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RESUMO

O Estagio Supervisionado Obrigatorio (ESO) € parte essencial na formagdo do Médico
Veterinario, sendo uma disciplina obrigatoria no curso de Medicina Veterindria da UFRPE. Com
carga horaria de 420 horas, o estdgio foi realizado no Laboratério de Biotécnicas Aplicadas a
Reprodu¢do (LBR), entre 01/04/2024 e 14/06/2024. O foco foi o aprimoramento em
biotecnologias da reproducao, com destaque para a maturagdo in vitro de o0décitos € o
desenvolvimento de um artigo a partir de uma pesquisa realizada com bufalas da raga Murrah.
O estudo avaliou o fluxo sanguineo do foliculo ovulatério e do corpo luteo utilizando
ultrassonografia Doppler, correlacionando esses dados com a eficiéncia reprodutiva. No
laboratdrio, foram realizadas atividades como a maturacdo in vitro de odcitos (MIV) de bovinos
e a avaliacdo de progressdo meidtica por meio da microscopia de epifluorescéncia. Sob a
orientacdo do Professor Dr. André Mariano Batista e supervisao do Professor Dr. Claudio
Coutinho Bartolomeu, o estdgio proporcionou uma visdo pratica das biotecnologias

reprodutivas e seu impacto na eficiéncia reprodutiva em bufalas.

Palavras-chave: biotecnologias, bufalas, irrigacdo sanguinea, maturacao in vitro, reprodugao

animal.



ABSTRACT

The Mandatory Supervised Internship (ESO) is an essential part of the training of a Veterinary
Doctor, being a mandatory requirement in the Veterinary Medicine course at UFRPE. With a
workload of 420 hours, the internship was conducted at the Laboratory of Biotechniques
Applied to Reproduction (LBR), between 04/01/2024 and 06/14/2024. The focus was on
improving reproductive biotechnology, with emphasis on the in vitro maturation of oocytes and
the development of an article based on research carried out with Murrah buffaloes. The study
evaluated the blood flow of the ovulatory follicle and corpus luteum using Doppler ultrasound,
correlating these data with reproductive efficiency. In the laboratory, activities such as in vitro
maturation of bovine oocytes (IVM) and evaluation of meiotic progression using
epifluorescence microscopy were carried out. Under the guidance of Professor Dr. André
Mariano Batista and supervision of Professor Dr. Claudio Coutinho Bartolomeu, the internship
provided a practical insights into reproductive biotechnologies and their impact on reproductive

efficiency in buffaloes.

Keywords: animal reproduction, biotechnology, blood irrigation, buffaloes, in vitro maturation.
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CAPITULO I: DESCRICAO DAS ATIVIDADES REALIZADAS DURANTE O
ESTAGIO SUPERVISIONADO OBRIGATORIO
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1. INTRODUCAO

O Estagio Supervisionado Obrigatério € uma etapa fundamental para a conclusdao do
curso de Medicina Veterindria, constituindo-se como uma disciplina obrigatoria no curriculo de
Bacharelado em Medicina Veterinaria da Universidade Federal Rural de Pernambuco, com uma
carga hordria total de 420 horas. Para cumprir esse requisito, foi decidido por realizar todo o
estagio no Laboratoério de Biotécnicas Aplicadas a Reproducao do Departamento de Medicina
Veterinaria da Universidade Federal Rural de Pernambuco, campus Sede, situado no municipio
de Recife/PE. A escolha da area de reprodu¢@o animal foi motivada por um interesse prévio
neste campo, bem como pelo desejo de aprimorar habilidades praticas, com énfase em producao

in vitro e in vivo de embrides.

Este trabalho tem como principal objetivo relatar as experiéncias vivenciadas ao longo
do Estagio Supervisionado Obrigatério, ocorrido no periodo de 01/04/2024 a 14/06/2024, sob
a orientacdo do Professor Dr. André Mariano Batista e supervisdo do Professor Dr. Cldudio

Coutinho Bartolomeu.

2. DESCRICAO DOS LOCAIS DE ESTAGIO
2.1 Laboratorio de Biotécnicas Aplicadas a Reproduc¢io da UFRPE

O Laboratorio de Biotécnicas aplicadas a Reprodugdao do Departamento de Medicina
Veterinaria da Universidade Federal Rural de Pernambuco, tem como principal foco a produgao
de embrides in vivo e o desenvolvimento de pesquisas na area, sendo coordenado pelos
Professores Dr. André Mariano Batista ¢ Dr. Claudio Coutinho Bartolomeu. Suas instalacdes
incluem area suja, composta pela sala de convivéncia, sala de esterilizacdo de materiais e sala
de aspiracgdo e area limpa, composta pela antessala de paramentagdo e a Sala de Manipulagao

de gametas.

Todos os equipamentos necessarios para o funcionamento adequado dos processos da
Producgdo in vitro de embrides (PIVE) estavam presentes no laboratorio, tais como incubadoras

de atmosfera controlada, capela de fluxo laminar, estereomicroscopios e pipetas (Figura 1).

Atualmente a equipe € composta por 7 médicos veterinarios, sendo doisprofessores, um
pos-doutorando, um doutorando e trés mestrandos, além de possuir 2 alunos do Programa
Institucional de Bolsas de Iniciagdo Cientifica (PIBIC). O horario de funcionamento do

laboratorio ¢ compreendido das 08:00h as 18:00h de segunda a sexta-feira.
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Figura 1: Estrutura do Laboratério de Biotécnicas Aplicadas a
Reproducao do Departamento de Medicina Veterinaria — UFRPE. Fonte:
Arquivo pessoal (2024).

3 DESCRICAO DAS ATIVIDADES DO ESTAGIO SUPERVISIONADO
OBRIGATORIO (ESO)

3.1 Atividades Desenvolvidas no Laboratoério de Biotécnicas Aplicadas a Reproducao
(LBR)

No decorrer do estagio no Laboratério de Biotécnicas Aplicadas a Reproducgdo (LBR),
foi possivel acompanhar e auxiliar em todas as etapas envolvidas na maturagdo in vitro de
odcitos (MIV). Essas atividades incluiram a aspiracao folicular dos ovérios, o rastreamento,

classificagdo dos odcitos e a maturagao propriamente dita.

Os ovarios eram coletados em abatedouros regionais localizados nos municipios de
Paulista e Paudalho, em Pernambuco, e transportados para o laboratorio em garrafas térmicas
com agua, mantendo uma temperatura aproximada de 38°C. No laboratério, os ovarios eram
lavados e mantidos submersos em solucao salina a 0,9% em banho-maria a 37,5°C. Em seguida,
os foliculos eram aspirados com solucdo tamponada Phosphate Buffered Saline (PBS),

utilizando-se uma seringa de 10 mL conectada a uma agulha 18G.
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O aspirado folicular era transferido para uma placa de Petri de 90 mm e observado sob
um estereomicroscopio para rastreamento dos odcitos presumivelmente presentes. As estruturas
eram entdo classificadas de acordo com o nimero de camadas de células do cumulus, a cor e
aspecto do ooplasma, conforme Gongalves ef al. (2008), onde podem ser classificadas em 4
graus, sendo: Grau 1 os o6citos com células do cumulus compactas, com mais de trés camadas,
com ooplasma granulados e com preenchimento da zona pelicida; Grau 2 os odcitos com
células do cumulus compactas, com menos de trés camadas e com ooplasma com granulagdes
distribuidas heterogeneamente; Grau 3 os oocitos com células do mummulus expandidas e o
ooplasma contraido com espago entre a membrana celular e a zona pelicida; Grau I'V os odcitos
totalmente ou parcialmente descobertos pelas células do cumulus e o citoplasma com cor e
granulagdes anormais. Os complexos ciimulus-o6citos selecionados eram divididos em grupos
e submetidos a maturagdo por 22 a 24 horas em gotas de meio de maturacdo in vitro (MIV)

cobertas com 6leo mineral.

Durante parte do estagio, os o6citos maturados foram corados com a sonda fluorescente
Hoechst 33342 para a avaliacdo da maturagdo nuclear por meio de exposi¢ao ao microscopio
de epifluorescéncia. Os odcitos eram lavados em gotas de PBS e incubados com a sonda em
camara escura por 15 minutos. Apds esse periodo, eram novamente lavados em novas gotas de
PBS, transferidos para ldminas de microscopia e cobertos com laminulas posicionadas sobre
colunas de silicone, evitando o esmagamento das células. Posteriormente, essas laminulas eram

seladas com verniz para unhas.

Figura 2: Manipulacéo de complexos
cumulus-odcitos  (COCs).  Fonte:
Arquivo pessoal (2024).

3.2 Atividades Desenvolvidas na Fazenda Cruzeiro do Sul.
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Durante o estagio no Laboratorio de Biotécnicas Aplicadas a Reproducao (LBR), foram
realizadas atividades focadas na avaliagdo do fluxo sanguineo do foliculo ovulatério e do corpo
luteo em fémeas bubalinas, utilizando ultrassonografia modo B e Doppler colorido. Essas
atividades foram parte integrante do Programa de Iniciacao Cientifica (PIBIC) e envolveram
desde a preparagdo dos animais até a coleta e analise dos dados para correlagdo com a eficiéncia
reprodutiva. O estudo foi conduzido na Fazenda Cruzeiro do Sul, situada no municipio de

Paudalho-PE, utilizando 28 bufalas da raca Murrah (Figura 3).

Inicialmente, os animais foram submetidos a protocolos de sincronizacdo do ciclo
reprodutivo para inseminagao artificial em tempo fixo (IATF), sendo divididos em dois grupos.
No grupo 1, composto por 10 bufalas, foi utilizado um protocolo de sincronizagdo de 10 dias,
que incluiu a administragdo de benzoato de estradiol, prostaglandina, gonadotrofina coridnica
equina (ECG) e um dispositivo de liberagdo de progesterona. No grupo 2, composto por 18
fémeas, foi utilizado o protocolo Ovysinc, com duragio de 10 dias e envolvendo a

administracdo de hormodnio liberador de gonadotrofinas (GnRH) e prostaglandina (PGF2a).

No dia programado para a inseminacdo artificial, os ovarios foram avaliados por
ultrassonografia modo B para medir o didmetro do foliculo ovulatério (Figura 4).
Paralelamente, foi realizada a andlise da perfusdo vascular por ultrassonografia Doppler
colorido, permitindo a avalia¢do da vascularizacao dos foliculos. As imagens ultrassonograficas
obtidas foram processadas utilizando um script especifico no software Imagel, para traduzir as

informacdes sobre os pixels e fornecer dados detalhados das estruturas reprodutivas.

Apds a inseminacdo, foram realizadas avaliacdes subsequentes para mensurar o
diametro e a vascularizagdo dos corpos luteos. Essas analises incluiram a correlacdo entre a area
do foliculo ovulatorio e a area do corpo luteo, bem como a avaliacdo da irrigacdo sanguinea
dessas estruturas. No grupo 1, as correlagdes foram estabelecidas entre o foliculo ovulatorio e
o corpo lateo no D7, enquanto no grupo 2 foram realizadas correlagdes adicionais, incluindo a

irrigacao do corpo luteo entre o D5 e 0 D19.
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Figura 3: Bufalas da Fazenda Cruzeiro do Sul,
Paudalho — PE. Fonte: Arquivo pessoal (2024).

Figura 4: Realizacéo da
iltrassonografia modo B de ovario.
Fonte: Arquivo pessoal (2024).

4. DISCUSSOES DAS ATIVIDADES DO ESO

O ESO proporcionou uma valiosa oportunidade de imersao nas atividades de biotecnologia
aplicada a reprodugdo animal, oferecendo uma visao ampla sobre o funcionamento laboratorial
e os desafios praticos enfrentados no campo da Medicina Veterinaria. Durante o estagio no
Laboratério de Biotécnicas Aplicadas a Reproducao (LBR), foi possivel vivenciar, na préatica,
as diversas etapas envolvidas na maturacao in vitro de odcitos (MIV), desde a coleta dos ovarios
até o processamento dos odcitos, o que solidificou conhecimentos tedricos adquiridos durante

O Curso.
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A experiéncia pratica foi enriquecida pela oportunidade de participar de um projeto de
pesquisa com bufalas da raga Murrah, que envolveu a avaliacao do fluxo sanguineo de foliculos
ovulatorios e corpos luteos por meio de ultrassonografia Doppler. Este trabalho permitiu nao
apenas o desenvolvimento de habilidades técnicas, mas também a compreensao da importancia
de uma avaliagdo criteriosa das estruturas reprodutivas para o sucesso dos programas de

reprodugao assistida.

Ademais, a experiéncia no campo, na Fazenda Cruzeiro do Sul, trouxe desafios adicionais,
como a necessidade de adaptacdo as condi¢des de contencdo e manejo dos animais, aspectos
cruciais para o sucesso das avaliagdes ultrassonograficas. O contato direto com a pratica
reprodutiva e a aplicagdo de protocolos de sincronizagdo hormonal demonstraram a
complexidade envolvida na melhoria da eficiéncia reprodutiva de bubalinos, especialmente
considerando os desafios impostos pela sazonalidade do ciclo reprodutivo € o comportamento

particular dessa espécie.

O estagio, assim, ndo apenas reforcou os conhecimentos técnicos, mas também
proporcionou um aprendizado significativo sobre a importancia do manejo adequado e das
tecnologias avangadas, como a ultrassonografia Doppler, no contexto da reproducao animal.
Esses conhecimentos praticos sdao fundamentais para o desenvolvimento de estratégias

reprodutivas mais eficazes e para a superagdo de desafios no campo da medicina veterinaria.
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CAPITULO II: AVALIACAO DO FLUXO SANGUINEO DO FOLICULO
OVULATORIO E CORPO LUTEO DE FEMES BUBALINAS POR
ULTRASSONOGRAFIA DOPPLER
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RESUMO

Este capitulo aborda a importancia dos bufalos (Bubalus bubalis) na produgdo agricola ¢ as
dificuldades enfrentadas na reproducao assistida dessa espécie. Explora-se a introdugdo dos
bufalos no Brasil e os desafios para a produgdo comercial, como a deteccdo do estro e as
variagdes nos protocolos hormonais. No contexto da reproducdo assistida, destaca-se o uso da
inseminacao artificial em tempo fixo (IATF) e da ultrassonografia Doppler, que permite avaliar
a vascularizagdo de estruturas reprodutivas, como foliculos e corpos luteos. O estudo foi
conduzido em 28 bufalas da raca Murrah, submetidas a protocolos de IATF e avaliadas por
ultrassonografia para correlacionar o fluxo sanguineo com a eficiéncia reprodutiva. Os
resultados indicaram que a perfusdo sanguinea do corpo luteo no dia 19 (D19) ¢ um importante
indicativo do sucesso reprodutivo, enquanto a correlagdo entre as areas foliculares e luteais ndo
foi conclusiva. A aplicagdo da ultrassonografia Doppler demonstrou ser uma ferramenta valiosa
para otimizar os programas reprodutivos em bufalos, contribuindo para a melhoria da eficiéncia

produtiva.

Palavras-chave: bufalos; corpo luteo; inseminagdo artificial; irrigacdo sanguinea; ovario

;reproducdo assistida.
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ABSTRACT

This chapter addresses the importance of buffaloes (Bubalus bubalis) in agricultural production
and the difficulties faced in assisted reproduction of this species. Explore the introduction of
buffaloes in Brazil and the challenges for commercial production, such as estrous detection and
variations in hormonal protocols. In the context of assisted reproduction, the use of fixed-time
artificial insemination (TAI) and Doppler ultrasound stands out, allowing the assessment of
vascularization of reproductive structures, such as follicles and corpus lutem structures. The
study was conducted on 28 Murrah buffaloes, subjected to TAI protocols and evaluated by
ultrasound to correlate blood flow with reproductive efficiency. The results indicated that blood
perfusion of the corpus luteum on day 19 (D19) was an important indicator of reproductive
success, while the brightness between the follicular and luteal areas was not conclusive. The
application of Doppler ultrasound has proven to be a useful tool for improving reproductive

programs in buffaloes, contributing to improved production efficiency.

Keywords: artificial insemination; blood irrigation; buffaloes; corpus luteum; ovarian assisted

reproduction.
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1 INTRODUCAO

A domestica¢ao dos bufalos ocorreu ha aproximadamente 3.000 a 6.000 anos, sendo
esses animais atualmente distribuidos em diversos paises tropicais ao redor do mundo. Eles
desempenham um papel fundamental nas economias agricolas de paises em desenvolvimento,
fornecendo recursos valiosos, como leite, carne, subprodutos, além de chifres e peles. A
populagcdo mundial de bufalos ¢ estimada em cerca de 207 milhdes de cabecas, contribuindo

com 10 a 15% da producao global de leite (FAO, 2020).

A maior parte dos bubalinos estd concentrada no continente asiatico, com a India
possuindo o maior rebanho, estimado em aproximadamente 113.330.000 animais, seguida pelo
Paquistao, com 37.700.000, ¢ pela China, com 23.469.000 cabegas (FAO, 2017). No Brasil,
segundo Matos et al. (2020), o rebanho era de mais de 1.300.000 cabecas em 2017, distribuidas

por todo o territdrio nacional.

O bufalo do rio (Bubalus bubalis) representa uma parcela significativa da produgdo
mundial de leite, sendo o principal produtor de leite em diversos paises (FAOSTAT, 2014). A
industria de bufalos leiteiros tem experimentado uma notavel expansao em varias regides, com
um crescimento populacional que, surpreendentemente, supera o observado em gado bovino.
As bufalas de rio geralmente produzem entre 1.500 e 4.500 litros de leite por lactagdo e possuem
uma vida produtiva mais longa que a do gado, fornecendo bezerros e leite até os 20 anos de
idade. No entanto, a produ¢do comercial de leite de bufala ¢ limitada por fatores como a idade
tardia ao primeiro parto, a sazonalidade do estro, longos intervalos entre partos e periodos secos

(FAOSTAT, 2014).

No Brasil, a introdu¢do de melhorias no manejo e a intensificagdo dos processos
seletivos em alguns rebanhos tém contribuido para a obtengdo de niveis produtivos mais
elevados. Ramos (2005), ao analisar 4.851 lactagdes de 865 bufalas, filhas de 145 touros
diferentes, constatou que a producdo média por lactacao evoluiu de 794 kg em 1973 para 2.066
kg em 2003. Desse avanco, 8,5% foram atribuidos ao ganho genético, enquanto 91,5%

decorreram de melhorias ambientais e de manejo.

Ja a producao de carne de bufalo ¢ influenciada por fatores como condi¢gdes de manejo,
raca e se as maes sdo também utilizadas para a produgdo leiteira. Em rebanhos de corte, os
machos geralmente atingem o peso de abate entre 430-480 kg aos 18-24 meses, enquanto em
sistemas de exploragdao mista (leite e carne), o abate ocorre entre 30-36 meses. Em regime de

confinamento, os bubalinos apresentam ganhos de peso equivalentes ou superiores aos zebuinos
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nas mesmas condi¢des, com médias de 1.144 g/dia para bufalos e 1.026 g/dia para zebuinos

(Assumpcao, 1996).

Os bufalos sdo animais poliéstricos sazonais de dias curtos, influenciados pela duragao
da luminosidade dos dias, principalmente em regides subtropicais e temperadas, distantes da
linha do Equador, com uma estacdo reprodutiva favoravel durante os dias curtos (Baruselli e?
al., 1997). A manifestacao do estro em bufalas ¢ dificil de observar devido a estacionalidade e
a auséncia de homossexualidade em relagao a aceitagdo de monta (Ohashi, 1994; Baruselli,
1997). O inicio da ciclicidade ovariana esta ligado a fatores genéticos, fisiologicos como raga,
produgdo de leite, estagio da lactagdo, presenga do bezerro, além de manejo, nutrigdo e estagao

reprodutiva (Roy et al., 2003).

Aprimorar a eficiéncia reprodutiva ¢ a selecdo genética emergem como estratégias
fundamentais para o éxito das industrias relacionadas a criagdo de bufalos para producao de
leite e carne. No contexto atual, com os avangos da reproduc¢do assistida, torna-se viavel
estabelecer programas eficazes voltados a producao e transferéncia de embrides em bufalos. A
aplicagdo das técnicas de Aspiragdo Folicular Ovariana Guiada por Ultrassom (OPU) e
Producdo in vitro de embrides (PIVE) tem demonstrado resultados promissores, emergindo
como uma alternativa a superovulagdo para a obtengao in vivo de embrides (Viana & Camargo,
2007). Diversos elementos se revelam cruciais para garantir a eficdcia da OPU/PIVE, incluindo
o tamanho dos foliculos disponiveis para o procedimento de OPU, a sazonalidade reprodutiva,
o material genético do reprodutor utilizado na PIVE, a categoria da doadora e as caracteristicas
especificas da fazenda. Diante do exposto, o presente estudo tem como objetivo avaliar o fluxo
sanguineo do foliculo ovulatério e do corpo liteo em fémeas bubalinas utilizando a
Ultrassonografia Doppler. Através dessa andlise, busca-se compreender a dindmica vascular
desses oOrgaos reprodutivos, o que poderd contribuir para o aprimoramento de técnicas de
manejo reprodutivo, bem como para o desenvolvimento de novas estratégias que promovam a

eficiéncia reprodutiva em bubalinos.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Local e Animais Utilizados

O estudo foi conduzido na Fazenda Cruzeiro do Sul, localizada no municipio de
Paudalho-PE (coordenadas 7°54'37.3"S 35°05'42.2"W). A fazenda possui um regime

pluviométrico médio anual de 1.570 mm e condi¢des adequadas para a criagdo de bufalos em
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regime de pastagem. Foram utilizadas 28 bufalas da raca Murrah, ciclicas, primiparas e
multiparas, com peso corporal variando entre 300 e 500 kg. Os animais eram mantidos
exclusivamente a pasto, composto por capim Brachiaria humidicola € Panicum Maximum cv.

Mombaga, com livre acesso a agua e sal mineral.

2.2 Protocolos de Sincronizacio para IATF

Para a conducao da pesquisa, os animais foram divididos em dois grupos e submetidos
a diferentes protocolos de sincronizagdo hormonal com o objetivo de induzir a ovulagdo e
permitir a inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF), eliminando a necessidade de

observagao do estro e otimizando o manejo reprodutivo.

O primeiro grupo foi composto por 10 animais. Os bufalos foram submetidos a um
protocolo de 10 dias que envolveu a inser¢ao de um dispositivo de liberagao de progesterona e
a administra¢do de benzoato de estradiol no Dia 0, com a finalidade de suprimir a atividade
ovariana e padronizar o ciclo estral. No Dia 8, o dispositivo foi removido ¢ os animais
receberam prostaglandina (PGF2a) e gonadotrofina coridnica equina (eCG) para induzir a
regressao do corpo luteo e estimular o desenvolvimento folicular, respectivamente. No Dia 9,
foi administrado mais uma dose de benzoato de estradiol para desencadear a ovulagao.
Finalmente, a inseminagao artificial foi realizada no Dia 10, aproximadamente 36 horas apos a

ultima administragao de benzoato de estradiol.

O Grupo 2 foi composto por 18 bufalas, submetidas ao protocolo Ovysinc de 10 dias.
No Dia 0, os animais receberam uma dose de hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH)
para promover a ovulagdo do foliculo dominante e sincronizar o desenvolvimento da proxima
onda folicular. No Dia 7, foi administrada uma dose de PGF2a para induzir a luteo6lise. No Dia
9, uma segunda dose de GnRH foi aplicada para induzir a ovulagdo do foliculo pré-ovulatoério.
A inseminacao artificial foi realizada no Dia 10, cerca de 16 horas ap6s a segunda administracao

de GnRH.

2.3 Avaliacao Ultrassonografica e Processamento de Imagens

No dia da inseminagdo, os ovarios foram avaliados por ultrassonografia modo B para
mensurar o didmetro do foliculo ovulatorio. Além disso, foi utilizada a ultrassonografia Doppler

colorida para avaliar a vascularizagdo folicular, fornecendo informagdes sobre a perfusdo
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sanguinea dessas estruturas. O exame ultrassonografico foi repetido nos dias subsequentes no
D7 (grupo 1) e no D5 e D19 (grupo 2) para avaliacdo do corpo luteo, incluindo a mensurag¢ao

do seu diametro e analise da perfusdo vascular.

As imagens coletadas foram processadas utilizando um script especifico no software
Imagel, que permitiu a andlise detalhada da area dos foliculos e corpos liteos, bem como a
quantificagdo da irrigacdo sanguinea dessas estruturas. Esse procedimento foi essencial para

estabelecer as correlacdes entre o fluxo sanguineo e os parametros reprodutivos avaliados.

3 RESULTADOS

Os resultados deste estudo foram obtidos por meio das andlises das éareas dos foliculos
ovulatorios e dos corpos luteos, bem como da avaliagdo da perfusdao vascular das estruturas

reprodutivas nos diferentes grupos analisados.

3.1 Grupo 1

Neste grupo, os exames ultrassonograficos permitiram a obten¢ao de imagens claras em
9 dos 10 animais, uma vez que uma das bufalas apresentou imagens inconclusivas. Os dados
coletados possibilitaram a mensuracdo das areas e das areas de perfusdo dos foliculos
ovulatorios e dos corpos luteos no D7, fornecendo subsidios para a investigagao da relagao entre

o diametro folicular e o desenvolvimento do corpo luteo.

3.1.1 Correlagao entre areas

Para cada bufala, foram medidas as areas do foliculo ovulatorio no dia da IATF, dia dez
do protocolo e do corpo luteo no D7 pds-ovulacao (Tabela 1), seguidas de uma analise para
investigar a correlacdo entre essas varidveis. Com base nesses dados, foi estabelecida a
correlacdo entre a area do foliculo e a area do corpo luteo no D7 (Grafico 1), onde se pode
observar um Coeficiente de Correlacdo de Pearson de 0,034, observando-se assim uma a

correlagdo fraca entre essas duas variaveis.
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Tabela 1: Mensuragado da area em cm? dos foliculos ovulatdrios e corpos liteos de cada bufala do Grupo
1 no DO, avaliado na Fazenda Cruzeiro do Sul, Paudalho- PE.

Animais Area do Foliculo (cm?) Area do Corpo Luteo (cm?)
1 0,57 0,65
2 1,17 1.44
3 0,85 0.89
4 0,41 0,62
5 0.82 1,37
6 0,48 071
7 0,51 315
8 0,45 1,33
9 0,43 124
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Grafico 1: Correlacdo da area folicular e da &rea do corpo ldteo de

bafalas Murrah submetidas a protocolo de IATF.

3.1.2 Correlacgao entre areas de irrigacao

Em relacdo a irrigagdo, foi feita a avaliagdo da area de perfusdo utilizando-se da técnica
de Doppler colorido, onde observou a area de perfusdo do foliculo ovulatorio no DO e do corpo
luteo no D7 (Tabela 2). Com esses dados, foi avaliada a correlagao entre o foliculo ovulatério
e o corpo luteo no Dia 7 (D7). Com base nesses dados, foi estabelecido o Coeficiente de
Correlagdo de Pearson de 0,13 e uma correlagdo negativa no grupo 1 entre a drea com irrigagao

do foliculo e a area com irrigacao do corpo luteo no D7 (Grafico 2).
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Tabela 2: Mensuracao em centimetros da area irrigada do foliculo ovulatério de cada individuo no DO e do
corpo liteo no D7 do Grupo 1, avaliado na Fazenda Cruzeiro do Sul, Paudalho- PE.

Animais Area Irrigada do Area Irrigada do
Foliculo (cm?) Corpo Luteo (cm?)
1 0,22 0,27
2 0,56 0,34
3 0,28 0,56
4 0,50 0,27
5 0,26 0,23
6 0,36 0,73
7 0,18 0,74
8 0,17 0,71
9 0,20 0,67

y =-0,2268x + 0,4956
R*=0,0174
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Grafico 2: Correlagdo da &rea com irrigacdo folicular e da &rea com
irrigacéo do corpo luteo no D7 de bufalas Murrah submetidas a protocolo de
IATF.

3.2 Grupo 2
3.2.1 Correlacio entre as areas

Para o grupo 2, foram realizadas as medi¢des da éarea foliculo no DO, do corpo luteo no
D5 e do corpo luteo no D19 (Tabela 3). Nesse grupo, dois animais tiveram imagens
comprometidas, sendo um referente a 4rea do foliculo no DO e um a area do corpo luteo no DS5.
Portanto, esses foram excluidos das avaliagdes especificas em que a auséncia dessas imagens
poderia comprometer a qualidade do estudo. Assim, o total de animais que participaram das trés
correlacdes foi de 16 individuos. No entanto, para as correlagcdes entre corpos luteos nos dias

D5 e D19, consideradas de maior relevancia para o estudo, foram avaliados 16 animais. Dessa
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forma, foram feitas trés correlagdes entre foliculos ovulatdrios e corpos luteos: entre foliculo
ovulatério e corpo luteo no D5 (Gréafico 3), entre foliculo ovulatério e corpo luteo no D19

(Gréfico 5), e entre o corpo lateo no D5 e no D19 (Grafico 4).

Com base nesses dados, foi estabelecida uma correlagdo positiva entre a drea do foliculo
e a area do corpo luteo no D5 (Grafico 3), Coeficiente de Correlacdo de Pearson 0,24 e
correlagdes negativas entre a area do foliculo e a area do corpo luteo do D19 (Grafico 5) e a
area do corpo lateo do D5 e a area do corpo luteo no D19 (Grafico 4), Coeficiente de Correlacao

de Pearson de 0,043.

Tabela 3: Mensuragao em centimetros da area dos foliculos ovulatdrios no DO, area do Corpo Luteo no D5 e
area do Corpo Luteo no D19 de cada individuo do Grupo 2, avaliado na Fazenda Cruzeiro do Sul, Paudalho-
PE.

Animais  Area do Foliculo (cm?) Area do CL no D5 (cm?) Area do CLno D 19(cm?)
1 1,445 1,425 0,787
2 0,773 1,425 2,753
3 0,960 0,526 2,045
4 1,177 2,318 1,866
5 1,068 2,136 0,469
6 0,826 0,906 1,557
7 0,594 1,444 0,61
8 0,417 0,503 2,181
9 0,717 0,731 3,051
10 0,354 1,273 1,71
11 1,644 1,65 1,95
12 0,845 2,077 2,604
13 0,932 2,872 3,378
14 0,821 1,657 2,096
15 1,646 1,761 0,735

0,550 2,218 2,327

=
»
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Gréfico 3: Correlacdo da &rea folicular e da &rea do corpo liteo no D5 de bafalas
Murrah do grupo 2 submetidas a protocolo de IATF.
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Gréfico 4: Correlacao da &rea do corpo lateo no D5 com a &rea do corpo lGteo no
D19 de bufalas Murrah do Grupo 2 submetidas a protocolo de IATF.
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Gréfico 5: Correlacdo da area folicular e da &rea do corpo liteo no D19 de bdfalas

Murrah do Grupo 2 submetidas a protocolo de IATF.

3.2.2 Correlacao entre irrigacoes
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Em relacdo a irrigagdo, foi feita a avaliagdo da area de perfusdo utilizando-se da técnica
de Doppler colorido, onde observou a area de perfusdo do foliculo ovulatério no DO, do corpo
luteo no D5 e do corpo lateo no D19 (Tabela 4). A partir dessas informagdes foram realizadas
trés correlacdes entre foliculos ovulatorios e corpos luteos, sendo a area irrigada do foliculo
ovulatério com a area irrigada do corpo luteo no Dia 5 (DS5), a area irrigada do foliculo
ovulatorio com a area irrigada do corpo luteo no Dia 19 (D19) e a area irrigada do corpo luteo
entre 0o D5 e 0 D19.

Com base nesses dados, foi estabelecido que existe uma correlagdo positiva entre area
de irrigacdo folicular e area de irrigagdo do corpo luteo no D5 (Grafico 6), Coeficiente de
Correlagdo de Pearson 0,034, area de irrigagdo folicular e area de irrigacdo do corpo luteo no
D19 (Gréfico 8), Coeficiente de Correlagdo de Pearson 0,22 e drea de irrigacdo no corpo luteo
no D5 e no D19 (Grafico 7), Coeficiente de Correlacdo de Pearson 0,08. A analise entre os

corpos luteos nos dias D5 e D19 foi a que teve uma correlagdo mais forte.

Tabela 4: Mensuragdo em centimetros da area irrigada do foliculo ovulatério, do corpo liteo no D5 e
corpo lateo no D19 de cada individuo do Grupo 2 avaliado na Fazenda Cruzeiro do Sul, Paudalho- PE.

Animais Area, Irrigada do Area Irrigada do Area Irrigada do
Foliculo (cm?) CL no D5 (cm?) CL no D19(cm?)
1 - 0,535 0,108
2 0,086 0,241 0,294
3 0,135 0,392 1,151
4 0,173 0,153 0,67
5 - 0,483 -
6 0,248 0,556 0,704
7 0,203 0,257 0,058
8 0,086 0,446 0,997
9 0,197 0,523 1,062
10 - 0,155 0,02
11 - 0,555 1,123
12 0,197 0,468 0,676
13 0,202 0,670 0,627
14 0,364 0,54 0,905
15 0,253 0,598 -

16 0,297 0,556 0,383
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Grafico 6: Correlacdo da &rea com irrigacdo folicular e da area com
irrigacéo do corpo luteo no D5 de bufalas Murrah submetidas a protocolo de
IATF.
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Grafico 7: Correlagdo da &rea com irrigacéo do corpo liteo no D5 e da area
com irrigacdo do corpo liteo no D19 de blfalas Murrah submetidas a
protocolo de IATF.
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Gréfico 8: Correlacao da &rea com irrigagdo folicular e da area com irrigacéo
do corpo lateo no D19 de bufalas Murrah submetidas a protocolo de IATF.
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3.2.3 Analise ANOVA e Correlacoes de Perfusao

Foi realizada uma avaliagdo da perfusdao sanguinea entre os animais possivelmente
gestantes e ndo gestantes utilizando o teste estatistico ANOVA, considerando apenas o grupo 2.
O grupo 1 foi excluido desta andlise devido a contaminagdo do sémen utilizado durante a
inseminacao artificial, a concep¢ao das bufalas e consequentemente o reconhecimento materno

da gestacao e manuten¢do dos corpos luteos, nao podendo assim se proceder as analises.

A andlise ANOVA foi conduzida com a divisdo dos animais em dois grupos:
possivelmente gestantes e ndo gestantes, correlacionando a vascularizagdo do corpo liteo entre
os grupos nos dias D5 (Tabela 6) e D19 (Tabela 5). Os resultados indicaram forte significancia
(p<0,05) nas avaliagdes dos corpos luteos no D19, evidenciando uma relagao direta entre
elevada irrigag@o sanguinea e sucesso na concepcao (Grafico 9). No entanto, para as avaliagdes

dos corpos luteos no D5, ndo foi observada uma correlagao significativa (Grafico 10).

Tabela 5: Andlise de Variancia (ANOVA) comparando a perfusdo do corpo luteo no dia
D19 entre gestantes e ndo gestantes.

RESUMO

Grupo Contagem Soma Meédia Varidancia

Gestantes D19 8 7,25  0,90625  0,039817

Niao Gestantes D19 10 2,806 0,2806 0,116298

ANOVA

Fonte da variacdo  SQ gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos 1,739724 1 1,739724  21,00168 0,000306 4,493998

Dentro dos grupos  1,325398 16 0,082837

Total 3,065122 17

14
1,2
1
0.8
0,6
04
0,2
0
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=@ Gestantes D19 Nao Gestantes D19

Grdfico 9: Correlacdo entre a perfusdo sanguinea do foliculo em bufalas
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Tabela 6: Analise de Variancia (ANOVA) comparando a perfusdo do corpo luteo no dia D19 entre
gestantes e ndo gestantes.

RESUMO
Grupo Contagem Soma Meédia Varidncia
Gestantes D5 7 3,11 0,444286 0,020341
Nao Gestantes D5 9 3,983 0,442556 0,032344
ANOVA
Fonte da variacao SO gl MO F valor-P F critico

Entre grupos 1,18E-05 1 1,18E-05 0,000433 0,983686 4,60011
Dentro dos grupos 0,3808 14 0,0272
Total 0,380811 15
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0,6

05 /\'/\\/’
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Grdfico 10: Correlagdo entre a perfusdo sanguinea do foliculo em bufalas

gestantes e ndo gestantes avaliada por Doppler no dia D5.

3.3 Imagens ilustrativas
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Figura 5: A, B- Ultrassonografia modo B com mensuracéo da area
folicular; C, D- Ultrassonografia modo Doppler com visualiza¢éo da
perfusdo folicular. Fonte: Arquivo pessoal (2024).

Figura 6: A, B- Ultrassonografia modo B com mensuragédo da
area luteal; C, D- Ultrassonografia modo Doppler com
visualiza¢do da perfuséo do corpo liteo. Fonte: Arquivo pessoal
(2024).
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4. DISCUSSAO

A taxa de concepcao em programas de IATF ¢ influenciada por uma variedade de
fatores, incluindo o ambiente, o0 manejo, e, principalmente, as caracteristicas individuais dos
animais. Entre os fatores que exercem influéncia direta no sucesso reprodutivo, a vascularizagao
do corpo luteo destaca-se como um dos principais parametros, pois reflete a funcionalidade
dessa estrutura na producdo de progesterona, horménio essencial para a manuten¢ao da

gestacao.

Os resultados deste estudo evidenciaram que as btifalas com maiores areas de perfusdo
sanguinea do corpo luteo no D19 apresentaram uma maior taxa de concepgao. Isso estd em
concordancia com estudos anteriores, como o de Acosta et al. (2009), que relataram uma relagao
positiva entre o aumento da perfusdo luteal e a producdo adequada de progesterona. A presenga
de uma vascularizac¢do robusta no corpo ltteo € indicativa de uma maior capacidade de suporte
a gestacdo, pois garante um adequado fornecimento de nutrientes e hormonios ao embrido em

desenvolvimento.

No entanto, as correlacdes observadas entre as areas foliculares e luteais nos animais do
grupo 2 ndo foram conclusivas, sugerindo que o numero limitado de animais avaliados pode ter
influenciado os resultados. Em estudos prévios, como o de Machado et al. (2008), verificou-se
que foliculos pré-ovulatorios maiores tendem a resultar em corpos lateos mais volumosos, o
que se traduz em maior producdo de progesterona. A variabilidade encontrada neste estudo
reforga a necessidade de pesquisas adicionais com um maior contingente de animais para

elucidar a relacdo entre o desenvolvimento folicular e a formagado do corpo luteo.

A aplicagdo da ultrassonografia Doppler revelou-se uma ferramenta valiosa para a
avaliagdo reprodutiva em bubalinos, possibilitando ndo apenas o diagndstico precoce da
gestagdo, mas também a identifica¢do de falhas reprodutivas, permitindo intervengdes como a
ressincronizacao dos animais (Pinaffi et al., 2015). Essa abordagem contribui para a otimizagao
dos programas de IATF e, consequentemente, para o aumento da produtividade dos rebanhos

bubalinos.

5. CONCLUSAO

O estudo evidenciou a importancia da avaliagdo da vascularizagdo do corpo luteo por
meio da ultrassonografia Doppler como ferramenta eficaz no diagndstico precoce da gestagao

em bufalas submetidas a protocolos de IATF. A maior perfusdo sanguinea observada nos corpos
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luteos de fémeas gestantes no D19 estd associada a maiores taxas de sucesso reprodutivo,
destacando a relevancia desse pardmetro para a eficiéncia dos programas de reprodugdo
assistida. A utilizagdo dessa ferramenta mostrou-se um recurso valioso para a reprodugdo
bubalina, facilitando a identificagdo de falhas reprodutivas e possibilitando ajustes nos

programas de manejo, como ressincroniza¢des mais assertivas.

Apesar das limitagdes do numero de animais avaliados, os resultados indicam que a
ultrassonografia Doppler ¢ uma técnica promissora para aprimorar o manejo reprodutivo em
bubalinos. A correlag@o entre o desenvolvimento folicular e a funcionalidade do corpo luteo
requer investigacdo adicional, especialmente com um maior nimero de amostras, para
consolidar o entendimento das relagdes fisioldgicas que afetam o sucesso reprodutivo. Dessa
forma, o aprimoramento continuo das estratégias reprodutivas pode contribuir para o aumento

da produtividade e da eficiéncia da cria¢ao de bufalos.

6. CONSIDERACOES FINAIS

O Estagio Supervisionado Obrigatorio ¢ essencial para a formacdo do médico
veterinario, proporcionando uma imersao pratica na area de maior interesse. O periodo inserido
na rotina do Laboratorio de Biotécnicas Aplicadas a Reprodu¢do (LBR) foi fundamental para
aprender e aprofundar conhecimentos e habilidades na producdo in vitro de embrides (PIVE),

desde a coleta e preparagao dos ovarios até o cultivo dos embrides.

O estagio permitiu observar e auxiliar em técnicas avangadas, promovendo uma
compreensdo detalhada e pratica das etapas envolvidas. Além disso, a utilizagdo da
ultrassonografia Doppler durante a realizagdo do Programa de Iniciagdo Cientifica (PIBIC)
proporcionou uma experiéncia pratica bastante importante na rotina do veterindrio a campo.
Embora o nimero de amostras avaliadas tenha sido limitado, os resultados indicam que a
ultrassonografia Doppler pode aprimorar o manejo reprodutivo e a produtividade na criacdo de
bufalos. O estagio, portanto, foi uma oportunidade significativa para aplicar conhecimentos
tedricos, desenvolver habilidades praticas e fortalecer a rede profissional na area de Medicina

Veterinaria.

Além das atividades de coleta de dados e andlises, o estdgio também incluiu o
enfrentamento de desafios praticos, como a contencdo dos animais durante os exames
ultrassonograficos. A falta de um brete adequado na propriedade e o comportamento agitado de

alguns animais exigiram adaptacdo nas técnicas de contencdo e coleta de imagens, o que
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resultou em um aprendizado significativo sobre as dificuldades praticas inerentes a aplica¢ao

de protocolos reprodutivos a campo.
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