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RESUMO

Esta pesquisa tem a intencdo de estudar o resultado da insercéo de gréo de canola e fontes de 4cidos graxos
essenciais na dieta de novilhas de alta competéncia genética da raca holandés, com o intuito de avaliar seus
impactos nos parametros de producao de embribes bovinos in vitro. As produc¢des in vitro se realizara no
laboratério Comercial Bio-Maringa no Centro de Biotecnologia Unicesumar (BIOTEC). O experimento
acontecera na Fazenda Varzea Grande, que esta localizada na cidade de Floresta no Estado do Parana,
onde utilizara 32 novilhas com idade entre 12 a 15 meses, da racga holandés, pesando em média 340 kg. Os
animais serao divididos em: grupo 1 controle (CTL) e grupo 2 canola (CAN), nas coletas serdo analisadas :
amostras de trato, sangue, liquido folicular e acontecera vérias aspiragbes foliculares (OPUs). Durante o
experimento, sera realizado fertilizagcbes in vitro para avaliar a taxa de clivagem, producéo de blastocisto e
criotolerancia de embrides.

PALAVRAS-CHAVE: Acidos graxos essenciais; Blastocistos; Fertilizag&o.

1. INTRODUCAO

A nutricdo adequada na reproducao bovina € essencial e a incluséo de acidos graxos
essenciais, como Omega-3 e Omega-6, pode afetar positivamente o desempenho
reprodutivo dos animais (Caldari-Torres et al.,, 2011; Wonnacott et al., 2010; Herrera-
Camacho et al., 2011).

A puberdade em novilhas taurinas esta relacionada ao peso corporal e a deficiéncia
nutricional pode retardar esse crescimento (de Figueiredo et al., 2008; Perry, 2016).

Estudos sugerem que a adicdo de fontes de gordura na dieta dos bovinos pode
melhorar a reprodugéo, produgédo e economia, afetando o ambiente folicular ovariano e a
funcao do corpo lateo. Melhorar a nutricdo, genética e desempenho reprodutivo é essencial
para atingir uma producdo desejada na indUstria pecudria (Saples et al., 1998; Mattos et
al., 2000; Scaliante-Junior, 2021).

O trabalho em questéo visa avaliar a implementacéo de gréos de canola como fonte
de acido graxo essencial na alimentacdo de novilhas holandesas e seus efeitos na
producéo in vitro de embrides.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1ANIMAIS, ALIMENTACAO E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

A pesquisa utilizara 52 novilhas doadoras de odcitos da raga holandesa, com peso
médio de 350 kg, escore de condi¢ao corporal entre 3,0 e 3,5, e idade entre 12 a 15 meses.
As doadoras vao ser divididas em grupos de forma aleatoria para receberem diferentes
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tratamentos: aspiracédo folicular em dois momentos distintos (entre 4 e 8 dias apos a
ovulacao) e duas dietas experimentais (com e sem linhaga em grao.

Durante 90 dias, as novilhas serdo alimentadas com dietas que atendem as
exigéncias nutricionais do gado leiteiro de acordo com o NCR (2001), considerando
novilhas holandesas com peso de 360 kg e ganho diario médio de 700 g. A alimentacéo
seré fornecida duas vezes ao dia (8h e 16h), com medigcdo das sobras pela manha para
avaliar o consumo dos alimentos.

2.2 ASPIRACAO FOLICULAR E RECUPERACAO DOS OOCITOS

Para a aspiracéo dos foliculos em vacas, sera utilizado um ultrassom ALOKA SSD-
50 com um transdutor. A aspiracdo seré feita com uma agulha 20G conectada a um tubo.
O véacuo necessario sera obtido por meio de uma bomba. Os ovdcitos aspirados serao
inseridos em uma solucéo contendo 2,0% de (SFB), 25 Ul/mL de heparina sodica e 98,0%
de PBS.

As novilhas receberdo anestesia peridural com 5 mL de lidocaina a 2% e ap0s a
vulva serd higienizada. Sera implantado um transdutor até final do saco vaginal e os ovarios
serdo manuseados por meio do reto. Os foliculos seréo classificados em trés categorias de
acordo com seu tamanho. Apds serdo aspirados com uma agulha e uma bomba de vacuo.

Em seguida a aspiragcdo, os odécitos serdo lavados e classificados em viaveis e
inviaveis com base em sua aparéncia.

2.3SINCRONIZACAO DO ESTRO E EVOLUCAO

Apos o periodo de 90 dias de dieta, os animais serdo protocolados para a
sincronizacdo da ovulacdo. Seré utilizada uma combinagdo de benzoato de estradiol e
progesterona intravaginal, consequentemente, ap6s nove dias esse dispositivo sera
retirado e ocorrerd a aplicacdo de de D-cloprostenol de sédio, cipionato de estradiol,
gonadotrofina coribnica equina. No dia 0 (D8) é onde ocorre ovulagédo,dessa forma,
acontecera a aspiracao folicular das novilhas respectivamente entre quatro e oito dias apos
o dia zero, ou possivel ovulagao.

2.4PRODUCAO IN VITRO DOS EMBRIOES

O laboratorio da Unicesumar sera usado para a producado in vitro de embrides,
usando COCs selecionados. Os odécitos serao lavados e colocados em placas com meio de
maturacdo. ApOs a maturacao, os odcitos serao fertilizados usando sémen para sexagem
da fémea holandesa. Os zigotos seréo cultivados in vitro e a taxa de clivagem sera avaliada
apos 48 horas. Apds sete dias, a taxa de formacao de blastocistos sera analisada.

2.5DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO

Apds 48 horas (dia 2 - D2), avaliara a taxa de clivagem. Os embribes serdo
realocados para continuar o desenvolvimento em uma atmosfera fechada. No 7° dia da
cultura in vitro (CIV), a taxa de blastocistos de qualidade grau | sera avaliada, seguindo
critérios do Manual da IETS 1998. No dia 10 de cultivo, a taxa de blastocistos que eclodiram
sera analisada.

2.6 CONGELAMENTO E DESCONGELAMENTO DO BLASTOCISTOS
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Para avaliar a tolerancia a criopreservacao, os blastocistos (qualidade 1 e 2) dos
tratamentos serdo criopreservados no 7° dia de cultivo. Ser& utilizado o método lento de
congelamento, controlando a temperatura. No envasamento, 0s embrides serao
armazenados individualmente em palhetas e seréo posicionados na coluna do meio por 7
minutos. Apds, as palhetas serdo transferidas para a crio camara da maquina de
congelamento por mais 5 minutos. Em seguida, sera realizado o congelamento das
extremidades das palhetas. O descongelamento dos embrifes sera feito em duas partes:
10 segundos no ar e 20 segundos em banho-maria a 25°C.

2.7TOLERANCIA E CRIOPRESERVACAO

Apds o descongelamento, os embrides serdo realocados na mesma placa de cultivo.
Apos 12 horas, sera avaliada a taxa de sobrevivéncia dos embrides com base na re-
expanséo do blastocele. Os embrides serdo mantidos na estufa por mais 72 horas para
completar o desenvolvimento e avaliar as taxas de eclosdo. O periodo total em cultivo sera
de 10 dias.

2.8 PERFIL METABOLICO

No inicio do protocolo de sincronizacdo e no dia da aspiracdo folicular, serdo
coletadas amostras de sangue das veias coccigeas das novilhas. O plasma sera separado,
para analises posteriores dos indices de colesterol total.

2.9 CARACTERIZACAO DAS ESTRUTURAS OVARIANAS

Durante a aspiracao dos foliculos (D4 e D8 ap6s o cio), serdo realizadas avaliacfes
nos ovarios das doadoras para registrar a presenca de corpo luteo (CL) e foliculo
dominante, bem como seus tamanhos e volumes. Cada corpo Iiteo também sera avaliado
guanto a perfusao sanguinea usando o Color-Doppler e transdutor.

2.10 ANALISE ESTATISTICA

As informacdes recolhidas para caracterizar as estruturas ovarianas vao ser
relacionadas com o momento da onda folicular, onde cada grupo experimental se encontra,
por meio de regressao logistica multipla. As taxas de clivagem e blastocitos sera calculada
e depois comparadas. As informacdes analisadas de expressao génica e deteccédo de
proteinas vao passar por andlise de variacdo e das médias comparadas.

2.11 COMITE DE ETICA

Os dados coletados através de protocolos de técnicas empregadas, serao
submetidos para avaliacao e aprovacéo pelo Comité de Etica no Uso de Animais do Centro
Universitario de Maringa / UNICESUMAR.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

Através desse trabalho espera-se que com a insercéo da canola na dieta de novilhas
da raca holandés, obtenha impactos positivos na taxa de desenvolvimento embrionario e
sua viabilidade,também influénciando no perfil hormonal desses animais, dessa forma
aumentando a produtividade.
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