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RESUMO 
 
COSTA, Rafael A. da . Efeito da suplementação com astaxantina na qualidade 
oocitária e desenvolvimento in vitro de embriões de vacas holandesas durante o 
verão. 77f. (Dissertação de Mestrado em Zootecnia – Universidade Tecnológica 
Federal do Paraná, Dois Vizinhos, 2021). 
 
No Brasil, fêmeas bovinas em lactação são frequentemente expostas à altas 
temperaturas, principalmente durante o verão, ficando sujeitas aos efeitos do estresse 
térmico, elas desenvolvem problemas relacionados à reprodução como 
comprometimento do desenvolvimento folicular que impacta negativamente a 
qualidade oocitária, observado foi em vacas de alta produção da raça holandesa. 
Desta forma, objetivo é examinar o efeito da suplementação de vacas leiteiras com o 
antioxidante astaxantina sobre a qualidade oocitária e desenvolvimento embrionário 
in vitro. Vacas holandesas em lactação (n = 45; ± 550 kg de peso vivo) de uma 
fazenda com sistema de confinamento do tipo Compost Barn, localizada na região 
Sudoeste do Paraná – Brasil, receberam astaxantina (0, 0,25 ou 0,50 mg kg-1 dia-1 

para animais dos grupos controle, baixa astaxantina ou alta astaxantina, 
respectivamente) por 75 dias. Ao final da suplementação, todos os animais foram 
submetidos a três sessões de OPU realizadas com intervalos de 15 dias. Todos os 
oócitos recuperados foram avaliados quanto morfologia, classificados e submetidos à 
fertilização in vitro para avaliação do desenvolvimento embrionário. A distribuição 
normal dos dados foi verificada (teste Shapiro-Wilk) assim como a homogeneidade 
das variâncias (teste F max). Quando as premissas para ANOVA não foram atendidas, 
os dados foram transformados pela função raiz quadrada e ANOVA de uma via 
(avaliação do desenvolvimento embrionário in vitro; efeito de astaxantina) ou duas vias 
com mensurações repetidas no tempo (qualidade oocitária; efeito de astaxantina, 
tempo e interação) seguidas de teste de comparação múltipla de Tukey foram 
realizadas pelo programa GraphPad Prism vs.7.0 (GraphPad Inc.). Embora tenham 
sido observadas temperaturas elevadas durante todo o verão, principalmente no 
período da tarde com temperatura máxima de 29 ºC detectada no ambiente no qual 
os animais estavam confinados, as temperaturas cutânea e retal, frequência cardíaca 
e respiratória não foram afetadas. Observou-se um efeito claro da estação na taxa de 
produção de embriões a partir de oócitos aspirados de vacas do grupo controle em 
diferentes épocas do ano, sendo uma pior taxa observada no verão (p=0,0399). Vacas 
suplementadas com a dose de 0,50 mg kg-1 dia-1 de astaxantina ofereceram uma 
melhor taxa de recuperação de oócitos totais comparado com grupo controle 
(p=0,0395) e 0,25 mg kg-1 dia-1 de astaxantina (p=0,0279). Contudo tal efeito somente 
foi observado na primeira OPU após a suplementação, perdendo-se com o tempo. A 
suplementação com a maior dose de astaxantina permitiu a coleta de maior número 
de oócitos viáveis comparado com o grupo controle e o que recebeu a menor dose de 
astaxantina (p=0,0452). Finalmente, as taxas de clivagem (D3) e blastocisto (D7) não 
foram afetadas pela suplementação com astaxantina, assim como a taxa de 
desenvolvimento e eclosão. É possível concluir que, a suplementação com 
astaxantina em vacas holandesas em lactação por 75 dias no verão melhora a taxa 
de recuperação de oócitos viáveis sem afetar a produção de embriões in vitro. Assim, 
mais estudos associando manejo, sistema de confinamento e ambiência e 
suplementação com o antioxidante astaxantina são necessários para contribuir com a 
melhora do sucesso reprodutivo na bovinocultura leiteira nas estações mais quentes. 
Palavras-chave: Produção in vitro de embriões. OPU. Estresse térmico. Carotenoide.  



 

ABSTRACT 
 
COSTA, Rafael A. da. Effect of astaxanthin supplementation on oocyte quality and in 
vitro embryo development of Holstein cows during the summer. 77f. Dissertation 
(Master’s Degree in Animal Sciences – Universidade Tecnológica Federal do Paraná, 
Dois Vizinhos, 2021). 
 
Lactating cows in Brazil are frequently exposed to high temperatures, especially during 
the summer. Subjected to the effects of heat stress, they develop reproductive 
problems like impaired follicular growth, negatively impacting oocyte quality. This is 
particularly relevant for high-yielding Holstein cows. In this manner, this study aimed 
to examine the effect of daily supplementation of milk cows with astaxanthin on oocyte 
quality and in vitro embryo developmental potential. Lactating Holstein cows (n = 45; 
± 550 kg of body weight) from a Compost Barn in the Southwest region of Paraná – 
Brazil were treated with astaxanthin (0, 0.25 or 0.50 mg kg-1 day-1 for control, low 
astaxanthin or high astaxanthin group, respectively) for 75 days. Upon the end of the 
supplementation period, three OPU with a 15-day interval were conducted for oocyte 
quality analysis in all females. All oocytes were then subjected to in vitro fertilization to 
assess their developmental potential. Data were tested for normality of residues 
(Shapiro-Wilk test) and homogeneity of variances (F max test), and square root-
transformed when premises for ANOVA were not met. One-way ANOVA (embryo 
development data; effect of astaxanthin) or two-way repeated-measures ANOVA 
(oocyte quality, effect of astaxanthin, time, and interaction) followed by Tukey’s 
multiple comparisons test were performed using GraphPad Prism vs.7.0 (GraphPad 
Inc.). Although elevated temperatures were observed during all summer, mainly on 
afternoons with the maximum temperature of 29 ºC detected in the compost barn, skin 
and rectal temperatures, heart, and respiratory rates were not significantly affected. 
Nevertheless, a clear effect of the season was observed on in vitro embryo production 
when oocytes were aspirated from control females at different times of the year. A 
lower blastocyst rate was obtained during the summer (p=0.0399). A higher total 
oocyte recovery rate was obtained when cows supplemented with 0.50 mg kg-1 day-1 
astaxanthin (p<0.05) were aspirated compared to control (p=0.0395) and 0.25 mg kg-

1 day-1 astaxanthin (p=0.0279) groups. However, such effect was only detected on the 
very first OPU, diminishing with time after astaxanthin supplementation ended. 
Moreover, a higher dose of astaxanthin allowed the collection of more morphologically 
viable oocytes when compared to the low astaxanthin group (p=0.0452). Finally, 
cleavage (D3) and blastocyst (D7) rates were not affected by astaxanthin 
supplementation. The same was observed for development and hatching rates. In 
conclusion, although the supplementation of lactating Holstein cows with astaxanthin 
for 75 days in the summer can improve the total and viable oocyte recovery rates, it 
could not bring the embryo production rates closer to the higher rates observed in the 
winter. Therefore, further studies associating animal handling, confinement systems, 
environment management, and the use of the antioxidant astaxanthin are needed to 
contribute to the improvement of reproductive success rates in dairy cows in the 
summer. 
Keywords In vitro production of embryos. OPU. Heat stress. Carotenoids.. 
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1 INTRODUÇÃO 

O Brasil está entre os dez maiores produtores de leite do mundo segundo a 

Organização das Nações Unidas para Agricultura e Alimentação (FAO) (ZOCCAL, 

2017). A produção de leite cresceu 131% entre os anos de 1990 e 2019 (CARVALHO; 

ROCHA, 2020). Desse modo, a tecnificação no país vem revolucionando e 

potencializando a produção, transporte, industrialização e comercialização (ZOCCAL, 

2017). Como resultado desse processo de tecnificação, a produção de leite aumentou 

de 30,7 bilhões para 34,8 bilhões de litros de leite produzidos por ano entre 2010 e 

2019, o que denota um crescimento de 13,3% (IBGE, 2019). Em 2018, o Paraná com 

4.375 milhões de litros de leite produzido, foi o principal produtor de leite do Sul do 

país e o segundo no ranking dos estados produtores, atrás apenas de Minas Gerais 

(ZOCCAL, 2020). 

Outro dado que merece destaque é a quantidade de litros produzidos por 

vaca, o qual apresentou um crescimento de 26% entre 2014 até 2017, passando de 

1.340 litros para 1.693 litros por vaca por lactação. Além dos dados expostos, é 

importante mencionar que o aumento de produção em 2017 ocorreu com menos 

vacas ordenhadas, sendo que a diminuição foi de 26% quando comparado a 2014, 

conforme o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE, 2019). 

A produtividade média de leite na Região Sudoeste do Paraná em 2018 foi de 

13 litros de leite por vaca por dia, sendo que a Região tem destaque como uma das 

principais bacias leiteira do Paraná, além de grande importância economia (ALVES et 

al., 2020). Dessa forma, os produtores de leite desta região vem investindo em 

tecnologia e estruturas para sistemas de produção voltados a entregar maior conforto 

e bem-estar aos animais (PILATTI et al., 2019). 

O sistema de produção de confinamento Compost Barn tem sido o modelo 

preferido por produtores Brasileiros (MOTA et al., 2019). Esse sistema é baseado em 

um espaço coletivo com superfície de descanso macia e confortável, que permite que 

os animais se movimentem livremente. A implantação desse sistema tem como 

objetivo melhorar o bem-estar animal, em que sua construção reduz a exposição dos 

animais à radiação solar, bem como utiliza sistema de resfriamento, por meio de 

ventilação artificial e aspersores, mitigando os efeitos climáticos adversos aos animais 
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(PERISSINOTO et al., 2009; RADAVELLI, 2018). 

A produção e a reprodução do rebanho leiteiro sofrem influência direta do 

ambiente, da alimentação e da raça. Quando os animais passam por estresse, 

relacionado à altas temperaturas, esses passam a apresentar disfunções nos 

parâmetros fisiológicos, afetando o consumo de alimentos e as funções reprodutivas 

(SENEDA et al., 2006; ARROYO, 2008). 

As funções reprodutivas são afetadas pela redução da fertilidade causada 

pelo estresse térmico durante o verão, em função das alterações na dinâmica folicular, 

secreção hormonal, fluxo sanguíneo uterino e função endometrial (HANSEN, 2009). 

Alguns estudos demonstram que o oócito bovino e o embrião recém-formado são 

muito susceptíveis à temperaturas elevadas, causando comprometimento da 

maturação do oócito, fertilização e desenvolvimento embrionário (HANSEN, 2009; DO 

et al., 2013). Todavia, um melhor entendimento dos mecanismos pelos quais o 

estresse térmico afeta oócitos em crescimento permitirá o desenvolvimento de 

estratégias que minimizem os efeitos deletérios do estresse térmico sobre a 

fertilidade. 

O estresse térmico pode gerar vários distúrbios nas funções reprodutivas. Ao 

associar a dieta, suplementos que possam reduzir os efeitos do estresse térmico, 

como a astaxantina, um carotenoide extremamente comum, pode ser utilizado por ser 

um antioxidante solúvel em gordura típico que combate as espécies reativas de 

oxigênio (ERO) e bloqueia a peroxidação lipídica, levando a uma redução nos efeitos 

negativos do calor na reprodução. Além disso, foi demonstrado que a astaxantina 

melhora o desenvolvimento de embriões expostos ao estresse por calor por meio da 

redução dos genes induzíveis por estresse (DO et al., 2013). 

Dessa forma, a nutrição também afeta a qualidade do oócito, através do 

estresse oxidativo na célula, que é desencadeado pelo desequilíbrio entre agentes 

pró-oxidantes e antioxidantes. Esse desequilíbrio ocorre devido à alta demanda 

metabólica de animais com alta produção, pela baixa disponibilidade de antioxidantes 

via dieta ou animais em condições de estresse térmico, ambos os eventos tendem a 

potencializar as atividades de enzimas pró-oxidantes e aumentar assim, as ERO da 

célula (SOUZA; FERREIRA, 2007). 

Ainda no que se refere às consequências do estresse oxidativo nas células 



14 

 

germinativas, pode-se citar a diminuição no potencial de embriões viáveis tanto in vitro 

quanto in vivo. Nesse sentido, é interessante salientar que, segundo Rumpf (2007), a 

produção in vitro de embriões (PIVE) potencializa e favorece a rápida difusão de genes 

de animais com alto valor zootécnico. Contudo, mesmo a PIVE sendo uma técnica 

inovadora com rápida multiplicação de fêmeas no plantel, a obtenção de oócitos com 

qualidade ainda é um gargalo da técnica. 

O uso de antioxidantes favorece a defesa do organismo e podem ser utilizados 

juntos a formulação de dietas ou administrado de forma a suplementar a dieta (CELI; 

ROBINSON, 2010; SANTOS, 2016). O uso pode se tornar essencial no que se refere 

a manutenção da qualidade da reprodução, já que o estresse térmico pode afetar o 

desenvolvimento folicular, a ovulação, a qualidade do oócito, a fertilização, a 

sobrevivência embrionária e o estabelecimento da gestação (ROBINSON et al., 2006; 

MAGGIONI et al., 2008; ABREU et al., 2018). 

Diante do exposto, justifica-se a necessidade de identificar e estudar novos 

parâmetros em relação à busca dos fatores que afetam diretamente a atividade 

ovariana em relação ao recrutamento e produção de oócitos. A hipótese do trabalho é 

que vacas holandesas suplementadas com astaxantina no verão apresentam oócitos 

com maior potencial para o desenvolvimento in vitro do que animais não 

suplementados.  
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2 OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Testar a suplementação de vacas holandesas durante o verão com 

astaxantina na qualidade oocitária e produção in vitro de embriões. 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Caracterizar o microclima em vacas holandesas mantidas em sistema de 

confinamento do tipo Compost Barn, por meio da temperatura do ar, umidade relativa 

do ar e índice de umidade do ar. 

Avaliar as condições fisiológicas do animal durante o período de 

suplementação com o antioxidante astaxantina. 

Avaliar a qualidade oocitária e a produção in vitro de embriões subsequente 

em resposta a diferentes doses de astaxantina fornecidas como suplementação da 

dieta, após a recuperação dos oócitos por meio de OPU. 

Avaliar a condição de estação verão e inverno na recuperação de oócitos e 

PIVE para o grupo controle. 
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3 REFERENCIAL TEÓRICO 

3.1 FATORES QUE INTERFEREM NA REPRODUÇÃO DE BOVINOS LEITEIROS  

Os ganhos genéticos advindos da seleção de animais na raça holandesa para 

a característica de produção de leite, em conjunto com o manejo nutricional para a 

alta produção gerou um antagonismo com a fertilidade. Como resultado, nota-se que 

a eficiência reprodutiva dos rebanhos leiteiros diminuiu consideravelmente. Esse fato 

pode ser explicado em virtude da baixa herdabilidade estimada para fertilidade (<5%) 

(SILVEIRA et al., 2018). 

Estudos indicam que a nutrição exerce papel importante na manutenção e 

concentração dos substratos celulares disponibilizados, desempenhando, ainda, 

funções de estímulos ou inibição na concentração de hormônios neuroendócrinos, os 

quais afetam diretamente a função reprodutiva dos ruminantes (MADELLA-OLIVEIRA 

et al., 2014). Além disso, deve-se salientar a importância de uma nutrição de precisão 

com um maior equilíbrio nutricional possível dentro de uma fazenda, sendo que é 

essencial saber a correlação entre nutrição e reprodução, posto que são elementos 

determinantes no planejamento de um rebanho. 

Outra observação pertinente é a tendência de vacas leiteiras de alta produção 

entrar em balanço energético negativo (BEN), o qual pode ser considerado um período 

crítico da produção, geralmente associado ao baixo peso corporal e alta mobilização 

de reservas de gordura. Segundo Maggioni et al. (2008), vacas que perdem 

intensamente a condição corporal no início da lactação, bem como aquelas com altas 

concentrações séricas de triglicerídeos hepáticos, os quais são indicativos de 

mobilização excessiva de gordura, produzem oócitos de qualidade inferior, podendo 

ser observado tal fato pela redução no desenvolvimento do mesmo tanto in vivo 

quanto in vitro. Além do mais, após o parto, o sistema reprodutivo da fêmea bovina 

passa por uma série de adaptações fisiológicas, com o intuito de restabelecer a 

capacidade reprodutiva o mais rápido possível. 

Um manejo nutricional inadequado, ou seja, aquele caracterizado por um 

descompasso entre a relação de energia, proteína e minerais, nesta fase é 

considerado um fator crítico determinante para o reinício do ciclo reprodutivo dessas 
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vacas (FUNSTON, 2004). 

Além da nutrição, outros fatores podem exercer influência sobre a taxa de 

concepção de um plantel. Têm-se, como exemplos, a fertilidade da vaca e do touro, 

anomalias puerperais, observação de cio e o estresse térmico. Em países tropicais, o 

verão exerce importante influência sobre a reprodução das vacas holandesas 

especializadas em leite, sendo que a taxa de concepção tende a cair drasticamente. 

Durante a estação verão, perdas na detecção do estro podem chegar a 75% em 

decorrência da menor duração e intensidade do estro, as quais advêm da redução 

plasmática de estradiol sanguíneo circulante no pró-estro (FREITAS; GUERREIRO, 

2019). 

Os bovinos são animais homeotérmicos que regulam a temperatura interna 

do corpo pelo balanço entre a quantidade de calor metabólico produzido e a 

dissipação de calor para o ambiente para manter a temperatura corporal constante. 

Destarte, é possível conceituar o estresse térmico como a soma de forças externas a 

um animal homeotérmico que altera a temperatura corporal normal causando 

mudanças fisiológicas, metabólicas, celulares e moleculares (HANSEN, 2009). 

É nítida a influência direta que o ambiente exerce sobre o comportamento 

reprodutivo e a produção para a raça holandesa. Esses animais, quando fora da sua 

zona de termoneutralidade, podem apresentar disfunções nos parâmetros fisiológicos, 

aumento nas concentrações de cortisol circulante, diminuição do consumo alimentar 

e funções reprodutivas. Para essa raça, a zona de conforto representa uma variação 

na temperatura ambiente entre 1 e 16 °C, proporcionando uma condição para que a 

temperatura do corpo se mantenha constante com o mínimo de esforço do sistema 

termorregulador (AZEVEDO; ALVES, 2009). 

A exposição de vacas lactantes à altas temperaturas e umidade relativa do ar, 

leva ao aumento de sua temperatura interna do corpo, resultando no estresse térmico 

e redução das taxas de prenhez. Em estudos conduzidos na Flórida (EUA), as taxas 

de concepção em vacas lactantes (Pardo-Suíço, Jersey e Holandesa) diminuiu de 52 

para 32 % de acordo com o aumento da temperatura do ar de 23,9 para 32,2 ºC 

durante o verão (PIRES et al., 2002). 

Dessa forma, o aumento da temperatura ambiente observado durante os 

meses quentes do ano está diretamente relacionado ao aumento da temperatura 
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corporal em vacas produtoras de leite, o que resulta em hipertermia. Quando esta 

situação ocorre, o desempenho ovariano é comprometido, com alteração da 

dominância folicular e esteroidogênese, em conjunto com a diminuição da secreção 

de gonadotrofinas e redução da competência oocitária (OLIVEIRA et al., 2012). 

A viabilidade dos oócitos bovinos é altamente afetada em animais sob 

estresse e esta susceptibilidade à altas temperaturas podem ser detectada na fase de 

vesícula germinativa (VG) e na maturação oocitária. A exposição de vacas holandesas 

ao estresse térmico reduz a competência de oócitos em VG conforme observado pela 

redução do desenvolvimento embrionário (OLIVEIRA et al., 2012). 

Assim, o desenvolvimento de modificações no manejo, com o intuito de mitigar 

os efeitos negativos da temperatura e umidade elevadas, é essencial para 

potencializar o aproveitamento da capacidade produtiva no país. 

3.2 INFLUÊNCIA DO MICROCLIMA NA PRODUÇÃO DE OÓCITOS 

O clima quente do Brasil gera problemas relacionados ao ambiente para 

animais em sistemas de produção, seja intensivo ou extensivo, podendo afetar a 

produtividade e o bem-estar animal, o que também prejudica a geração de renda ao 

produtor. Para contornar o cenário é preciso que sejam adotadas medidas de 

prevenção e redução desses danos (PIRES, 2003). 

O sistema de alojamento pode afetar o bem-estar e o desempenho de vacas 

leiteiras, sendo necessário que o ambiente de confinamento possua instalações com 

controle de todas as variáveis microclimáticas, o que muitas vezes não é totalmente 

possível. Ao se sentir desconfortável, o animal inicia o processo de termorregulação 

para manter a temperatura corporal (PILATTI; VIEIRA, 2017). 

Bovinos são animais homeotérmicos cuja temperatura corporal fisiológica é 

de aproximadamente 38 ºC, independentemente das variações de temperatura 

ambiente. A regulação da temperatura corporal é realizada através de processos de 

produção e perda de calor por meio da condução, convecção e radiação em que 

ocorrem perdas de sensíveis de calor, sem que o animal tenha controle sobre tais 

processos e evaporação, em que ocorre um controle fisiológico da temperatura 

(NÄÄS, 1989; KLEIN, 2014). 
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Para raças europeias a temperatura ideal para manutenção do conforto 

térmico é de 10 a 20 °C; já para raças zebuínas a temperatura pode variar de 10 a 

27 °C (AZEVÊDO; ALVES, 2009). Para vacas em lactação a temperatura deve estar 

entre 4 a 24 °C (NÄÄS, 1989), pois como estão em processo de produção, uma 

redução de 5 °C da temperatura do ar pode afetar a produção de leite em 10 litros por 

dia, pois esses animais são mais suscetíveis a altas temperaturas, bem como está 

associado a alta ingestão de alimentos para a manutenção da produção (AZEVEDO; 

ALVES, 2009; BERMAN et al., 2016). 

Quando a temperatura corporal aumenta, inicia-se um processo de 

resfriamento através de vasodilatação periférica, aumento da frequência respiratória 

associada ao aumento de perdas energéticas, mudança de comportamento, redução 

no consumo de alimento ou a seletividade, que acarretam a redução da taxa 

metabólica e aumento no consumo de água, redução na produção de leite e 

problemas relacionados a reprodução (ROBINSON, 2004; AZEVÊDO; ALVES, 2009; 

SPENCER, 2011). 

Quando a dissipação de calor não é eficiente, o animal entra em estado de 

estresse térmico (BERNABUCCI, 2014). O estresse causa efeitos deletérios a saúde 

animal, causando alteração e distúrbios nos processos fisiológicos (HANSEN, 2009). 

Altas temperaturas afetam mais animais de raça europeia (Bos taurus taurus) em 

comparação com as raças zebuínas (Bos taurus indicus), mais adaptadas a 

temperaturas tropicais (FERREIRA, 2005). Essa característica se dá em virtude da 

maior capacidade das raças zebuínas de transpirar e apresentar menor taxa de 

metabolismo (MELO et al., 2016). 

Para a manutenção de condições de conforto para o animal, sistemas de 

confinamento são desenvolvidos e aprimorados para garantir a máxima produção de 

leite e performance reprodutiva. O controle do microclima através de índices de 

temperatura e umidade auxiliam o produtor no processo de tomada de decisão para 

obter resultados satisfatórios para a sua produção e reprodução. 

O estresse térmico pode ser monitorado através de dados microclimáticos. O 

índice de temperatura e umidade (ITU) utiliza esses dados com a finalidade de avaliar 

os efeitos negativos que o estresse por calor pode causar no animal (BERMAN et al., 

2016). A avaliação do ITU foi primeiramente estudada por Thom (1959), com objetivo 
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de avaliar o conforto térmico em humanos, passando então a ser utilizado em animais, 

com o desenvolvimento de modelos que incluem temperatura em bulbo seco, 

temperatura em bulbo úmido, velocidade do vento e radiação solar, até o método de 

desenvolvido por Berman et al. (2016), que considera a interação de temperatura em 

bulbo seco e umidade relativa. 

O primeiro sinal de que os animais estão sobre estresse pode ser observado 

por meio da frequência respiratória, que aumenta ou diminui de acordo com a 

intensidade e o tempo de estresse ao qual os animais estão submetidos (HAHN et al., 

1997). Segundo Hahn et al. (1997), a frequência respiratória ideal no bovino é de 60 

movimentos respiratórios por minuto (mov min-1) que indicam que o animal não está 

sobre estresse, quando superior a 120 mov min-1, o calor excessivo causa sofrimento 

ao animal, enquanto a observação de valores acima de 160 mov min-1 requer a 

tomada de medidas de emergência para amenizar o estresse. Para a frequência 

cardíaca o ideal é seja mantida entre de 60 a 80 batimentos por minuto (bat min-1) 

(FEITOSA, 2008). 

A temperatura cutânea de vacas da raça holandesa alojadas em locais 

climatizados pode variar entre 31,6 ºC as 6 horas da manhã e 34,7 ºC as 13 horas, 

sem que estas temperaturas indiquem que o animal está sofrendo estresse pelo calor. 

A temperatura pode variar de acordo com as condições do ambiente, umidade, 

radiação solar e velocidade do vento (MARTELLO et al, 2004), já em relação as 

condições fisiológicas, ela varia de acordo com a vascularização e a evaporação pelo 

suor (CUNNINGHAM, 1999). 

Vacas holandesas sofrem alteração da temperatura cutânea em virtude da 

pelagem que apresenta duas colorações, branca e preta, em que a pelagem preta 

absorve mais radiação em comparação com a branca (SILVA et al., 2003).Segundo 

Façanha et al. (2010) a temperatura entre as duas colorações pode variar em 4 °C e 

animais avaliados no semiárido brasileiro. 

A temperatura corporal de vacas leiteiras pode ser avaliada por meio da 

temperatura retal, vaginal ou da pele do úbere (KAUFMAN et al., 2018). A temperatura 

retal (TR) indica o estresse térmico, sendo influenciada por fatores como a hora do 

dia, ingestão de alimentos e água, estação do ano, velocidade do vento, além de 

idade, raça e estado fisiológico dos animais, ela também é utilizada como forma de 
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avaliar a adaptabilidade fisiológica dos animais a ambientes quentes. O aumento da 

TR indica que os mecanismos de liberação de calor tornaram-se insuficientes para 

manter a homeotermia, tornando-se um parâmetro indispensável de avaliação do 

estresse térmico (MARTELLO et l., 2004; PERISSINOTTO et al., 2009). 

Os principais efeitos do estresse por calor estão relacionados a perdas na 

produção de leite de vacas (BOHMANOVA et al., 2007), qualidade espermática dos 

bovinos em reprodução (MENEGASSI et al., 2016), diminuição da expressão do cio, 

comprometimento da maturação dos folículos ovarianos e ovulação (HANSEN, 2004), 

e a saúde das vacas leiteiras (BERNABUCCI et al., 2010). 

Sobre o oócito e o embrião, o estresse térmico causado pela elevação da 

temperatura atua sobre a função celular, que implica na maturação do oócito, 

fertilização e o potencial de desenvolvimento do embrião (HANSEN, 2004). Dessa 

forma, o desenvolvimento e a maturação folicular são influenciados pelo aumento na 

produção de cortisol, afetando a liberação do hormônio luteinizante (LH) e atraso ou 

bloqueio de receptores para hormônio folículo estimulante (FSH) e ondas pré-

ovulatórias de estradiol. No hipotálamo ocorre a redução da secreção de hormônio 

liberador de gonadotrofina (GnRH), afetando negativamente a reprodução (SHIMIZU 

et al., 2005; MENEZES, 2010; SILVA et al., 2010). 

Estudos relacionados ao efeito do estresse térmico em oócitos têm sido 

realizados ao longo dos anos. O excesso de calor leva a redução da fertilidade já que 

afeta as funções das gonadotrofinas e endometrial, com isso ocorre a redução da 

manifestação do estro de 14 para 8 horas (PAULA-LOPES et al., 2008). 

Ferreira et al. (2011) observaram que houve efeito significativo em relação ao 

número de oócitos totais e viáveis coletados de novilhas, vacas de alta produção e 

vacas multíparas na estação verão e inverno, em que o total de oócitos coletados foi 

superior no inverno em relação ao verão. Para as novilhas o total de oócitos coletados 

em relação a viabilidade e estação do ano não foi significativa, já para os animais 

lactantes, houve diferença em que para animais em lactação o número de oócitos 

recuperados foi de e 10,86 no inverno e 6,30 no verão, sendo viáveis 8,00 e 4,32 

oócitos para o inverno e verão, respectivamente. Da mesma forma animais com mais 

de uma gestação apresentaram 15,14 no inverno e 6,51 no verão oócitos recuperados 

sendo viáveis 12,87 e 5,15 oócitos para o inverno e verão, respectivamente. 
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Para tentar reverter e minimizar os efeitos do estresse é necessário que os 

animais permaneçam em locais com conforto térmico de acordo com a necessidade 

de cada raça ou clima ao qual o animal está inserido. Para isso, sistemas de 

resfriamento, com a presença de aspersores e nebulizadores de água e até o uso de 

ventiladores, se faz necessário (BACCARI Jr., 1998), da mesma forma que o 

sombreamento do local para a redução dos efeitos da radiação , contribuem para a 

redução de problemas reprodutivos, já que mantem os processos fisiológicos e 

metabólicos em bom funcionamento (SOUZA et al., 2010). 

3.3 INFLUÊNCIA DA DIETA NA PRODUÇÃO DE OÓCITOS 

Além da genética e fatores ambientais, a nutrição tem grande influência na 

expressão das diversas características reprodutivas (FERNANDES, 2016). A nutrição 

animal pode afetar o desempenho reprodutivo por meio de falhas no ajuste entre a 

disponibilidade de nutrientes e as necessidades do animal para a reprodução ou para 

o início da vida reprodutiva (FERNANDES, 2016; VALENTIM et al., 2019).  

A nutrição deficiente afeta o BEN, tornando-o negativo, pois a energia 

consumida não supre o gasto para produção e manutenção, gerando perda no escore 

corporal das fêmeas bovinas. Como consequência do BEN negativo observamos a 

redução da fertilidade (VIEIRA, 2011). 

Para evitar problemas como esse é necessário que alimentação seja 

balanceada com consumo adequado de energia, proteína, vitaminas e minerais. 

Assim como as reservas nutricionais dos animais são utilizadas primeiramente para a 

sua mantença, ou seja, são utilizados no metabolismo basal e crescimento, depois 

são utilizadas no desempenho reprodutivo para a lactação, acúmulo de reservas 

corporais, ciclo estral e início da gestação (MAGGIONI et al., 2008; PIRES, 2011). 

Após suprir as necessidades fisiológicas, o animal direciona suas reservas 

para a reprodução. Quando o animal não recebe a quantidade de nutrientes 

específicos necessários para os processos relacionados a reprodução, como 

desenvolvimento folicular, ovulação, qualidade do oócito, maturação oocitária, 

fertilização, sobrevivência embrionária e estabelecimento da gestação, esses 

processos não ocorrem ou possui baixa taxa de sucesso como, por exemplo, 
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estabelecimento da prenhez (ROBINSON et al., 2006; MAGGIONI et al., 2008; 

ABREU et al., 2018). 

A má nutrição afeta o potencial reprodutivo a médio e a longo prazo, pois além 

de afetar os diferentes estados fisiológicos, pode também causar alterações do 

funcionamento do sistema endócrino, em especial o eixo hipotalâmico-hipofisário-

ovariano, e com isso desregular a fisiologia reprodutiva do animal (ALMEIDA et al., 

2007; MAGGIONI et al., 2008). 

O correto desenvolvimento folicular precisa de quantidades adequadas de 

nutrientes (VALENTIM et al., 2019). O FSH e o LH atuam na maturação dos folículos 

ovarianos, sendo o FSH responsável pelo crescimento e desenvolvimento folicular 

inicial e o LH pela maturação final do folículo (HAFEZ; HAFEZ, 2004). À medida que 

os folículos crescem, as células da granulosa iniciam o processo de especialização e 

consequentemente há quantidades maiores de estradiol sintetizado, que levam a um 

pico hormonal que, em ambiente de baixa concentração de progesterona, contribui 

para um pico de LH desencadeando a ovulação (DELLA-FLORA et al., 2010). 

Após a ovulação, os efeitos do déficit de nutrientes podem ser observados no 

desenvolvimento subsequente do oócito, pois a alteração do metabolismo do animal 

pode comprometer a sobrevivência do embrião (ALMEIDA et al., 2007).  

A suplementação da dieta acima das exigências do animal, tem como função 

estimular a taxa de ovulação, o tamanho dos folículos ovarianos e a sobrevivência 

embrionária (VALENTIM et al., 2019). O uso da suplementação para a disponibilização 

de nutrientes melhora índices produtivos, e tais resultados estão alinhados a 

fertilidade, fecundidade e sobrevivência das crias (CEZAR; SOUSA, 2006). A 

utilização de β-caroteno na suplementação, por exemplo, apresenta efeitos benéficos 

para a reprodução, pois aumenta a intensidade do estro, a taxa de concepção, 

redução na mortalidade embrionária, entre outros (LANA, 2005). 

Assim, uma dieta adequada na reprodução de vacas leiteiras traz inúmeros 

benefícios, incluindo melhora na qualidade de oócitos obtidos por aspiração de 

folículos ovarianos auxiliando no processo de reprodução in vitro, além de aumentar 

a eficiência na transferência de embriões (ALMEIDA et al., 2007). 
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3.3.1 Uso de Antioxidantes em Dietas para Bovinos 

Animais que são expostos a dietas desequilibradas e períodos de estresse 

em virtude de altas temperaturas podem desenvolver problemas relacionados a 

reprodução, afetando a fertilidade. O estresse oxidativo, provocado por ERO pode 

provocar efeitos deletérios sobre as funções celulares no sistema reprodutor de 

fêmeas, afetando o processo de maturação dos oócitos até à gestação (AGARWAL et 

al., 2005). 

As ERO são derivadas do oxigênio, são instáveis eletronicamente e 

apresentam pelo menos um elétron não compartilhado na camada de valência, dando 

a característica de reatividade, podendo atuar como agentes oxidantes e como 

agentes redutores, a depender do ganho ou da perda de elétrons. Dessa forma as 

ERO são formadas por radicais livres e não livres, sendo s principais o superóxido 

(O2-), o peróxido de hidrogênio (H2O2) e a hidroxila (OH-) (AGARWAL et al., 2005; 

SILVA et al., 2011; PHANIENDRA et al., 2015). 

O efeito negativo das ERO ocorre quando há um aumento excessivo na sua 

produção ou quando há diminuição de agentes antioxidantes (PENA et al., 2009). Nas 

fêmeas, as ERO atuam em diferentes aspectos da fisiologia reprodutiva pois estão 

presentes nos ovários, nos ovidutos e nos embriões, como maturação dos oócitos, 

esteroidogênese, nas funções do corpo lúteo ovulação, desenvolvimento de embriões 

e induzir a apoptose (GUERIN et al., 2001; AGARWAL et al., 2005). Uma forma de 

manter, por exemplo, o desenvolvimento embrionário, é por meio da manutenção do 

equilíbrio de ERO, para que ocorra a adequada expressão gênica e metabólica 

(TAKAHASHI, 2012). 

O equilíbrio ou a redução do efeito deletério de espécies reativas de oxigênio 

pode ser feita através do uso de antioxidantes. Os antioxidantes têm como principal 

função impedir a formação descontrolada de ERO ou mesmo inibir a reação com as 

estruturas biológicas, sendo capazes de converter ERO em água e oxigênio, evitando 

o aumento de concentração desses radicais e eventual estresse oxidativo (KHAN et 

al., 2019). 

Andrade et al (2010), cita como os principais antioxidantes envolvidos na 

reprodução são: o ácido ascórbico (vitamina C), o tocoferol (vitamina E) e o ácido α-

lipoico. Alguns antioxidantes podem ser utilizados no meio de cultivo na maturação in 
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vitro de oócitos para reduzir os efeitos das ERO como a quercetina e cisteamina 

(GUEMRA et al., 2013). A glutationa e melatonina podem ser utilizados na 

criopreservação do sêmen bovino (REITER et al., 2013). 

O uso de antioxidantes é estudado nas etapas da produção in vitro de 

embriões bovinos, sendo que estes auxiliam na qualidade e no aumento das taxas de 

produção de blastocistos, reduzindo o estresse oxidativo e o número de células 

apoptóticas no embrião (MORAIS, 2020). 

O estresse oxidativo ocorre quando há uma mudança no equilíbrio entre 

fatores oxidantes e antioxidantes, comumente relacionado ao aumento do desafio 

metabólico (BARBOSA et al., 2010). O resultante acúmulo de fatores oxidantes nas 

células gera estresse celular impactando o desenvolvimento folicular e oocitária, 

afetando negativamente vacas holandesas, especialmente aquelas de alta produção 

leiteira. Sabe-se que distúrbios na homeostasia do líquido folicular desencadeada pelo 

estresse oxidativo resulta em recrutamento e ovulação de oócitos de menor qualidade. 

A suplementação da dieta por meio da ingestão de antioxidantes permite que 

ocorra a redução dos efeitos citotóxicos causados pelas espécies reativas de oxigênio. 

Ikeda et al. (2005) citam que o uso de betacaroteno é benéfico para a proteção contra 

os efeitos de citotoxicidade causados por ERO tanto em células foliculares quanto em 

oócitos. 
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3.3.1.1 Astaxantina 

A astaxantina (3,3′-dihidroxi-β, β′-caroteno-4,4′-diona) é um carotenoide 

oxigenado que contém em sua estrutura um grupo hidroxil e uma cetona para cada 

uma de suas extremidades moleculares. A molécula possui dois carbonos 

assimétricos localizados nas posições 3 e 3 'nos dois anéis de benzeno presentes nas 

extremidades da molécula. A união de grupos hidroxila a átomos de carbono, formam 

diferentes enantiômeros, essa formação está representada na Figura 1, em que os 

grupos hidroxila se unem no plano da molécula, ficando dessa forma na configuração 

R e quando os grupos hidroxila se unem sob o plano da molécula, eles estão na 

configuração S, os três enantiômeros possíveis são designados R, R'; S, S' e R, S' 

(meso) (CAMACHO KURMEN et al., 2013; YANG et al., 2013). 

Os carotenoides compõem uma classe de mais de 600 pigmentos naturais 

que conferem coloração que varia do amarelo ao vermelho intenso. A astaxantina 

possui cor vermelho brilhante (AGHAJANPOUR et al., 2017). Este composto 

apresenta a capacidade química e física de inibir a atividade de ERO e 

consequentemente o estresse oxidativo. Possui atividade antioxidante, atuando no 

sequestro de radicais livres e inativação dos mesmos, com ação inibidora da 

peroxidação de lipídios e danos causados pela oxidação das membranas celulares e 

tecidos (FERREIRA et al., 2014; FIEDOR; BURDA, 2014; AHMADINEJAD et al., 

2017). 
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Figura 1 - Fórmula estrutural da astaxantina 

 
Fonte: Adaptado de Li et al. (2020). 

 
O antioxidante astaxantina é amplamente utilizado em alimentos, pois os 

carotenoides não são sintetizados por animais, sendo seu uso categorizado como 

alimento funcional. Por atuar com função antioxidante dentro e fora das células do 

tecido, a astaxantina possui grande valor para a saúde humana e na nutrição animal 

(LI et al., 2020). A astaxantina possui várias propriedades bioativas benéficas, 

incluindo a prevenção de doenças cardiovasculares, a promoção de respostas 

imunológicas e ações antioxidantes (HUSSEIN et a., 2006). 

Este composto também é utilizado na indústria de cosméticos e farmacêutica, 

além da aquicultura, pois confere coloração vermelha a alguns peixes, crustáceos, 

bem como em aves e micro-organismos (FERREIRA et al., 2014; SHAH et al., 2016). 
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A astaxantina pode ser obtida de fontes naturais ou sintéticas. As formas 

sintéticas não são aceitas na indústria de alimentos por conter resíduos que podem 

ser prejudiciais à saúde. Além disso, sua estabilidade e atividade antioxidante são 

menores do que as obtidas naturalmente, fomentando assim a cadeia produtiva desse 

composto (LIM et al., 2002). 

De forma natural, pode-se obter o composto por meio de micro-organismos, 

como microalgas do gênero Haematococcus, de levedura como Phaffia rhodozyma, e 

o invertebrado Euphausia superba (Krill) (LIM et al., 2002). Umas das fontes de 

extração da astaxantina é a microalga Haematococcus pluvialis, que é capaz de 

sintetizar grandes quantidades de carotenoides quando fornecidas condições 

ambientais e de luminosidade adequadas (OKADA et al., 2009). Segundo Passinato 

et al (2012) cerca de 4% de toda astaxantina encontrada na natureza, é proveniente 

desta microalga. 

O cultivo de H. pluvialis é realizado em tanques ou reatores, e por ser uma 

microalga de coloração verde deve passar por duas fases no processo de produção. 

A primeira fase é móvel verde em que o meio de cultivo está repleto de nutrientes o 

que fornece em condições favoráveis de crescimento; e a segunda não móvel de 

coloração vermelha, obtida através do esgotamento de nutrientes. O estresse 

nutricional, transforma as células vegetativas verdes em hematocisto, sendo então 

realizada a obtenção da astaxantina por meio de secagem em spray dryer ou 

liofilização (HAN et al., 2013; LI et al., 2020). 

A produção de astaxantina de forma natural ou biológica tem como vantagens 

a alta atividade antioxidante, o baixo impacto ambiental, por ser sustentável, renovável 

e ecológica, bem como é segura para consumo humano. Como principal desvantagem 

está o custo de produção que é elevado, além de apresentar baixa vida útil da H. 

pluvialis e necessitar de sistema de cultivo complexo (KHOO et al., 2019). 

Na produção animal, este composto é usado principalmente na composição 

da ração de galinhas poedeiras, com o objetivo de atribuir mais coloração a gema do 

ovo, o que atrai os consumidores e na ração de peixes para conferir cor à musculatura 

do pescado, principalmente em salmão (FERREIRA et al., 2014). 

Estudos realizados indicam os benefícios da astaxantina na reprodução 

animal, melhorando a saúde reprodutiva. O uso da astaxantina já foi testado para 
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produção in vitro de embriões bovinos (JANG et al., 2010) em que houve promoção 

no desenvolvimento de embriões pela promoção dos efeitos antioxidante e redução 

em genes de apoptose em suínos (DO et al., 2013), no qual melhorou 

significativamente a maturação, fertilização e desenvolvimento do embrião. 

O uso de antioxidantes em meios de cultivo tem como principal objetivo reduzir 

os efeitos deletérios causados pelas ERO. A reprodução in vitro possui restrições por 

si só, por exemplo, a taxa de blastocisto em meios de cultura simples varia de 20 a 

40% na cultura de embriões bovinos (LONERGAN; FAIR, 2008). Os efeitos benéficos 

da astaxantina também estão relacionados a proteção contra os efeitos do calor em 

oócitos e embriões (MAYA-SORIANO et al. 2013). Quando o antioxidante é utilizado, 

as taxas de desenvolvimento são superiores, pois possuem efeito termoprotetor. 

Ispada et al. (2018), avaliaram o efeito do uso da astaxantina na produção de 

oócitos e no desenvolvimento de oócitos. Nesse sentido, os autores observaram que 

a suplementação teve efeito protetor contra o choque térmico em oócitos e que doses 

de 12,5 e 25nM de astaxantina permitiram a redução nos níveis de ERO no 

desenvolvimento de oócitos. 

3.4 IMPORTÂNCIA DAS BIOTÉCNICAS DE REPRODUÇÃO EM BOVINOS DE 
LEITE 

A bovinocultura desenvolve constantemente técnicas de obtenção de 

embriões para a produção in vivo e in vitro, essas técnicas aumentam a eficiência dos 

rebanhos e auxiliam no processo de melhoramento animal (OLIVEIRA et al., 2014). 

Os objetivos de técnicas como inseminação artificial, transferência de embriões e 

produção in vitro é maximizar o potencial reprodutivo de fêmeas bovinas e melhorar 

os indicadores de produtividade (MELO et al., 2016). 

A produção in vitro é considerada a terceira geração de biotécnicas aplicadas 

ao melhoramento de animais, sendo a inseminação artificial (IA) e a transferência de 

embriões (TE) as duas primeiras (MARIANO et al., 2015). 

Desde os anos de 1980, a PIV é realizada em bovinos em que se observou 

essa técnica poderia ser totalmente realizada sob condições artificiais e ano após ano 

ocorre a expansão e aprimoramento dessa técnica (GONÇALVES et al., 2008). O 
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grande diferencial dessa técnica é que ela permite que os embriões obtidos podem 

ser distribuídos em todas as partes do país, até nas mais longínquas, o que permite 

que o rebanho possua alta qualidade tanto na produção de leite como na produção de 

carne (ABCZ, 2014). 

Da mesma forma que a técnica de PIV permite a distribuição a longas 

distâncias dentro do território brasileiro, o tempo que leva para ocorrer a distribuição 

interfere na viabilidade dos embriões, e consequentemente, nas taxas de gestação 

(MARINHO et al., 2012). 

A produção in vitro (PIV) tem sido utilizada em escala comercial no Brasil e no 

mundo e promove a interação entre o espermatozoide e o oócito fora do trato 

reprodutivo da fêmea, com a formação de um novo indivíduo. Essa técnica permite a 

produção de embriões de qualidade e que auxiliam na melhoria do potencial 

reprodutivo de fêmeas e machos dentro de programas de melhoramento genético 

(GONÇALVES et al., 2008; NOGUEIRA et al., 2013). 

Os objetivos da PIV são: obter embriões viáveis a partir de fêmeas saudáveis 

de alto valor genético; determinar o sexo dos embriões; aumento da eficiência dos 

programas de reprodução; facilitar a importação e exportação de material genético da 

fêmea, formar de bancos de gametas congelados, aumentar a eficiência do sêmen 

congelado de alto valor  (GONÇALVES et al., 2008). 

Como vantagens, o processo permite que fêmeas a partir dos seis meses já 

possam ser utilizadas como doadoras de oócitos, não há necessidade do uso de 

hormônios para a recuperação dos oócitos e permite o uso de sêmen sexado, por 

exemplo (MELO et al., 2016). O processo envolve as etapas de coleta e maturação in 

vitro (MIV) de oócitos, fertilização in vitro (FIV) e cultivo in vitro (CIV) de zigotos e 

estruturas embrionárias, esses processos substituem o que ocorreria in vivo 

(GONÇALVES et al., 2008). 

O primeiro passo para a PIV de bovinos inicia com a obtenção de oócitos pode 

ser realizada de duas formas, post mortem ou in vivo. No post mortem, em que os 

oócitos são obtidos a partir da punção folicular de animais abatidos ou de alto valor 

genético que venham a óbito, já no in vivo, a obtenção é realizada por meio de 

laparotomia ou laparoscopia ou pela aspiração folicular guiada por ultrassom 

(VARAGO et al., 2008). 
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A aspiração folicular guiada por ultrassom (ovum pick up - OPU) é uma técnica 

não invasiva de recuperação de oócitos de fêmeas vivas, largamente utilizada em 

bovinos. A OPU interfere na quantidade e morfologia do complexo cumulus-oócito 

(CCO) recuperado, e consequentemente, na competência para o desenvolvimento in 

vitro (PONTES et al., 2011; STROUD; CALLESEN, 2012). 

O CCO é o oócito dentro do folículo, recoberto de células da granulosa. Os 

oócitos produzem substâncias reguladoras que participam do seu crescimento e 

maturação, esses podem ser classificados em viáveis, quando o oócito apresenta 

citoplasma homogêneo com uma ou mais camadas de células de cúmulos, sendo 

divididos em grau I, II e III, conforme o número de camadas; desnudo, e que a camada 

de cúmulos é ausente ou incompleta; degenerado, com citoplasma heterogêneo 

independentemente do número de camadas; e atrésico, com células de cúmulos já 

expandida (GONÇALVES et al., 2008). 

Como vantagem a técnica possibilita a rápida reprodução, já que pode ser 

realizada a cada 15 dias resultando em média a três gestações por procedimento 

(GRAFF et al., 1999; PONTES et al., 2011). A aspiração pode ser feita a partir dos seis 

meses de idade da fêmea, além de animais com prenhez até o terceiro mês e após 

duas a três semanas do parto (HASLER et al., 1995), permitindo assim, que ocorra 

um número maior de gestações em fêmeas de alto potencial genético (BALDASSARE 

et al., 1996). 

Outras vantagens em relação ao uso da OPU é que a técnica pode ser 

utilizada em animais de alto valor genético que não correspondem a outros 

tratamentos de coleta de embrião, essa técnica consiste na coleta de oócitos que na 

maior parte das vezes sofreriam atresia ainda na fase de recrutamento. É possível 

realizar a coleta em animais inférteis cuja causa deriva de patologias no trato 

reprodutivo (BOLS et al., 2012). 

As características morfológicas como diâmetro do folículo de origem e a 

integridade das células do cumulus sugerem a qualidade do oócito e influenciam a 

competência oocitária (SIRARD, 2017). 

O próximo passo é realizar a maturação in vitro. Nesse processo o oócito 

torna-se capaz de fecundado posteriormente, desde que a coleta seja feita de maneira 

adequada e que sejam utilizados meios de maturação que permitam essa capacidade. 
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A maturação de oócitos ocorre após mudanças estruturais e bioquímicas permitem 

que o gameta feminino seja fecundado (SILVA et al., 2017). 

Com a maturação ocorre a ruptura da vesícula germinativa (VG) por meio da 

modificação do núcleo com a condensação da cromatina e a dissolução da membrana 

nuclear (PALMA, 2001). Passando assim para o processo de fertilização in vitro. 

A fertilização in vitro (FIV) é utilizada para a multiplicação rápida dos rebanhos, 

principalmente no que diz respeito a animais de interesse e valor zootécnicos 

superiores de fêmeas (PONTES et al., 2011). 

A fecundação é realizada no dia zero (D0), para que os oócitos sejam capazes 

de se desenvolver até o estágio de blastocisto e ocorre por meio da penetração do 

espermatozoide nas diferentes capas celulares e não celulares que rodeiam o oócitos 

formando pró-núcleos (PALMA, 2001; GONÇALVES et al, 2007). 

No cultivo in vitro, que ocorre 24 horas após o oócitos ter sido fecundado, 

ocorre o desnudamento que consiste na remoção de células do cumulus, em que 

ocorre a lavagem com meio de cultivo e transferidos para placas de Petry em que 

permanecem por um período de sete dias (SILVA et al., 2017). 

Durante o período de sete dias ocorrem avaliações de taxa de clivagem (D3) 

que é a contagem de zigotos que se desenvolveram até o estágio de quatro células. 

No quinto dia (D5) ocorre a troca do meio de cultivo, assim como ocorre no D3. No 

sétimo dia após a fecundação, ocorre o envasamento para transferência, congelados 

ou vitrificação (SILVA et al., 2017). 

No D7 também ocorre a classificação dos embriões como mórula e 

blastocisto, sendo esse dividido em inicial, evidente, expandido e eclodido, sendo 

necessário que o embrião esteja no estágio de blastocisto para serem considerados 

aptos para as próximas etapas (GALLI et al., 2003). Quando fecundados in vitro, a 

taxa de blastocisto, prenhez e criopreservação obtidas de oócitos maturados e 

fecundados in vitro são reduzidos em relação ao in vivo (RIZOS et al., 2002). 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

Todos os procedimentos utilizados neste experimento foram desenvolvidos de 

acordo com os princípios éticos de experimentação animal, presentes no protocolo 

CEUA 2019-29, aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade 

Tecnológica Federal do Paraná – UTFPR, Câmpus Dois Vizinhos, PR, Brasil (CEUA-

UTFPR). 

4.1 LOCAL E ANIMAIS 

Para o presente estudo foram utilizadas vacas holandesas de uma 

propriedade comercial localizada no município de Verê, na Região Sudoeste do 

Paraná (latitude de 25° 53' 1'' Sul e Longitude de 52° 55' 11'' Oeste). A altitude média 

do local é de 514 metros. O município apresenta clima subtropical úmido mesotérmico, 

classificado como Cfa (ALVARES, 2013). 

A fazenda comercial conta com um rebanho de 370 fêmeas, com 210 em 

lactação, sendo todos da raça holandesa com uma produção média aproximada de 

40 litros de leite por vaca por dia no inverno e 36 litros por vaca por dia no verão. A 

fazenda adota o sistema de confinamento Compost Barn para o alojamento das vacas 

em lactação e sistema semiextensivo para recria. 

Os animais selecionados na propriedade para o estudo foram alocados em 

apenas um lote único durante todo o período experimental, chamado de lote 1. Para 

estes animais foi fornecida dieta a base de silagem de milho (52%), pré-secado de 

azevém (12%), ração comercial Primato 22% (19%), núcleo mineral extra plus DSM 

(0,7%), farelo de soja Alfa 46% (5%), milho moído (3%), gordura de palma Vaccinar 

(0,4%), carroço de algodão (4,4%) e bicarbonato de sódio (0,5%).  

A fazenda adota três ordenhas diárias alocando as vacas em 5 lotes (lote 1; 

lote 2; primíparas, vacas seca e pré-parto) de acordo com seu status produtivo. Cada 

lote da fazenda recebe uma dieta balanceada que supre suas exigências conforme 

recomendações do National Research Council (NRC, 2001). Todos os lotes e a sala 

de espera da fazenda foram projetados para oferecer aos animais o melhor manejo e 

visando o bem-estar, com dimensionamento do sistema de resfriamento e bebedouros 
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de água (acesso ad libitum) que atenda e garanta a necessidade de todos os animais 

do lote. 

O sistema de confinamento Compost Barn foi construído em barracão de 

estrutura metálica com intuito de alojar vacas de alta produção e proporcionar bem-

estar (Figuras 2 e 3). A estrutura possui 5500 m² de estrutura construída sendo que 

3000 m² área de cama. Com pé direito lateral de 3,5 m de altura, a estrutura ainda 

conta com um segundo pé direito com 6,5 m fechando no lanternim com 13,5 m de 

altura da cama com uma abertura de 1,4 m. A climatização é feita com 36 ventiladores 

e três linhas de aspersão (pista de alimentação e sala de espera) para minimizar os 

efeitos do verão no rebanho da propriedade. Nas linhas de cocho são 7 ventiladores 

6 pas 8X18 modelo DF1250 Dellaval 1,5cv alta rotação, na cama, a climatização é 

feita com 4 linhas de 3 ventiladores 3 pas modelo DCF78 Dellaval 1,5cv. A sala de 

espera e sala de ordenha contam com outros 10 ventiladores iguais os da linha de 

cocho para climatizar o ambiente durante as ordenhas. 

Figura 2 – Croqui da instalação de confinamento de vacas leiteiras no sistema 
Compost Barn 

 
 
Legenda: 1 – Ventilador; 2 – Linhas de aspersão 
Fonte: Autoria própria 
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Figura 3 – Vista externa da instalação de confinamento de vacas leiteiras no 
sistema Compost Barn 

 
Fonte: Autoria própria 

4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

O experimento de suplementação foi realizado em vacas holandesas em 

lactação (n=45); com peso corporal de aproximadamente 550 kg, primíparas e 

pluríparas, com quatro a oito anos de idade, com média de 2,6 lactações e 203 dias 

em leite (DEL) médio no início do experimento. A média de produção de leite por vaca 

por dia no início do experimento foi de 36 litros. 

Os animais foram alocados aleatoriamente em três grupos experimentais 

(n=15 por grupo) visando uma constância e uniformidade padrão em cada grupo, 

sendo considerados o desempenho dos animais por meio de indicadores como: dias 

em leite (DEL), número de lactações, peso, idade, produção de leite e status 

reprodutivo. 

Foram testadas duas doses do antioxidante astaxantina, 0,25 mg (grupo 

astaxantina baixa) ou 0,50 mg (grupo astaxantina alta) por kg de peso vivo por dia, via 

oral, além do grupo controle em que foram utilizados animais do mesmo lote sem 

nenhum tipo de suplementação. As doses foram administradas durante 75 dias no 
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verão (janeiro-março de 2020), por meio de cápsulas manipuladas de 1,5 cm x 5 mm 

de diâmetro disponibilizada de forma integra, garantindo assim o consumo das 

dosagens propostas pelo estudo. A astaxantina não apresenta nenhum tipo de reação 

adversa quando administrada nas dosagens propostas (KUMAR; SINGH, 2019). 

Cada grupo foi identificado por brinco na orelha esquerda. O grupo controle 

foi identificado pela cor branca, o grupo astaxantina baixa (0,25 mg kg-1 dia-1) recebeu 

brinco da cor laranja e o grupo astaxantina alta (0,50 mg kg-1 dia-1) recebeu brinco na 

cor vermelha, conforme o Quadro 1. 

 

Quadro 1 - Grupos experimentais. UTFPR, Dois Vizinhos - PR, 2021. 
Grupos Nº lactações Nº animais DEL* Prod. Leite (L) 

Controle 
1° 5 201 34 
2° 6 220 36 

3 ou mais 4 201 37 

Astaxantina baixa(0,25 mg) 
1° 5 244 33 
2° 5 215 37 

3 ou mais 5 179 38 

Astaxantina alta (0,50 mg) 
1° 5 203 34 
2° 6 156 36 

3 ou mais 4 211 39 
*DEL: dias em lactação. 
Fonte: Autoria própria 

 

A astaxantina fornecida foi um isômero de astaxantina 3S proveniente da 

microalga Haematococcus pluvialis manipulada em cápsulas pelo Laboratório de 

Manipulação Fórmula Ativa. 

4.3 PARÂMETROS AVALIADOS 

4.3.1 Dados Microclimáticos 

Para caracterizar o microclima aos quais os animais foram expostos durante 

o período de suplementação, as variáveis temperatura do ar (TAR, °C) e umidade 

relativa do ar (UR, %) foram obtidas diariamente de janeiro a março pela instalação 

de dois aparelhos do tipo data logger (AKSO-AK172), com leituras realizadas a cada 
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10 minutos. Tais dados foram utilizados para o cálculo do índice de temperatura e 

umidade do ar (ITU) através da fórmula descrita por Berman et al. (2016). 

 

𝐼𝑇𝑈  =  3,43 +  1,058 𝑥 𝑇𝑏𝑠 –  0,293 𝑥 𝑈𝑅 +  0,0164 𝑥 𝑇𝑏𝑠 𝑥 𝑈𝑅 +  35,7  

 

Em que: 

𝑇𝑏𝑠: temperatura do bulbo seco; 

𝑇𝑏𝑢: Temperatura do bulbo úmido; 

𝑇𝑝𝑜: Temperatura do ponto de orvalho; 

 𝑈𝑅: umidade relativa do ar. 

 

O índice descrito por Berman et al. (2016) considera a interação existente 

entre a temperatura e umidade (Tbs x UR), de forma a indicar o potencial impacto 

dessas variáveis na termorregulação dos bovinos. 

4.3.2 Variáveis fisiológicas 

Com o objetivo de contribuir com a caracterização do microclima foi realizada 

a cada 14 dias a aferição das seguintes variáveis fisiológicas: temperatura cutânea 

(TC), temperatura retal (TR), frequência cardíaca (FC) e frequência respiratória (FR) 

foram coletados a partir do início da suplementação para a determinação do perfil 

fisiológico dos animais do estudo, totalizando seis coletas na estação verão. 

A temperatura cutânea foi determinada por meio de termômetro infravermelho 

em cinco pontos da superfície do animal: garupa, costela, lombo, paleta e pescoço. 

A temperatura retal foi determinada com auxílio de termômetro de mercúrio 

inserido junto à parede do reto do animal por um minuto. 

A frequência cardíaca foi determinada por auscutação utilizando estetoscópio 

e cronômetro por um período de 30 segundos, sendo o resultado posteriormente 

multiplicado por dois e o valor obtido expresso em número de batimentos por minuto. 

A frequência respiratória é expressa em número de movimentos respiratórios 

por minuto, e foi determinada a partir da observação dos movimentos do flanco por 1 

min. 
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4.3.3 Ovum pick-up 

A aspiração folicular guiada por ultrassom (OPU, do inglês ovum pick-up) foi 

realizada de forma estratégica em congruência com o delineamento experimental. 

Foram três sessões de OPU iniciando aproximadamente quinze dias após o término 

da suplementação e respeitando o intervalo mínimo de quinze dias entre cada sessão. 

A aspiração folicular foi realizada por profissional capacitado com mais de dez 

anos de experiência, utilizando aparelho de ultrassom Mindray DP 2200 com probe 

microconvexa Mindray acoplada sob a guia de aspiração (WTA) para bovinos. Foi 

utilizado sistema de pressão negativa para a colheita dos oócitos por bomba de vácuo, 

da marca WTA (modelo BV-003D) com controle de temperatura digital ligados a rolha 

(WTA) acoplada em tubo Falcon de 50 mL. A cada animal aspirado todo o sistema era 

substituído. Para OPU o meio utilizado foi a solução fosfato tamponada modificada 

por Dulbecco (DMPBS-FLUSH - Nutricell) junto de 100 UI de heparina sódica suína 

diluída no meio.  

4.3.4 Análise da Morfologia Oocitária 

4.3.4.1 Classificação dos oócitos  

Esse procedimento foi realizado ao término de cada sessão de aspiração 

folicular. Todos os oócitos foram avaliados e classificados de acordo com sua 

morfologia. Foram utilizados meios prontos comerciais (Botupharma, Botucatu, SP) 

para produção in vitro de embriões desde manipulação, maturação, fecundação e no 

cultivo in vitro. 

Após a aspiração dos oócitos dos ovários das doadoras de cada grupo 

(controle, astaxantina baixa e astaxantina alta), estes foram lavados com meio solução 

fosfato tamponada modificada por Dulbecco (DPBS - Nutricell) com auxílio de um filtro 

de coleta (WTA) com o objetivo de clarear o líquido e facilitar sua visualização. Em 

seguida os oócitos foram colocados em placa de Petri de 60 mm e classificados em 

Grau I: oócitos recobertos por células do cúmulus compactas com mais de três 

camadas de células; Grau II: menos de três camadas de células do cumulus envoltas 
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no oócito; Grau III: apenas uma camada de células do cumulus, nessa classificação o 

citoplasma do oócito também é avaliado conforme sua homogeneidade. Ao término 

da classificação, os oócitos foram acondicionados em meio de lavagem aquecido a 

36 °C e permaneceram até o fim da seleção. Ao final das aspirações, foi realizada a 

soma total dos oócitos aspirados e definida a divisão dos oócitos destinados para a 

fertilização in vitro (FIV). 

4.3.4.2 Produção in vitro de embriões – teste de competência oocitária 

Posteriormente a essa classificação os oócitos foram acondicionados 

independente de sua classificação em criotubo (Corning) de 2 mL com meio de 

maturação. Os oócitos destinados a FIV foram lavados em 2 gotas com 50 uL de meio 

de lavagem, 1 gota de 50 uL meio de maturação e transferidos para criotubos com 

500 µL de meio de maturação, em seguida passou uma mistura de gás especial 

contendo 90% N2 (v/v), 5% O2 (v/v) e 5% CO2 (v/v) por 30 segundos em cada criotubo 

e armazenados em um transportador de oócitos a uma temperatura de 38 °C e 

encaminhados ao laboratório. Os criotubos foram transportados em equipamento 

transportador de oócitos WTA TREO até o laboratório de fertilização in vitro Fertiliza 

Embryo LTDA de Chapecó – Santa Catarina para serem submetidos à fertilização in 

vitro. No laboratório, os oócitos foram transferidos para uma placa de Petri de 35 mm 

com 70 uL de meio de maturação imerso em óleo mineral, utilizando uma placa para 

cada grupo (controle, baixa e alta astaxantina) onde os oócitos foram distribuídos em 

gotas contendo no máximo 30 estruturas por gota. A maturação in vitro teve duração 

de 24 horas em estufa a 38,5 °C com controle automático de 5% CO2 (v/v) e umidade 

saturada. 

Após a maturação de 24 horas foi realizada a fertilização, quando os oócitos 

foram lavados em uma gota de 50 uL de meio de fertilização (FIV) e transferidos para 

uma nova placa de Petri de 35 mm com 50 uL de meio FIV imerso em óleo mineral. 

Foi utilizado sêmen sexado do touro holandês Caleb para todos os grupos, sendo a 

dose descongelada em água a 37 °C e posteriormente foi realizada a técnica de 

separação por gradiente de Percoll em centrifuga de Eppenforf®. Os espermatozoides 

foram avaliados quanto à motilidade espermática através de microscópio e utilizado 
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3,0 uL por gota de cada grupo. Em seguida a placa foi armazenada em incubadora a 

38,5 °C com controle automático de 5% CO2 (v/v) e umidade saturada. 

O cultivo foi realizado após 18 horas da fertilização, quando os oócitos foram 

lavados em 4 gotas de 50 uL de meio de cultivo, até que as células somáticas fossem 

totalmente removidas com auxílio de pipetas. Em seguida, os oócitos foram 

transferidos para placas de Petri de 35 mm com 70 uL de meio de cultivo imerso em 

óleo mineral e levados a estufa onde permaneceram até o dia de avaliação da taxa 

de clivagem (D3, sendo o dia da fertilização in vitro considerado D0). No D7 foi 

avaliada a quantidade de embriões e estes foram observados até D10 para 

observação da porcentagem de eclosão. 

4.4 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Para os dados climáticos e fisiológicos foi utilizada uma análise descritiva, 

com a elaboração dos gráficos por meio do Programa R, para as variáveis TAR, UR e 

ITU. 

Para as variáveis dependentes frequência cardíaca, frequência respiratória, 

temperatura cutânea e temperatura retal os dados foram submetidas ao teste de 

normalidade e homogeneidade das variâncias antes de serem analisados por ANOVA 

de duas vias, considerando o fatorial 3 x 5 (doses de astaxantina x tempo). Para 

comparação entre os grupos foi utilizando o pós-teste de Tukey com um nível de 

significância de 5%. Dados que não apresentaram normalidade foram transformados 

utilizando a função raiz quadrada e submetidos à ANOVA de duas vias. Dados que 

mesmo após transformação não atenderam às premissas para análise de variância 

foram analisados utilizando o teste não-paramétrico Kruskal-Wallis, seguido do pós-

teste de Dunn para comparação entre grupos, também utilizando um nível de 

significância de 5%. A análise estatística e a confecção dos gráficos foram realizadas 

com auxílio do software Prism GraphPad versão 7.0 para MacOS. 

As variáveis dependentes oócitos totais, oócitos viáveis, taxa de clivagem 

(embriões clivados/ oócitos totais), taxa de blastocistos (blastocistos/ oócitos totais), 

taxa de desenvolvimento (blastocistos/ embriões clivados) e taxa de eclosão 

(embriões clivados/ oócitos totais) foram testadas quanto à normalidade dos resíduos 
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(teste de Shapiro-Wilk) e homogeneidade das variâncias (teste F máx) e 

transformados pela função raiz quadrada quando as premissas da ANOVA não foram 

atendidas. ANOVA unilateral (dados de desenvolvimento embrionário) ou ANOVA de 

medidas repetidas bidirecional (qualidade do oócito) seguido pelo teste de 

comparações múltiplas de Tukey foram realizados usando GraphPad Prism com nível 

de significância de 5%. Foram consideradas variáveis independentes: dose de 

astaxantina e data da OPU. Foram verificados efeitos individuais e interação. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 ANÁLISE DESCRITIVA DO MICROCLIMA 

A manutenção de temperaturas amenas que favorecem o bem-estar animal 

pode ser feita por meio da utilização de estruturas de confinamento que visam o 

conforto dos animais principalmente no verão. Um exemplo de tal sistema é o 

Compost Barn, que possui, entre outros atributos, ventiladores que são utilizados na 

circulação de ar, retirando a umidade e o excesso de calor do ambiente, mantendo o 

ambiente agradável para os animais (ENDRES; BARBERG, 2007). Assim, os dados 

microclimáticos foram obtidos e calculados com o objetivo de verificar as condições 

do ambiente da instalação em modelo Compost Barn e se esta condição contribui para 

o conforto animal de vacas leiteiras durante o verão. As variáveis temperatura do ar 

(TAR), umidade relativa (UR) e índice de temperatura e umidade do ar (ITU) foram 

determinados nos meses de janeiro a março de 2020 (verão) e de julho a setembro 

(inverno). Na Figura 4, constam os dados de temperatura do ar determinadas no verão 

e inverno. A maior variação na temperatura do ar observada no verão foi de 21,48 °C 

a 28,78 °C, sendo essas temperaturas registradas em março, nos períodos da noite e 

da tarde, respectivamente. Assim, a amplitude térmica máxima observada entre a 

média da temperatura máxima e mínima registrada no verão foi de 7,3 °C. No verão, 

a temperatura média não ultrapassou 29 °C no período da tarde que foi o mais quente 

em ambas as estações. Já no inverno a temperatura máxima a qual os animais foram 

expostos foi de 27,10 °C, no mês de setembro, mês este em que as temperaturas do 

ambiente já começam a ficar mais elevadas. A mínima registrada no período foi de 

15,32 °C pela manhã no mês de julho. 
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Figura 4 - Temperatura do ar (TAR) nos períodos de verão e inverno. UTFPR, 
Dois Vizinhos - PR, 2021. 

Fonte: o Autor (2021). 
 

As temperaturas observadas estão acima do que é considerado ideal para 

bovinos de leite da raça holandesa, já que estas têm seu bem-estar promovido em 

temperaturas mais amenas. Temperaturas mais amenas contribuem para o conforto 

térmico dos animais, sendo que para vacas holandesas, temperaturas entre 10 e 

20 °C são ideais (AZEVÊDO; ALVES, 2009). As altas temperaturas observadas em 

regiões de clima subtropical úmido (ALVARES, 2013) tendem a comprometer o 

rendimento dos animais nas estações mais quentes o que leva à elevação da 

temperatura corporal e afeta o rendimento do animal ou a sua saúde, principalmente 

quando esse período de exposição é prolongado. 

Ao aumentar a temperatura do ambiente, os animais reduzem a produção de 

calor via metabolismo basal, o que leva a redução no consumo de alimentos e 

alteração das atividades metabólicas que interferem na produção de leite e 
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reprodução (SILVA et al., 2012). 

A umidade relativa (Figura 5) tendeu a apresentar valores mais baixos no 

período da tarde em ambas as estações, sendo que quanto maior a temperatura do 

ar, menor a umidade relativa do ar observada. 

 

Figura 5 - Umidade relativa (UR) nos períodos de verão e inverno. UTFPR, Dois 
Vizinhos - PR, 2021. 

 
Fonte: Autoria própria 

 

No verão, a umidade relativa é maior no período da noite, porém não varia 

muito em relação ao período da manhã. O verão apresentou grande número de dados 

com valores discrepantes, principalmente para umidades mais elevadas (Figura 5; 

Apêndice A). 

A umidade relativa (UR) do ar variou de 51,39 a 83,53%, no verão com 

variação de 32,14% entre a umidade relativa máxima e mínima, sendo o mês de março 

o mês com a menor UR observada. No inverno, o mês de julho teve a média de 
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76,27%, sendo a maior média para a estação em relação a UR, enquanto em agosto 

e setembro as médias foram entre 71,80 e 71,08%. O período da tarde apresentou os 

menores valores de umidade para todos os meses avaliados (Figura 5; Apêndice A). 

Quando a temperatura do ar elevada é associada à umidade, observa-se 

intensificação dos efeitos da temperatura que levam à hipertermia, causando 

desconforto para o animal, reduzindo a capacidade que este tem de dissipar calor 

(COLLIER et al., 2017). O aumento do estresse afeta negativamente a reprodução de 

vacas leiteiras, pois pode, por exemplo, comprometer a quantidade e a qualidade dos 

oócitos, bem como de embriões, causando diminuição dos índices de gestação (AL-

KATANANI et al., 1999; PEREIRA et al., 2017). 

A umidade contribui para a redução da troca de calor do animal com o 

ambiente, pois a evaporação é uma das formas que o animal utiliza para perder calor 

através da sudorese ou respiração (PERANO et al., 2015). Por este motivo o uso de 

ventiladores permite que ocorra a estabilização dessa troca, dessa forma é possível 

descrever os efeitos do ambiente em relação a habilidade que os animais possuem 

em dissipar calor (WEST, 1999). 

O índice de temperatura e umidade (Figura 6) indica que para ambas as 

estações o período da tarde apresentou os valores mais altos. Essa tendência é 

esperada tendo em vista que a tarde é o período mais quente do dia, e a variável 

temperatura tem grande relevância para cálculo do índice. 

Para verificar os pontos críticos do índice em relação ao bem-estar animal, 

Thom (1959) classificou valores abaixo de 70 como confortáveis para o animal, de 70 

a 74 como desconfortáveis, de 75 a 79 como muito desconfortáveis e acima de 80 

como seriamente desconfortáveis. 
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Figura 6 - Índice de temperatura e umidade do ar (ITU) nos períodos de verão e 
inverno. UTFPR, Dois Vizinhos - PR, 2021. 

 
Fonte: Autoria própria 

 

O ITU no verão (Figura 6) variou entre 79,95 no período da tarde no mês de 

janeiro a 65,92 no período da noite no mês de março. Dessa forma, os dados médios 

obtidos no verão indicam que, para o mês de janeiro, os animais estiveram expostos 

a condições de muito desconforto, principalmente no período da tarde evoluindo para 

desconfortáveis nos demais períodos. Isso foi observado mesmo em um ambiente 

idealizado para oferecer melhor conforto térmico e, portanto, maior bem-estar animal. 

A mesma classificação pode ser atribuída para os meses de fevereiro em março em 

relação ao período da tarde. 

No inverno, os índices calculados foram menores, variando entre 51,61 e 

64,68 no mês de julho, em que os animais permanecem em conforto térmico 

considerado confortável, da mesma forma que para o mês de agosto. Apenas o mês 

de setembro em que naturalmente ocorre a elevação da temperatura os animais 
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passaram para a condição de muito desconfortável. Entre os três meses, a amplitude 

do ITU foi de 24,05, maior em relação ao verão (14,30), em que a temperatura foi uma 

variável utilizada para o cálculo que variou menos. 

A caracterização do ambiente ao qual os animais estão inseridos auxilia no 

processo de manejo, bem com a oferecer ao animal condições de desenvolvimento e 

reprodução. 

5.2 VARIÁVEIS FISIOLÓGICAS 

Variáveis fisiológicas como as frequências cardíaca e respiratória e a 

temperatura corporal são utilizadas para verificar a adaptação dos bovinos e 

diagnosticar ambientes de alta temperatura. Dessa forma o acompanhamento de tais 

parâmetros é essencial para a manutenção do bem-estar de vacas leiteiras 

(CARDOSO et al., 2015; PILATTI, VIEIRA, 2017). 

A avaliação da temperatura cutânea não demonstrou efeito significativo da 

dose de astaxantina administrada aos animais (p=0,7513). Contudo, foi observado 

efeito de tempo de suplementação (p<0,0001) e interação astaxantina x tempo de 

suplementação (p=0,0001) (Tabela 1). 

 

Tabela 1 - Temperatura superficial da pele (média ± EPM) (°C) em relação ao 
tempo de suplementação com duas doses de astaxantina (0,25 ou 0,50 mg kg-1 
dia-1) e controle. UTFPR, Dois Vizinhos - PR, 2021. 

 Tempo de Suplementação (dias)  
 14 28 42 56 70 

Controle 33,25 ± 0,32 aA 32,57 ± 0,57 aA 32,30 ± 0,19 aA 33,60 ± 0,18 aA 33,60 ± 0,44 aA 
0,25 33,22 ± 0,24 aA 32,41 ± 0,27 aA 32,63 ± 0,22 aA 33,56 ± 0,27 aA 33,56 ± 0,40 aA 
0,50 34,14 ± 0,27 bA 32,80 ± 0,63 abA 32,23 ± 0,31 aA 33,50 ± 0,50 abA 33,50 ± 0,31 abA 

Efeito de Tempo (p<0,0001); Interação Astaxantina x Tempo (p=0,0001) 
Letras minúsculas sobrescritas representam diferença estatística entre colunas (tempo de 
suplementação); letras maiúsculas sobrescritas representam diferença estatística entre linhas (dose de 
astaxantina). 
Fonte: Autoria própria 

 

Para o grupo controle e para a dose de 0,25 mg kg-1 dia-1 (Tabela 1), não houve 

diferença significativa para a temperatura cutânea sendo que a maior média numérica 

observada foi aos 56 e 70 dias de suplementação para as duas condições, em que a 
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temperatura da pele o animal foi de 33,60 °C para o grupo controle e de 33,56 °C para 

os animais receberam a dose de 0,25 mg kg-1 dia-1 de astaxantina. O resultado obtido 

acompanha a elevação da temperatura do ar no mês de março (Tabela 1). 

O dia 42 de suplementação, foi o que apresentou menor média para a 

temperatura cutânea, diferindo significativamente porém somente da primeira 

avaliação (p=0,0002) (Tabela 1). 

A temperatura cutânea ideal para vacas leiteiras manterem a sua 

produtividade e sobrevivência deve ficar entre 38,0 e 39,0 °C (PIRES et al., 1999). 

Como a temperatura cutânea se manteve abaixo do que é considerado condição de 

estresse, verifica-se que os animais conseguiram manter a termorregulação de 

maneira eficiente. 

A temperatura retal (Tabela 2) teve influência das doses de astaxantina 

(p=0,0205) mas não do tempo de suplementação (p=0,3015) assim como não houve 

efeito significativo na interação entre os fatores (p=0.1633). Na análise múltipla pós-

teste, somente observou-se diferença entre os grupos controle e 0,25 mg kg-1 dia-1 de 

astaxantina (p=0,0195). 

 

Tabela 2 - Temperatura retal (média ± EPM) (°C) em relação ao tempo de 
suplementação com duas doses de astaxantina (0,25 mg kg-1 dia-1 e 0,50 mg kg-
1 dia-1) e controle. UTFPR, Dois Vizinhos - PR, 2021. 

 Tempo de Suplementação (dias)  
 14 28 42 56 70 

Controle 38,83 ± 0,08 aA 38,96 ± 0,13 aA 38,91 ± 0,04 aA 38,77 ± 0,12 aA 38,77 ± 0,13 aA 
0,25 38,69 ± 0,06 aB 38,71 ± 0,12 aB 38,67 ± 0,06 aB 38,68 ± 0,07 aB 38,68 ± 0,09 aB 
0,50 38,82 ± 0,05 aAB 38,95 ± 0,12 aAB 38,77 ± 0,05 aAB 38,74 ± 0,12 aAB 38,74 ± 0,07 aAB 

Letras minúsculas sobrescritas representam diferença estatística entre colunas (tempo de 
suplementação); letras maiúsculas sobrescritas representam diferença estatística entre linhas (dose de 
astaxantina). 
Fonte: Autoria própria 
 

Como a temperatura retal é um parâmetro de avaliação de grande importância 

para o bem-estar animal, juntamente com a frequência respiratória, o ideal é que a 

temperatura retal dos bovinos leiteiros varie de 38 °C a 39,3 °C, com média de 38,6 °C, 

quando a temperatura fica acima de 39,1 °C, os animais começam a sofrer  com o 

desconforto térmico (PIRES; CAMPOS, 2004; ROBINSON, 2004; COSTA et al. 2015). 

Berman et al. (1985) afirmam que temperaturas acima de 26 °C em locais de 
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sombra ou ventilação forçada, afetam a temperatura retal. O aumento da temperatura 

retal interfere em todo o trato reprodutor das vacas leiteiras, gerando um 

comprometimento de processos ligados à reprodução como a expressão do estro, a 

produção e qualidade oocitária, a taxa de concepção, aumento do cortisol circulante 

entre outros (ORIHUELA, 2000; ROBINSON et al., 2006; MAGGIONI et al., 2008; 

ABREU et al., 2018). 

Embora os animais tenham sido expostos a temperaturas acima de 26 °C nos 

períodos da tarde durante todo o verão (Apêndice A), não foi observado aumento de 

temperatura retal significativo. Além disso, não foi observado efeito de suplementação 

ou tempo de suplementação sobre esta variável ficando a temperatura retal dentro da 

preconizada como ideal durante todo o verão. 

Ao manter a temperatura corporal e retal dentro do ideal, se evidencia a 

qualidade do sistema de confinamento Compost Barn que mantem os animais em 

conforto térmico apesar das altas temperaturas registradas na estação verão. 

A análise de frequência cardíaca indicou que não houve diferença estatística 

os grupos experimentais quanto à dose de astaxantina (p=0,3479), contudo houve 

efeito de tempo de suplementação das vacas holandesas avaliadas (p=0,0344) 

(Tabela 3). Observou-se que frequência cardíaca aferida no dia 70 foi superior da 

observada no dia 14 de suplementação (p=0,0232). Não foi observada interação entre 

dose de astaxantina e tempo de suplementação (p=0,3102).  

 

Tabela 3 - Frequência cardíaca (média ± EPM) (bat min-1) em relação ao tempo 
de suplementação com duas doses de astaxantina (0,25 e 0,50 mg kg-1 dia-1) e 
controle. UTFPR, Dois Vizinhos - PR, 2021. 

 Tempo de Suplementação (dias)  
 14 28 42 56 70 

Controle 52,00 ± 1,39 aA 53,00 ± 1,37 abA 52,29 ± 1,27 abA 54,33 ± 0,98 abA 54,91 ± 1,09 bA 
0,25 52,00 ± 1,55 aA 53,71 ± 1,44 abA 54,77 ± 1,21 abA 52,83 ± 0,80 abA 55,17 ± 0,72 bA 
0,50 51,60 ± 1,62 aA 54,43 ± 1,71 abA 55,85 ± 1,09 abA 52,44 ± 1,09 abA 55,20 ± 0,61 bA 

Letras minúsculas sobrescritas representam diferença estatística entre colunas (tempo de 
suplementação); letras maiúsculas sobrescritas representam diferença estatística entre linhas (dose de 
astaxantina). 
Fonte: Autoria própria 
 
 

Segundo Detweiler e Erickson (2004), a frequência cardíaca (FC) em bovinos 
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em repouso varia de 48 a 84 bat min-1. Os resultados obtidos nesse estudo indicam 

que os animais avaliados não apresentaram batimentos cardíacos elevados, ficando 

entre o que é considerado normal. 

Os dados para frequência respiratória (Tabela 4) indicam que houve efeito 

significativo das doses de astaxantina (p=0,0392) utilizadas na suplementação da 

mesma forma que para o tempo de suplementação dos animais avaliados (p=0,0040) 

e interação entre as variáveis independentes (p=0,0478). Na análise múltipla entre os 

grupos, observou-se diferença significativa entre os dias 28 e 42 (p=0,0319). Ainda, 

observou-se aumento da frequência respiratória no grupo tratado com 0,50 mg kg-1 

dia-1 de astaxantina comparado com o grupo controle (p=0,0327). 

 

Tabela 4 - Frequência respiratória (média ± EPM) (mov min-1) em relação ao 
tempo de suplementação com duas doses de astaxantina (0,25 ou 0,50 mg kg-1 
dia-1) e controle. UTFPR, Dois Vizinhos - PR, 2021. 

 Tempo de Suplementação (dias)  
 14 28 42 56 70 

Controle 46,13 ± 1,35 abA 45,86 ± 1,04 aA 48,57 ± 0,88 bA 47,50 ± 0,70 abA 49,82 ± 1,22 abA 
0,25 48,93 ± 1,47 abAB 47,14 ± 1,22 aAB 49,23 ± 0,92 bAB 47,50 ± 0,89 abAB 48,83 ± 0,52 abAB 
0,50 48,67 ± 1,43 abB 50,13 ± 2,12 aB 51,69 ± 1,08 bB 48,00 ± 1,27 abB 50,60 ± 0,99 abAB 

Letras minúsculas sobrescritas representam diferença estatística entre colunas (tempo de 
suplementação); letras maiúsculas sobrescritas representam diferença estatística entre linhas (dose de 
astaxantina). 
Fonte: Autoria própria 
 

Para a frequência respiratória (FR) são considerados os seguintes valores: 

ideal quando abaixo de 56 mov min-1 (conforto alto); entre 56 e 64 mov min-1 (conforto 

médio); e superiores a 64 mov min-1 (conforto baixo) (PERISSINOTTO et al., 2009). 

Já de acordo com Hahn et al. (1997), FR de 60 mov min-1 indica que os animais não 

estão expostos ao extresse térmico ou estão expostos a um estresse mínimo. Garcia 

e colaboradores (2015) observaram que a frequência respiratória de animais em 

conforto térmico, registraram em média 38 mov min-1, quando em estresse essa 

frequência passou para 80 mov min-1 em animais multíparos da raça holandesa. 

Assim, podemos dizer que os animais participantes do estudo não 

apresentaram sinais de desconforto térmico de acordo com avaliação da frequência 

respiratória, visto que não foram observados valores acima de 52 mov min-1 durante 

as coletas de dados, realizadas no verão. Estes dados diferem bastante de outro 
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trabalho realizado na região. Pizzatto et al. (2017) avaliaram a frequência respiratória 

de vacas holandesas e ¾ holandesas em sistema compost na cidade de Dois 

Vizinhos, Paraná que possui características de clima semelhante as do presente 

estudo. A frequência respiratória observada foi de 75 mov min-1 e 74 mov min-1, para 

as vacas holandesas e ¾ holandesas, respectivamente. Esses dados demonstram 

que esses animais estavam sob condições de estresse no outono, quando o estudo 

foi realizado. 

Dalcin et al. (2016), avaliaram a temperatura retal, frequência cardíaca a 

respiratória em vacas leiteiras manejadas em sistema free stall, no mês de março, 

sendo divididas em holandesas puras e girolando (½ e ¾), submetidos ao estresse 

térmico. Os autores determinaram que a frequência respiratória é um bom parâmetro 

para avaliar o estresse e que as vacas holandesas puras são mais sensíveis ao calor 

em relação mestiças. 

Os dados referentes a variáveis fisiológicas indicam que os animais 

confinados no sistema Compost Barn não apresentaram alterações referentes a 

temperatura cutânea, temperatura retal, frequência cardíaca e frequência respiratória 

característicos de estresse térmico no período de avaliação em que as temperaturas 

são mais elevadas. Dessa forma, estes dados sugerem que o sistema da propriedade, 

apesar de manter as temperaturas elevadas conforme verificado por meio das 

variáveis microclimáticas TAR, UR e ITU avaliadas no período, principalmente da 

tarde, os animais mantiveram suas funções fisiológicas estáveis e dentro de intervalos 

normais. 

5.3 QUALIDADE E POTENCIAL DE DESENVOLVIMENTO OOCITÁRIO 

Embora a avaliação de variáveis fisiológicas não tenha demonstrado quadro 

de estresse durante o verão, as variáveis microclimáticas indicam que os animais 

estavam sob condições consideradas desconfortáveis ou muito desconfortáveis. 

Assim, para verificar o efeito da suplementação na qualidade e potencial de 

desenvolvimento oocitário de vacas holandesas no verão, foram realizados protocolos 

de fecundação in vitro de embriões a partir de oócitos aspirados. 

Na Figura 7, que demonstra a quantidade de oócitos totais recuperados por 
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animal em relação à data da aspiração folicular guiada (OPU) e ao uso de astaxantina 

na dieta dos animais, podemos observar uma diferença significativa na quantidade de 

oócitos aspirados em resposta ao tratamento com astaxantina. 
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Figura 7 - Oócitos totais (média ± EPM) por animal suplementados com 
diferentes doses de astaxantina em relação à data de aspiração folicular 

guiada (OPU). UTFPR, Dois Vizinhos - PR, 2021. 

 
Fonte: Autoria própria 

 
 

Contudo o número de oócitos totais por animal apresentou diferença 

significativa apenas na primeira aspiração, ocorrida no dia 17 de abril. Nesta coleta, 

fêmeas que receberam 0,50 mg kg-1 dia-1 de astaxantina apresentaram maior número 

de oócitos totais comparado com o grupo 0,25 mg kg-1 dia-1 de astaxantina (p=0,0279)  

e controle (p=0,0395). As demais datas não influenciaram a quantidade de oócitos 

obtida, assim como o efeito com o tratamento com astaxantina passou a não ser mais 

observado. Não houve efeito de data de OPU (p=0,01339) ou interação (p=0,1873). 

Para a quantidade de oócitos viáveis, não houve efeito significativo de data 

da OPU (p=0,3604) ou interação entre a data de aspiração (OPU) e as concentrações 

do antioxidante (p=0,07), sendo cada um dos fatores avaliados separadamente 

(Figura 8).  
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Figura 8 – Efeito de data de OPU e astaxantina sobre o total de oócitos viáveis 
por animal (média ± EPM) após suplementação com diferentes doses de 

astaxantina. UTFPR, Dois Vizinhos - PR, 2021 

 
Fonte: Autoria própria 

 
 

Já a concentração de astaxantina (Figura 8) apresentou efeito significativo, 

com diferença observada somente entre os grupos de 0,25 e 0,50 mg kg-1 dia-1 de 

astaxantina (p<0,0452), sendo que a maior dose de astaxantina permitiu a 

recuperação de mais oócitos viáveis por vaca. O efeito da astaxantina apesar de 

significativo, permitiu a viabilidade de apenas dois a três oócitos. Esses dados 

sugerem que a suplementação com astaxantina em vacas holandesas em lactação 

pode melhorar o número de oócitos morfologicamente viáveis obtidos por OPU. 

Hidalgo et al. (2002) avaliaram a ação de 1x106 IU (1 UI = 0,3 microgramas de 

vitamina A) de retinol em novilhas aplicados quatro dias antes da realização da OPU 

e verificaram que houve aumento no número de oócitos recuperados. 

O uso de antioxidantes como os β-carotenos contribui para a melhoria na 

qualidade dos oócitos e por este motivo Sales et al. (2008) avaliaram o uso de β-

caroteno e tocoferol em duas doses de 800 mg de β-caroteno e 500 mg de tocoferol 

ou 1.200 mg de β-caroteno e 750 mg de tocoferol, aplicados em vacas e novilhas da 

raça holandesa. Como resposta os autores verificaram que o número de embriões 

viáveis foi superior para vacas comparado com o grupo de novilhas. Dessa forma os 

autores não recomendam o uso dessa combinação em novilhas, principalmente a 

maior dose por reduzir significativamente a viabilidade dos embriões. 
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A taxa de clivagem obtida a partir do número de embriões clivados no dia três 

(D3) pelo número de oócitos, assim como a taxa de blastocistos no dia 7 (D7), não 

apresentou diferença estatística entre os diferentes grupos experimentais (clivagem: 

p=0,2536; blastocisto: p=0,6286) (Figura 9). 

 

Figura 9 – Taxa de clivagem e taxa de blastocisto (média ± EPM) obtidas na 
produção in vitro de embriões a partir de oócitos de fêmeas tratadas com 

diferentes doses de astaxantina. UTFPR, Dois Vizinhos - PR, 2021. 

 
Fonte: Autoria própria 
 

 
A taxa de oócitos que são cultivados in vitro que chegam ao estágio de 

blastocisto pode chegar a 35 - 40% (SIRARD et al., 2006). No presente trabalho, foram 

observadas taxas de blastocisto inferiores a 20% em todos os grupos experimentais, 

condizentes com a época do ano. Dessa forma, o uso de suplementação com 

astaxantina na dieta dos animais não foi suficiente para elevar o potencial de 

desenvolvimento dos oócitos recuperados chegando ao estágio de blastocisto, 

embora um maior número de oócitos viáveis tenham sido recuperados com a maior 

dose de astaxantina administrada. 

Watanabe et al. (2017) avaliaram a taxa de blastocisto ao longo do ano e 

observaram que vacas holandesas tiveram menor taxa de blastocisto entre as 

estações primavera e verão, aumentando a taxa quando as temperaturas se 

mantiveram amenas, passando de aproximadamente 20% no verão para 25% no 

inverno. 

Ferreira et al. (2011) avaliaram a taxa de blastocisto 7 dias após fecundação 
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in vitro em novilhas, vacas de alta produção e vacas com multíparas da raça 

holandesa na estação verão e inverno, e verificaram que independente da categoria 

do animal, estas apresentaram menor taxa de blastocisto na estação verão, sendo 

que a diferença entre cada categoria foi significativa. 

Ispada et al. (2018) verificaram a ação na astaxantina na redução de espécies 

reativas de oxigênio no desenvolvimento de complexos cumulus-oócitos (COCs) 

quando expostos a 41 °C por 14 horas durante a maturação in vitro. As concentrações 

de 12,5 e 25 nM de astaxantina proporcionaram efeito termoprotetor por meio do 

estímulo da atividade da enzima superóxido dismutase (SOD) em células do cumulus 

no choque térmico, mantendo a capacidade do oócito de clivar e desenvolver-se até 

o estágio de blastocisto. 

Taxas mais baixas de desenvolvimento de oócitos em blastocistos podem ser 

causados por diversos fatores, entre eles: fatores inerentes à técnica de PIV de 

embriões; perda de interação do oócito com ambiente folicular após a sua retirada; e 

condições fisiológicas da doadora (LONERGAN; FAIR, 2008; GOTTARDI; MINGOTI, 

2009). 

Do et al. (2013) também avaliaram a taxa de clivagem de oócitos suínos que 

foi de 79,5% para oócitos que maturaram in vitro à temperatura de 38,5 °C e 

concentração de 0,25 ppm de astaxantina. Já sob estresse térmico a taxa de clivagem 

reduziu para 58,1%. Não houve diferença na taxa de blastocisto em relação as doses 

de astaxantina (p>0,05) em ambas as condições térmicas de maturação in vitro. 

(38,5 °C), demonstrando ausência de efeito da astaxantina no desenvolvimento até 

estágio de blastocisto em suínos. 

Ao avaliar o uso de astaxantina durante o crescimento in vitro de oócitos, em 

que os CCO foram cultivados por 12 dias com ou sem a presença de astaxantina na 

concentração de 500 µM, Abdel-Ghani e colaboradores (2018) verificaram que a 

astaxantina reduziu os níveis de espécies reativas de oxigênio após o crescimento. Já 

a maturação nuclear e as taxas de clivagem não diferiram entre as duas condições, 

bem como o uso de astaxantina durante o desenvolvimento aumentou o número total 

de células em blastocistos, melhorando assim a qualidade dos oócitos bovinos. 

No presente trabalho não foi observado efeito da astaxantina sobre o potencial 

de desenvolvimento in vitro dos oócitos, determinado pela relação entre blastocistos 
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obtidos em D7 e a quantidade de oócitos clivados (p>0,05) (Figura 10). Também não 

foi observada diferença na taxa de eclosão em D10 (Figura 10). 

 

Figura 10 - Desenvolvimento in vitro de embriões obtidos a partir de oócitos 
aspirados de vacas holandesas suplementadas com diferentes doses de 

astaxantina (média ± EPM). UTFPR, Dois Vizinhos - PR, 2021. 

 
Fonte: Autoria própria 

 

 

É possível que o resultado obtido tenha sido afetado pelo número reduzido de 

coletas e PIV de embriões, sendo realizadas apenas três em um período de 30 dias. 

Kukori et al. (2013) avaliaram o efeito da astaxantina no desenvolvimento de 

blastocistos de embriões coletados no dia 3 após a fertilização e cultivados em meio 

com astaxantina. Estes embriões foram submetidos ao choque térmico único no dia 4 

ou com repetições nos dias 4 e 5, por 10 horas a temperatura de 40,5 °C. Os autores 

observaram que dois dias de exposição à alta temperatura compromete 

significativamente o desenvolvimento de blastocisto em relação a uma exposição, 

sendo que a astaxantina contribuiu para a redução da deficiência que o calor induz 

sobre os blastocistos. 

Como controle para a estação, avaliou-se a qualidade oocitária e potencial de 

desenvolvimento embrionário após coleta de oócitos no inverno. 

Os oócitos foram recuperados e avaliados em relação ao número de oócitos 

totais e viáveis apenas para a animais não suplementados. Verificou-se que para 

ambos os parâmetros não houve efeito da estação na quantidade de oócitos 
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recuperados (Figura 11). 

 

Figura 11 – Taxas de recuperação de oócitos (oócitos totais e oócitos viáveis) 
por OPU de vacas holandesas em diferentes estações do ano. Dados não 
transformados (média + EPM). Nível de significância estatística: * para p < 

0,05). 

Fonte: Autoria própria 
 
 

A quantidade de oócitos totais foi similar para o inverno e verão (Figura 11), 

ambos com recuperação de aproximadamente seis oócitos, desses apenas 1,9 

(verão) e 2,5 (inverno) foram considerados viáveis de acordo com avaliação 

morfológica. 

O estresse térmico afeta o desenvolvimento dos oócitos interferindo também 

na sobrevivência do embrião nos estágios iniciais. Sakatani et al. (2017) expõem que 

ao passar pelo estresse térmico e chegar ao estágio de blastocisto, ocorrerá redução 

do número de células totais, principalmente uma redução de células totais do 

trofoectoderma. 

A taxa de clivagem não foi afetada pela estação do ano em que ocorreu a 

produção in vitro de embriões controle (Figura 12). 

  



59 

 

Figura 12 – Taxas de clivagem e blastocisto de embriões obtidos a partir de 
oócitos do grupo controle, aspirados de fêmeas em diferentes estações do 
ano. (Dados não transformados: média + erro padrão da média). Nível de 

significância estatística: * para p < 0,05 e ** para p < 0,01. 

  
Fonte: Autoria própria 

 
Contudo, a taxa de blastocisto foi afetada pela estação do ano, em que o 

inverno favoreceu a taxa de desenvolvimento do oócito em blastocisto (p=0,0399) 

(Figura 12). No inverno foram observadas próximas a 25%. 

Bezerra et al. (2014) avaliaram a produção in vitro de embriões ovinos a partir 

de oócitos coletados durante os períodos seco (julho a janeiro) e chuvoso (fevereiro a 

junho) no semiárido brasileiro. Os autores verificaram que a época de coleta não 

interferiu no desenvolvimento embrionário em relação a taxa de oócitos viáveis, 

clivagem mas o número de embriões no estádio entre 8 e 16 células foi superior no 

período chuvoso. De modo geral, não houve influência climática sobre a maturação e 

produção in vitro de oócitos. 

A variável mais importante em relação ao desenvolvimento embrionário de 

bovinos, a taxa de blastocisto, foi afetada pela época de coleta dos oócitos. Dessa 

forma, pode-se concluir que as temperaturas observadas durante o verão de 2020 

mesmo em um sistema de confinamento dos animais, afetou o potencial 

desenvolvimento significativamente. 

Mais estudos são necessários para entender melhor como a astaxantina afeta 

o desenvolvimento embrionário inicial em bovinos, reduzindo assim os efeitos do 

ambiente e permitindo a redução de efeitos deletérios do estresse por calor ao qual 

os animais possam ser expostos. 
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6 CONCLUSÕES 

O monitoramento de variáveis microclimáticas indica que os animais foram 

expostos a condições desconfortáveis e muito desconfortáveis durante o verão, 

comparados com o inverno.  

Embora em condições consideradas desconfortáveis do ponto de vista 

microclimático, os animais não apresentaram valores de variáveis fisiológicas fora dos 

intervalos fisiológicos, sugerindo que não foram afetadas pelo ambiente ao qual os 

animais estavam mantidos. 

A suplementação com 0,50 mg kg-1 dia-1 de astaxantina em vacas holandesas 

em lactação por 75 dias no verão pode melhorar o número de oócitos 

morfologicamente viáveis obtidos por OPU. Embora apresente efeito positivo na taxa 

de recuperação de oócitos viáveis, suplementação com 0,50 mg kg-1 dia-1 de 

astaxantina em vacas holandesas em lactação por 75 dias no verão não melhorou a 

taxa desenvolvimento embrionário dos oócitos in vitro. 

O desenvolvimento embrionário foi melhor em condições amenas de 

temperatura quando comparada a estação de inverno e verão. 
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

A técnica da PIVE vem revolucionando o melhoramento genético dentro das 

fazendas leiteiras. Um obstáculo que essa biotecnologia ainda enfrenta é a obtenção 

de oócitos de boa qualidade, principalmente em épocas mais quentes do ano. A 

suplementação com o antioxidante astaxantina mostrou uma melhora na taxa de 

recuperação de oócitos viáveis. O tratamento durante o período experimental custou 

em média R$ 100,00 por fêmea e se mostrou totalmente viável em relação 

custo/benefício. Podemos citar como fruto desses resultados a iniciativa da empresa 

3B AGRO LTDA de Toledo – PR, que irá incluir a astaxantina via dieta das suas fêmeas 

de maior mérito genético e doadoras de embrião. O projeto da fazenda 3B AGRO 

LTDA é produzir 3000 embriões por ano durante os próximos 5 anos e dobrar o seu 

plantel de fêmeas. 
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APÊNDICE A – Variáveis microclimáticas (média ± EPM) nos meses de janeiro a 
março e de julho a setembro de 2020, para as variáveis índice de 
temperatura e umidade do ar (ITU), temperatura do ar (TAR) e 
umidade relativa (UR). UTFPR, Dois Vizinhos - PR, 2021 

Verão 
Mês Turno TAR (°C) UR (%) ITU 
Janeiro Manhã 23,82 ± 0,24 81,44 ± 0,91 71,95 ± 0,52 
Janeiro Tarde 28,06 ± 0,26 67,51 ± 1,19 79,36 ± 0,43 
Janeiro Noite 22,95 ± 0,13 83,53 ± 0,65 70,22 ± 0,30 
Fevereiro Manhã 24,05 ± 0,30 73,35 ± 1,03 71,51 ± 0,60 
Fevereiro Tarde 28,45 ± 0,20 57,35 ± 1,05 78,75 ± 0,36 
Fevereiro Noite 22,13 ± 0,16 78,96 ± 0,67 67,97 ± 0,35 
Março Manhã 22,28 ± 0,32 74,40 ± 1,19 67,44 ± 0,64 
Março Tarde 28,78 ± 0,26 51,39 ± 1,31 78,11 ± 0,36 
Março Noite 21,48 ± 0,19 76,09 ± 0,86 65,92 ± 0,38 

Inverno 
Julho Manhã 15,32 ± 0,34 83,10 ± 0,66 51,61 ± 0,84 
Julho Tarde 21,23 ± 0,31 65,09 ± 0,99 64,68 ± 0,65 
Julho Noite 15,89 ± 0,26 80,63 ± 0,57 52,96 ± 0,63 
Agosto Manhã 16,10 ± 0,31 79,61 ± 0,94 53,51 ± 0,71 
Agosto Tarde 22,59 ± 0,34 58,67 ± 1,27 66,62 ± 0,63 
Agosto Noite 16,69 ± 0,23 77,13 ± 0,75 54,94 ± 0,52 
Setembro Manhã 21,11 ± 0,34 78,94 ± 1,19 65,02 ± 0,70 
Setembro Tarde 27,10 ± 0,34 57,59 ± 1,38 75,66 ± 0,50 
Setembro Noite 20,94 ± 0,21 76,73 ± 0,98 64,61 ± 0,42 
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