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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA  

Os resultados deste estudo têm potencial para impactar significativamente o campo 

da criopreservação de embriões bovinos produzidos in vitro e as biotecnologias da 

reprodução animal. Ao investigar a ação da astaxantina durante a vitrificação e 

demonstrar sua influência sobre vias moleculares relacionadas ao estresse oxidativo 

e apoptose, a pesquisa contribui para a compreensão dos mecanismos celulares 

envolvidos na sobrevivência embrionária pós-aquecimento. Esses achados podem 

orientar o desenvolvimento de protocolos mais eficientes e biologicamente 

fundamentados, ampliando a viabilidade e a qualidade dos embriões criopreservados. 

Em nível produtivo e comercial, tais melhorias podem favorecer programas de 

transferência de embriões, aumentar o aproveitamento de embriões produzidos in 

vitro e otimizar estratégias de melhoramento genético. Além disso, o estudo abre 

novas perspectivas para o uso de antioxidantes não convencionais na 

criopreservação, estimulando investigações futuras e a inovação em tecnologias 

reprodutivas. 

 

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH 

The findings of this study have the potential to significantly impact the field of 

cryopreservation of in vitro–produced bovine embryos and animal reproductive 

biotechnologies. By investigating the action of astaxanthin during vitrification and 

demonstrating its influence on molecular pathways related to oxidative stress and 

apoptosis, this research contributes to a deeper understanding of the cellular 

mechanisms involved in post-warming embryo survival. These insights may guide the 

development of more efficient and biologically grounded protocols, enhancing the 

viability and quality of cryopreserved embryos. At the productive and commercial 

levels, such improvements may benefit embryo transfer programs, increase the 

utilization of in vitro–produced embryos, and optimize genetic improvement strategies. 

Furthermore, this study opens new perspectives for the use of non-conventional 

antioxidants in cryopreservation, stimulating future research and innovation in 

reproductive technologies. 
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AVALIAÇÃO DO EFEITO PROTETOR DO ANTIOXIDANTE ASTAXANTINA 
ADICIONADO NO MEIO DE VITRIFICAÇÃO DE EMBRIÕES PRODUZIDOS IN 
VITRO DE BOVINO. 

RESUMO –  

A criopreservação de embriões bovinos produzidos in vitro, especialmente pela 
vitrificação, é uma ferramenta amplamente empregada na reprodução animal, porém 
ainda limitada pelos danos celulares decorrentes do estresse oxidativo induzido 
durante as etapas de exposição às soluções crioprotetoras e do reaquecimento. O 
acúmulo de espécies reativas de oxigênio (EROs) compromete a estabilidade das 
membranas, aumenta a apoptose e reduz a viabilidade pós-aquecimento. Nesse 
contexto, antioxidantes têm sido investigados como estratégia para mitigar tais efeitos 
na vitrificação. A astaxantina (ASTX), carotenoide de elevado potencial antioxidante e 
reconhecida capacidade de estabilização lipídica, apresenta-se como molécula 
promissora, embora ainda não explorada em protocolos de vitrificação de embriões 
bovinos. Diante disso, formulou-se a hipótese de que a adição de ASTX ao meio de 
vitrificação — aplicada exclusivamente durante o curto período de exposição 
embrionária às soluções crioprotetoras, de aproximadamente 9 minutos — pode 
reduzir o acúmulo de EROs e a apoptose, resultando em maior sobrevivência e melhor 
qualidade pós-aquecimento. O objetivo deste estudo foi avaliar diferentes 
concentrações de ASTX adicionadas ao meio de vitrificação sobre variáveis 
morfológicas, celulares e moleculares, incluindo taxa de reexpansão, avaliação 
indireta de EROs, índice apoptótico, expressão de microRNAs e perfil bioquímico por 
espectroscopia Raman. Os resultados mostraram que houve aumento da expressão 
relativa de um microRNA (bta-miR-301b) que revelou influência da ASTX sobre vias 
associadas ao aumento da apoptose, enquanto o perfil bioquímico por espectroscopia 
Raman demonstrou separação evidente entre os tratamentos. Esses achados 
contribuem para a compreensão dos efeitos da ASTX na vitrificação e auxiliam no 
aprimoramento dos protocolos de criopreservação aplicados às biotecnologias da 
reprodução animal. 
 
Palavras-chave: Antioxidante, Apoptose, Criopreservação, Espectroscopia Raman, 
MicroRNAs.  
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EVALUATION OF THE PROTECTIVE EFFECT OF THE ANTIOXIDANT 
ASTAXANTHIN ADDED TO THE VITRIFICATION MEDIUM OF BOVINE EMBRYOS 
PRODUCED IN VITRO. 

ABSTRACT –  

The cryopreservation of in vitro–produced bovine embryos, especially by vitrification, 
is a widely employed tool in animal reproduction; however, it is still limited by cellular 
damage resulting from oxidative stress induced during exposure to cryoprotective 
solutions and the warming process. The accumulation of reactive oxygen species 
(ROS) compromises membrane stability increases apoptosis, and reduces post-
warming viability. In this context, antioxidants have been investigated as a strategy to 
mitigate these effects during vitrification. Astaxanthin (ASTX), a carotenoid with high 
antioxidant potential and a recognized capacity for lipid stabilization, emerges as a 
promising molecule, although it has not yet been explored in vitrification protocols for 
bovine embryos. Therefore, the hypothesis was formulated that the addition of ASTX 
to the vitrification medium—applied exclusively during the short period of embryonic 
exposure to cryoprotective solutions, approximately 9 minutes—could reduce ROS 
accumulation and apoptosis, resulting in higher survival and improved post-warming 
quality. The objective of this study was to evaluate different concentrations of ASTX 
added to the vitrification medium on morphological, cellular, and molecular variables, 
including re-expansion rate, indirect assessment of ROS, apoptotic index, microRNA 
expression, and biochemical profiling by Raman spectroscopy. The results showed an 
increase in the relative expression of one microRNA (bta-miR-301b), indicating an 
influence of ASTX on pathways associated with increased apoptosis, while the 
biochemical profile obtained by Raman spectroscopy demonstrated clear separation 
among treatments. These findings contribute to the understanding of the effects of 
ASTX on vitrification and assist in improving cryopreservation protocols applied to 
animal reproduction biotechnologies. 
 
Keywords: Antioxidant, Apoptosis, Cryopreservation, Raman Spectroscopy, 
MicroRNAs. 
 

 



xi 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO 1 – Considerações Gerais 

 

 



1 

 

CAPÍTULO 1 – Considerações Gerais 

 

1. INTRODUÇÃO 

A crescente demanda por alimentos impõe à pecuária o desafio de aumentar a 

produtividade de forma sustentável, com menor impacto ambiental e maior eficiência 

reprodutiva (BARUSELLI, 2023). Nesse contexto, as biotecnologias aplicadas à 

reprodução animal, como a produção in vitro de embriões (PIVE), têm se destacado 

por permitir o aprimoramento genético e a multiplicação rápida de indivíduos 

superiores (GONÇALVES; VIANA, 2019). Apesar dos avanços alcançados, a técnica 

ainda apresenta etapas críticas que necessitam de otimização, especialmente quanto 

à manutenção da qualidade embrionária durante os processos de cultivo e 

criopreservação. 

Durante as etapas da PIVE, as condições de cultivo, sobretudo as condições 

atmosféricas (alta concentração de oxigênio), favorecem o desenvolvimento do 

estresse oxidativo (EO), caracterizado pelo desequilíbrio entre a produção de 

espécies reativas ao oxigênio (EROs) e a capacidade antioxidante do sistema em 

neutralizá-las (LEIVAS, 2006). As EROs incluem radicais livres, como o ânion 

superóxido (O₂•⁻) e o radical hidroxila (•OH), e espécies não radicais, como o peróxido 

de hidrogênio (H₂O₂), que embora mais estável, pode originar novos subsequentes 

(AGARWAL et al., 2006; ROCHA, 2012; LEITE, 2017). Em níveis fisiológicos, essas 

moléculas participam de processos normais de sinalização e metabolismo celular. No 

entanto, o excesso de EROs, pode provocar danos oxidativos a lipídios, proteínas e 

DNA, comprometendo a qualidade e o potencial de desenvolvimento embrionário 

(DALVIT et al., 2005). Fatores como hiperosmolaridade, manipulação mecânica, alta 

tensão de oxigênio e estresse mitocondrial, intensificam a produção de EROs — 

condições que se agravam durante a criopreservação, quando danos osmóticos, 

mecânicos e a toxicidade dos crioprotetores promovem disfunção mitocondrial e 

aumentam o estresse oxidativo (GUALTIERI et al., 2021). 

A criopreservação de embriões consiste em manter a viabilidade celular por 

meio do armazenamento em baixas temperaturas, possibilitando maior flexibilidade 

logística na transferência, transporte e comercialização de material genético 
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(GONÇALVES; FIGUEIREDO; GASPERIN, 2021). De forma geral, a vitrificação é 

considerada o padrão-ouro para a criopreservação de oócitos e embriões de 

mamíferos, pois minimiza a formação de cristais de gelo e apresenta taxas de 

sobrevivência superiores ao congelamento lento (VAJTA; KUWAYAMA, 2006). No 

entanto, esse processo também impõe desafios significativos, incluindo estresse 

osmótico, alterações metabólicas e aumento da produção de EROs, fatores que 

podem comprometer a qualidade e o potencial de desenvolvimento embrionário pós-

descongelação (CASTILLO-MARTÍN et al., 2015; LEITE, 2017; GAVIRIA et al., 2019; 

FEUCHARD et al., 2025). 

Os antioxidantes exercem papel essencial na neutralização das EROs e na 

manutenção do equilíbrio redox celular (AGARWAL et al., 2014). Essa proteção é 

garantida por um sistema antioxidante formado por enzimas — como SOD, CAT e 

GPx — e moléculas não enzimáticas, como vitaminas A, C e E, glutationa, β-caroteno, 

selênio e zinco (AMBATI et al., 2014; ROCHA-FRIGONI et al., 2016; AGARWAL et al., 

2014; ANJOS et al., 2025). Assim, diversos compostos com ação antioxidante têm 

sido testados em diferentes etapas da PIVE como, por exemplo, nos meios de 

maturação, cultivo e criopreservação, entre os quais se destacam a melatonina, a 

vitamina C (ROCHA-FRIGONI et al., 2016), o ácido alfa-lipoico (ANJOS et al., 2025), 

o resveratrol (GAVIRIA et al., 2019) e o mercaptoetanol (FEUCHARD et al., 2025).

Esses compostos demonstraram potencial para reduzir o acúmulo de EROs e 

melhorar a viabilidade embrionária, reforçando a importância da suplementação 

antioxidante como estratégia de apoio às biotecnologias da reprodução. 

Nesse contexto, a astaxantina (ASTX) destaca-se como um antioxidante 

promissor, sendo considerado um antioxidante 10 vezes mais potente do que outro 

antioxidante como, por exemplo, a vitamina C.  É um carotenoide lipossolúvel presente 

em diferentes organismos marinhos, principalmente na alga Haematococcus pluvialis. 

Além de seu amplo uso em alimentos, nutracêuticos e fármacos, esse composto tem 

despertado crescente interesse na reprodução por sua elevada capacidade de 

neutralizar radicais livres e proteger estruturas celulares contra o estresse oxidativo 

(HUSSEIN et al., 2005; AMBATI et al., 2014; LI et al., 2020).  

Evidências experimentais demonstram os efeitos benéficos da ASTX em 

diferentes etapas da PIVE. Namekawa et al. (2010) observaram que a adição de 0,25 



3 

ppm de ASTX ao meio de cultivo reduziu os danos causados pelo estresse térmico 

(40,5 °C) em embriões bovinos, diminuindo a expressão dos genes SHC1 e SOD2. 

De forma semelhante, Li et al. (2015) verificaram que a suplementação com 0,5 mg/L 

de ASTX durante a maturação aumentou as taxas de maturação e de blastocisto, 

inclusive em embriões de transferência nuclear. Apesar desses resultados 

promissores, a ação da ASTX durante a vitrificação de embriões bovinos ainda não 

foi elucidada, permanecendo sem evidências sobre seu potencial na criopreservação 

e na preservação da qualidade embrionária. 

Em síntese, considerando os efeitos benéficos já descritos para diferentes 

antioxidantes e os desafios impostos pela criopreservação, o presente trabalho 

buscou avaliar a ASTX como agente protetor no meio de vitrificação de embriões 

bovinos produzidos in vitro. 
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5. CONCLUSÃO

A suplementação do meio de vitrificação com ASTX durante o curto 

período de vitrificação – aproximadamente 9 minutos – promoveu efeitos 

dependentes da dose em embriões bovinos in vitro.  

Após o recultivo dos embriões após o aquecimento de 18 a 20h, foi 

possível observar que a concentração de 0,5nM reduziu a apoptose, modulou a 

expressão do bta-miR-301b em conjunto com a apoptose em relação à dose de 

0,5pM, enquanto a dose de 1nM apresentou efeitos citotóxicos.  

Houve diferença metabólicas entre os grupos de tratamento pela 

espectroscopia Raman. 

A taxa de sobrevivência durante os períodos de 1 a 2h e 18 a 20h e a 

avaliação indireta global de EROs não diferiram entre os grupos, mostrando 

limitação das análises morfológicas e funcionais. 

Conclui-se que a eficácia da ASTX depende de ajuste preciso da 

concentração, e que miRNAs e o perfil bioquímico podem atuar como 

biomarcadores complementares da qualidade embrionária. 
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