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Resumo 

 

 

Este estudo investigou a influência da suplementação de vitamina A sobre a 

maturação ovariana de fêmeas do lambari-do-rabo-amarelo, Astyanax altiparanae. 

580 fêmeas adultas foram distribuídas em 10 tanques de 750 litros, compondo 5 

tratamentos (duplicata). Foi formulada uma ração com baixo nível de vitamina A, as 

rações foram suplementadas com 0; 1.800; 3.600; 7.200 e 14.400 UI/kg de ração. 

Após 8 dias de ajuste às condições experimentais com dietas comerciais, os peixes 

receberam uma dieta sem suplementação de vitamina A durante 16 dias, para a 

depleção dessas reservas e em seguida os animais foram alimentados por 60 dias 

com os diferentes tratamentos. Indicadores de maturação gonadal como 

concentração plasmática de 17β-Estradiol (E2), índice gonadossomático (IGS), 

fecundidade e histologia ovariana foram analisados aos 30 e 60 dias. Além destes, 

indicadores metabólicos, como o índice hepatossomático (IHS), viscerossomático 

(IVS) e concentração plasmática de lipídios totais, triglicérides, colesterol total e 

frações também foram analisados nestes momentos. Os diferentes níveis de 

vitamina A alterou o padrão de deposição ovariana desta vitamina. A manutenção 

nas condições experimentais promoveu a maturação ovariana, avaliada pela 

histologia do ovário e IGS. As variáveis fisiológicas mostraram que a manutenção 

das fêmeas com uma dieta composta integralmente por ingredientes vegetais, 

reduziu a concentração plasmática de lipídio e colesterol total e o nível mais 

elevado de suplementação (14.400 UI/kg) reduziu ainda os níveis plasmáticos de 

LDL. Adicionalmente, uma concentração intermediária de suplementação (3.600 

UI/kg), fornecida por 60 dias aumentou a concentração plasmática de E2, mas o 

mecanismo que modula esta alteração não foi estudado.  

 

Palavras-chave: Estradiol, lambari, perfil lipídico, vitamina A.  
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Abstract 

 

 

This study investigated the influence of vitamin A supplementation during the 

ovarian maturation of female lambari-do-rabo-amarelo, Astyanax altiparanae. 580 

adult females were distributed in 10 tanks of 750 liters, composed by 5 treatments 

(duplicate). A basal diet with low level of vitamin A. The diet was supplemented with 

0; 1.800; 3,600; 7,200 and 14,400 IU / kg of diet. After 8 days of adjustment to the 

experimental conditions with commercial diets, the fish received a diet without 

vitamin A supplementation for 16 days, for the depletion of these reserves and the 

animals were fed for 60 days with different treatments. Indicators of gonadal 

maturation, such as 17β-Estradiol (E2) plasma level, gonadosomatic index (GSI), 

fecundity and ovarian histology were analyzed at 30 and 60 days. Additionally, 

metabolic indicators such as hepatosomatic index (HSI), viscerosomal index (VSI) 

and plasma concentration of total lipids, triglycerides, total cholesterol and fractions 

were also analyzed at these periods. Vitamin A supplementation levels altered the 

deposition levels of this vitamin in the ovaries. The maintenance in the experimental 

conditions promoted ovarian maturation, evaluated by ovary histology and GSI. The 

physiological variables evidenced that the maintenance of these females in the 

experiment, with a diet composed entirely of vegetable ingredients, reduced the 

plasma levels of total lipids and cholesterol, and the higher level of supplementation 

(14,400 IU / kg) reduce also LDL levels. In addition, an intermediate concentration 

of supplementation (3,600 IU / kg) administered for 60 days increased the plasma 

levels of E2, but the mechanism that modulates this alteration has not been studied.  

 

Key words: Estradiol, lambari, lipid profile, vitamin A. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

1.1. Nutrição e reprodução 

 

 O desenvolvimento gonadal dos peixes é influenciado pela qualidade 

nutricional dos alimentos ingeridos, desta forma o adequado atendimento das 

necessidades nutricionais das espécies, durante a maturação dos oócitos é 

determinante para a qualidade de ovos e larvas, podendo impactar no 

desenvolvimento dos animais até a fase adulta. Tendo em vista que as exigências 

metabólicas das espécies são mais específicas durante o período reprodutivo, as 

dietas devem ser balanceadas para atender às necessidades básicas de 

manutenção dos animais, mas também assegurar a oferta de nutrientes e a energia 

para a reprodução (Furuita et al., 2001). 

Sabendo-se da influência da dieta sobre o desempenho reprodutivo dos 

peixes, a escolha e o balanceamento de nutrientes mais adequados aos processos 

metabólicos devem ser específicos para esta fase de desenvolvimento. Esta 

adequação é essencial para a obtenção de melhores índices reprodutivos, 

aumentando a disponibilidade de ovos, larvas e juvenis de melhor qualidade, 

contribuindo para uma produção economicamente viável (Navarro et al., 2010). 

Alguns estudos são conduzidos com peixes tropicais com objetivo de 

aumentar o potencial de produção, mas poucos relacionam nutrição e parâmetros 

reprodutivos, mesmo sendo evidente que na gametogênese ocorre a transferência 

de nutrientes dos órgãos de reserva de substratos energéticos para os gametas 

(Izquierdo et al., 2001).  

A reprodução em peixes, assim como nos demais vertebrados é modulada 

pelo eixo Hipotálamo - Hipófise – Gônadas (H-H-G). Neurônios hipotalâmicos 

sintetizam e liberam o hormônio liberador de gonadotropinas (GnRH), hormônio 

inibidor de gonadotropinas (GnIH) e a dopamina, dentre os principais neuro-

hormônios, que modulam a produção de gonadotropinas hipofisárias (hormônio 

folículo-estimulante, FSH e hormônio luteinizante, LH) que, por sua vez, modulam 

a síntese dos esteroides gonadais (estrógenos, progestágenos e andrógenos) 

(Zohar et al., 2010; Levavi-Sivan et al., 2010). Esse processo ocorre naturalmente 

e paralelamente ao desenvolvimento das gônadas, maturação, liberação e 
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fertilização dos gametas, 11 sendo que, em geral, nos teleósteos, a desova e a 

fertilização ocorrem no ambiente externo (Rocha & Rocha, 2006).  

Os ovos fertilizados originam embriões e posteriormente larvas, que crescem 

e se tornam adultos, dando continuidade ao ciclo de vida. No eixo H-H-G, células 

especializadas dos testículos e folículos ovarianos sintetizam (sob modulação 

hipofisária) os hormônios esteroides, que são sintetizados a partir do colesterol. Os 

esteroides sintetizados nas gônadas pertencem a três classes, estrógenos, 

andrógenos e progestágenos. A concentração de andrógenos é em geral mais 

elevada nos machos, enquanto os níveis plasmáticos de estrógenos são mais 

elevados nas fêmeas. No entanto as três classes de esteroides estão presentes 

nos dois sexos, uma vez que a esteroidogênese é constituída por uma série de vias 

interdependentes. A via esteroidogênica é conservada em vertebrados, mas rotas 

complementares ocorrerem nos teleósteos, resultando em esteroides diferenciais. 

(Lubzens et al., 2010).  

Dentre os esteroides, o 17 β-estradiol (E2) é um estrógeno de grande 

importância no processo de vitelogênese em teleósteos. O E2 estimula a síntese 

de vitelogenina (Vtg) hepática, uma glicolipofosfoproteína que é transportada no 

plasma e incorporada aos oócitos por endocitose. Já nos oócitos, a molécula é 

clivada em proteínas de vitelo, sendo que na maioria dos vertebrados, estas 

proteínas são a lipovitelina (Lv) e a fosvitina (Pv) (Reading et al., 2017). Desta 

forma, a qualidade e quantidade de substratos energéticos presentes nos tecidos 

de reserva das fêmeas é de grande importância na formação de gametas de 

qualidade, e assim a disponibilidade de alimentos é uma variável que pode 

influenciar significativamente a capacidade dos animais de reproduzir (Bromage et 

al., 2001). 

 

1.2. As vitaminas  
 

As vitaminas são nutrientes essenciais, pois não são produzidas pelo 

organismo e precisam ser ofertadas nas dietas. Elas são divididas em duas classes: 

as hidrossolúveis e as lipossolúveis. As hidrossolúveis são representadas pelas 

vitaminas do complexo B e a vitamina C, enquanto as 12 lipossolúveis são as 
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vitaminas A, D, E e K, sendo que A e D são precursoras de hormônios (Nelson & 

Cox, 2014). Ainda de acordo com estes autores a vitamina D3, também chamada 

de colecalciferol, é a única que, em seres humanos, é produzida na pele através de 

reações fotoquímicas catalisadas pelo componente UV da luz solar.  

A vitamina D3 não é biologicamente ativa, porém é convertida por uma 

enzima no fígado transformando se em calcitriol, hormônio que faz a regulação de 

captação de cálcio. De forma geral, as vitaminas lipossolúveis são absorvidas no 

intestino conjuntamente com os lipídios da dieta e armazenadas no organismo e, 

quando ingeridas em quantidades superiores às necessidades metabólicas são 

armazenadas nos tecidos (Borba et al., 2012). As vitaminas são considerados 

compostos orgânicos essenciais, pois participam de processos biocatalíticos das 

células e são ingeridas em baixas quantidades (Moraes & Almeida, 2014). 

Adicionalmente, as vitaminas apresentam funções importantes no 

metabolismo animal, visto que os níveis ideais nas dietas garantem o incremento 

corporal e a resistência às doenças (Peil et al., 2007). Como relatado até aqui, as 

vitaminas são componentes importantes no fornecimento de energia e atuam 

diretamente nos processos celulares. Considerando-se a demanda energética do 

processo reprodutivo, o conhecimento das exigências nutricionais dos reprodutores 

em termos de energia e vitaminas lipossolúveis é um fator de grande importância, 

com impacto na gametogênese, fecundidade, qualidade dos ovos e no 

desenvolvimento larval (Izquierdo et al., 2001). 

 

 1.3. Vitamina A  

 

Dentre os compostos mobilizados durante a oogênese em teleósteos, 

encontram-se as vitaminas, dentre estas, a vitamina A. Esta vitamina é recrutada 

de tecidos periféricos e da musculatura, transportada por lipoproteínas, 

armazenada no fígado, sendo presente ainda no tecido adiposo dos animais, assim 

como em outros órgãos que armazenam lipídios, como os ovários (Irie & Seki, 

2002), e depois serão incorporadas nos ovos.  
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A vitamina A é importante na regulação da transcrição de cerca de 500 genes 

envolvidos em vários processos biológicos, dentre eles o desenvolvimento folicular 

e embrionário em vertebrados 13 (Blomhoff & Blomhoff, 2006). A deficiência em 

vitamina A causa alterações no comportamento em peixes como, inquietação, nado 

errático e letárgico, anorexia, além de deformidades ósseas e hemorragias na pele 

e na base das nadadeiras, exoftalmia, anemia, além de déficit de crescimento e 

susceptibilidade a doenças (Hernandez et al., 2007, Saleh et al., 1995; Guimarães 

et al, 2013; Mohamed et al., 2003; Zhang et al., 2017).  

A hipervitaminose de vitamina A ocasiona deformidades ósseas nas 

vértebras de peixes e retardo do crescimento, além de palidez e fragilidade nos 

tecidos hepáticos (Takeuchi et al., 1998, Dedi et al., 1995, Ørnsrud et al., 2002, Liu 

et al., 2016). Em reprodutores a carência dessa vitamina pode acarretar ainda 

problemas reprodutivos como infertilidade enquanto o excesso ocasiona má 

formação da prole (Clagett-Dame & DeLuca, 2002). 

A vitamina A é uma denominação geral para compostos esterificados de 

retinol que desempenham atividades biológicas em três formas químicas: álcool 

(retinol), aldeído (retinal), e ácido (ácido retinoico) (Borba et al., 2012; Battisti et al., 

2017). Como os peixes não são capazes de sintetizar a vitamina A, eles necessitam 

obtê-la na dieta, não só na concentração exigida, mas também na forma química 

adequada (Fernández & Gisbert, 2011). Esta vitamina é necessária para o 

crescimento, manutenção dos tecidos epiteliais, reprodução e desenvolvimento 

embrionário de peixes, sendo a quantidade presente no ovo um fator determinante 

para o desempenho reprodutivo (Palace & Werner, 2006).  

O ácido retinóico é o metabólito ativo do retinol e age no núcleo onde se liga 

aos receptores específicos e participa da regulação da transcrição gênica (Lubzens 

et al., 2003). Além disso, o ácido retinóico regula uma variedade de funções 

biológicas incluindo diferenciação celular, proliferação e morfogênese (Haga et al., 

2002). No processo da gametogênese, foi identificado um importante papel da 

vitamina A em desencadear a meiose em teleósteos (Li et al., 2016). Conforme 

avança a fase de maturação gonadal, aumenta a síntese de E2 pelos ovários, que 

é acompanhada por uma elevação da concentração plasmática de vitamina A e 
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depleção desta vitamina nos órgãos de estoque, devido ao transporte desta para 

os ovários (Palace & Werner, 2006). 

A baixa disponibilidade da vitamina A pode causar retardamento no 

desenvolvimento gonadal, diminuição da taxa de fertilização dos oócitos e baixa 

taxa de eclosão larval em peixes. Em ambiente natural, durante as fases larvais, os 

peixes obtêm a vitamina A pela ingestão de caroteno (pró-vitamina A) contido no 

plâncton (fito e zooplâncton). Durante as fases juvenil e adulta existe outra forma 

de obtenção da vitamina A, que é o retinol, presente nos componentes da dieta 

(fitoplâncton, macrófitas e gorduras animais), conforme o hábito alimentar de cada 

espécie (Steffens, 1987).  

Apesar de sua importância em sistemas biológicos, poucos estudos 

examinaram os efeitos da vitamina A em peixes e dentre os teleósteos nativos, os 

estudos se limitam à poucas espécies como Rhamdia quelen (Peil et al., 2007; 

Battisti et al., 2017), Rhamdia voulezi (Pessini et al., 2014), Piaracatus 

mesopotamicus (Signor et al., 2013; 2018) e Salminus brasiliensis (Koch et al., 

2018). Considerando-se os efeitos da vitamina A nos processos reprodutivos de 

peixes, os estudos são ainda mais escassos, limitando-se também a poucas 

espécies, como Danio rerio (Alsop et al., 2008, Pradhan & Olsson 2015), 

Oncorhynchus mykiss (Fontagné-Dicharry et al., 2010), Aristichthys nobilis 

(Santiago & Gonzal, 2000) Paralichthys olivaceus (Furuita et al., 2001), sem 

informações até o momento para teleósteos nativos. 

Desta forma, os estudos em relação às exigências nutricionais de vitamina 

A para reprodutores e sua influência sobre a qualidade dos gametas são limitados 

(Bobe & Labbé, 2010; Navarro et al., 2010).  

 

1.4. Astyanax altiparanae  

 

Dentre as espécies de peixes passíveis de cultivo em que os conhecimentos 

sobre a relação entre nutrição e reprodução são incipientes, pode-se incluir o 

lambari-do-rabo-amarelo, Astyanax altiparanae (Fig.1). O termo lambari é utilizado 

para designar uma gama de espécies do gênero Astyanax. Já foram descritas 258 
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espécies do gênero Astyanax (Eschmeyer, 2013), sendo no Brasil, o lambari-do-

rabo-vermelho (Astyanax fasciatus) e o lambari-do-raboamarelo (A. altiparanae) as 

espécies de distribuição mais amplas (Araújo & Simoni, 1997).  

 

Fig. 1. Astyanax altiparanae – fêmea adulta (15 cm) 

 

O lambari-do-rabo-amarelo ou piaba, como é conhecido no nordeste 

brasileiro, foi anteriormente classificado como Astyanax bimaculatus, e pertence à 

família Characidae. Recebeu a nova nomenclatura de Astyanax altiparanae após 

revisão realizada por Garutti & Britski (2000). 

Uma proposta está sendo feita para uma alteração do nome da espécie para 

Astyanax lacustris (Lucena & Soares, 2016). Como as questões relacionadas à 

sistemática do gênero Astyanax são muito complexas, e esta revisão de nome da 

espécie é ainda recente, nesse trabalho preconizou-se pela manutenção da 

classificação anterior até que seja estabelecida por completo a nova nomenclatura.  

O lambari-do-rabo-amarelo é uma espécie rústica, de pequeno porte, com 

ciclo de vida rápido e apresenta elevada produtividade nos viveiros (Garutti, 2003), 

já foi considerado um invasor nas pisciculturas, mas atualmente é uma espécie 

reconhecida pelo seu grande potencial para aquicultura (Abimorad & Castellani, 

2011). É uma espécie nativa do Brasil, com potencial zootécnico por apresentar 

características importantes como aceitar dietas artificiais, se ajustar em sistemas 

de cultivo, até mesmo de forma intensiva, além de ser onívora. É utilizada na pesca 

esportiva como isca viva e representa fonte proteica para comunidades ribeirinhas 

que sobrevivem da pesca (Porto-Foresti et al., 2005).  

Essa espécie apresenta ciclo de vida rápido, atingindo a maturidade sexual 

com quatro meses (Garutti, 2003). Além disso, essa espécie se mostra como um 

excelente modelo biológico para estudos em reprodução de peixes, por ter uma 
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grande plasticidade e a capacidade de suas fêmeas se manterem vitelogênicas 

durante todo o ano em cativeiro (Jesus et al., 2017).  

As fêmeas, quando mantidas a uma temperatura de ±30ºC, têm seus ovários 

remodelados e aptos à reprodução 6 dias após a desova (Lira et al., 16 2018), 

podendo assim obter várias desovas ao longo do ano, porém as desovas são mais 

frequentes durante o verão (Jesus et al., 2017). Apesar do melhor desempenho 

reprodutivo ocorrer no verão, Brambila-Souza et al., (2019) demonstraram que a 

manipulação térmica e a suplementação hormonal melhoram o desempenho 

reprodutivo desta espécie, mesmo no inverno.  

Considerando-se o importante papel da vitamina A na fisiologia reprodutiva 

de teleósteos, a hipótese deste estudo é que a suplementação da dieta de fêmeas 

de A. altiparanae na fase de maturação gonadal, com esta vitamina, aumenta a sua 

deposição nos ovários e melhorar os indicadores de maturação ovariana. 
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2. OBJETIVOS  

 

2.1. Objetivo geral  

 

 Avaliar a influência da suplementação de vitamina A na maturação ovariana 

de fêmeas de lambari-do-rabo-amarelo (A. altiparanae).  

 

2.2. Objetivos específicos  

 

 Avaliar como diferentes níveis de inclusão de vitamina A influenciam no 

armazenamento desta vitamina no fígado e nos ovários dos peixes;  

 

 Avaliar os efeitos dos diferentes níveis de inclusão de vitamina A sobre 

índices morfofisiológicos da maturação ovariana; 

 

 Avaliar os efeitos dos diferentes níveis de inclusão de vitamina A no perfil 

plasmático das lipoproteínas; 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS  

 

3.1. Certificação de estudo 

 

 A manutenção, utilização, sedação e eutanásia dos animais foram realizadas 

conforme o registro do Comitê de Ética e Uso de Animais (CEUA) do Instituto de 

Biociências da USP nº 305/2017.  

 

3.2. Dietas experimentais  

 

Uma ração base foi confeccionada com as referências descritas na Tabela 

1. Essa ração base foi dividida em cinco lotes experimentais suplementados 

gradualmente com 0 (zero, vitamina A apenas dos ingredientes), 1800, 3600, 7200 

e 14400 UI de vitamina A por quilograma de ração (T1 a T5) originando 5 

tratamentos de acordo com o nível de suplementação. Foi utilizado acetato de 

retinol (Rhoster 500.000 UI/g) como fonte de vitamina A por ser uma das fontes 

mais estáveis desta vitamina, e pré-mistura vitamínica e mineral isenta de vitamina 

A (Premix Rhoster, isenta de vitamina A, balanceado conforme descrito no rodapé 

da tabela 1).  

As dietas constituíram os cinco tratamentos, sendo cada um deles ofertado 

a 116 peixes (58 por unidade experimental, em duplicata). A ração base foi 

formulada exclusivamente utilizando-se ingredientes de origem vegetal por 

conterem baixos níveis de vitamina A, em comparação aos de origem animal, para 

que os níveis de suplementação fossem os maiores responsáveis pelo aporte da 

vitamina. As rações fornecidas aos diferentes grupos experimentais foram 

isonutricionais, com exceção dos níveis de vitamina A. 

As rações foram formuladas para conter 29,53% de proteína bruta e 4.258,59 

Kcal por kg de energia bruta. A formulação da dieta base está apresentada na 

Tabela 1.  
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Tabela 1. Formulação e composição química da dieta base 

Ingredientes Inclusão (%) 

Farelo de soja (45,00% Proteína Bruta) 55,01 

Sorgo (Baixo tanino) 13,50 

Quirera de arroz 10,50 

Farelo de trigo 12,00 

Óleo de soja 5,50 

DL-Metionina 0,31 

L-Treonina 0,31 

Fosfato bicálcico  2,30 

Suplemento vitamínico e mineral1 0,40 

Cloreto de sódio 0,10 

Vitamina C 0,05 

BHT 0,02 

Composição química calculada (Base na matéria natural) 

Energia bruta (kcal kg-1) 4.258,59 

Proteína bruta (%) 29,53 

Extrato etéreo (%) 7,30 

Fibra bruta (%) 4,43 

Cálcio total (%) 0,75 

Fósforo disponível (%) 0,56 

1Suplemento vitamínico e mineral (por quilograma do produto):  vit. D3 200.000 IU; vit. E 12.000 mg; 

vit. K3 2.400 mg; vit. B1 4.800 mg; vit. B2 4.800 mg; vit. B6 4.000 mg; vit. B12 4.800 mg; ácido fólico 

1.200 mg; pantotenato de cálcio 12.000 mg; vit. C 48.000 mg; biotina 48 mg; colina 65.000 mg; 

niacina 24.000 mg, ferro 10.000 mg; cobre 600 mg; manganês 4.000 mg; iodo 20 mg; cobalto 2 mg 

e selênio 20 mg. 

 

 

Para a confecção das rações (com exceção do óleo), os ingredientes foram 

moídos, peneirados em peneira de 0,5mm, homogeneizados em misturador 

horizontal e extrusados, resultando em pellets de 1,0mm. Após a extrusão, as 

rações foram secas em estufa com circulação forçada de ar por 24 horas em 

temperatura a 50ºC, e resfriadas em temperatura ambiente. Pelo fato das vitaminas 

degradarem rapidamente quando expostas a altas temperaturas, optou-se por 
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acrescentar a vitamina A imersa em óleo, na forma de coating após o processo de 

extrusão.  

As rações foram passadas novamente por uma peneira para ajustar a 

granulometria ao tamanho da boca dos peixes e em seguida foram pesadas e 

dispostas em dessecador respeitando o volume de 1,0 kg por etapa. Prontamente 

a vitamina A, diluída em 5,5% de óleo de soja (com auxílio de agitador e barra 

magnética) foi adicionada e misturada manualmente durante alguns minutos em 

ambiente com pouca luz, afim de que cada pellet contivesse as mesmas 

quantidades de vitamina A. 

O dessecador foi conjugado a uma bomba de vácuo que foi ligada por quatro 

minutos para que houvesse a absorção do óleo nos pellets e consequentemente 

também da vitamina A (coating). Após este processo as rações foram ensacadas, 

identificadas conforme o tratamento e armazenadas em freezer a -20ºC.  

Todo o processamento de confecção da ração foi realizado na ESALQ/USP 

gentilmente autorizado pelo Prof. Dr. José Eurico Possebon Cyrino, do 

Departamento de Zootecnia. 

 

3.3. Delineamento experimental  

 

O experimento foi conduzido no Laboratório de Reprodução de Peixes 

Nativos do Centro de Aquicultura da UNESP – CAUNESP (21º15'17”S 48º19'20” 

W) nos meses de maio a julho de 2018 pelo período de 84 dias. Foram utilizadas 

580 fêmeas de A. altiparanae com idade reprodutiva. Os animais, nascidos e 

criados no CAUNESP foram retirados dos viveiros escavados com rede de arrasto 

e transportados para o laboratório em sacos plásticos com água e oxigênio e 

distribuídos aleatoriamente em 10 caixas de 750 litros por um período de 

aclimatação de 8 dias. Foi utilizada a densidade de 58 fêmeas (massa corpórea de 

20,1 ± 4,1g e comprimento total de 10,8 ± 0,59cm) por caixa, que foram mantidas 

nas condições descritas abaixo. 
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3.4. Instalações, manejo e condições experimentais  

 

As caixas de 750 litros, onde os animais foram mantidos durante o período 

experimental estavam acopladas em um sistema de recirculação de água, que era 

adotado de aeração suplementar, trocadores de calor controlados por termostato 

para possibilitar a manutenção da temperatura. Para a manutenção da qualidade 

da água, foram realizadas limpezas constantes do filtro do sistema de recirculação, 

assim como diariamente uma retro lavagem, na qual 80% da água do filtro era 

renovada. Adicionalmente, sempre que se observava a presença de substrato, uma 

renovação parcial da água de cada caixa foi realizada por meio de sifonagem de 

resíduos de fezes e sobras de ração depositadas no fundo das mesmas. 

A temperatura (26,6 ± 1,5ºC), concentração de oxigênio dissolvido (7,12 ± 

0,5 mg L -1 ), condutividade (40,8 ± 2,7 μS.cm-1 ) e pH (6,98 ± 0,27) da água foram 

verificados diariamente. A concentração de oxigênio dissolvido e a temperatura da 

água foram aferidas com oxímetro digital modelo YSI 550; a condutividade por meio 

de uma sonda modelo HANNA HI-98311, e o pH através de kits colorimétricos 

LabconTest. Semanalmente foram realizados testes de amônia (≤ 0,3 mg L-1) e 

nitrito (0,05 ± 0,1 mg L-1) utilizando-se testes colorimétricos (LabconTest). Todos 

os parâmetros de qualidade da água mantiveram-se dentro dos limites aceitáveis 

para a manutenção da espécie estudada (Garutti, 2003). Durante o experimento, 

todas as caixas foram mantidas sob fotoperíodo artificial (12L:12E) com lâmpadas 

fluorescentes controladas por temporizador.  

O delineamento adotado foi o inteiramente casualizado com cinco 

tratamentos em duplicata. Antes do início do estudo os peixes foram mantidos nas 

unidades experimentais durante oito dias, período no qual os animais foram 

alimentados com dieta comercial (a mesma que estava sendo ofertada nos viveiros) 

duas vezes ao dia, às 9h e 17h. Após este período, foi realizada uma coleta inicial 

de 20 peixes para comparar os resultados dos animais antes da suplementação, 

com 30 e 60 dias de alimentação com as dietas experimentais. Ao final de oito dias, 

os animais receberam, durante 16 dias, uma dieta sem suplementação de vitamina 

A, com o objetivo de depletar estas reservas no organismo, o esquema detalhado 

segue na figura (Fig.2) abaixo. Em seguida, os peixes passaram a receber as 

respectivas dietas experimentais, suplementadas com diferentes níveis de inclusão 
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de vitamina A (T1 a T5). Os animais foram alimentados diariamente, duas vezes ao 

dia (9h e 17) até a aparente saciedade. 

 

Fig.2. Esquema do desenho experimental. 

 

 

 

3.5. Coleta das amostras  

 

O experimento, como descrito anteriormente foi composto por três coletas 

em períodos diferentes conforme detalhadas na Fig.2 de amostras em diferentes 

períodos: coleta inicial (alimentação comercial), intermediária (30 dias de 

alimentação com dietas suplementadas com vitamina A) e final (60 dias de 

alimentação com dietas suplementadas com vitamina A), sendo coletados 

respectivamente dois, seis e dez animais por cada unidade experimental. 

Antes das coletas, os peixes permaneceram em jejum durante 24 horas. No 

momento da coleta foram cuidadosamente retirados das caixas, transferidos para 

um recipiente com volume de 10L, onde foram sedados em uma solução de 

benzocaína (previamente diluída em etanol absoluto na concentração de 0,1g para 

1L de água). 
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Após cessar o batimento opercular, foi coletado sangue por punção da 

vasculatura caudal com seringas e agulhas heparinizadas com heparina sódica 

(Hepamax®). O sangue foi colocado em frascos graduados de polietileno de 1,5 

ml, previamente heparinizados, e centrifugado por cinco minutos na velocidade de 

5.000 rpm para obtenção de alíquotas de plasma, as quais foram congeladas em 

freezer (-80 °C). 

Em seguida os animais foram medidos e pesados, para tomada da massa 

corpórea (g), comprimento total (cm) e padrão (cm). Após serem mensurados os 

dados morfométricos e ponderais, os animais foram eutanasiados por secção da 

medula espinhal na altura do opérculo. Uma incisão ventral foi realizada para a 

retirada das vísceras. Os ovários e o fígado foram dissecados para a tomada da 

massa em balança de precisão, e cálculo do Índice Gonadossomático (IGS) e 

Hepatossomático (IHS), respectivamente.  

Uma porção do fígado e dos ovários foi pesada e congelada em freezer (-80 

°C) para posterior análise da concentração de vitamina A. O restante dos ovários 

foi reservado uma porção para histologia e uma pequena parte novamente foi 

pesado e colocado em solução de Gilson para a análise de fecundidade e 

frequência de diâmetro oocitário. 

 

 

 3.6. Análise da concentração plasmática de 17βEstradiol (E2)  

 

As alíquotas de plasma foram utilizadas para a análise de E2 pelo método 

de elisaimunoensaio, utilizando-se kits da IBL (IBL®, International/Hamburg, 

Germany), que já foram previamente validados para A. altiparanae (Brambila Souza 

et al., 2019). As leituras foram realizadas em espectrofotômetro de microplaca 

(Spectra Max 250 Molecular Devices). 

Antes de proceder às análises, foram realizados testes de diluição para 

validar o uso do kit da IBL conforme recomendação do fabricante. Foi definida a 

diluição de 1:2, utilizando tampão (Cayman Chemical®). 
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3.7. Índices Viscerossomático (IVS), Hepatossomático (IHS) e 

Gonadossomático  

 

Os índices corporais foram calculados de acordo com as seguintes fórmulas:  

 

Índice Viscerossomático (IVS): IVS = Wg x 100 / Wt. Onde, Wg = massa das 

vísceras e Wt = massa corpórea. 

Índice Hepatossomático (IHS): IHS = Wh x 100 / Wt; Onde, Wh = massa do fígado 

e Wt = massa corpórea.  

Índice Gonadossomático (IGS): IGS = Wg x 100 / Wt. Onde, Wg = massa dos 

ovários e Wt = massa corpórea 

 

3.8. Análises Morfológicas  

 

3.8.1. Histologia dos ovários 

 

Fragmentos dos ovários foram fixados em Bouin acético e após 24 horas no 

fixador foram transferidos para etanol a 70%. As amostras foram desidratadas em 

etanol, diafanizadas em xilol e incluídas em parafina. As amostras foram 

emblocadas e cortadas em micrótomo (Leica-RM-2255) em cortes de 5μm de 

espessura e os cortes corados com hematoxilina e eosina (Behmer et al., 1976).  

Após a coloração, as lâminas foram novamente desidratadas e diafanizadas 

para fechamento com lamínulas e goma Damar. Os cortes foram analisados em 

sistema de computador com captura de imagem – Leica DM 1000 (Ligth 

Microscope, Leica DFC295 Photografic camera and image capture Leica 

application suite professional, LASV3.6). Foi avaliada a presença das diferentes 

fases do desenvolvimento oocitário (West, 1990) nos ovários e o método utilizado 

por Gomes et al., (2015) e Brambila-Souza et al., (2019) foi aplicado para a 

classificação do estágio de maturação ovariana.  
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Este método baseia-se na ausência (-), presença (+), frequência (++) ou 

predominância (+++) dos diferentes tipos celulares, para a classificação do estágio 

de maturação gonadal.  

 

3.8.2. Cálculo da fecundidade e diâmetro dos oócitos  

 

Para o cálculo da fecundidade, os ovários (descontado o fragmento que foi 

analisado na histologia e congelado para análise de vitamina A) foram pesados e 

armazenados em solução de Gilson modificada (Simpson, 1951). Os ovários 

permaneceram por cerca de 60 dias nesta solução até que pudessem se dissociar, 

em seguida foram filtrados e transferidos para etanol 70% até ser submetidos às 

análises. 

No momento da seleção de subamostras para análise, esta solução foi 

transferida para um volume de 1000 mL, a partir do qual, com a utilização de uma 

pipeta Stempel (Hensen Stempel PipetteTM 1806 series; Wildlife Supply Company, 

Florida, USA) foram retiradas subamostras de 2,0 mL (em triplicata). Os oócitos 

foram analisados em uma microplaca de acrílico milimitrada sob um microscópio 

acoplado a uma câmera fotográfica para captura de imagens. Em cada uma destas 

placas os oócitos foram contados e seu diâmetro registrado para os cálculos de 

frequência e fecundidade. 

 

 

Fig. 3. Óocito (A). Diâmentro dos óocitos µm (B) 
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As imagens obtidas foram analisadas no programa Leica Application Suite 

Professional Software LAS V3.6. Para a determinação da frequência e do diâmetro 

oocitário, foi necessário estabelecer classes de diâmetros dos oócitos, Os 

diâmetros foram divididos em 10 classes: 0 a 100µm, 101 a 200µm e assim 

sucessivamente até 1000µm para se encontrar a porcentagem de oócitos em cada 

classe de diâmetro.  

Foram considerados como vitelogênicos os oócitos com diâmetros acima de 

601 µm, pois foi a partir deste diâmetro que eles se apresentaram corpo opacos e 

com coloração escura, caracterizando o aspecto de vitelogênico. Após as medidas 

e contagens dos oócitos (Fig.3) foi feita uma média da triplicata e foi calculada: 

 

Fecundidade absoluta (FA), FA = N` x S / 100. Onde, FA – número estimado de 

oócitos que serão eliminados em um período reprodutivo; N` - número de oócitos 

por fêmea. S - somatória da frequência dos oócitos vitelogênicos;  

Fecundidade relativa à massa corpórea (FR) FR = FA/Wt. Onde, FA = 

fecundidade relativa e Wt - massa corpórea total 

 

3.9. Análise de vitamina A 
 

A concentração de vitamina A foi analisada nas rações antes do início do 

experimento para asseguramos que as concentrações nominais fossem similares 

às reais. O equipamento utilizado foi o HPLC (High Performance Liquid 

Chromatography). Foi analisada também a concentração de vitamina A no fígado 

e ovários dos peixes após 60 dias de alimentação com as dietas experimentais. 

Como a quantidade de tecido era pequena utilizamos um método de extração 

utilizado por García-de Blas, et al., (2011) para carotenoides, havendo sido testado 

e validado anteriormente para astaxantina e tecido muscular de peixes. 

Após vários testes, o método de extração e as condições utilizadas no 

equipamento se mostraram sensíveis em relação aos outros métodos que exigiam 

uma maior quantidade de tecido. Os extratos das amostras foram enviados para 

serem injetados no Laboratório CBO (Valinhos, SP, Brasil) com equipamento: 
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Shimadzu LC equipado com detector de fluorescência RF-10Axl e coluna de sílica 

Waters Spherisorb 5 um 4,6x250 mm para as rações. E para os tecidos de fígado 

e ovários coluna de sílica Agilent Poroshell 120 EC-C18 3,0 x 150 mm, 2,7 e 

detector de fluorescência RF-10Axl operando nos comprimentos de onda: emissão: 

480 nm e excitação: 325 nm. 

 

3.10. Análise da concentração plasmática de lipídios e lipoproteínas  

 

As análises de colesterol total, triglicérides e HDL foram realizadas 

Departamento de Alimentos e Nutrição Experimental da Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas – USP. O equipamento utilizado foi o analisador bioquímico 

automático Labmax 240 (Tokyo Boek Machinery LTD) com fator de diluição: 

1:100ml de Solução NaCl 0,9%.  

A concentração de VLDL e LDL foi calculada de acordo com a equação de 

Friedewald et al., (1972), na qual se utiliza a concentração de triglicérides, 

colesterol total e HDL e através dos cálculos abaixo são obtidos os valores de VLDL 

e LDL:  

VLDL: triglicérides/5  

LDL: colesterol total – (triglicérides/5) – HDL  

 

Foi analisada a concentração plasmática de lipídios totais, utilizando-se 

método colorimétrico (Frings et al., 1972) e os cálculos foram realizados com uma 

curva de óleo de fígado de bacalhau (Sigma ®). 

 

 3.11. Análise estatística  

 

As variáveis analisadas, como concentração de esteroides, índices 

somáticos, e o perfil lipídico foram comparadas entre os grupos com diferentes 

níveis de inclusão de vitamina A. Esta comparação foi realizada utilizando-se a 
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análise de variância two-way ANOVA, sendo considerados como fatores: 1) nível 

de inclusão de vitamina A; 2) Tempo de amostragem (30 e 60 dias).  

A concentração de vitamina A hepática e gonadal foi comparada entre os 

animais dos diferentes grupos experimentais utilizando-se análise de variância one-

way ANOVA, considerando o nível de inclusão de vitamina A como fator. Os dados 

foram analisados ainda pelo teste Grubb’s (GraphPad) para verificação de outliers. 

Quando detectadas diferenças estatísticas e os dados apresentaram distribuição 

normal foi aplicado o teste post hoc Student Newman Keuls.  

Para dados não paramétricos foi utilizado o teste Kruskal Wallis e post-hoc 

de Dunns. O nível de significância adotado foi de P< 0,05. 

 

 

 

 

 4. Resultados  

 

4.1. Análise de vitamina A nas dietas e tecidos 

 

 A análise da concentração de vitamina A nas rações mostrou que no 

tratamento 1, no qual não houve inclusão de vitamina A, foi obtida uma 

concentração de 1.600 UI/kg considerada originária exclusivamente dos 

ingredientes. Nos tratamentos com suplementação de 1.800 e 3.600 UI/kg a 

concentração de vitamina A se manteve acima da quantidade adicionada 

(contribuição dos ingredientes) e apenas nas dietas com suplementação de 7.200 

e 14.400 UI/kg houve perda da vitamina A incorporada, mas com porcentagens 

consideradas relativamente baixas, de no máximo 13,6% dos valores inicialmente 

estabelecidos (Tabela 2). 
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Tabela 2. Análise de vitamina A nas diferentes dietas 

 

Tratamentos T1 T2 T3 T4 T5 

Vitamina A 

suplementada (UI/kg) 
0 1.800 3.600 7.200 14.400 

Vitamina A 

quantificada (UI/kg)1 
1.600 2.798 4.704 6.724 12.409 

Valores esperados de 

vitamina A (UI/kg) 2 
1.600 3.400 5.200 8.800 16.000 

Diferenças entre os 

valores esperados e 

quantificados (UI/kg) 3 

0 -602 -496 -2.076 -3.591 

Diferença entre os 

valore esperados e 

quantificados (%) 4 

0 -17,71 -9,54 -23,59 -22,44 

 

1Níveis de vitamina A quantificados através de análises químicas em duplicata. 2Somatória da 

quantidade de vitamina A inicial da ração (1.600 UI/kg) com o valor suplementado, de acordo com o 

tratamento. 3Níveis de vitamina A perdidos quando calculada a diferença entre a quantidade de 

vitamina A (UI/kg) esperada e os valores quantificados após análise. 4Níveis de vitamina A perdidos 

quando calculada a diferença entre a quantidade de vitamina A (%) esperada e os valores 

quantificados após análise. 

 

Apesar dos diferentes níveis de inclusão da vitamina A nas dietas, a 

concentração de vitamina A não variou no fígado (P=0,716) porém esse índice 

variou nos ovários das fêmeas ado T2 quando comparadas com os outrosdiferentes 

grupos experimentais (Fig.4).  
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Fig.4. Concentração da vitamina A no fígado e ovários de fêmeas de Astyanax 

altiparanae alimentadas com diferentes níveis de suplementação de vitamina A: 0 

(T1),1800 (T2), 3.600 (T3), 7.200 (T4) e 14.400 UI/kg (T5) durante 60 dias abLetras 

diferentes representam diferenças entre os tratamentos dentro do mesmo período de 

coleta (p>0.05). 

 

 

4.2. Dados morfométricos, ponderais, índices corporais e E2  

 

Com relação aos dados morfométricos, o comprimento total e a massa 

corpórea não variaram entre os animais dos diferentes tratamentos após 30 e 60 

dias (Fig. 5). Da mesma forma, o IVS e o IHS (Fig. 6) também não variaram entre 

os diferentes tratamentos (P=0,761 e P=0,329, respectivamente) e tempos 

experimentais (P=0,358 e P=0,542, respectivamente). Por outro lado, a análise do 

IGS (Fig.7) mostra que apesar de não haver influência do nível de inclusão de 

vitamina A neste índice em 30 dias (P>0,05), os animais mantidos por 60 dias sob 

os diferentes tratamentos apresentaram um aumento de IGS na maioria dos 

tratamentos (P=0,029 em T1, P<0,001 em T2 e T4 e P=0,004 em T5). Os animais 

do grupo T3 não apresentaram variação no IGS (P=0,239) entre os dois momentos 

de coleta (Fig. 7). 
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Fig.5. Comprimento e peso médio (média ± EPM) de fêmeas de Astyanax altiparanae 

alimentadas com diferentes níveis de suplementação de vitamina A: 0 (T1),1800 (T2), 3.600 

(T3), 7.200 (T4) e 14.400 UI/kg (T5) durante 30 e 60 dias. Não houve diferença estatística entre 

os tratamentos experimentais e tempo de coleta (p>0.05) (média ± EPM) 

 

A análise da concentração plasmática de E2 revelou que aos 30 dias não 

houve variação entre os tratamentos (P=0,140), porém aos 60 dias, a concentração 

plasmática de E2 foi mais elevada no grupo T3 em relação ao T1, T2 (P=0,002), T4 

(P=0,003) e T5 (P=0,004). Considerando o tempo como fator de comparação, 

apenas dos animais do T3 os valores encontrados aos 60 dias foram mais elevados 

que aos 30 dias (P=0,002) (Fig.8). 

 

Fig. 6. Índice Viscerossomático e índice Hepatossomático (média ± EPM) de fêmeas de 

Astyanax altiparanae alimentadas com diferentes níveis de suplementação de vitamina 

A: 0 (T1),1800 (T2), 3.600 (T3), 7.200 (T4) e 14.400 UI/kg (T5) durante 30 e 60 dias. Não 

houve diferença estatística entre os tratamentos experimentais e tempo de coleta 

(p>0.05). 

A B 

A 

 

B 
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Fig.7. Índice Gonadossomático (média ± EPM) de fêmeas de Astyanax altiparanae 

alimentadas com diferentes níveis de suplementação de vitamina A: 0 (T1), 1.800 (T2), 

3.600 (T3), 7.200 (T4) e 14.400 UI/kg (T5) durante 30 e 60 dias. *Símbolo representa 

diferença estatística dentro do mesmo tratamento entre os diferentes momentos da 

coleta (p<0.05). 

 

 

Fig.8. Concentração plasmática de estradiol (média ± EPM) em fêmeas de Astyanax 

altiparanae alimentadas com diferentes níveis de suplementação de vitamina A: 0 

(T1),1.800 (T2), 3.600 (T3), 7.200 (T4) e 14.400 UI/kg (T5) durante 30 e 60 dias. abLetras 

diferentes representam diferenças entre os tratamentos dentro do mesmo período de 

coleta. *Símbolo representa diferença estatística no mesmo tratamento entre 30 e 60 

dias (p<0.05). 
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4.3. Fecundidade e diâmetros oocitário 

 

A análise de fecundidade absoluta mostrou que não houve influência do nível 

de suplementação de vitamina A no número total de oócitos vitelogênicos nos 

ovários das fêmeas analisadas aos 30 ou 60 dias (P= 0,324) (Fig. 10). No entanto, 

aos 60 dias, a fecundidade absoluta das fêmeas do T2 foi mais elevada do que aos 

30 dias (P=0,006) (Fig.10). Já na análise de fecundidade relativa, na qual o número 

de oócitos vitelogênicos relativizado pela massa corpórea da fêmea, após 60 dias 

de tratamento (Fig.9.), os animais que receberam o maior nível de suplementação 

de vitamina A (T5) apresentaram valores de fecundidade relativa mais elevado do 

que as fêmeas de todos os outros grupos experimentais (P<0,001). Da mesma 

forma, estas fêmeas do T5 apresentaram maior valor de fecundidade relativa após 

60 dias de experimento, quando estes valores foram comparados aos 30 dias 

(P<0,001). 

Mesmo considerando-se as referidas alterações na fecundidade absoluta e 

relativa, não houve diferença no diâmetro dos oócitos vitelogênicos entre os 

tratamentos (Fig.11) (P=0,543) e tempo de alimentação com os diferentes níveis de 

inclusão da vitamina A (P=0,849). O mesmo ocorreu para os oócitos do lote residual 

que não apresentaram variações no tamanho ao longo do tempo (P=0,583) e 

diferentes tratamentos (P=0,116) (Fig.11). 
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Fig.9. Fecundidade relativa à massa corpórea (média ± EPM) em fêmeas de Astyanax 

altiparanae alimentadas com diferentes níveis de suplementação de vitamina A: 0 

(T1),1800 (T2), 3.600 (T3), 7.200 (T4) e 14.400 UI/kg (T5) durante 30 e 60 dias. 

abLetras diferentes representam diferenças entre os tratamentos dentro do mesmo 

período de coleta. *Símbolo representa diferença no mesmo tratamento entre 30 e 60 

dias (p<0.05). 

 

 

Fig. 10. Fecundidade absoluta (média ± EPM) em fêmeas de Astyanax altiparanae 

alimentadas com diferentes níveis de suplementação de vitamina A: 0 (T1),1800 (T2), 

3.600 (T3), 7.200 (T4) e 14.400 UI/kg (T5) durante 30 e 60 dias. *Símbolo representa 

diferença estatística no mesmo tratamento entre 30 e 60 dias (p<0.05). 
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Fig.11. Diâmetro dos oócitos vitelogênicos e os oócitos residuais (média ± EPM) de  

fêmeas de Astyanax altiparanae alimentadas com diferentes níveis de suplementação 

de vitamina A: 0 (T1),1800 (T2), 3.600 (T3), 7.200 (T4) e 14.400 UI/kg (T5) durante 30 e 

60 dias. Não houve diferença estatística entre os tratamentos experimentais e tempo de 

coleta (p>0.05). 

 

 

4. 4. Análises lipídicas plasmáticas 

 

As análises plasmáticas mostraram que em todos os tratamentos os animais 

que permaneceram 60 dias no experimento apresentaram diminuição da 

concentração de lipídios totais (Fig.12) em relação aos animais mantidos por 30 

dias no experimento (P=0,002 em T1; P<0,001 em T2, T3 e T4; P=0,037 em T5). 

Considerando-se o momento de coleta, após 30 dias de experimento, as fêmeas 

do grupo T5 apresentaram concentração plasmática de lipídio total mais baixa que 

aquelas dos demais tratamentos (P< 0,001), mas estes valores não foram 

diferentes após 60 dias de experimento (Fig. 12). 

Considerando-se as diferentes classes de lipídios, a concentração 

plasmática de triglicérides não variou entre os tratamentos (P=0,813) e período 

experimental (P= 0,800) (Fig.13). A concentração plasmática de colesterol total 

também não variou entre os tratamentos (P= 0,682), mas os valores foram 

inferiores em 60 dias, comparando-se com a coleta de 30 dias nos grupos 

experimentais T4 (P=0,044) e T5 (P=0,003). 

Dentre as frações do colesterol, os diferentes níveis de inclusão de vitamina 

A não alteraram a concentração de HDL comparando-se fêmeas dos diferentes 

B A

A 
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tratamentos (P=0,539) e nos diferentes tempos experimentais (P=0,197) (Fig.15). 

Já a fração LDL não se alterou no plasma das fêmeas dos diferentes tratamentos 

aos 30 dias (P=0,540), mas aos 60 dias, a concentração foi mais elevada nos 

animais do T2 comparados ao T5 (P=0,032). Na comparação dos períodos 

experimentais, exceto para o grupo T5 (P=0,169), a concentração plasmática de 

LDL foi mais elevada nos animais amostrados com 60 dias, quando comparada 

com aquela dos animais amostrados aos 30 dias experimentais (P=0,033 em T1; 

P=0,007 em T2; P<0,001 em T3 e P=0,044 em T4) (Fig. 14). A fração de colesterol 

menos densa, a VLDL, também não se alterou no plasma das fêmeas com 

diferentes níveis de inclusão de vitamina A (P=0,813) e nem em relação aos dois 

diferentes períodos experimentais (P=0,800) (Fig. 15). 

 

Fig.12. Concentração plasmática de lipídios totais (média ± EPM) em fêmeas de 

Astyanax altiparanae alimentadas com diferentes níveis de suplementação de 

vitamina A: 0 (T1),1800 (T2), 3.600 (T3), 7.200 (T4) e 14.400 UI/kg (T5) durante 30 e 

60 dias. abLetras diferentes representam diferenças entre os tratamentos dentro do 

mesmo período de coleta. *Símbolo representa diferença no mesmo tratamento entre 

30 e 60 dias (p<0.05). 
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Fig. 13. Concentração plasmática triglicérides e colesterol total (média ± EPM) em 

fêmeas de Astyanax altiparanae alimentadas com diferentes níveis de suplementação 

de vitamina A: 0 (T1),1800 (T2), 3.600 (T3), 7.200 (T4) e 14.400 UI/kg (T5) durante 30 e 

60 dias. *Símbolo representa diferença no mesmo tratamento entre 30 e 60 dias 

(p<0.05). 

  

 

 

Fig. 14. Concentração plasmática de LDL (média ± EPM) em fêmeas de Astyanax 

altiparanae alimentadas com diferentes níveis de suplementação de vitamina A. 

abLetras diferentes representam diferenças entre os tratamentos dentro do mesmo 

período de coleta. *Símbolo representa diferença no mesmo tratamento entre 30 e 60 

dias (p<0.05). 

 

B A 
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Fig. 15. Concentração plasmática de VLDL e HDL (média ± EPM) em fêmeas de 

Astyanax altiparanae alimentadas com diferentes níveis de suplementação de vitamina 

A: 0 (T1),1800 (T2), 3.600 (T3), 7.200 (T4) e 14.400 UI/kg (T5) durante 30 e 60 dias. 

*Símbolo representa diferença no mesmo tratamento entre 30 e 60 dias (p<0.05). 

 

4.5. Análises Histológicas dos ovários 
 

Os cortes histológicos dos ovários demonstraram a presença dos seguintes 

tipos celulares: perinucleolar (PN), vitelogênico (V) cortical alveolar (CA). Com base 

na presença destes tipos celulares, os ovários das fêmeas do grupo inicial (Fig. 

16A) e dos tratamentos 1 a 4 (Figs. 16 B-E) nos primeiros 30 dias foram 

classificados como “Em maturação”, pela predominância de PN e frequência de 

oócitos vitelogênicos. As fêmeas do grupo T5 no período de 30 dias (Fig.17) e 

aquelas amostradas após 60 dias de experimento apresentaram os ovários na fase 

madura, caracterizado pela predominância de oócitos vitelogênicos (Figs. 17 A-E) 

(Tabela 3) 

 

B A 
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Tabela.3. Classificação do estágio de maturação ovariana baseado nas fases de 

desenvolvimento dos oócitos de fêmeas de Astyanax altiparanae alimentadas com 

diferentes níveis de suplementação de vitamina A no período inicial, 30 e 60 dias. 

Fases do desenvolvimento 

do óocito 

Estágio de maturação  

Tratamento  PN CA V  

Inicial +++ - ++ Em 

maturação 

30 dias 

T1 +++ + ++ Em 

maturação 

T2 +++ + ++ Em 

maturação 

T3 +++ - ++ Em 

maturação 

T4 +++ + ++ Em 

maturação 

T5 ++ + +++ Avançado 

60 dias 

T1 ++ + +++ Avançado 

T2 ++ + +++ Avançado 

T3 ++ + +++ Avançado 

T4 ++ + +++ Avançado 

T5 ++ + +++ Avançado 

 

Perinucleolar (PN), vitelogênico (V) e Cortical Alveolar (CA). Ausência (-), presença (-), 

frequência (++) e predominância (+++). 
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Fig.16. Cortes histológicos de ovários de fêmeas de Astyanax altiparanae 

alimentadas com diferentes níveis de suplementação de vitamina A. (A) grupo 

inicial composto por animais consumindo dietas comerciais. As imagens 

seguintes referem se respectivamente aos tratamentos. (B) tratamento T1 sem 

suplementação de vitamina A, T2 com 1.800 (C), T3 com 3.600 (D), T4 com 

7.200, (E) e T5 14.400 UI/kg (F) após 30 dias de ingestão da dieta. V: óocito 

vitelogênico; PN: oócito perinucleolar. 
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Fig.17. Cortes histológicos de ovários de fêmeas de Astyanax altiparanae 

alimentadas com diferentes níveis de suplementação de vitamina A. (A) tratamento 

T1 sem suplementação de vitamina A, T2 com 1.800 (B), T3 com 3.600 (C), T4 com 

7.200, (D) e T5 14.400 UI/kg (E) após 60 dias de ingestão da dieta. V: óocito 

vitelogênico; PN: oócito perinucleolar 
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DISCUSSÃO 

 

Considerando-se o procedimento de inclusão da vitamina A, o método 

utilizado, baseado em Koch et al., (2018), foi satisfatório, pois a quantificação da 

vitamina A nas rações esteve, de forma geral, de acordo com um patamar de 

variação esperado. Variações entre os valores esperados e analisados de vitamina 

A nas dietas são comumente previstos, considerando-se que ocorrem perdas no 

processo de incorporação, bem como variações analíticas.  

Apesar da utilização apenas de ingredientes vegetais nas dietas, os mesmos 

apresentam baixa concentração de vitamina A, que reflete na quantificação desta 

vitamina nas dietas, ou seja, a vitamina A quantificada não é oriunda apenas da 

suplementação, ocorrendo o aumentando da concentração em alguns tratamentos. 

Guimarães et al., (2013) adicionaram diferentes níveis de vitamina A em dietas 

semi-purificadas de tilápia do Nilo e obtiveram nas análises cerca de metade da 

quantidade inicialmente adicionada, não sendo detectada a vitamina A nos níveis 

mais baixos de inclusão (0, 200, 400 e 800 UI/kg). Essa diferença entre a 

quantidade adicionada e analisada pode estar associada ao período de 

armazenamento das dietas, tendo em vista que a vitamina A é um composto 

fotossensível, ou ainda ao método de processamento, como extrusão em que as 

taxas de retenção da vitamina A pode variar de 11% a 59% (Barrows et al., 2008). 

Battisti et al., (2017) também obtiveram perdas elevadas na vitamina A incluída na 

dieta de Rhamdia quelen, chegando até 78% de perda. O fato de ter utilizado o 

processo de coating após a extrusão e ingredientes de origem vegetal possibilitou 

maior estabilidade da concentração de vitamina A nas dietas de A. altiparanae 

quando comparada com estes trabalhos. 

No presente trabalho não foi observado nenhum sinal clínico de deficiência 

dessa vitamina, apesar da ração controle apresentar baixos níveis de vitamina A. 

O tempo de alimentação, para que seja possível detectar os sinais de deficiência 

varia conforme a idade dos animais, ou seja, quanto mais jovem os peixes, mais 

rapidamente devem surgir os sinais de deficiência (Signor et al., 2013). O tempo de 

alimentação e o fato das fêmeas já estarem na fase adulta podem justificar a razão 

de não encontrarmos sinais clínicos de carência ou hipervitaminose nos animais. 

Guimarães et al., (2013) relataram alguns sinais clínicos de deficiência em 
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Oreochromis niloticus com alimentados com diferentes níveis de vitamina A, entre 

eles, natação errática, exoftálmica, redução da secreção de muco e presença de 

ascite na cavidade abdominal para animais alimentados com baixos níveis da 

vitamina. Com relação aos dados morfométricos, como os animais já eram adultos 

não foi observado diferença significativa de ganho de peso ou alteração do 

comprimento entre os animais dos diferentes tratamentos experimentais. 

A vitamina A é ingerida através da dieta e absorvida pelo intestino. Quando 

necessária esta vitamina é recrutada de tecidos periféricos e da musculatura, 

transportada por lipoproteínas e armazenada no fígado, que é o principal órgão 

responsável pelo metabolismo e liberação de vitamina A nos peixes (Batres & 

Olson, 1987), assim como nos demais vertebrados. Esta vitamina está presente 

também no tecido adiposo, assim como em outros órgãos que armazenam lipídios, 

como os ovários (Irie & Seki, 2002) sendo esta incorporada como material nutritivo 

no ovo. No presente trabalho, os diferentes níveis de inclusão de vitamina A nas 

dietas, mostraram  alteração na concentração de vitamina A gonadal após 60 dias 

de alimentação, porém não apresentaram diferenças nas concentrações dessa 

vitamina no fígado. Campeche et al., (2009) não conseguiram detectar vitamina A 

no tecido hepático de Oreochromis niloticus que recebem 0 a 4.800 UI de retinil 

palmitato.kg-1 dieta, e apenas em animais que ingeriram concentrações mais 

elevadas (5.400 UI kg-1) foi possível detectar esta vitamina no fígado. De acordo 

com estes autores, apenas este nível de vitamina A suplementado na dieta excedeu 

as exigências metabólicas dos peixes, e assim, somente após satisfazer as 

necessidades metabólicas, esta vitamina poderia ser armazenada no fígado. 

Apesar de não apresentar diferença na deposição de vitamina no fígado dos 

animais analisados, os resultados encontrados em A. altiparanae demonstram 

quantidades significativas de vitamina A nesse órgão, inclusive nos tratamentos 

sem suplementação, com uma tendência à queda nos valores nos animais 

suplementados com a maior concentração de vitamina A (T5). Este perfil observado 

no fígado, mais especificamente dos animais do T5 deixam evidente que não houve 

um quadro de hipervitaminose nos animais, pois segundo Harvey and Hardy (2002), 

um dos sintomas deste quadro seria o armazenamento hepático em excesso desta 

vitamina, o que não foi observado. Adicionalmente, houve aumento das 

concentrações de vitamina A nos ovários dos animais alimentados com 1.800 UI/kg 
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de vitamina A (T2), grupo no qual houve um aumento da fecundidade relativa após 

60 dias de alimentação. Estes dados sugerem que este pode ser o local de 

armazenamento das concentrações suplementares fornecidas.  

Nos ovários, outros indicadores foram analisados com o objetivo de avaliar 

possíveis efeitos da suplementação com vitamina A na maturação gonadal. Um 

indicador importante para avaliar o grau de maturação dos ovários e relatar 

possíveis efeitos do tratamento foi o IGS, que segundo Flores et al., (2019), além 

de ser um método para avaliar o estágio de maturação gonadal, pode ser 

considerado o melhor indicador da época de reprodução. Os valores de IGS no 

presente experimento não foram alterados nos animais dos diferentes tratamentos, 

no entanto vale destacar que ao longo do período houve aumento do IGS na maioria 

dos grupos experimentais. As fêmeas de A. altiparanae mantidas no experimento 

por 60 dias tiveram valores de IGS mais elevados que aos 30 dias (exceto T3), 

enquanto os animais provenientes dos viveiros (grupo inicial) apresentavam valores 

de IGS mais baixos (por volta de 5,0) o que corrobora com os dados morfológicos 

dos ovários.  

Na coleta inicial e aos 30 dias, foi observada nos ovários uma predominância 

de oócitos perinucleolares, classificando estas fêmeas como em maturação. A 

morfologia dos ovários neste grupo foi semelhante àquela observada por Jesus et 

al., (2017) na mesma espécie, no início e no final do período reprodutivo, e quando 

os valores de IGS também foram cerca de 5 a 6,0. Estes mesmos autores 

encontraram uma predominância de oócitos vitelogênicos no momento em que os 

valores de IGS foram mais elevados (12 a 20), mas durante o período da primavera-

verão. Brambila-Souza et al., (2019) estudando esta mesma espécie, no mesmo 

período do presente experimento, observaram valores de IGS próximos àqueles 

encontrados aos 30 dias e os ovários também apresentaram oócitos vitelogênicos. 

Os dados de IGS analisados em conjunto com a morfologia gonadal demonstram 

que houve um avanço na maturação ovariana ao longo do experimento, com 

aumento da frequência de oócitos vitelogênicos e IGS, mas que os diferentes níveis 

de vitamina A não alteraram este processo. Adicionando-se à análise os dados de 

fecundidade, fica evidente que este avanço na maturação se deu pelo 

desenvolvimento dos oócitos e não pelo aumento no recrutamento de novos 

folículos, pois a fecundidade absoluta aumentou ao longo do período experimental 
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apenas nas fêmeas do T2 e não se alterou nos demais tratamentos experimentais, 

mantendo-se inalterada entre 30 e 60 dias. Já a fecundidade relativa aumentou 

apenas nos animais suplementados com a maior concentração de vitamina A e aos 

60 dias, mas este aumento não se refletiu nos valores de IGS e na morfologia 

ovariana. É importante destacar que fêmeas de A. altiparanae mantêm oócitos 

vitelogênicos em seus ovários durante todo o ano, tanto em cativeiro (Jesus et al., 

2017) quanto na natureza, comprovando assim a plasticidade desde animais de 

acumular reservas e manter óocitos vitelogênicos mesmo quando submetido a 

dietas com baixas concentrações de vitamina A. 

A maturação oocitária nas espécies ovíparas é acompanhada pela 

deposição de vitelo e este processo é modulado pelo eixo hipotálamo-hipófise-

gônadas (Lubzens et al., 2010). Sob controle hipotalâmico e hipofisário, as células 

foliculares do ovário sintetizam E2, que estimula a síntese hepática de vitelogenina, 

que é uma glicolipofosfoproteína, que é pinocitada pelo oócito e clivada nas 

proteínas de vitelo (Reading et al., 2017; Lubzens et al., 2010). Nesse estudo, ao 

quantificar as concentrações plasmáticas de E2 foi observado que os animais 

alimentados com 3.600 UI/kg de vitamina A (T3) após 60 dias de alimentação, 

apresentaram concentração mais elevada deste estrógeno em relação aos demais 

grupos experimentais, sugerindo que a vitamina A pode ter influenciado no aumento 

desse hormônio, no entanto os mecanismos que suportam esta possível relação 

ainda não foram compreendidos. 

Considerando-se a natureza lipossolúvel da vitamina A, foi relevante no 

presente trabalho analisar o perfil lipídico plasmático das fêmeas submetidas aos 

diferentes níveis de inclusão desta vitamina. Os dados obtidos mostram que o 

aumento na suplementação de vitamina A diminuiu a concentração plasmática de 

lipídios totais na primeira etapa do experimento (30 dias), mas estes valores foram 

semelhantes ao final do período experimental, pois ocorreu uma redução nos níveis 

plasmáticos de lipídios após 60 dias em todos os grupos. Nos grupos com maior 

suplementação (T4 e T5), sugere-se que esta redução de lipídios totais tenha 

ocorrido pela diminuição na concentração de colesterol. É importante destacar que 

na piscicultura, os animais estavam sendo alimentados com dietas comerciais, que 

certamente incluem ingredientes de origem animal. Durante o período 

experimental, com o uso exclusivo de ingredientes vegetais na dieta, seria 
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esperada uma redução no aporte de colesterol aos animais, o que foi observado ao 

longo do período. 

Observando-se as frações do colesterol, fêmeas de A. altiparanae não 

apresentaram alterações nas frações com maior (VLDL) e menor (HDL) 

porcentagem lipídica. No entanto, fêmeas de todos os grupos experimentais 

apresentaram aumento da concentração plasmática de LDL comparando-se aos 60 

dias experimentais, quando comparadas com dias, exceto aqueles que receberam 

maior quantidade de vitamina A (T5), que apresentaram níveis mais baixos aos 60 

dias em relação ao grupo T2. Livrea et al., (1995) detectaram a atividade 

antioxidante da vitamina A em seres humanos, sugerindo um potencial papel 

fisiopatológico na prevenção ou retardo de doenças ateroscleróticas, devido às 

alterações na concentração de LDL. Por outro lado, Prashanth et al., (2014) 

trabalhando com diferentes níveis de suplementação de vitamina A em ratos 

obesos observaram que a alimentação com a maior suplementação de vitamina A 

reduziu significativamente a concentração de HDL e colesterol total.  

No entanto, estes efeitos são difíceis de serem comparados com outras 

espécies de peixes, pois são inexistentes na literatura estudos que relacionam 

ingestão de vitamina A e metabolismo lipídico, nem mesmo em animais jovens. 
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Conclusão 

 

Os resultados encontrados permitem concluir que os diferentes níveis de 

suplementação de vitamina A fornecidos às fêmeas de A. altiparanae não alterou o 

padrão de deposição hepática desta vitamina, porém alterou a deposição dessa 

vitamina nos ovários dos animais alimentados com 1.800 UI/kg de vitamina A após 

60. Além disso, nos animais deste mesmo tratamento foi observado aumento da 

fecundidade relativa, sugerindo assim que as concentrações suplementares 

ingeridas dessa vitamina podem estar armazenadas nos ovários. A manutenção 

nas condições experimentais promoveu a maturação ovariana, avaliada pelos 

dados histológicos e IGS. As variáveis fisiológicas evidenciaram que a manutenção 

destas fêmeas no experimento, com uma dieta composta integralmente por 

ingredientes vegetais, reduziu a concentração plasmática de lipídios e colesterol 

totais e que o nível mais elevado de suplementação (14.400 UI/kg) foi capaz ainda 

de reduzir a concentração plasmática de LDL. Adicionalmente, uma concentração 

intermediária de suplementação (3.600 UI/kg), administrada por 60 dias 

proporcionou aumento da concentração plasmática de E2. 
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