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APRESENTAÇÃO

As áreas da Zootecnia e Ciência animal englobam o setor agropecuário 
brasileiro, que por muitas vezes foi o responsável por dar a devida importância ao 
país na esfera global. Mas também deve-se destacar que este setor é o responsável 
pela produção de alimentos de origem animal e vegetal, geração de emprego e 
renda, tecnologias e ainda promove a conservação ambiental. 

A diversidade cultural observada no Brasil se estende à produção técnica 
e científica na área de zootecnia e ciência animal. A editora Atena, através da 
divulgação de trabalhos desta natureza, dá visualização nacional para pesquisadores 
que tem o papel fundamental de gerar conhecimento e desenvolver as mais diversas 
áreas voltadas a criação de animais, produção de alimentos e sustentabilidade. O 
desenvolvimento econômico, social e ambiental é um dos focos da comunidade 
científica que trabalha no setor agropecuário.

O e-book “Estudos em Zootecnia e Ciência Animal 2” traz trabalhos desenvolvidos 
em todo o Brasil, e contempla temas de importância regional e nacional. Os capítulos 
foram organizados e ordenados de acordo com as áreas predominantes. Os 
primeiros sete capítulos abordam temas relacionados a produção e conservação de 
forragem pela ensilagem, com foco na silagem de milho e de culturas alternativas. 
Os próximos cinco capítulos abordam a reprodução de bovinos machos e fêmeas, 
equinos e biotecnologias utilizadas. Na sequência, os cinco capítulos contemplam a 
avicultura de corte e postura, nos sistemas industrial e alternativo. Posteriormente, 
cinco trabalhos que abordam a bovinocultura leiteira e de corte. Também estão 
contemplados os com alguns capítulos com temas como a ovinocultura, avaliação 
sensorial e aceitabilidade de alimentos de origem animal e vegetal, piscicultura, 
entre outros assuntos com importância regional.

A organização deste e-book agradece a dedicação dos autores e instituições 
envolvidas pelo desenvolvimento dos trabalhos. Destaca-se que a socialização 
das informações aos leitores, faz parte do processo de geração de conhecimento 
e resulta na evolução sistemas produtivos. A troca de experiências materializada 
em trabalhos científicos, permite entregar ao leitor a informação com qualidade e 
confiabilidade.

Gustavo Krahl
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RESUMO: Objetivou-se avaliar a ação do eugenol sobre a criopreservação de sêmen 
bovino, por meio do teste de fertilização in vitro. Foram utilizados vinte ejaculados 
de quatro touros da raça Curraleiro Pé-Duro, a partir de eletroejaculação, os 
quais foram diluídos em Tris-Gema, e dividido em grupos: Controle; 10 μM de 
eugenol; 50 μM de eugenol, e posteriormente envasados em palhetas de 0,25mL, 
criopreservados em máquina TK 3000®, e armazenado em botijão criogênico. Após 
o descongelamento foram avaliados quanto a taxa de fertilização in vitro. As análises 
foram executadas através do programa Statistical Analysis System (SAS Institute Inc, 
2013), e as diferenças foram consideradas significativas quando p<0,05. Não houve 
diferença significativa (p>0,05) na taxa de fertilização in vitro com espermatozoides 
criopreservados em meio de congelação suplementado com diferentes concentrações 
de eugenol. Em conclusão, a adição de eugenol no sêmen não proporcionou melhora 
na taxa de fertilização in vitro.
PALAVRAS-CHAVE: Espermatozoide, Criopreservação, Fertilização in vitro.

EUGENOL EFFECT ABOUT SPERMATIC ACTION IN VITRO FERTILIZATION

ABSTRACT: The objective of this study was to evaluate the action of eugenol on 
bovine semen cryopreservation through the in vitro fertilization test. Twenty ejaculates 
from four Curraleiro Pé-Duro bulls were used, from electroejaculation, which were 
diluted in Tris-Gema, and divided into groups: Control; 10 µM eugenol; 50 μM eugenol, 
and then packed in 0.25mL straws, cryopreserved in a TK 3000® machine and stored 
in cryogenic cylinder. After thawing the semen were evaluated for in vitro fertilization 
rate. The analyzes were performed using the Statistical Analysis System program 
(SAS Institute Inc, 2013), and the differences were considered significant when p 
<0.05. There was no significant difference (p> 0.05) in the in vitro fertilization rate 
with cryopreserved semen in freezing medium supplemented with different eugenol 
concentrations. In conclusion, the addition of eugenol to semen did not improve the in 
vitro fertilization rate.
KEYWORDS: Sperm, Cryopreservation, In vitro fertilization.

1 |  INTRODUÇÃO

A criopreservação tem sido amplamente utilizada em programas de inseminação 
artificial (IA), e na conservação de material genético de animais em vias de extinção, 
agindo sobre o armazenamento do sêmen por prazo indefinido, em processo hábil 
para interromper o metabolismo espermático (Morrell e Mayer, 2017). Entretanto 
o processo de criopreservação induz a geração de espécies reativas ao oxigênio 
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(ROS), o qual é responsável por provocar alterações na motilidade, danos ao DNA e 
nas membranas espermáticas (Simon et al. 2013) e consequentemente redução na 
fertilização oocitária (Griveau e Le Lannou, 1997).

Em estudos sobre peroxidação lipídica Castelo Branco et al. (2017) observou que 
o óleo essencial de limão (Citrus limon), foi eficiente na redução da lipoperoxidação 
espermática. Outros compostos, como o eugenol (4-alil-2-metoxifenol), um 
metoxifenol com uma cadeia curta de hidrocarbonetos, e principal componente 
(80% –95%) fenólicos do óleo de cravo (Eugenia caryophyllata), tem demonstrado 
atividade protetora sobre as células.

Portanto o objetivo deste trabalho, foi investigar os efeitos do eugenol na 
criopreservação espermática de touros, avaliado por meio do teste de fertilização in 
vitro.

2 |  MATERIAL E MÉTODOS

O estudo foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) 
da EMBRAPA MEIO NORTE, sob o protocolo de 001/2016. Foram utilizados 
vinte ejaculados de quatro touros da raça Curraleiro Pé-Duro, obtidos a partir de 
eletroejaculação, os quais foram diluídos em Tris-Gema, e dividido igualmente 
em três alíquotas: Controle (Tris-Gema sem adição de eugenol, Sigma-Aldrich®, 
St. Louis, MO, USA), Tris-Gema + 10 μM de eugenol; Tris-Gema + 50 μM de 
eugenol. Posteriormente as amostras foram envasadas em palhetas de 0,25 mL e 
criopreservadas em máquina TK 3000®. Após descongelação as amostras foram 
analisadas quanto a taxa de fertilização in vitro. Para tanto os complexos cumulus-
oócitos (CCOs) foram coletados por aspiração folicular de ovários obtidos de 
abatedouro.  Foram considerados adequados para o cultivo in vitro os oócitos com 
três ou mais camadas de células do cumulus compactas, grau I e II, com citoplasma 
homogêneo ou apresentando pequenas irregularidades. Os CCOs selecionados 
foram submetidos à maturação in vitro em meio TCM-199 acrescido de 2,4 mM de 
NaHCO3; 2,2 mg/mL de piruvato de sódio; 5 µg/mL de LH; 5 µg/mL de FSH; 100 ng/µl 
de eGF; 1 µg/mL de estradiol; 50 µM de cisteína; 10% de SFB e 1% de gentamicina, 
por 24 horas, em estufa incubadora à 38,5°C com 5% de CO2 e 95% de umidade. 
Após a maturação, todos os oócitos foram fertilizados com sêmen criopreservado, em 
meio base TRIS, preparado segundo a técnica de gradiente de Percoll. A fertilização 
in vitro foi realizada em gotas de 100µl de meio Fert-Talp acrescido de 10µg/ml de 
heparina, cobertas com óleo mineral, com concentração espermática de 1 × 106 

espermatozoides vivos/ml, co-incubados em atmosfera de 5% de CO2, a 38,5 ºC 
por 22 horas. Para a avaliação da taxa de fertilidade in vitro, os presumíveis zigotos 
foram submetidos ao cultivo in vitro em estufa com atmosfera de 5% de CO2, a 38,5 



Estudos em Zootecnia e Ciência Animal 2 Capítulo 9 61

ºC. Após 48 horas de cultivo os presumíveis zigotos foram avaliados quanto a taxa 
de clivagem. Os dados foram submetidos a Análise de Variância (ANOVA), seguido 
de Qui-quadrado, na probabilidade de 5%. As análises foram executadas através do 
programa Statistical Analysis System (SAS Institute Inc, 2013).

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

Não houve diferença significativa (Fig. 1; p>0,05) na taxa de fertilização in vitro 
com espermatozoides criopreservados em meio de congelação suplementado com 
diferentes concentrações de eugenol (10 µM e 50 µM).

Figura 1 – Taxa de fertilização in vitro, utilizando sêmen bovino criopreservado em TRIS-gema, 
suplementado com diferentes concentrações (10, 50 µM) de eugenol. Cont. – Controle; E10 – 

10 µM de eugenol, E50 – 50 µM de eugenol. 

A taxa de fertilização in vitro neste estudo não diferiu entre os tratamentos e o 
controle. Estudos recentes demonstraram que muitas proteínas presentes no plasma 
seminal bovino desempenham um papel importante nos processos de maturação, 
proteção, capacitação, reação acrossômica e fertilização espermática (Juyena e 
Stelleta, 2012). No entanto, os efeitos antioxidativos do eugenol não refletiram sobre 
a taxa de fertilização in vitro.

4 |  CONCLUSÃO

Em conclusão, a adição de eugenol no sêmen não proporcionou melhora na 
taxa de fertilização in vitro.
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