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Impacto social desta pesquisa 

Os resultados demonstraram que a astaxantina reduziu danos oxidativos em embriões 

bovinos criopreservados, preservando estruturas celulares e melhorando parâmetros 

de qualidade embrionária. Esses achados ampliam o conhecimento sobre 

criopreservação e podem contribuir para biotecnologias reprodutivas mais eficientes 

e sustentáveis na produção pecuária. 

 

Potential impact of this research 

Results showed that astaxanthin reduced oxidative damage in cryopreserved bovine 

embryos, preserving cellular structures and improving embryo quality parameters. 

These findings advance knowledge in embryo cryopreservation and may contribute 

to more efficient and sustainable reproductive biotechnologies in livestock production 
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AVALIAÇÃO DO ANTIOXIDANTE ASTAXANTINA ADICIONADO AO MEIO DE 
DIRECT TRANSFER  “DT” DE EMBRIÕES BOVINOS PRODUZIDOS IN VITRO. 

RESUMO –  

A criopreservação de embriões bovinos produzidos in vitro (PIV) por meio da 

congelação lenta constitui uma biotecnologia amplamente empregada em programas 

de melhoramento genético e na produção comercial de embriões, permitindo o 

armazenamento e a disseminação de material genético de alto valor. Apesar de ser 

um método consolidado, ainda apresenta limitações relacionadas à redução da 

sobrevivência embrionária e à qualidade celular após a descongelação. Durante o 

processo de resfriamento controlado, as alterações osmóticas, a formação de cristais 

de gelo e o estresse térmico podem intensificar o estresse oxidativo, caracterizado 

pelo acúmulo de espécies reativas de oxigênio (EROs), promovendo danos às 

membranas lipídicas, proteínas e ao DNA, além da ativação de vias apoptóticas que 

comprometem o potencial de desenvolvimento embrionário. Nesse contexto, a 

suplementação de antioxidantes aos meios de criopreservação tem sido proposta 

como estratégia para minimizar esses efeitos deletérios. A astaxantina (ASTX), um 

carotenoide de elevado potencial antioxidante, destaca-se por sua capacidade de 

neutralizar radicais livres, estabilizar membranas celulares e modular mecanismos 

relacionados ao estresse oxidativo e à apoptose. O grupo suplementado com 

astaxantina 1nM, apresentou menor índice apoptótico, menor expressão relativa do 

miRNA bta-miR-187, menor expressão do gene SOD2 em relação a menor dose e um 

perfil bioquímico mais estável em relação ao grupo controle (p<0,05). Não foi possível 

encontrar diferenças em EROs e sobrevivência (p>0,05). Conclui-se que a que a 

suplementação do meio DT com astaxantina exerce efeitos além da redução de 

EROs, alterando o perfil molecular e celular embrionário. A dose empregada nas 

condições testadas, foi capaz de exercer proteção parcial sob o estresse oxidativo, 

portanto, estudos futuros deverão otimizar a dose e o emprego de análises que 

promovam um entendimento integrado do metabolismo embrionário.    

 

Palavras-chave: Antioxidante, Apoptose, Criopreservação, Espectroscopia Raman, 
MicroRNAs.  
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EVALUATION OF THE ANTIOXIDANT ASTAXANTHIN SUPPLEMENTED TO THE 

DIRECT TRANSFER (DT) MEDIUM IN IN VITRO–PRODUCED BOVINE EMBRYOS. 

 

ABSTRACT –  

Cryopreservation of in vitro-produced (IVP) bovine embryos by slow freezing 

constitutes a widely employed biotechnology in genetic improvement programs and in 

the commercial production of embryos, allowing the storage and dissemination of high-

value genetic material. Despite being a consolidated method, it still presents limitations 

related to reduced embryonic survival and cellular quality after thawing. During the 

controlled cooling process, osmotic alterations, ice crystal formation, and thermal 

stress may intensify oxidative stress, characterized by the accumulation of reactive 

oxygen species (ROS), promoting damage to lipid membranes, proteins, and DNA, in 

addition to the activation of apoptotic pathways that compromise embryonic 

developmental potential. In this context, the supplementation of cryopreservation 

media with antioxidants has been proposed as a strategy to minimize these deleterious 

effects. Astaxanthin (ASTX), a carotenoid with high antioxidant potential, stands out 

due to its ability to neutralize free radicals, stabilize cellular membranes, and modulate 

mechanisms related to oxidative stress and apoptosis. The group supplemented with 

astaxanthin 1 nM presented a lower apoptotic index, lower relative expression of the 

miRNA bta-miR-187, lower expression of the SOD2 gene in relation to the lower dose, 

and a more stable biochemical profile in relation to the control group (p<0.05). It was 

not possible to find differences in ROS and survival (p>0.05). It is concluded that 

supplementation of the DT medium with astaxanthin exerts effects beyond the 

reduction of ROS, altering the embryonic molecular and cellular profile. The dose 

employed under the tested conditions was capable of exerting partial protection under 

oxidative stress, therefore, future studies should optimize the dose and the use of 

analyses that promote an integrated understanding of embryonic metabolism. 

 

Keywords: Antioxidant, Apoptosis, Cryopreservation, Raman Spectroscopy, 

MicroRNAs. 



 
 

 

CAPÍTULO 1 – CONSIDERAÇÕES GERAIS 

 

 



 

1 Este capítulo corresponde ao artigo científico que será submetido à revista 
Theriogenology  

1. INTRODUÇÃO 

A criopreservação de embriões é uma biotecnologia amplamente utilizada 

na reprodução animal, especialmente em programas de melhoramento genético 

bovino, permitindo o armazenamento, transporte e uso estratégico de material 

genético de alto valor zootécnico. Entre as técnicas disponíveis, a congelação 

lenta permanece como um método amplamente empregado, sobretudo em 

sistemas comerciais, devido à sua reprodutibilidade, custo relativamente 

reduzido e compatibilidade com protocolos de transferência direta. No entanto, 

apesar de sua ampla aplicação, a congelação lenta está associada a diferentes 

tipos de injúrias celulares, que podem comprometer a viabilidade embrionária 

pós-descongelação e, consequentemente, o sucesso reprodutivo (CASCIAINI et 

al., 2023; VAJTA & KUWAYAMA, 2006). 

Durante o processo de congelação lenta, os embriões são expostos a 

condições extremas de estresse físico e químico, incluindo variações osmóticas, 

formação de cristais de gelo, desidratação celular e alterações na fluidez das 

membranas. Esses fatores, de forma isolada ou combinada, podem 

desencadear desequilíbrios metabólicos e estruturais que afetam a integridade 

celular. Entre os mecanismos mais frequentemente associados aos danos 

induzidos pela criopreservação está o aumento da produção de espécies 

reativas de oxigênio (EROs), resultando em estresse oxidativo e potencial 

comprometimento de estruturas celulares essenciais, como membranas, 

proteínas e ácidos nucleicos (AGARWAL et al., 2014, VALENTE et al., 2022). 

O estresse oxidativo ocorre quando há um desequilíbrio entre a geração 

de EROs e a capacidade antioxidante celular, levando à oxidação de lipídios, 

proteínas e DNA (FEUCHARD et al., 2025). Em embriões mamíferos, esse 

fenômeno é particularmente relevante, uma vez que o estágio embrionário inicial 

apresenta sistemas antioxidantes ainda imaturos e uma elevada sensibilidade a 

alterações ambientais (KEANE et al., 2024). Evidências experimentais 

demonstram que a criopreservação pode exacerbar a produção de EROs, 

contribuindo para a redução da taxa de sobrevivência, atraso no 

desenvolvimento embrionário e aumento de eventos relacionados à morte 

celular programada (GUÉRIN et al., 2001; Martinez et al., 2020). 



 

1 Este capítulo corresponde ao artigo científico que será submetido à revista 
Theriogenology  

Nesse contexto, a utilização de antioxidantes como estratégia para mitigar 

os efeitos deletérios do estresse oxidativo tem sido amplamente investigada. 

Diversos compostos antioxidantes, tanto enzimáticos quanto não enzimáticos, 

vêm sendo incorporados a protocolos de criopreservação embrionária, com o 

objetivo de preservar a integridade celular e melhorar os desfechos pós-

descongelação (AGARWAL et al., 2014). Em diferentes espécies de mamíferos, 

incluindo bovinos, suínos, ovinos e humanos, a adição de antioxidantes aos 

meios de congelação, reaquecimento ou cultivo pós-descongelação pode 

resultar em melhorias nos índices de sobrevivência, qualidade embrionária e 

redução de marcadores de danos celulares (RIZOS  et al., 2008; TATONE et al., 

2015). Apesar do crescente número de estudos sobre antioxidantes na 

criopreservação embrionária, ainda existem lacunas importantes na 

compreensão dos seus efeitos em nível molecular e bioquímico, especialmente 

quando considerados diferentes desfechos celulares avaliados de forma 

integrada. (AGARWAL  et al., 2014).  

Entre os antioxidantes avaliados, destacam-se compostos de origem 

natural, como carotenoides, polifenóis e vitaminas, que apresentam 

propriedades antioxidantes, anti-inflamatórias e moduladoras da homeostase 

celular. A astaxantina, um carotenoide xantofila, tem recebido atenção crescente 

devido à sua elevada capacidade antioxidante e à sua atuação em diferentes 

sistemas biológicos. Em modelos celulares e embrionários, esse composto tem 

sido associado à redução de danos oxidativos, melhora da viabilidade celular e 

modulação de processos relacionados à sobrevivência celular (FASSET & 

COOMBE, 2011; NAGUIB, 2020). 

Dessa forma, a investigação integrada de parâmetros celulares clássicos, 

perfis bioquímicos e expressão de miRNAs em embriões bovinos submetidos à 

congelação lenta, na presença ou ausência de antioxidantes, contribui para o 

avanço do conhecimento sobre os mecanismos envolvidos na resposta 

embrionária ao estresse criogênico. Além disso, fornece subsídios científicos 

para o aprimoramento de protocolos de criopreservação, com potencial impacto 

direto na eficiência dos programas de reprodução assistida em bovinos. 



1.1. Hipótese 

A adição da astaxantina ao protocolo de congelação lenta de embriões 

bovinos modula a resposta celular ao estresse criogênico, refletindo-se em 

diminuições de espécie reativas de oxigênio, diminuição de células apoptóticas, 

modulação de expressão de microRNAs, perfil bioquímico  e maior sobrevivência 

embrionária após a descongelação. 

1.2. Objetivos 

1.2.1. Geral: 

Avaliar o desenvolvimento de embriões bovinos produzidos in vitro  

criopreservados, com a suplementação do antioxidante astaxantina ao meio de 

congelação lenta DT. 

1.2.2. Específicos: 

• Avaliar a capacidade da sobrevivência dos embriões

criopreservados com ASTX, em diferentes tempos de observação pós-

descongelação; 

• Avaliar indiretamente o estresse oxidativo, por meio da

quantificação da oxidação do embrião; 

• Avaliar o índice apoptótico por meio da fragmentação do DNA;

• Avaliar a expressão gênica por meio da presença de microRNAs

(miRNA); 

• Analisar o perfil bioquímico dos embriões por espectroscopia de

Raman 




