of erythrocytes, hemoglobin and hematocrit did not differ among treatments. For
the lowest pH, the number of leukocytes was lower in the samples exposed to 2.16 kg m"
% SD than the other SD (P<0.05). In SD 1.08 kg m™, the heterophil blood cells showed
maximum values for the fish submitted to neutral pH compared to the other pH (P<0.05).
In conclusion, neutral pH and intermediate SD showed the best conditions for Nile tilapia

production systems, in terms of well-being and animal performance.

Key-word: cortisol, glucose, leukocytes, water quality, weight gain.
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INTRODUCAO

Na piscicultura intensiva, os produtores, tendem a aumentar a DE, para aumentar
a sua producdo, o que pode afetar 0 bem estar dos animais, a qualidade da &gua de criacdo,
desencadeando respostas de estresse (BARCELLOS et al., 1999). Estas situagdes podem
acarretar em prejuizos no crescimento, aumentar a susceptibilidade a doencas e reduzir a
sobrevivéncia dos peixes (BARCELLOS et al., 2011).

Neste contexto, para aumentar a producdo de peixes, 0s piscicultores elevam a
densidade de estocagem (DE) (ZHANG et al., 2016), o que pode afetar o bem-estar dos
animais (BALDWIN, 2010). Por exemplo, ha prejuizo em relacdo ao crescimento,
consumo de racdo, conversdo alimentar, comportamento e salde, desencadeando
alteracgOes fisiologicas (ASHLEY, 2007; HASENBEIN et al., 2016), as quais afetam a
homeostase corporal. Além disso, altas DE interferem na qualidade de 4gua pelo excesso
de excrecdo nitrogenada (JOBLING, 1994), baixas DE, por sua vez, contribuem para o
aparecimento de comportamentos de territorialidade e crescimento desigual entre os
individuos, devido ao sub-aproveitamento do espacgo nas estruturas de produ¢do aquicola
(MILLAN-CUBILLO et al., 2016).

O pH da agua é outro fator que apresenta influencia no desenvolvimento dos peixes.
(BALDISSEROTTO, 2011). Niveis elevados do ion H* podem ocasionar toxidade nos
peixes, promovendo disturbios ionorregulatérios devido a inibicdo da captura dos ions
Ca™ e Na', bem como perdas idnicas pelo afrouxamento das jun¢des proteicas da
membrana branquial, o que ocasiona a perda de ions por difusdo para o ambiente
(BALDISSEROTTO, 2013). A exposicao ao pH alcalino reduz a conversdo do NH3 para
NH4*, inibindo a excrecdo por difusdo da amodnia ndo ionizada e aumentando sua
concentracdo no plasma (BOLNER & BALDISSEROTTO, 2007; CHEZHIAN et al.,
2012). Adicionalmente, a exposicdo ao pH alcalino inibe o influxo de fons Na* (WILKIE
& WOOD, 1996). De acordo com EL-SHERIF & EL-FEKY (2009), a faixa de pH entre
7,0 e 8,0 é aideal para o cultivo de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus).

De acordo com isso, andlises hematoldgicas, bioquimicas e de desempenho
zootécnico possibilitam respostas fundamentais ao bem-estar e crescimento dos peixes
(BARCELLOS et al., 2000). Dentre estas analises, o cortisol plasmatico é um dos
principais metabdlitos que se eleva em reposta ao estresse (BARCELLOS et al., 2000),

além de ser um importante hormonio no processo da osmorregulagéo (LIN et al., 2015).
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Outro importante metabdlito, mediado pelas catecolaminas e gliconeogénese,
influenciados pelo cortisol é a glicose, e principal fonte de energia nos tecidos durante o
estresse (BRANDAO et al., 2004; PANKHURST, 2011).

A avaliagdo de eritrocitos € outro indicador relevante, uma vez que sua alteragdo
compromete a disponibilidade de O2 nos tecidos (WELLS et al., 2005). Além, a reducéo
hidromineral ocasionar disfuncdes no hematocrito e hemoglobina, que pode reduzir o
desenvolvimento e a sobrevivéncia dos peixes (WOOD, 1989). Os leucdcitos, por sua
vez, representam o0s principais mediadores do sistema imune inato (JANEWAY &
MEDZHITQOV, 2002), e seu aumento pode ser decorrente do inicio do estresse ou ocorrer
em processos infecciosos (NGUGI et al., 2015). Contudo, sua diminuicdo pode ser
influenciada pelo estresse, uma vez que o aumento do cortisol reduz os processos
anabdlicos (HARRIS & BIRD, 2000).

Todos os fatores mencionados anteriormente devem ser levados em consideragéo
durante a producdo da Tildpia do Nilo, uma das principais espécies cultivadas
mundialmente (RODRIGUES et al., 2013). Isto se deve a caracteristicas favoraveis para
a sua producdo, como: tolerancia ao manejo, adaptagéo a diferentes sistemas de criacéo,
resisténcia a variagdes dos parametros da &gua, rapido crescimento e boa aceitacdo no
mercado (MEURER et al., 2009).

Portanto, devem ser levados em consideracdo nos sistemas intensivos de producao
desta espécie a DE e o pH, pois sdo escassos 0s estudos relacionados a interacdo entre
estes pardmetros na literatura cientifica. Desta forma, este estudo teve como objetivo
verificar os efeitos da interacdo entre diferentes niveis de pH e DE em parametros de
qualidade de agua, de desenvolvimento, bioguimicos, hematoldgicos e imunoldgicos em

juvenis de tilapia-do-Nilo.

MATERIAL E METODOS
Manejo experimental

O estudo foi conduzido no Laboratério de Sanidade de Organismos Aquaticos
(LASOA) da Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal da
Bahia (UFBA). Foram utilizados 1512 juvenis de tilapia-do-Nilo da linhagem gift,
revertidos sexualmente (7,0 £ 0,85 g; 8,63 £ 1,2 cm), oriundos da empresa Bahia Pesca,
Cachoeira, BA. Os peixes passaram por um periodo de aclimatagéo de 10 dias em tanques
de 1000 L em sistema semiestatico, continuamente aerados, com DE de 0,91 kg m™=,
Apobs, os juvenis foram transferidos para 36 tanques de 250 L (volume util de 200 L) de
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amianto revestido com aeracdo constante em sistema semiestatico. O experimento teve
durac&o de 60 dias. O estudo foi aprovado sob o nimero 29-2015 do Comité de Etica em
Experimentacdo Animal do Instituto de Biologia da UFBA.

Foram testadas as DE 0,63; 1,26; e 2,52 kg m™ (ou 18, 36 e 72 peixes por tanque)
em pH é&cido (5,74 + 0,38), circum-neutro (7,14 + 0,05) e alcalino (8,62 + 0,02). As
densidades de estocagem e os pHs foram determinados para o desenvolvimento do
experimento de acordo com COSTAS et al. (2008), OCHIENG’AKETCH et al. (2014) e
COPATTI et al. (2011) respectivamente.

A manutenc&o dos niveis de pH (BIVOLT, modelo mPA-210P) foi realizado com
a adicdo de NaOH (5 N) ou H2SO4 (5 N), sendo mensurada diariamente. Oxigénio
dissolvido e temperatura (oximetro, DO-48) foram monitorados diariamente, enquanto
amonia total, alcalinidade, dureza e nitrito (kit alfatecnoquimica, Floriandpolis) foram
mensurados duas vezes por semana. A amonia ndo ionizada foi calculada de acordo com
COLT (2002).

Os animais foram alimentados até saciedade aparente com racao tipo pellets (35%
de proteina bruta e 3.600 kcal kg de energia digestivel, Purina Nutripeixe Sl) ofertada
duas vezes ao dia, as 07:30 e as 16:00 h. A alimentacédo foi interrompida 24 h antes do
término do experimento. A limpeza das caixas foi feita uma vez ao dia por sifonagem
para retirada de fezes e restos de racao. A reposi¢do da agua decorrente da evaporagdo ou
limpeza dos tanques foi substituida por outra nas mesmas condi¢des exigidas para cada

tratamento.

Desempenho zootécnico

Para verificacdo do desempenho zootécnico dos animais foram verificados o peso
(9; balanca de precisdo, UX8200S) e comprimento (cm; régua graduada) de todos os
peixes de cada tanque no inicio e ao final do experimento. Outros fatores também foram
avaliados, com a finalidade de avaliar a sobrevivéncia e o desenvolvimento dos
exemplares, foram averiguados 0s seguintes parametros:
- Taxa de sobrevivéncia (%) = 100 x nf nit, onde ni e nf se referem a quantidade inicial
e final de peixes, respectivamente;
- Ganho de peso (g) = PF — PI, onde PF e Pl se referem ao peso médio final e inicial,

respectivamente;
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- Taxa de crescimento especifico (TCE, % dia) = (In Pt2 - In Pt1) x 100 t'1, onde Pt1 é o
peso total médio da amostra no instante t1 e Pt2 é o peso total médio da amostra no
instante t2 e t é o tempo em dias;
- Fator de condigdo = PF C, onde PF ¢ o peso final médio e C é o comprimento;
- Biomassa final (g) = PF x nf, onde PF e nf se referem ao peso final médio e a quantidade
final de peixes, respectivamente.

O monitoramento comportamental dos peixes foi adaptado de KAISER et al.
(1995) e ROSS & WATTEN (1998). As observacdes foram realizadas pelo mesmo
observador nos periodos da alimentacéo e 30 minutos apos o arragcoamento. A duragéo de
cada observacdo teve duracdo de 5 minutos por tanque. Foram registrados
comportamentos de disputa por alimento, por espaco, perseguicdo, fuga e formacéo de

grupos.

Coleta de amostras

Apds a biometria, procedeu-se a coleta de sangue de 4 peixes por repeticdo para
as determinacOes plasmaticas. Para estas analises, retirou-se 0,5 mL de sangue a partir de
puncdo da veia caudal, com o auxilio de seringas heparinizada (3 mL). O plasma foi
obtido a partir da centrifugacdo do sangue (4000 rpm por 5 min a -4 °C), e 0 mesmo foi
mantido sob refrigeracdo constante (-20 °C). As analises foram realizadas no Laboratério
de Extensdo em Andlises Clinicas do Instituto de Farmacia da UFBA.

De acordo com o mesmo procedimento, foi retirado de outros 4 peixes, uma
aliquota de sangue de 0,5 mL para determinacGes hematoldgicas e imunoldgicas. As
amostras foram refrigeradas (2 °C) e imediatamente analisadas no Laboratorio Centro

Veterinario Especializado Ltda, Salvador, BA, Brasil.

Determinagdes bioquimicas

Para determinac&o do cortisol plasmatico foi utilizado Kit Vidas® Cortisol S, em
um equipamento mini-VIDAS, em um teste automatizado para determinacao quantitativa
de cortisol em soro, plasma ou urina, a partir da técnica ELFA (Enzyme Linked
Fluorescent Assay).

Os niveis de glicose plasmatica foram determinados pelo método enzimatico a
partir da glicose oxidase (GOD) glicose peroxidase (POD)?, método colorimétrico
utilizando equipamento BT 3000 (500 testes h™; Wiener lab®, Rosario, Argentina)
adaptado de SENA et al. (2016).
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Determinacdes hematoldgicas

Para contagem de eritrocitos, aliquotas de sangue foram diluidas em um tubo de
ensaio em uma proporgdo 0,02 mL de sangue para 4,0 mL do diluente de NATT &
HERRICK (1952). Posteriormente, a solugéo foi homogeneizada e a contagem feita em
camera de Neubauer. A taxa de hemoglobina foi realizada através do método de
COLLIER (1944), sendo a leitura efetuada em espectrofotometro de absorbancia com
comprimento de onda de 540 nm. A percentagem de hematocrito foi determinado de
acordo com GOLDENFARB et al. (1971). Os indices hematimétricos foram estimados
conforme os calculos a seguir:
- Volume Corpuscular Médio (VCM) = Hematdcrito x 10 N° de Eritrocitos (* 10°
L) *=fL;
- Hemoglobina Corpuscular Média (HCM) = Taxa de Hemoglobina x 10 N° de
Eritrécitos™ = pg;
- Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM) = Taxa de concentracéo
de Hemoglobina x 100 Hematocrito™® = g dL™.

A contagem de leucadcitos totais, heterofilos, linfdcitos, eosindfilos e mondcitos
foi realizada através de método colorimétrico (TAVARES-DIAS et al., 2000).

Anélise Estatistica

Todos os dados sdo apresentados em média + erro padrdo. Foi verificada a
homocedasticidade das variancias pelo teste de Levene e a normalidade pelo teste de
Shapiro-Wilk. Os dados foram avaliados por analise de variancia de duas vias (pH X DE)

e, havendo diferenca significativa, foi realizado um teste post-hoc de Tukey (P<0,05).

RESULTADOS

Qualidade da agua

Em todas as DE, a alcalinidade e a am6nia ndo ionizada foram significativamente
superiores no pH alcalino do que nos demais pH e a alcalinidade no pH circum-neutro foi
significativamente superior em relacdo ao pH acido (P<0,05).
Tabela 1. Parametros de qualidade da 4gua (média + erro padrdo) de juvenis de tilapia-
do-Nilo submetidos a diferentes densidades de estocagem (DE) e diferentes faixas de pH
da &gua (n = 4 tanques por tratamento).



DE (kg m®)
0,63 1,26 2,52

Parametros pH 5,74
pH 5,67+0,45% 5,80+0,48 5,76+0,64
Oxigénio dissolvido 5,95+0,10%2 5,95+0,02/2 5,99+0,0442
Temperatura 27,64+0,542 27,92+0,052 27,610,057
Dureza 106,67+8,43" 108,00+£19,85%  108,00+8,00"
Alcalinidade 6,20+0,38° 10,36+0,12¢% 12,20+0,09%
Amonia total 1,260,042 1,44+0,16"2 1,53+0,1342
Amoénia néo ionizada 0,40+0,0552 0,63+0,0852 0,60+0,1652
Nitrito 1,00+0,00% 1,00+0,00%2 0,94+0,06"

pH 7,14
pH 7,23+0,3282 7,10+0,4282 7,080,385
Oxigénio dissolvido 5,94+0,03"2 5,93+0,04%2 5,99+0,02/2
Temperatura 27,52+0,36"2 27,70+0,25% 27,97+0,174
Dureza 117,50+16,10% 114,25+16,91%  101,25+18,274
Alcalinidade 31,47+0,028° 33,630,088 36,81+0,13B
Amonia total 0,94+0,15% 0,96+0,3442 1,08+0,35"
Amoénia néo ionizada 10,68+1,6182 8,21+2 9582 8,99+3 9582
Nitrito 0,94+0,06" 0,94+0,074 1,00+0,001

pH 8,62
pH 8,66+0,83* 8,63+0,75" 8,58+0,78”2
Oxigénio dissolvido 5,95+0,06"2 5,95+0,0442 6,01+0,0442
Temperatura 27,81+0,36"2 27,89+0,25% 27,78+0,174
Dureza 115,00+12,58"2 112,50+13,1%%  117,93+11,81%2
Alcalinidade 190,25+1,254° 196,50+1,33° 240,53+0,844
Amonia total 0,83+0,2742 0,83+0,32%2 0,92+0,10%
Amoénia ndo ionizada  199,10+66,68"%  189,65+90,85%%  190,97,1+27,074¢
Nitrito 0,95+0,09% 0,94+0,06"2 0,94+0,05%2

24

Temperatura é expressa em °C, oxigénio dissolvido é expresso em mg L%, dureza e alcalinidade
sdo expressas em mg L™t CaCOs, amdnia total é expressa em mg L N-NH3 e amdnia néo ionizada
em g LT N-NHs. Letras maitsculas diferentes indicam diferencas significativas para pH em uma
mesma DE (P<0,05). Letras minUsculas diferentes indicam diferengas significativas para DE em
um mesmo pH (P<0,05).

Adicionalmente, em todos os niveis de pH, a alcalinidade na DE 2,52 kg m™ foi

significativamente superior em comparagdo com a DE 0,63 kg m™ e no pH alcalino foi
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superior a DE 1,26 kg m* (P<0,05). Os demais parametros de qualidade de agua nio

diferiram significativamente entre os tratamentos (Tabela 1).

Desempenho zootécnico

A sobrevivéncia de juvenis de tilapia-do-Nilo variou de 89 a 100%, n&o diferindo
entre os tratamentos (P>0,05).

Em todos os niveis de pH, os peixes expostos a DE 2,52 kg m™ apresentaram
comportamento gregério de cardume e maior agitagdo no periodo do arragoamento
alimentar do que os demais tratamentos. Na DE 0,63 kg m™, para todos os niveis de pH,

foi observado comportamento de territorialidade.

Tabela 2. Parametros de desempenho zootécnico (média + erro padrdo) de juvenis de
tilapia-do-Nilo submetidos a diferentes densidades de estocagem (DE) e diferentes pH da
agua (n =4 tanques por tratamento). PT = Peso total. CT = Crescimento total. GP = Ganho
de peso. TCE = taxa de crescimento especifico. FC = fator de condicao.

DE PT CT GP TCE Biomassa FC

pH 5,74

0,63 24,27+1,50* 11,18+0,34* 17,02+2,12* 1,96+0,25° 382,62+30,40° 1,41+0,28?

1,26 19,00+1,48* 10,63+0,16% 11,75+2,47% 1,56+0,28% 674,49+52,28" 1,57+0,07?

2,52 13,43+0,57° 9,25+0,05°  6,18+1,22° 1,01+0,22% 954,47+47,55* 1,69+0,09

pH 7,14
0,63 21,09+1,65° 10,36+0,27% 13,84+222% 1,73+0,27° 379,78+29,75° 1,91+0,22°
126 14,89+1,06° 9,69+0,15° 7,64+139% 117+0,22* 536,32+38,22° 1,63+0,09°
252 11,42+0,63° 8,42+0,34° 457+127° 0,8440,24° 815,35+49,55% 1,74+0,16°
pH 8,62
0,63 19,39+0,57° 10,530,108 12,13+125%° 1,61+0,20° 348,97+10,29° 1,67+0,09%
1,26 16,41+0,86% 10,00£0,22% 9,16+1,45® 160+0,46° 586,78+31,88% 1,64+0,0512
252 10,43+0,64° 8,26+0,39° 3,17+1,08° 1,11+0,68° 715,17+49,39* 1,90+0,29%

DE é expressa em kg m=, PT é expresso em g, CT é expresso em c¢cm, GP é expresso em %,
Biomassa é expressa em g e FC é expressa % dia™. Letras diferentes indicam diferengas
significativas para DE em um mesmo pH (P<0,05).

Em todos os niveis de pH, os peixes expostos a DE 2,52 kg m™ apresentaram peso
e comprimento significativamente menores e biomassa significativamente maior do que

os exemplares submetidos as demais DE (exceto DE 1,26 kg m™ no pH alcalino para
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biomassa) (P<0,05). Além disso, o ganho de peso na DE 2,52 kg m? foi
significativamente menor do que na DE 0,63 kg m™ (P<0,05) (Tabela 2).

Parametros bioquimicos

O cortisol plasmatico foi significativamente maior nos peixes expostos ao pH
acido do que nos exemplares expostos aos demais niveis de pH na DE 2,52 kg m™
(P<0,05). A glicose plasmatica foi significativamente maior nos juvenis submetidos ao
pH &cido quando comparada aos exemplares submetidos ao pH alcalino na DE 1,26 kg
m (P<0,05) (Fig. 1).

100 1A a - [ DE 0,63 kg m- 100 B S DF 0,63 kg m?
a [ DE 1,26 kg m3 a [IDE1,26 kgm
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Figura 1. Niveis de cortisol (A) e glicose (B) plasmaticos de juvenis de tilapia-do-Nilo
submetidos a diferentes densidades de estocagem (DE) e diferentes pH da agua (n = 16
peixes por tratamento). Letras diferentes indicam diferencas significativas para pH em uma
mesma DE (P<0,05).

Parametros hematoldgicos e imunolégicos

A concentracdo de HGM foi significativamente maior em juvenis expostos ao pH
alcalino e DE 0,63 kg m=do que em exemplares submetidos ao pH acido na mesma DE
ou a DE 1,26 kg m™ no pH alcalino (P<0,05). Os demais pardmetros hematoldgicos ndo

diferiram significativamente entre os tratamentos (Tabela 3).
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Tabela 3. Pardmetros hematoldgicos de juvenis tilapia-do-Nilo submetidos a diferentes
densidades de estocagem (DE) e diferentes faixas de pH (n = 16 peixes por tratamento).
ER = Eritrécitos. Hb = Hemoglobina. HCT = Hematdcrito. VGM = Volume globular
médio. HGM = Hemoglobina globular média. CHGM = Concentracdo de hemoglobina

globular media.

DE

Er

Hb

HCT

VGM

HGM

CHGM

pH 5,74

0,63
1,26
2,52

2,23+0,10%
2,10+0,08%
2,05+0,06"

9,36+0,30"
9,63+0,26"
9,20+0,34%

29,69+1,274
28,56+0,95%
28,25+1,06%

136,31+2,15%
137,44+2,82%
137,37+2,05%

43,25+0,9752
46,19+0,90"
44,88+1,04"

31,75+0,6
33,94+0,82%
32,63+0,6"

pH 7,14

0,63
1,26
2,52

2,27+0,09%
2,01+0,114
2,34+0,12%

9,98+0,30%
8,96+0,42"
9,34+0,66"

31,27+0,894
27,00+1,594
30,00+2,144

138,93+2,80%
134,13+1,93%
129,64+7,22%

44,93+1,17482
45,06+1,25"
40,14+1,90"

33,13+0,74%
33,75+0,96"
31,50+1,024

pH 8,62

0,63
1,26
2,52

2,0240,174
2,33+0,09%
2,18+0,13%

9,99+0,36"
9,79+0,28"
9,53+0,51%

29,47+1,62%
31,31+1,25%
29,06+1,90%

140,53+2,21%
134,75+2,01%
133,00+1,65%

48,67+1,84"
42,43+0,814
44,25+0,93A%

34,53+1,24%
31,56+0,73%
33,25+0,774

DE é expresso em kg m=3, Er é expresso em x10° pL, Hb é expressa em g %, HCT é expresso em
%, VGM é expresso em uu, HGM é expressa em pg, CHGM ¢ expressa em %. Letras mailsculas
diferentes indicam diferencas significativas para pH em uma mesma DE (P<0,05). Letras
minasculas diferentes indicam diferencas significativas para DE em um mesmo pH (P<0,05).

Em pH &cido, o nimero de leuctcitos foi significativamente menor nos
exemplares expostos a DE 2,52 kg m™ do que nas demais DE (P<0,05). Na DE 1,26 kg
m=3, os heterdfilos apresentaram valores significativamente superiores para 0s peixes
submetidos ao pH circum-neutro em relacdo aos demais niveis de pH (P<0,05) (Tabela
4).
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Tabela 4. Parametros imunoldgicos de juvenis tilapia-do-Nilo submetidos a diferentes

densidades de estocagem (DE) e diferentes faixas de pH (n = 16 peixes por tratamento).

DE Leucdcitos Heterofilos Linfocitos Eosindfilo  Mondcitos
(kg m?) (x10° pL) (%) (%) (%) (%)
pH 5,74
0,63 12,16 £1,18% 44,06+1,174* 53,56+1,15%  1,19+0,10”* 1,19+0,1072
1,26 11,68+1,06"% 44,04+0,95%% 52,69+1,21%  1,19+0,10”% 1,19+0,104
2,52 8,07+0,82°"  46,56+1,49% 50,56+1,29%%  1,06+0,06”* 1,25+0,114
pH 7,14
0,63 11,45+1,12%%  44,67+0,75% 52,87+0,77%  1,20+0,114% 1,27+0,12%2
1,26 8,95+1,06%  47,93+1,71”%  49,31+1,67%%  1,13+0,09”% 1,25+0,12/
2,52 9,72+1,09%  46,35+1,73"%  51,6+1,8" 1,1440,10”* 1,07+0,07 4
pH 8,62
0,63 12,56+1,83%% 42,60+1,23% 54,06+1,19%  1,27+0,12/% 1,40+0,13
1,26 9,32+1,24%%  44,00+1,24%  53,31+1,34”%  1,38+0,13%% 1,32+0,12¢
2,52 12,41+1,63% 46,75+0,95% 50,81+0,94”*  1,19+0,10%* 1,25+0,1142

Letras maiusculas diferentes indicam diferencas significativas para pH em uma mesma DE
(P<0,05). Letras minusculas diferentes indicam diferencas significativas para diferentes DE em
um mesmo pH (P<0,05).

DISCUSSAO

Qualidade da agua

A qualidade da agua é um dos fatores mais importantes para o cultivo de
organismos aquaticos, devendo ser constantemente monitorada a fim de manter as
caracteristicas desejaveis para o cultivo de peixes (COPATTI et al., 2005; COPATTI &
AMARAL, 2009). Situacdes estressantes relacionadas a DE e pH podem comprometer a
qualidade de agua, especialmente em relacdo a alcalinidade e compostos nitrogenados
(REBOUCAS et al., 2015; NI et al., 2014).

A reducdo da alcalinidade da &gua em situacdo de pH acido verificada neste estudo
deve-se a altas concentragdes de ions H*, que reagem diretamente com o carbonato de
calcio (CaCO:s), ocasionado reducdo deste composto no sistema (BOYD et al., 2016).
Adicionalmente, nos tratamentos com pH &cido os valores de alcalinidade foram inclusive
abaixo do recomendado para tilapia-do-Nilo (15-57 mg Lt CaCOs) por ROJAS &
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ROCHA (2004), o que poderia prejudicar o desenvolvimento e a homeostase fisioldgica
dos animais.

Em nosso estudo, os maiores valores de alcalinidade ocorreram nos tratamentos
com a maior DE. Este aumento ocorre devido ao aumento da concentracdo de CO2 na
agua, que reage com hidréxidos e aumenta os niveis de bicarbonatos (BOYD, 2016) e,
consequentemente, a alcalinidade da &gua.

Sistemas piscicolas com altas DE sdo comumente associados a elevagdo da taxa
de compostos nitrogenados, devido ao maior nimero de peixes estocados e,
consequentemente, maior concentracdo de excretas (EROI et al., 2010). Contudo, no
presente estudo, ndo foi observada interferéncia da DE na concentracéo de aménia.

O pH é outro fator que influencia nas concentracbes de amoénia na agua. Os niveis
de amonia ndo ionizada sdo maiores em aguas cujo o pH é alcalino, devido a baixa
concentracdo do ion H™ neste ambiente para reagir com NHjs e transforma-la na sua forma
hidratada (NH4") (WRIGHT & WOOD, 2012). Que, por sua vez, possui maior dificuldade
de se difundir pela porc¢éo hidrofébica da membrana branquial.

Como esperado, o0s niveis de aménia ndo ionizada no presente estudo, foram
superiores para os tratamentos em pH alcalino. Valores que ficaram inclusive fora da
faixa de tolerancia para a tilapia-do-Nilo (abaixo de 140 pug L™ N-NHs) (EL-SHAFAI et

al., 2004), o que poderia comprometer o desenvolvimento da espécie.

Desempenho zootécnico

A concentracdo de ions de hidrogénio (H") indica o pH da agua, podendo interferir
na sobrevivéncia, no crescimento e, na reproducdo, ou seja, pode limitar o cultivo de
peixes se estiver fora da sua faixa de conforto (WHITE et al., 2014). Assim, a exposi¢do
dos animais a niveis de pH fora da faixa ideal da espécie pode ocasionar um maior
direcionamento da energia para drgaos e fungdes prioritarias, diminuindo o aporte para
atividades anabdlicas de longo prazo como o crescimento (BARCELLOS et al., 2000). Por
outro lado, ja foi observado em juvenis tilapia-do-Nilo que condigbes de acidificacdo da
agua (pH 4, 5 e 6) melhoraram os parametros zootécnicos em comparacao ao pH alcalino
(pH 8), devido o pH alcalino ter ocasionado aumento da concentracdo de amonia nao
ionizada (REBOUCAS et al., 2015). Contudo, neste estudo, embora o pH alcalino tenha

elevado a amonia ndo ionizada da 4gua, o desenvolvimento dos juvenis ndo foi afetado.
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A tildpia-do-Nilo é uma espécie conhecida pela capacidade de tolerar diferentes
situacbes de cultivo (FURUYA et al., 2005). Contudo, sob condicGes de DE alta o
desenvolvimento pode ser prejudicado, uma vez que tal situacdo é frequentemente
associada a redugdo da ingestdao de alimentos pelos peixes (PAPOUTSOGLOU et al.,
2006; LIU et al., 2016). Isso decorre do aumento da disputa por alimento e da reducdo de
espaco, 0 que acarreta em estresse e aumento da frequéncia natatdria, contribuindo para
uma maior demanda catabdlica (CAGILTAY et al., 2015). Dessa forma, como
demonstrado pelos resultados deste estudo, embora a biomassa tenha sido aumentada na
maior DE (devido ao maior nimero de individuos estocados nos tanques), outros
parametros como ganho de peso e comprimento foram reduzidos. E isto reflete na
producdo final, uma vez que exemplares menores tendem a ser comercializados com um
menor pre¢co do mercado (SHOKO et al., 2016).

Entretanto, em situacdo de DE baixa, ocorre subaproveitamento de espaco,
contribuindo para comportamentos agnosticos de territorialidade e afetando diretamente
o crescimento (MILLAN-CUBILLO et al., 2016). Neste estudo, contudo, ndo foi
observado comportamento agonistico capaz de interferir no desenvolvimento dos juvenis

de tilapia-do-Nilo.

Parametros bioquimicos

Respostas ao estresse em peixes sdo generalizadas, uma vez que possuem
conjuntos de reacfes comportamentais e fisiologicas adaptativas para lidar com os
potenciais estressores (BARTON, 2002).

O cortisol € um metabolito importante no diagnostico do estado fisiologico dos
peixes em situacOes de estresse (BONGA, 1997), sendo que no presente estudo, a
exposicdo dos juvenis de tilapia-do-Nilo a DE alta e pH acido contribui para a elevagédo
do cortisol plasmatico nos animais. Resultado inclusive superior ao valor basal (65,67 ng
mL) descrito para a espécie (BARRETO & VOLPATO, 2006).

O aumento do cortisol plasmatico nos individuos expostos ao pH acido pode ser
uma adaptacdo osmorregulatéria contra os disturbios i6nicos nesses ambientes
(KUMAI et al., 2012). Uma vez que o cortisol medeia a regulacéo iénica, aumentando a
absorcao dos ions Na*, Cl e Ca" através da estimulacdo e diferenciacdo das células de
cloreto (LIN et al., 2011).
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O aumento do cortisol plasmatico em situacfes estressantes promove a indugdo
da glicogendlise hepatica para aportar mais energia em situacdes que 0S organismos
necessitam reagir ao agente estressor (VINODHINI & NARAYANAN, 2009). No
presente estudo, foi observado uma elevacéo da glicemia nos peixes expostos ao pH acido
na DE intermediaria, o que pode ser uma tentativa de minimizar efeitos de disturbios no
balango acido-base, na regulacdo ibnica e na homeostase respiratoria (DAS et al., 2006).
Entretanto, a reducédo da glicose plasmatica nos peixes submetidos ao pH alcalino na DE
intermediaria pode ser atribuida a diminuicdo do catabolismo para diminuir a producéao
de compostos nitrogenados. Isto se deve ao fato de que em pHs elevados a amdnia ndo
ionizada pode ser facilmente acumulada nos tecidos dos peixes (WRIGHT et al., 2007).
Apesar disso, os peixes nao ficaram hiperglicémicos, uma vez que os valores encontrados
neste estudo ficaram dentro da faixa de referéncia para tilapia-do-Nilo (14,1-92,1 mg dL
1) (TAVARES-DIAS et al., 2015).

Parametros hematoldgicos e imunolégicos

Pardmetros hematol6gicos comumente refletem os processos corporais e servem
de indicadores das condicdes gerais ou distdrbios metabdlicos em peixes (RANZANI-
PAIVA et al., 2013). Apesar disso, de uma forma geral, as diferentes DE e niveis de pH
avaliados neste estudo ndo foram suficientes para causar alteracdes nos niveis de
hematdcrito, hemoglobina e eritrécitos em juvenis de tilapia-do-Nilo.

A Unica alteracdo hematoldgica observada neste estudo, foi 0 aumento no HGM
nos exemplares submetidos ao pH alcalino e DE baixa, 0 que pode indicar uma maior
demanda por Oz nos exemplares submetidos a esta condicdo. Este resultado pode ter sido
influenciado pelo comportamento de territorialismo (MILLAN-CUBILLO et al., 2016),
bem como pela maior movimentagéo dos exemplares em funcdo da maior disponibilidade
de espaco. Ademais, condicGes de pH alcalino, conjuntamente com a aménia ndo ionizada
presente neste pH no presente estudo, podem ter acarretado em maior demanda por
oxigénio (BARBIERI & BONDIOLI, 2015) a fim de suprir o metabolismo tecidual
(GILL et al., 1991).

Os leucdcitos possuem um papel fundamental no sistema imunologico, sendo
essencial em condicdes de estresse (NI et al., 2014). O estresse crénico implica na
supressdo das repostas imunes; portanto, nestas condi¢cdes, 0S peixes estdo mais
propensos a infecgdes (TORT, 2011). Sabe-se que a liberagdo do hormdnio corticotrofico
tem efeitos de supressdo sobre as respostas imunes em peixes (HARRIS & BIRD, 2000).
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Uma vez que este horménio reduz os processos anabolicos, aumentando o catabolismo
em resposta ao estimulo (CASTRO & FERNANDES, 2009). Neste contexto, o valor
elevado de cortisol plasmatico nos peixes submetidos ao pH acido e DE alta pode ter
influenciado na reducdo do nimero de leucdcitos.

Outras células de defesa importantes do sistema inato com func¢des fagociticas
frente a infeccBes sdo os heterdéfilos (RANZANI-PAIVA et al., 2013), onde em nosso
estudo, a menor concentracdo de heterofilos nos peixes em pH acido ou alcalino em DE
intermediéria, pode ter sido influenciada pelos efeitos deletérios destes pHs sobre o
equilibrio acido-basico e homeostase fisioldgica (WOOD, 2011). O que ira refletir no

aumentar a suceptibilidade a infeccdes destes peixes expostos a estes pHSs.

CONCLUSAO

Concluimos que juvenis de tildpia-do-Nilo sdo capazes de tolerar as diferentes
condicdes de pH e DE. Assim, considerando os resultados encontrados para qualidade
da agua, crescimento e bem-estar dos peixes, aconselha-se o cultivo de tilapia-do-Nilo

em condi¢Ges de pH circum-neutro e DE intermediaria.
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CRESCIMENTO E PARAMETROS BIOQUIMICOS EM HIBRIDO PINTADO
AMAZONICO (Pseudoplatystoma reticulatum® x Leiarius marmoratusd) SOB
DIFERENTES pH DA AGUA

RESUMO
Manter niveis adequados de pH da agua na piscicultura € de fundamental importancia
para melhor desenvolvimento e bem-estar dos peixes. O objetivo deste estudo foi verificar
o efeito de diferentes niveis de pH da &gua para desempenho e parametros bioquimicos
em juvenis do hibrido pintado amazonico (Pseudoplatystoma reticulatum x Leiarius
marmoratus). Foram utilizados 72 exemplares (96,2 g e 19,2 cm) submetidos a quatro
diferentes niveis de pH da agua (4,56; 6,0; 7,24 e 8,90) durante 40 dias. A sobrevivéncia
variou de 94 a 100%. A amonia total foi superior nos tratamentos com pH 4,56 e 6,00
quando comparados com os demais pH da dgua (P<0,05). A alcalinidade total e a aménia
ndo ionizada foram superiores no pH 8,90 do que nos demais tratamentos (P<0,05). Em
termos gerais, 0s peixes expostos ao pH 8,90 apresentaram crescimento inferior do que
os demais pH da &gua (P<0,05). Cortisol e proteina plasmética foram superiores nos
peixes expostos ao pH 4,56 do que nos exemplares expostos aos demais tratamentos
(P<0,05). A glicose foi superior nos tratamentos com pH 7,25 e 4,56 em relacdo aos
demais pH da agua (P < 0,05). Os exemplares expostos ao pH 7,25 tiveram os niveis de
ureia plasmatica significativamente superior quando comparados ao demais pH da agua
(P<0,05). Os peixes expostos aos tratamentos com pH circum-neutro e alcalino
apresentaram valores de AST do plasma superiores em relacdo aos peixes expostos nos
demais pH da agua (P<0,05). Em concluséo, niveis de pH da agua entre 6,00 a 7,25 sdo

recomendados para a producdo pintado amazonico.

Palavras-chave: amo6nia ndo-ionizada, cortisol, desempenho, glicose, ureia.
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FISH RESPONSES HYBRID CATFISH (Pseudoplatystoma reticulatum® x
Leiarius marmoratusd) UNDER DIFFERENT WATER pH

ABSTRACT

Maintaining an appropriate pH levels for fish growth is critical for their welfare. The
objective of this study was to verify the effect of different pH levels on the performance
and biochemical parameters in juveniles of the amazonian hybrid (Pseudoplatystoma
reticulatum x Leiarius marmoratus). Seventy-two specimens (96.2 g and 19.2 cm) werem
submitted to four different pH levels (4.56, 6.0, 7.24 and 8.90) for 40 days. Survival
ranged from 94 to 100%. The total ammonia was higher in the treatments with pH 4.56
and 6.00 when compared with the other pH (P <0.05). Total alkalinity and non-ionized
ammonia were higher at pH 8.90 than other treatments (P <0.05). In general, fish exposed
to pH 8.90 presented total weight, weight gain, total length and biomass lower than the
other pH (P <0.05). Cortisol and plasma protein were higher in the fish exposed to pH
4.56 than in the samples exposed to the other treatments (P <0.05). Glucose was higher
in the treatments with pH 7.25 and 4.56 in relation to the other pH (P <0.05). The animals
exposed to pH 7.25 had significantly higher plasma urea levels when compared to the
other water pH (P <0.05). The fish exposed to the treatments with circum-neutral and
alkaline pH had higher plasma AST values in relation to the fish exposed other water pH
(P <0.05). In conclusion, water pH levels between 6.00 and 7.25 are recommended for
the hybrid catfish production

Key-word: cortisol, glucose, non-ionized ammonia, performance, urea.
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INTRODUCAO

Os peixes possuem uma estreita relacdo com o ambiente aquatico e alteracdes nos
parametros de qualidade de agua podem comprometer o seu desenvolvimento e bem-
estar. Estas alteracbes podem desencadear estresse e, por consequéncia, redugdo do
crescimento, prejuizo a homeostase fisiologica e até mesmo mortalidade (BARCELLOS
et al., 2011). Diante disso, manter caracteristicas desejaveis da qualidade da agua na
piscicultura é essencial para alcancar boas taxas de produtividade (COPATTI et al., 2005;
COPATTI & AMARAL, 2009) e rentabilidade.

O pH da agua € um parametro fundamental para a producéo piscicola, devido a
sua influéncia no desenvolvimento e na sobrevivéncia dos peixes. A exposicao a niveis
extremos de pH representa um grande desafio aos peixes, acarretando em desequilibrio
osmorregulatorio, limitagcdo de crescimento e, em situacbes mais graves, mortalidade
(PARRA & BALDISSEROTTO, 2007).

Condices de pH &cido da agua podem promover desequilibrio ibnico devido as
altas concentracdes de ion H*, o qual ocasiona a inibicdo do influxo dos ions Na*, K™ e
Ca™ (ARIDE et al.,, 2007). A reducdo destes ions ocasiona desordem nas células
sanguineas, nas proteinas do plasma e no volume de fluidos dos peixes, causando a morte
por insuficiéncia circulatéria (WOOD, 1989). Por outro lado, a exposicdo ao pH alcalino
reduz a conversao da NHz para NH4", comprometendo a excrecdo da NHz pelos peixes e,
aumentando sua concentracdo no plasma e nos tecidos (BOLNER et al., 2014), além do
seu acumulo nos organismos resultando em toxidade, prejudicando o crescimento
(SCHRAM et al., 2010) e a sobrevivéncia. Outro prejuizo em aguas alcalinas é o influxo
de ions Na* (WILKIE & WOOD, 1996).

Sob exposicdo a pHs extremos, 0s peixes ativam mecanismos para manter a
homeostase (MCEWEN & WINGFIELD, 2003). O cortisol é o primeiro metabolito a
elevar-se no plasma diante ao estimulo estressor (BARCELLOS et al., 2000). Devido a
isso, este horménio é amplamente utilizado para avaliar o0 grau de estresse em peixes
(BONGA, 1997). O cortisol também atua como horménio osmorregulatorio, estimulando
0 aumento da area funcional das células de cloreto (BINDON et al., 1994; LIN et al.,
2011; 2015), bem como na permeabilidade das células branquias (CHASIOTIS et al.,
2010; KELLY & CHASIOTIS, 2011), para manter o equilibrio idnico.

Outro metabdlito importante na avaliagdo do estresse € a glicose plasmatica, uma

vez que aumenta para suprir a demanda energeética dos tecidos (COSTAS et al., 2008).
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Esse aumento também pode ser atribuido ao cortisol, uma vez que este horménio induz a
glicogendlise hepatica (PANKHURST, 2011). O gasto energético para reagir ao estresse
e manter a homeostase suprime o desenvolvimento dos peixes, devido a menor
contribuicdo de energia para a formagéo anabodlica (BARCELLOS et al., 2000).

O pintado amazdnico (Leiarius marmoratus? x Pseudoplatystoma reticulatum®)
¢ um hibrido desenvolvido na década de 1990 no Brasil e tem conquistado destaque na
producdo brasileira por possuir caracteristicas desejaveis para a producao, como: rapido
crescimento, resisténcia a0 manejo e aceitabilidade do uso de ingredientes de origem
vegetal na dieta (PRIETO-GUEVARA et al., 2015). Contudo, séo escassos estudos de
como diferentes niveis de pH da dgua afetam seu crescimento e bem-estar. Neste sentido,
este estudo tem como objetivo avaliar parametros de crescimento e bioquimicos de

juvenis de pintando amazénico submetidos a diferentes niveis de pH da agua.

MATERIAL E METODOS

Manejo experimental

O estudo foi realizado no Laboratério de Nutricdo e Comportamento Alimentar
de peixes (NEPA) da Universidade Federal do Reconcavo da Bahia (UFRB). Foram
utilizados 72 juvenis de pintado amazonico (96,2 + 0,96 g; 19,2 £ 0,36 cm), provenientes
da piscicultura Colpani®, Mococa, SP, Brasil. Os peixes foram mantidos durante dez dias
para a aclimatacdo em um tanque de 2000 L, em um sistema de recirculacdo com
densidade de estocagem de 3,0 kg m=3. Posteriormente, os peixes foram transferidos
aleatoriamente para 12 tanques de 250 L (densidade de estocagem inicial de 0,40 kg m™
ou 6 peixes tanque™), com filtracdo bioldgica e aeragdo constante em sistema semi-
estatico. O experimento teve duracdo de 40 dias.

Foram testados quatro diferentes niveis de pH da adgua (4,56 + 0,03; 6,00 + 0,02;
7,24 + 0,02; 8,90 + 0,01) cada um com trés repeticdes. Durante todo periodo
experimental, foi realizado o controle dos niveis de pH (Bivolt, modelo mPA-210P) foi
mediante a adicdo de NaOH a 5 N ou H2SO4 a 5 N, sendo mensurada trés vezes ao dia
(8:00, 12:00 e 17:30 h). Oxigénio dissolvido e temperatura (oximetro, DO-48) foram
monitorados diariamente, enquanto aménia total, alcalinidade, dureza e nitrito (Kkit
alfatecnoquimica, Floriandpolis) foram mensurados duas vezes por semana. A aménia

nédo ionizada foi calculada de acordo com COLT (2002).
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Os animais foram alimentados até saciedade aparente com racao tipo pellets (35%
de proteina bruta e 3.600 kcal/kg de energia digestivel, Purina Nutripeixe Sl) ofertada
duas vezes ao dia, as 07:30 e 17:00 h. A alimentacdo foi interrompida 24 h antes do
término do experimento. A limpeza das caixas foi feita uma vez por dia por sifonagem
para retirada de resto de fezes e restos. A reposi¢do da &gua resultante da evaporagéo ou
limpeza dos tanques foi substituida por outra nas mesmas condicfes exigidas por cada

tratamento.

Desempenho

Para a verificacdo do desempenho zootécnico dos animais foram verificados o
peso (g; balanca de precisdo, UX8200S) e comprimento (cm; régua graduada) de todos
0s peixes de cada tanque foram mensurados no inicio e ao final do experimento. Outros
fatores também foram avaliados, com a finalidade de avaliar a sobrevivéncia e o
desenvolvimento dos exemplares, foram averiguados 0s seguintes parametros:
- Taxa de sobrevivéncia (%) = 100 x nf ni, onde ni e nf se referem a quantidade inicial
e final de peixes, respectivamente;
- Ganho de peso (g) = PF — PI, onde PF e PI se referem ao peso médio final e inicial,
respectivamente;
- Taxa de crescimento especifico (TCE, % dia) = (In Pt2 - In Pt1) x 100 t'1, onde Pt1 é 0
peso total médio da amostra no instante t1 e Pt2 é o peso total médio da amostra no
instante t2 e t é o tempo em dias;
- Fator de condigdo = PF C3, onde PF é o peso final médio e C é o comprimento;
- Biomassa final (g) = PF x nf, onde PF e nf se referem ao peso final médio e a

quantidade final de peixes, respectivamente.

Determinagdes bioquimicas

Apds a biometria, coletou-se 0 sangue de 4 peixes de cada tanque para as
determinacOes plasmaticas. Retirou-se 2 mL de sangue a partir de punc¢éo da veia caudal,
com o auxilio de seringas heparinizadas (3 mL). O plasma foi obtido a partir da
centrifugacdo do sangue (4000 rpm por 4 min a -4 °C) e mantido sob refrigeracdo
constante (-20 °C). As analises foram realizadas no Laboratdrio de Extensdo em Analises
Clinicas do Instituto de Farmécia da Universidade Federal da Bahia (UFBA).

Para determinag&o do cortisol plasmatico foi utilizado Kit Vidas® Cortisol S, em

um equipamento mini-VIDAS, em um teste automatizado para determinacao quantitativa
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de cortisol em soro, plasma ou urina, a partir da técnica ELFA (Enzyme Linked
Fluorescent Assay).

Os niveis de glicose plasmatica foram determinados pelo método enzimatico a
partir da glicose oxidase (GOD)/glicose peroxidase (POD), método colorimétrico
utilizando equipamento BT 3000 (500 testes/nora; Wiener lab®, Rosario, Argentina)
adaptado de SENA et al. (2016).

Os niveis de acido arico plasmatico foram determinados pelo método descrito por
HENRY et al. (1957). Os niveis de Aspartato aminotransferase (AST) plasmética foram
determinados de acordo com TIETZ (1986). As concentracdes de ureia plasmética foram
determinadas pelo método enzimatico cinético com urease (ROCH-RAMEL, 1967). A
creatina plasmatica foi determinada pelo método cinético de Jaffe (JAFFE, 1886). A
albumina pasmatica foi determinada pelo método fotomeétrico com verde de bromocresol
(DOUMAS et al., 1971). Os niveis de proteinas totais foram determinados pela reacdo de
biureto (DOUMAS et al. 1981).

Anélise estatistica

Todos os dados sdo apresentados em média + erro padrdo. Foi verificada a
homocedasticidade das variancias pelo teste de Levene e a normalidade pelo teste de
Shapiro-Wilk. Os dados foram avaliados por analise de variancia de uma via e, havendo

diferenca significativa, foi realizado um teste post-hoc de Tukey (P < 0,05).

RESULTADOS

Parametros de qualidade da agua

O pH da agua foi significativamente diferente entre todos os tratamentos. A
alcalinidade foi significativamente superior em pH 8,90 em relacdo aos demais
tratamentos e em pH 7,24 em relacéo aos pHs 4,56 e 6,00 (P < 0,05). A amdnia total foi
significativamente superior em pH 4,56 e 6,00 em comparacdo com os demais
tratamentos (P < 0,05). A amdnia ndo ionizada foi significativamente superior em pH

8,90 em relacdo aos demais pHs (P < 0,05) (Tabela 1).

Tabela 1. Pardmetros de qualidade da agua (média * erro padrdo) de juvenis de pintado
amazonico (P. reticulatum x L. marmoratus) expostos a diferentes pH da agua (n = 3

tanques por tratamento).
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pH

Parametros 4,56 6,00 7,24 8,90

pH 456x0,03%  6,00£0,02°  7,24+0,02°  8,90+0,01°
Oxigénio dissolvido 7,01+0,18%  7,05+0,14°  6,99+0,08% 7,100,117
Temperatura 25,88+0,22*  26,12+0,04° 26,04+0,06°  25,90+0,06°
Dureza total 98,33+£3,00° 93,33x7,41* 90,83#2,20°  93,3345,07°
Alcalinidade total 8,75£3,00°  16,25+1,02¢ 32,50+1,44>  101,70+3,00?
Ambnia total 0,73+0,07*  0,57#0,08%  0,32+0,09°  0,330,13"
Amdnia ndo ionizada  0,02+0,00°  0,35+0,03°  3,36+0,35"  124,29+24,36°
Nitrito 0,46+0,12®  0,23#0,07*  0,22+0,07*  0,21+0,08?

Temperatura é expressa em °C, oxigénio dissolvido é expresso em mg L%, dureza e alcalinidade
sdo expressas em mg Lt CaCOs, amonia total é expressa em mg Lt N-NHs. Aménia ndo ionizada
é expressa em pg L~ N-NHa. Nitrito é expresso em mg L1, Letras diferentes indicam diferencas
significativas entre os tratamentos (P < 0,05).

Parametros bioquimicos

Os exemplares expostos ao pH 4,56 apresentaram cortisol plasmatico
significativamente superior em relacdo aos peixes submetidos aos pHs 7,25 e 8,90 (P <
0,05). Os peixes expostos ao pH 4,56 obtiveram valores significativamente maiores para
0s niveis de proteinas totais plasmaticas quando comparados aos demais tratamentos (P
< 0,05). A glicose plasmatica foi significativamente superior nos tratamentos com pH
7,25 e 4,56 em relacdo aos demais pHs e no pH 6,00 em relacdo ao pH 8,90 (P < 0,05).
Os exemplares expostos ao pH 7,25 apresentaram niveis de ureia plasmatica
significativamente superiores quando comparados ao demais pHs e no pH 4,56 em relagéo
aos pHs 6,00 e 8,90 (P < 0,05). Os niveis de AST plasmatica nos peixes expostos ao pH
4,56 foram significativamente menores em comparacdo aos pHs 7,25 e 8,90 (P < 0,05)
(Tabela 2).

Tabela 2. Pardmetros bioquimicos (média + erro padrdo) de juvenis de pintado
amazonico (P. reticulatum x L. marmoratus) expostos a diferentes niveis de pH da agua
(n = 12 peixes por tratamento). AST = Aspartato aminotransferase.

pH
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Parametros 4,56 6,00 7,25 8,90
Cortisol (ng mL™) 95,31+9,12%  78,43+12,75® 56,2749,43" 57,07+7,51°
Proteinas totais (g dL™?)  4,1+0,082 3,7+0,07° 3,6£0,05°  3,5+0,12°
Glicose (mg dL%) 07,43+£3,33%  85,14+1,34°  9943+4,01* 72,00+1,47¢
Ureia (mg dL™%) 453+0,18°  3,26+0,18°  5,61+0,22®  3,4540,19°
AST (U LY 44,33+4.47°  67,4446,68  79,00+7,72% 73,89+7,732
Albumina (g dL™) 0,73#0,02*  0,64+0,03*  0,61+0,02*  0,57+0,022
Creatina (mg dL™) 0,200,000 0,200,000  0,21+0,01*  0,21%0,01?

Acido drico (mg dL'Y) 0,110,012  0,15+0,02°  0,13+0,02° 0,110,022

Letras diferentes indicam diferengas significativas entre os tratamentos (P < 0,05).

Desempenho

Tabela 3. Parametros zootécnicos (média + erro padrdo) de juvenis de pintado amazonico
(P. reticulatum x L. marmoratus) expostos a diferentes niveis de pH da agua (n = 3
tanques por tratamento). PF = peso final. CF = comprimento final. GP = ganho de peso.
TCE = taxa de crescimento especifico. BF = biomassa final. S = sobrevivéncia. FC = fator

de condigéo.
pH

Parametros 4,56 6,00 7,24 8,90

PF (g) 145,67+3,28°  139,00£1,53*  127,00+2,52*  115,30+7,63"
CF (cm) 26,60+0,42*  26,73+0,13°  2541%0,12®  24,73+0,58"
GP (9) 552+3,28%  42,19#153*  30,19+252®  18,54+7,56"
TCE (% dia)  0,73+0,04*  0,58+0,02° 0,44+0,03% 0,28+0,09°
BF (9) 912,0+17,06* 787,33+38,55% 720,67+44,84"  692,00+39,64"
FC 0,83+0,05*  0,73%0,01° 0,77+0,01° 0,76+0,02?
S (%) 100,0+0,00°  94,44+556°  94,444#556°  100,0+0,00°

Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos (P < 0,05).

Os peixes expostos ao pH 8,90 apresentaram peso final, comprimento final, ganho
de peso e TCE significativamente menores do que os exemplares submetidos aos pH 4,56

e 6,00 (P < 0,05). Os peixes expostos ao pH 4,56 apresentaram biomassa final
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significativamente maior do que os exemplares submetidos ao pH 8,90 (P < 0,05) (Tabela
3).

DISCUSSAO

Qualidade da agua

Os parametros de qualidade da dgua (exceto alcalinidade e amonia ndo ionizada)
do presente estudo se encontram dentro dos limites estabelecidos para cachara
(Pseudoplatystoma reticulatum) (CAMPOS, 2010) e jundid (Rhamdia quelen)
(BALDISSEROTTO, 2013), espécies do mesmo género das espécies parentais deste
hibrido. Os outros parametros como, oxigénio dissolvido, aménia total e temperatura
ficaram proximos ao encontrado por FORTES-SILVA et al. (2017) em estudo com
juvenis de pintado amazonico.

A alcalinidade é um dos principais parametros de qualidade da agua, devido a sua
atuacdo como solugdo-tampdo, evitando altas flutuac6es nos niveis de pH (BOYD et al.,
2016). Em vista disso, valores de alcalinidade inferiores a 30 mg L CaCOs podem
acarretar distarbios no equilibrio acido-béasico dos peixes (BHATNAGAR et al., 2013),
0 que poderia comprometer seu crescimento e bem-estar. Como esperado, no presente
estudo foram verificados baixos niveis de alcalinidade da agua nos tratamentos com pH
acido, sendo que os demais parametros de qualidade de agua foram satisfatorios nestas
concentracdes (BOYD et al., 2016).

A producdo de residuos nitrogenados em peixes € oriunda do catabolismo dos
aminoacidos (WOOD, 1993), que é excretada pelas branquias para a agua (WILKIE,
2002). Esta excrecéo é feita através das glicoproteinas Rhesus presentes nas branquias,
que estdo situadas nas membranas basolateral e apical (WRIGHT & WOOD, 2009). No
presente estudo, a maior preocupacado esta relacionada aos peixes expostos ao pH 8,90,
onde os valores de amdnia ndo ionizada da agua foram elevados, o que poderia
comprometer a homeostase dos peixes expostos a aguas com pH muito alcalino (IP etal.,
2010). O aumento da concentracdo de amdnia nao ionizada pode provocar alteragdes
osmorregulatérias afetando negativamente a fisiologia e a sobrevivéncia
(BALDISSEROTTO et al., 2014). As concentracdes de amdnia ndo ionizada em todos 0s
niveis de pH no presente estudo mantiveram-se abaixo dos niveis letais (<0,50 NHz3)
descritos para jundia em pH 7,57 (BALDISSEROTTO et al., 2014).
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Altos niveis de aménia na dgua elevam a sua concentra¢éo no plasma e nos tecidos
dos peixes (WRIGHT et al., 2007) em um periodo de exposicdo de 24 horas (BOLNER
& BALDISSEROTTO, 2007). Essa elevacao é potencializada em dguas com pH alcalino,
devido a altas concentragdes de amonia ndo ionizada (BOLNER et al., 2014). Nestes
sistemas a excrecdo de amodnia é dificultada devido a menor concentragéo dos ions H*
disponiveis na agua para reagir com o NHz e transforma-lo em NHs" (WRIGHT &
WOOD, 2012).

Parametros bioquimicos

O aumento ou diminuicdo do cortisol plasmatico providencia respostas
fundamentais do estagio fisiologico dos peixes (BONGA, 1997). Pode, por exemplo,
estimular a glicogendlise hepatica para fornecer energia aos tecidos em situacfes de
estresse (VINODHINI & NARAYANAN 2009).

As proteinas plasmaticas sdo outro metabdlito importante na manutencdo da
pressdo osmotica e no equilibrio acido-base dos peixes, e sua elevacao reflete disturbios
ibnicos e mudancas osméticas do fluido plasméatico (MILLIGAN & WOOD, 1982). A
elevacdo do cortisol e das proteinas plasmaticas nos juvenis de pintado amaz6nico
expostos ao pH 4,56 no presente estudo pode ser um mecanismo adaptativo protetivo
contra os efeitos evidentes dos distdrbios de ionorregulacéo e acido-base promovida pelo
aumento das concentragdes do ion H™ (WOOD et al., 1989). Adicionalmente, a elevacao
do cortisol dos peixes expostos ao pH 4,56 poderia explicar o aumento da glicose
plasmatica neste pH, que muitas vezes é um padrdo subsequente a elevagédo do cortisol
plasmatico e tem funcdo de providenciar aporte de energia para os tecidos (WISEMAN
et al., 2007).

Por outro lado, o aumento da glicose plasméatica nem sempre esté relacionada com
0 aumento dos niveis de cortisol (WENDELAAR BONGA, 1997), como verificado neste
estudo para os peixes expostos ao pH 7,25. Por outro lado, o aumento da glicose
plasmatica observado no tratamento pH 7,25, pode estar relacionada com a elevagdo dos
niveis de ureia plasmatica, o que também foi verificado nos peixes submetidos ao pH
4,56. Isto se deve ao fato de uma estratégia para reducdo da toxidade da amoénia nédo
ionizada nos peixes se dar pela metabolizacdo da ureia (KAJIMURA et al., 2004). Mais
especificamente, pelo ciclo da ornitina-ureia (RUYET et al., 2003) e pelo catabolismo da
arginina dietética ou uricélise (KORSGAARD et al., 1995; ANDERSON, 2001).
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Finalmente, a reducdo da glicose plasmatica nos peixes expostos ao pH 8,90 pode
ser uma estratégia adaptativa para poupar energia (DAS et al., 2004), diante a altas
concentacGes de amoénia ndo ionizada presente em pH alcalino, potencializando a sua
difusdo para o epitélio branquail e dificultando a excrecdo (WRIGHT et al., 2007,
WRIGHT & WOOD, 2012). Ou seja, uma tentativa do peixe em diminuir o catabolismo
e consequentemente, a concentragdo de composto nitrogenados, o que, por sua vez, pode
ter comprometido o crescimento dos peixes expostos a este pH. Resultado similar foi
verificado em peixe gato (Horabagrus brachysoma), onde ocorreu reducdo da glicose
hepética, muscular e renal nos exemplares expostos ao pH alcalino (10,0) em comparagao
com o pH acido (3,0) (BOLNER et al., 2014).

A avaliacdo de AST tem sido utilizado para aferir as respostas dos peixes em
condicBes de estresse, como mudancas de temperatura, hipdxia, pH e aménia (CHIEN et
al., 2003). E a elevacéo desta enzima reflete o comprometimento do figado ou do musculo
esquelético (LEMAIRE et al., 1991; OHGAMI et al., 2007). A elevacdo de AST
plasmatica nos peixes expostos ao pH circum-neutro e alcalino no presente estudo
provavelmente foi influenciado pelas altas concentragdes de amonia ndo ionizada, o que
poderia causar nestes peixes toxidade e comprometimento do figado. Contudo, os valores
de AST encontrados neste estudo ficaram dentro do valor basal (114 U L) descrito para
jundia (BORGES et al., 2004).

Desempenho

A exposicdo a niveis extremos de pH da agua representa um grande desafio para
0s peixes, podendo limitar o seu desenvolvimento e, em condi¢des extremas, levar a
mortalidade (WHITE et al., 2014).

Apesar deste estudo ter submetido exemplares de pintado amazdnico a valores
extremos de pH (4,56 e 8,90), ndo houve mortalidade, demonstrando a capacidade desta
espécie em tolerar aguas acidas ou alcalinas. Contudo, evidenciou-se que o desempenho
dos peixes em pH alcalino foi inferior ao pH acido (4,56 e 6,00). Isto pode estar
relacionado aos altos valores de amonia ndo ionizada verificadas para o pH 8,90.
Resultado similar foi evidenciado em tambaqui (Colossoma macropomum) submetidos a
trés niveis de pH durante 40 dias (4,0; 6,0 e 8,0), onde o0 desempenho foi menor nos peixes
expostos ao pH alcalino em relagéo aos pHs acidos (ARIDE et al., 2007). Por outro lado,
0 maior crescimento dos juvenis em aguas com pH acido em relagdo a 4guas com pH

alcalino pode ser explicado por uma melhor capacidade de ajuste fisioldgico, o que
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poderia favorecer o cultivo do pintado amazbénico em regides cujo pH da agua é
moderadamente &cido. Contudo, apesar dos mecanismos metabolicos de adaptacao para
ambientes acidos, o tratamento com pH 4,56 apresentou as maiores variagdes nos

pardmetros plasmaticos dos individuos e o menor valor de alcalinidade da agua.

CONCLUSAO

A exposicédo prolongada a &guas alcalinas resultou em reducéo do crescimento de
pintado amazonico, o que foi provavelmente influenciado pelas altas concentragdes de
amonia ndo ionizada neste ambiente. Neste sentido, se recomenda a producao de pintado
amazonico em aguas com pH levemente &cido ou circum-neutro, uma vez que
apresentaram menor alteracdo dos parametros bioquimicos (exceto glicose e ureia em pH

7,25) e maior crescimento.
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CONSIDERACOES FINAIS

Desenvolver pacotes tecnoldgicos para espécies alvo a serem comercializadas é
de fundamental importancia, uma vez que fatores como qualidade da 4gua, densidade de
estocagem (DE) e manejo afetam o bem-estar e a producao de peixes. Neste sentido, pH
e DE séo fatores importantes e que afetam a producéo piscicola, necessitando que seus
valores sejam devidamente estabelecidos, 0 que nem sempre acontece.

O pH fora da faixa de tolerancia pode comprometer o bem-estar e o crescimento
para uma dada espécie, além de prejudicar os demais parametros de qualidade de &gua.
Como observado nos juvenis de tilapia-do-Nilo e pintado amazonico neste estudo, onde
ambos se mostraram sensiveis a exposicao ao pH alcalino, cujos efeitos negativos foram
verificados no crescimento, metabolismo e qualidade da dgua. Por outro lado, a exposicao
a dguas acidas ndo prejudicou o desenvolvimento dos juvenis, demostrando a capacidade
destes peixes em tolerar tais ambientes. Contudo, estes valores promoveram variacdes
nos parametros bioquimicos.

De certo, a partir de nossos resultados, é possivel recomendar o cultivo de ambas
as espécies em aguas moderadamente &cidas ou proximo a neutralidade, pois nestas
condicdes, verificaram-se os resultados mais promissores para o desenvolvimento tanto
de tilapia-do-Nilo, quanto de hibrido pintado amazénico.

Finalmente, visando estudos futuros, recomenda-se que fossem feitas avaliagfes
do consumo aparente e analises de estresse oxidativo para melhor determinacdo das

condicdes de estresse destes animais.



