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RESUMO

Ariane Dantas. PERFIL HORMONAL E AVALIACAO ULTRASSONOGRAFICA
HEMODINAMICA DA GLANDULA MAMARIA DE BUFALAS EM DIFERENTES
CATEGORIAS. Botucatu - SP. 2016. 69 f. Tese (Doutorado) - Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Faculdade de Medicina Veterinaria

e Zootecnia.

O objetivo do presente trabalho foi delinear parametros hemodinamicos e avaliar
sua relagcdo com os principais hormonios envolvidos na mamogénese de bufalas
mesticas Murrah em diferentes estagios fisiologicos. Utilizou-se 24 animais
separados de acordo com a categoria (n= 6): bezerras, novilhas, gestantes e
lactantes, com idades iniciais de zero, 12, 24 e 48 meses, respectivamente,
criadas extensivamente. Realizou-se a cada 28 dias, ultrassonografia Doppler,
colheita de sangue e pesagem, durante um ano (bezerras e novilhas) e 10 meses
(gestantes e lactantes). Foram determinados os indices de resistividade (IR) e
pulsatilidade (IP) e o diametro interno (DI) das artérias mamarias pela
ultrassonografia. Foram mensuradas as concentracbes plasmaticas de
progesterona (P4), fator semelhante a insulina tipo | (IGF-I), insulina (IN),
horménio do crescimento (GH) e estradiol (17B-E2). Utilizou-se ANOVA com
medidas repetidas, correlacdo de Spearman e regressao nao linear multipla,
considerando nivel de significancia de 0,05. Nas bezerras e novilhas, houve
reducado de IR e IP e aumento do DI (P<0,0001) do primeiro ao ultimo més de
avaliacdo, contudo, ndo houve diferenca estatistica para o0s indices
hemodinamicos entre as artérias mamarias cranial e caudal. Nas bezerras,
detectou-se correlacao do IR com o IP (r=0,94; P<0,0001) e com o DI (r=-0,98;
P<0,0001) e também, do IP com o DI (r= -0,98; P<0,0001). Nas novilhas o IR
também correlacionou-se com o IP (r= 0,99; P<0,0001) e com o DI (r= -0,95;
P<0,0001) e o IP com o DI (r=-0,98; P<0,0001). Nas gestantes e lactantes, a
artéria mamaria caudal apresentou diferenca significativa para os indices
hemodinamicos, apresentando nas gestantes, menor IR (P<0,0001) e maior DI
(P<0,0001), nos cinco e trés meses finais do estudo, respectivamente; e nas
lactantes, maior DI durante os sete primeiros meses (P<0,0001). Houve

correlacdo do IR com o IP, tanto nas gestantes (r= 0,98; P<0,0001) quanto nas



lactantes (r=0,91; P<0,0006), bem como do IR com o DI nas gestantes (r=-0,98;
P<0,0001) e nas lactantes (r=-0,95; P<0,0001). Houve também correlacdo entre
o IP e o DI, nas gestantes (r= -0,98; P<0,0001) e nas lactantes (r= -0,82;
P<0,0046). Nas bezerras, os trés parametros Doppler correlacionaram-se
significativamente com as concentracfes plasmaticas do IGF-I, GH e P4
(P<0,05), enquanto que nas novilhas, houve correlagcéo do IR, IP e DI apenas
com o IGF-I e P4. Nas gestantes e lactantes, o IR, IP e o DI correlacionaram-se
com o IGF-I, IN e o 17B-E2, sendo que nas gestantes, o IR, IP e o DI
correlacionaram-se também com a P4 (P<0,05). O peso corporal teve efeito
linear sobre o IR (R?=0,97; P=0,0054) e o DI (R>= 0,97; P=0,0069) nas bezerras
e influéncia quadratica sobre o IR (R?= 0,97; P= 0,0116) e o DI (R?= 0,97; P=
0,0001) nas novilhas, assim como, efeito quadratico sobre o DI, nas gestantes
(R>= 0,99; P< 0,0001) e lactantes (R>= 0,95; P= 0,0002). Os indices
hemodindmicos das artérias mamarias refletiram a acdo hormonal avaliada e
permitiram inferir o desenvolvimento mamario de bufalas mesticas Murrah

durante as diferentes fases de crescimento, gestacao e lactacao.

Palavras-chave: mamogénese, fluxo sanguineo mamario, avaliagdo Doppler,

regulacdo hormonal, bufalas leiteiras



ABSTRACT

HORMONAL PROFILE AND MAMMARY GLAND HEMODYNAMIC
ULTRASOUND EVALUATION OF BUFFALOES IN DIFFERENT CATEGORIES.
Botucatu - SP. 2016 69 f. Thesis (Ph.D.) - Universidade Estadual Paulista “Julio
de Mesquita Filho”, Faculty of Veterinary Medicine and Animal Science.

The objective of this study was to delineate hemodynamic parameters and to
evaluate its relationship with key hormones involved in mammogenesis of
crossbred Murrah buffaloes in different physiological stages. We used 24 animals
divided according to the category (n= 6): calves, heifers, pregnant and lactating
females with early ages of zero, 12, 24 and 48 months, respectively, raised
extensively. Every 28 days, Doppler ultrasound examinations, blood analysis and
weighing were held over one year (for calves and heifers) and over 10 months
(for pregnant and lactating females). There were determined resistivity index (RI)
and pulsatility index (PI) and internal vessel diameter (ID) of the mammary
arteries by ultrasound. Plasma concentrations of progesterone (P4), insulin-like
growth factor 1 (IGF-I), insulin (IN), growth hormone (GH) and estradiol (17B-E2)
were measured. We used repeated measures ANOVA, Spearman correlation
and non-linear multiple regression considering 0.05 significance level. In calves
and heifers, a reduction of Rl and Pl and increased ID (P<0.0001) from first to
last month's assessment, however, there was no statistical difference in
hemodynamic indices between the cranial and caudal mammary arteries. All
heifers, RI correlation was detected with PI (r= 0.94; P<0.0001), and ID (r=-0.98;
P<0.0001) and also PI with ID (r=-0.98; P<0.0001). In heifers Rl also correlated
with PI (r= 0.99; P<0.0001) and DI (r= -0.95; P<0.0001) and PI with the ID (r= -
0.98; P<0.0001). In pregnant and lactating females, the caudal mammary artery
showed a significant difference to the hemodynamic indices, showing on
pregnant females a lower Rl (P<0.0001) and a higher ID (P<0.0001) during the
five final three months of the study, respectively; and in lactating females, higher
DI during the first seven months (P<0.0001). There was correlation of Rl with the
Pl, in pregnant females (r= 0.98; P<0.0001) and in lactating females(r= 0.91,
P<0.0006) and RI with ID in pregnant (r= -0.98; P<0.0001) and in lactating
females (r=-0.95; P<0.0001). There was also a correlation between Pl and ID, in



pregnant (r= -0.98; P<0.0001) and in lactating females (r=-0.82; P<0.0046). In
calves, the three Doppler parameters were significantly correlated with the
plasma concentrations of IGF-I, GH and P4 (P<0.05), while in heifers correlation
of PI, ID and only IGF-I and P4. In pregnant and lactating females, RI, Pl and ID
correlated with IGF-1, IN and 17B-E2, and in pregnant females, RI, Pl and ID
correlated well with P4 (P<0.05). Body weight had linear effect on Rl (R?>= 0.97;
P=0.0054) and ID (R?= 0.97; P= 0.0069) in heifers and quadratic influence on RI
(R?>= 0 97; P= 0.0116) and ID (R?>= 0.97, P= 0.0001) in heifers, as well as
quadratic effect on ID in pregnant (R?= 0.99, P<0.0001) and lactating females
(R?= 0.95; P=0.0002). Hemodynamic indices of mammary arteries reflected the
assessed hormonal action and allowed to infer the mammary development of
crossbred Murrah buffaloes during the different stages of growth, pregnancy and

lactation.

Keywords: mammogenesis, mammary blood flow, evaluation Doppler, hormone

regulation, dairy buffaloes



1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O Brasil possui aproximadamente 1.320.000 de cabecas de bufalos
distribuidas pelo pais, com o maior efetivo desta espécie encontrando-se na
regido Norte (66,49%), seguida das regides Sudeste (11,32%), Nordeste
(9,11%), Sul (8,06%) e Centro-Oeste (5,00%) (Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica- IBGE, 2016). Entre os anos de 2010 e 2011, a criacao de bufalos no
pais teve crescimento de 7,8%, 0 que demonstra a excelente capacidade de
adaptacdo dessa espécie ao manejo e as condigcbes ambientais, bem como o
significativo potencial de expanséo da atividade em nosso pais (IBGE, 2016).

No Brasil, os bufalos sao tradicionalmente criados objetivando a producéo
de carne (MARIANTE; MCMANUS; MENDONCA, 2003), porém a producao de
leite vem crescendo e apresentando-se como uma nova alternativa & pecuéria
leiteira (JORGE et al., 2006). Segundo relatorio do IBGE (2016), os produtores
brasileiros notaram o potencial de mercado e passaram a investir mais nesta
atividade. A producéo brasileira de leite de bufala destinada a industrializacéo
apresenta crescimento médio de 25% ao ano desde 2001 e estima-se que a
producao de leite seja superior a 92 milhdes de litros por ano, destacando-se a
regido sudeste do pais, que apresenta uma desenvolvida cadeia produtiva de
leite e derivados (IBGE, 2016).

Em rebanhos leiteiros, o conhecimento dos aspectos relacionados
principalmente ao desenvolvimento da glandula maméaria € fundamental, uma
vez que o crescimento e diferenciacdo do tecido mamario sdo fatores
importantes e determinantes aos indices produtivos do rebanho (AKERS, 2002).

O desenvolvimento mamario é regulado por mecanismos enddécrinos que,
por interagbes sincronizadas, permitem o desenvolvimento de diferentes
estruturas em distintas intensidades de crescimento. A acdo hormonal inicia-se
ainda no desenvolvimento embrionario e persiste ao longo da vida pés-natal;
sendo essencial nas diferentes fases de crescimento (HOVEY; TROTT;
VONDERHAAR, 2002).

Segundo Capuco et al. (2001), a avaliacdo hormonal pode ser utilizada como
parametro de estudo da mamogénese e do desempenho produtivo na
bovinocultura de leite. Contudo, estudos envolvendo a influéncia, controle e as

interrelacdes hormonais no desenvolvimento mamario de budfalas leiteiras, séo



escassos, todavia, a realizacdo dos mesmos, é de grande interesse para a
atividade leiteira.

O conhecimento do desenvolvimento da glandula mamaria de animais de
producao é importante tanto para o veterinario quanto para o produtor, pois bons
resultados na criacdo de animais leiteiros dependem da correta aplicacédo de
conhecimentos praticos alicergcados em principios teoricos basicos e bom uso de
praticas biotecnoldgicas. Dessa forma, a ultrassonografia, técnica de diagnostico
por imagem, ja consagrada na medicina humana, entretanto, de uso crescente
na medicina veterinaria (CARVALHO et al., 2009), apresenta-se como uma
importante ferramenta de avaliacdo da glandula mamaéria de vacas, cabras e
ovelhas (FASULKOV et al., 2012), sendo o numero de estudos sobre alteracdes
fisiolégicas, anatdémicas e funcionais mamarias de bufalas ainda insuficiente.

De posse de informacdes, quanto a avaliacdo in vivo da estrutura mamaria
e valores de referéncia para interpretacdo dessas informacdes, se podera
conhecer e acompanhar o desenvolvimento da glandula em tempo real
(NISHIMURA et al., 2011). Isto posto, o presente estudo justifica-se pela
importdncia do conhecimento do estado funcional e metabdlico mamario,
apresentando implicacdes importantes e pioneiras na area de producdo de
bdfalas leiteiras, bem como representa nova linha de pesquisa e raciocinio no
campo da biotecnologia animal.

Assim, o objetivo do presente trabalho foi o de avaliar, com ultrassonografia
Doppler, as caracteristicas hemodindmicas da artéria mamaria de bufalas
mesticas Murrah em diferentes estagios fisiologicos, como forma de
monitoramento in vivo do desenvolvimento mamario, bem como sua relacdo com
o desempenho corporal e os principais hormdnios envolvidos no processo de

mamogénese.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Anatomia e morfogénese da glandula mamaria de fémeas bubalinas
A glandula mamaria é uma glandula cutdnea modificada, cuja fungdo nas
fémeas € a sintese e secrecdo de leite. Esta presente em todos os mamiferos

em numero, localizacdo, tamanho e conformacdo variaveis, segundo as



diferencas anatomorfolégicas de cada espécie (CAPUCO; AKERS, 2009;
LEFEVRE; SHARP; NICHOLAS, 2010; OFTEDAL, 2012).

A fémea bubalina possui quatro glandulas mamarias também chamadas de
quartos mamarios (quartos mamarios anteriores direito e esquerdo; e quartos
mamarios posteriores direito e esquerdo) e mesmo numero de tetas. O conjunto
formado pelas glandulas mamérias é denominado de Ubere, o qual esta
localizado na regido inguinal do corpo do animal. Cada quarto mamario
representa uma unidade glandular independente, ou seja, sdo anatbmica e
fisiologicamente distintos (DAVIDSON; STABENFELDT, 2014).

As caracteristicas externas da glandula mamaria da fémea bubalina,
assemelham-se com as das bovinas e a estrutura histolégica do tecido glandular
€ similar entre as diferentes espécies de mamiferos (DAVIDSON;
STABENFELDT, 2014).

Cada glandula é formada por duas estruturas principais: o parénquima
mamario e o estroma, sendo a proporcéo entre os dois tecidos regulada por
mecanismos hormonais. O parénquima mamario é composto pelos alvéolos,
pequenos ductos e tecido conjuntivo. Os alvéolos sao as unidades funcionais de
producéo de leite da glandula maméria durante a lactagcéo. O leite produzido nos
alvéolos é drenado para os ductos, posteriormente para a cisterna da glandula e
depois para as tetas e 0 meio externo (DAVIDSON; STABENFELDT, 2014).

Ja o estroma é constituido por vasos sanguineos e linfaticos, linfonodos,
nervos e tecido adiposo. O estroma esta presente envolvendo e acomodando as
estruturas intramamarias, bem como favorecendo o desenvolvimento do
parénquima mamario (HOVEY; AIMO, 2010; DAVIDSON; STABENFELDT,
2014).

O Ubere é fixado a parede ventral do abdémen do animal pelo sistema
suspensor, que €é composto pela pele, tecido subcutaneo, ligamentos
suspensorios laterais superficiais e profundos, e também pelo ligamento
suspensor mediano, que é o responsavel pela maior parte da forca necessaria
para manter o Ubere fixado sob a pelve (DYCE; SACK; WENSING, 2010).

O suprimento sanguineo da glandula mamaria de ruminantes é realizado
pela artéria aorta caudal, que na regido inguinal emite as artérias iliacas comuns

direita e esquerda (Figura 1) (a partir desse ponto a rota passa a ser bilateral),



gue posteriormente ramificam-se em artérias iliacas externas e a seguir em
artérias pudendas externas (DYCE; SACK; WENSING, 2010; POPESKO, 2012).

Aorta abdominal

V. cava caudal

| | A eVilioca externa

- R. lubial ventral da
veia pudenda infernc
A. e V. pudenda

i iy ! | . externa -
sl _Ef b \ 4 - : | Linfonodo maméario

V. foracica interna V. epigastrica superficial
crania

V. epigdstrica superficial caudal

FIGURA 1. Vascularizagao (irrigacao arterial e drenagem venosa) da glandula
mamaria de uma vaca

Fonte: Bragulla et al., 2011.

A artéria pudenda externa segue dorsocaudalmente em direcao a glandula
mamaria e ao penetrar nas metades direita e esquerda do Ubere, emite os ramos
cranial e caudal (Figura 2), formando as artérias mamarias cranial e caudal
(artéria mamaéria cranial direita e esquerda; e artéria mamaria caudal direita e
esquerda), as quais suprem as porcdes craniais e caudais de cada metade do
Ubere, respectivamente (DYCE; SACK; WENSING, 2010; POPESKO, 2012).
Numerosos ramos desses vasos sao emitidos, fornecendo sangue para todas as
partes da glandula mamaéria, fator importante, pois para cada 1 litro de leite
produzido € necessaria a circulacao de aproximadamente 500 litros de sangue
pelo tecido mamario (PROSSER et al., 1996).



FIGURA 2. Suprimento sanguineo e inervacao dos 6rgados genitais e da glandula

mamadria in situ da vaca; vista lateral esquerda



1 Mdsculo obliquo externo do abdome; 1’ aponeurose do musculo obliquo externo do
abdome; 2. Muasculo gréacil, musculo adutor e musculo semimembranaceo; 3. Acetabulo;
4. Nervo e artéria femoral; 5. Artéria femoral profunda, veia femoral; 6. Veia femoral
profunda; 7. Nervo genitofemoral; 8. Artéria e veia pudenda externa; 9. Vasos linfaticos
eferentes do Ubere; 10. Artéria e veia mamaria cranial; 11. Artéria e veia mamaria
caudal; 12. Linfonodo mamario; 13. Veia perineal ventral, nervo perineal profundo; 14.
Veia epigastrica cranial superficial; 15. Corpo do ubere; 16. Papila da mama (teta); 17.
Circulo venoso da papila da mama; 18. Plexo venoso da papila da mama; 19. Vasos
linfaticos superficiais do ubere.

Fonte: Popesko, 2012.

Quanto ao sistema venoso mamario, este € composto por veias que
acompanham a rota arterial ja descrita anteriormente (Figura 1) e também pelas
veias abdominais subcutaneas. Ambas conduzem sangue para a veia cava
caudal que por sua vez leva para o coracdo (DYCE; SACK; WENSING, 2010;
POPESKO, 2012).

Ja o sistema linfatico da glandula mamaria é constituido por dois linfonodos
mamarios presentes dorsocaudalmente em cada metade do Ubere e vasos
aferentes e eferentes, que juntos formam um plexo linfatico responsavel pela
conducdo da linfa e protecdo da glandula contra infeccbes (DYCE; SACK;
WENSING, 2010; POPESKO, 2012).

A inervacdo do Ubere é realizada por dois tipos de fibras, as aferentes e
eferentes, ambas oriundas da regido lombar da medula espinhal. Os nervos
aferentes sdo responsaveis pela inervacao tanto da porcao cranial como caudal
do Ubere, bem como o flanco e parede abdominal adjacente, conduzindo os
impulsos nervosos para o sistema nervoso central (Figura 2). Enquanto as fibras
nervosas eferentes inervam o0s musculos lisos que circundam o0s vasos
sanguineos e, portanto, regula o abastecimento de sangue no ubere, além de
inervar o sistema de ductos, esfincter e as células mioepiteliais que contornam
os alvéolos, atuando diretamente no reflexo de ejecdo do leite (DYCE; SACK;
WENSING, 2010).

Quanto ao desenvolvimento mamario, este inicia-se no periodo pré-natal e
persiste ao longo de toda a vida reprodutiva do animal. Ocorre de forma dinamica
e é compreendido por etapas bem definidas, onde acontecem mudancas



morfofuncionais que preparam a glandula para a lactacdo (DAVIDSON;
STABENFELDT, 2014).

Durante o periodo antenatal, o desenvolvimento da glandula mamaria
consiste na migracdo e agregacdo de células do ectoderma para formar,
respectivamente, a banda mamaria, linha maméria e botdes mamarios primarios
e secundéarios (Figura 3), os quais designam a disposi¢cao da glandula maméria
no corpo do animal (AKERS, 2002; SINGH; ROY, 2003a; CHALLANA et al.,
2014). A medida em que o feto se desenvolve, ocorre a formacgédo dos ductos,

cisterna da glandula e, externamente, as tetas (ROWSON et al., 2012).

Crista mamaria Crista mamaria

Cristas Mamarias
Cristas mamarias sdo o tecido epidérmico
espessado que da origem a glandula mamaéria.

Botdo Mamaério Primario
O tecido epidérmico espessado comeca a
desenvolver-se e penetrar no mesénquima
(derme).

Botdo Mamario Primario

Botdo Mamério Secundéario
O botdo mamario primario comeca a enviar
ramos que penetram na derme.

Botdo Mamario

Secundario
Pl B Canalizag&o
D i V) Os botBes secundarios ramificados comecam a
@y “_‘ﬂ?"z;-_/_,/“ alongar-se e infitram-se ainda  mais
) 4 profundamente. Finalmente eles comegcam a

formar canais (canalizag&o) que daréo origem ao
sistema de ductos da glandula. As células
mioepiteliais circundam as porg¢des terminais da
glandula em desenvolvimento.

Ducto lactifero

Células mioepiteliais

FIGURA 3. Mamogénese durante o periodo pré-natal

Fonte: Senger, 2005. Traducédo: Ariane Dantas



Proximo ao nascimento, os sistemas vascular e linfatico, os tecidos
conjuntivo e adiposo e também o ligamento suspensor médio da glandula
mamaria do feto ja estdo formados, contudo, o parénquima mamario nao esta
presente (ROWSON et al., 2012).

Ao nascimento, o desenvolvimento da glandula mamaria é relativamente
pequeno e corresponde ao crescimento dos tecidos conjuntivo e adiposo, bem
como os ductos mamarios (SINGH; ROY, 2003b). Durante a primeira etapa de
crescimento, o desenvolvimento mamario ocorre de forma isométrica, ou seja, 0
crescimento ocorre proporcionalmente ao desenvolvimento corporal (SERJSEN;
PURUP, 1997). Os sistemas vascular e linfatico estdo essencialmente
organizados como ficardo no ubere ja desenvolvido, no entanto, poucos alvéolos
sao formados (HOVEY; McFADDEN; AKERS, 1999; HINCK; SILBERSTEIN,
2005; STERNLICHT, 2006).

Quando proximo do inicio da puberdade, o desenvolvimento da glandula
mamaria passa a ser alomeétrico positivo, isto €, superior a taxa de
desenvolvimento corporal (SERJSEN, 1994). Durante esse periodo ha intenso
crescimento do tecido adiposo e ampliagéo do sistema de ductos, projetando-se
na estrutura intramamaria (CAPUCO et al., 1995; ELLIS; MCFADDEN; AKERS,
1998). De acordo com Serjsen et al. (1982) a distribuicdo da area percentual do
estroma, limen e parénquima mamario de novilhas pré-puberes corresponde a
84%, 12% e 3%, respectivamente. Durante essa fase ja é possivel observar um
formato mais definido do Ubere e aumento no tamanho.

Do fim da puberdade até a concepcao, a intensidade do desenvolvimento
mamario desacelera, retornando a forma isométrica. Nessa fase, o crescimento
da glandula mamaria consiste no alongamento, espessamento e ramificacdo dos
ductos e o0s alvéolos sao gradualmente formados obedecendo os
acontecimentos fisiolégicos de cada ciclo estral (ROWSON et al., 2012).

Ao longo da gestacdo, o0 desenvolvimento mamario ocorre
exponencialmente e consiste primordialmente em intensa formacao de tecido
alveolar, e da rede de células mioepiteliais que o envolvem, e hiperplasia
vascular. No entanto, o crescimento dos ductos persiste e ocorre reducédo do
desenvolvimento do tecido adiposo (YASUGI, KAIDO e UEHARA, 1989;
MATSUMOTO et al., 1992; DJONOV et al., 2001).



A maior parte do desenvolvimento da glandula mamaria ocorre durante a
primeira gestacédo, mais precisamente na etapa final, de tal modo que poucas
mudancas ocorrerdo apoés o parto (CAPUCO; AKERS; SMITH, 1997). Segundo
Capuco e Akers (1990) aproximadamente 80% das células mamarias séo
formadas durante a gestagcdo e inicio da lactacdo. Durante esse periodo, a
glandula maméaria aumenta expressivamente de tamanho e adquire um formato
caracteristico.

Ressalta-se que a quantidade de tecido presente na glandula mamaria
aumenta exponencialmente durante a gestagcao de novilhas de tal forma que ao
final de cada més ha 35% a mais de tecido presente do que havia ao final do
més anterior, assim a maior parte da incorporacdo ocorre nos ultimos 3 meses
de gestacdo (SWANSON; POFFENBARGER, 1979).

JA& o desenvolvimento mamario durante a lactacdo concentra-se
primordialmente durante os primeiros meses, porém, ocorre com intensidade
bem menor do que durante a gestacao e consiste principalmente na proliferacao
adicional de células alveolares (NEVILLE et al., 2002; HOVEY; TROTT, 2004;
AKERS, 2006).

Durante o periodo de lactacdo, o desenvolvimento da glandula mamaria
regride gradual e progressivamente, passando a um estado ndo-secretor. A
cessacao do estimulo de succdo ou de amamentacdo promove o inicio da
involucdo do tecido mamario, no qual ocorrem 0s processos de apoptose,
degradacdo proteolitica, diminuicdo da atividade metabdlica e reducao da maior
parte do tecido epitelial, bem como, do tamanho da glandula mamaria (CAPUCO;
AKERS, 1999; CAPUCO et al., 2001; SORENSEN et al., 2006; SANTSCHI et al.,
2009).

Esse periodo € importante pois permite a renovacgao celular, possibilitando a
recuperacdo da glandula maméria antes do inicio da proxima lactagéo,
diminuindo a susceptibilidade a mastite (CHURCH et al., 2008; WATTERS et al.,
2008; NEWMAN et al., 2010; COLLIER; ANNEN-DAWSON; PEZESHKI, 2012).

Portanto, para que o desempenho e, consequentemente, a eficiéncia
produtiva de bufalas leiteiras possam ser melhorados, é fundamental
compreender os fatores envolvidos na regulacdo do desenvolvimento e

diferenciacdo mamaria.
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2.2. Controle hormonal da morfogénese mamaéria

O desenvolvimento da glandula mamaria é um processo complexo modulado
por controle sistémico e local. A interacdo de hormadnios, principalmente
hipofisarios e ovarianos, com fatores de crescimento € muito importante para o
desenvolvimento funcional da glandula (KLEINBERG; BARCELLOS-HOFF,
2011).

Trata-se de um processo ciclico, regulamentado pelo equilibrio de etapas de
crescimento iso e alométrico, que se inicia antes mesmo do nascimento e
prossegue por toda a vida reprodutiva do animal (HOVEY et al., 2002; AKERS,
2006). Contudo, durante o periodo pré-natal, o desenvolvimento da glandula
mamaria esta primordialmente sob controle de fatores genéticos.

Apds 0 nascimento, durante a primeira fase de crescimento do animal, o
desenvolvimento mamario € modulado principalmente pela acédo do estrogénio
(E2) e do hormoénio do crescimento (GH) (KLEINBERG; BARCELLOS-HOFF,
2011). Ambos possuem acdo mitogénica e atuam favorecendo especialmente o
crescimento do sistema de ductos. Além disso, o E2 age estimulando a formacéo
de receptores de progesterona (P4) (SAJI et al.,, 2000; BERRY et al., 2003;
CONNOR et al., 2005).

Com a puberdade, o desenvolvimento da glandula mamaria esta sob
influéncia das variagdes hormonais que ocorrem durante o estabelecimento de
cada ciclo estral. A atuacédo do E:2 persiste sobre os ductos, permitindo maior
ramificagé@o e infiltragdo no interior da glandula, formando uma ampla rede de
canais e tubos continuos, ao passo que a P4 age estimulando a formagéo do
tecido secretodrio alveolar nas extremidades dos dutos mamarios. Soma-se aos
horménios anteriormente descritos, a acdo do GH e fator de crescimento
semelhante a insulina tipo | (IGF-I) que possuem efeito semelhante ao do E:2
(AIRES, 2012).

Com a instalacdo da gestacdo e durante a maior parte do periodo
gestacional, varias mudancas anatomofisiolégicas que ocorrem na glandula
mamadria sdo atribuidas as alteragdes hormonais, principalmente do Ez, P4 e
prolactina. Sob a influéncia do E2, ocorre intensa proliferacdo ductal,
acompanhada por involugcédo do estroma, bem como aumento da vascularizacéo
e do fluxo sanguineo. A P4 induz a hiperplasia lobular, assim como a continua

involugao do estroma. Contudo, com a proximidade do parto as concentracdes
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de P4 diminuem e os niveis de prolactina aumentam, favorecendo o crescimento
e desenvolvimento dos alvéolos, preparando a glandula maméaria para lactagdo
(NEVILLE et al., 2002; LAMOTE et al., 2004).

Outros horménios também estdo envolvidos nessa etapa, tais como GH,
IGF-1 e insulina (IN), que apesar de ndo terem niveis elevados durante a
gestacdo, sdo fundamentais para o desenvolvimento continuo e pleno da
glandula mamaria (OLLIVIER-BOUSQUET; DEVINOY, 2005).

Na lactacdo o desenvolvimento mamario ocorre principalmente pela acao da
prolactina e do GH. A prolactina age favorecendo o desenvolvimento alveolar,
bem como a integridade estrutural e atividade funcional do epitélio mamario
durante a lactacdo e o desempenho produtivo. Ja o GH esta envolvido na
manutencdo do numero de células mamarias durante a lactacdo (CAPUCO et
al., 2001). Além disso, durante esse periodo observa-se o efeito mitético do IGF-
| e IN sobre as células mamarias (NEVILLE et al., 2002; HOVEY; TROTT, 2004;
CHAIYABUTR et al., 2005; AKERS, 2006).

Ao final da lactacdo, ocorre a involucdo mamaria a qual é modulada pela
diminuicdo da acao da prolactina, GH e IGF-l. Segundo Accorsi et al. (2002)
durante essa fase, a reducéo dos niveis desses horménios € considerada como
o principal sinal de controle de apoptose e atrofia do tecido mamario.
Paralelamente a esse periodo, ocorre aumento gradual dos niveis de E2, que
agem sutilmente na manutencg&o dos ductos e I6bulos (CAPUCO et al., 2003).

Portanto, alteragées na producgéo ou atividade de hormonios envolvidos na
modulacdo da glandula mamaria, durante qualquer uma das fases de
desenvolvimento, podem futuramente afetar a producéo de leite, sendo de

fundamental importancia os estudos sobre esse tema.

2.3. Ultrassonografia da glandula mamaria em ruminantes

Na ultrassonografia, ondas sonoras de frequéncia superior a 20KHz séo
emitidas por um transdutor em pulsos continuos sobre os tecidos. As interfaces
dos tecidos refletem as frequéncias, parte delas retorna ao transdutor e,
posteriormente, sdo processadas de modo a gerar imagens em tons de cinzas
(PEIXOTO et al., 2010).

E um método preciso, seguro, de facil execucéo e relativamente de baixo

custo. Além disso, permite a obtencdo de informacdes em tempo real da
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estrutura analisada. Trata-se de um exame inécuo e a sedagéo do paciente, na
maioria das vezes, nao é necessaria. Outras vantagens dessa técnica estdo em
nao utilizar radiacao ionizante, portanto, pode ser empregada de forma repetida,
sem efeitos nocivos. Além disso, por ndo requerer a eutanasia do animal, permite
avaliagbes seriadas do mesmo individuo sob diferentes circunstancias
(MANNION, 2006; KING, 2006).

E uma técnica indicada para afericio do tamanho, formato, contorno,
ecotextura e localizacao de 6rgaos, tecidos e vasos, ou monitoramento de suas
funcbes e também para detectar a presenca de massas anormais, como
tumores, sendo, portanto, considerada modalidade importante de avaliagao
clinica, tanto na medicina como na veterinaria (MANNION, 2006; KING, 2006).

Frente a tantos beneficios, o0 uso da ultrassonografia faz-se particularmente
interessante no estudo da glandula mamaria de animais de producdo, uma vez
gue a quantidade e qualidade do leite produzido, assim como a eficiéncia de sua
producdo, estdo diretamente relacionadas ao desenvolvimento, a atividade
metabdlica e a saude do Ubere (AKERS, 2002; CAPUCO et al, 2003
BOUTINAUD; GUINARD-FLAMENTA; JAMMES, 2004).

Os primeiros registros do uso da ultrassonografia na glandula mamaria em
animais de producéo sao relativamente recentes na literatura veterinaria, sendo
o primeiro relato cientifico de Caruolo e Mochrie (1967), os quais estudaram o
Ubere de vacas em lactacdo. Cartee et al. (1986) utilizaram o ultrassom para
avaliacdo de disturbios na secrecéo do leite e alteracbes mamarias, também em
vacas. Posteriormente, diversos outros trabalhos foram conduzidos (STOCKER
et al., 1989; SARATSIS; GRUNERT, 1993; SEEH; HOSPES; BOSTEDT, 1996).

Embora a maioria dos estudos com o uso da ultrassonografia mamaria foram
realizados em vacas (FRANZ et al., 2004; KLEIN et al., 2005; PAULRUD et al.,
2005; FLOCK; WINTER, 2006; CELIK et al., 2008; FRANZ; FLOEK; HOFMANN-
PARISOT, 2009; SEKERE et al., 2009; GOTZE et al., 2010; PORCIONATO et
al., 2010; NISHIMURA et al., 2011; BRAUN; FORSTER, 2012; SZENCZIOVA et
al., 2013; FASULKOV et al., 2014; BRAGA et al., 2015; ESSELBURN et al.,
2015), ha também uma quantidade consideravel de trabalhos desenvolvidos em
ovelhas (HIEPLER; SCHONFELDER; WEHREND, 2009; OLECHNOWICZ;
JASKOWSKI, 2009; ALEJANDRO et al.,, 2014a; PETRIDIS et al.,, 2014;
MAKOVICKY; MARGETIN; MILERSKI, 2015), cabras (FASULKOV et al., 2010;



13

FASULKOV; KOLEVA, 2011, DIAZ et al., 2013; ALEJANDRO et al., 2014b; DAR,
et al., 2014; FASULKQV, et al., 2013, FASULKOV; KARADAEV; DJABIROVA,
2014) e bufalas (RAMBADU et al., 2008; RAMBADU et al., 2009; AMBORD et
al., 2009; AMBORD et al., 2010; CONSTANTE; ACORDA, 2012; KOTB; ABU-
SEIDA; FADEL, 2014).

A aplicacdo mais comum desta técnica consiste na avaliagdo do crescimento
de diferentes estruturas mamarias com dados da producao de leite, o nUmero de
lactacbes e o manejo de ordenha, que permite a obtencdo de diversas
informacdes e fatores importantes e determinantes as praticas de manejo e
selecdo de animais com potencial leiteiro (FASULKOV et al, 2012;
SZENCZIOVA; STRAPAK, 2012).

A ultrassonografia também € bastante empregada em estudos para
avaliacdo do estado sanitario da glandula, tanto na elaboragéo de diagndsticos
e prognosticos, quanto no acompanhamento evolutivo de diversas alteragdes,
como: lesdes de mucosa, proliferacdo de tecido, hematoma, abscesso e
principalmente mastite (FRANZ; FLOEK; HOFMANN-PARISOT, 2009; KIOSSIS
et al., 2009; RAMBABU et al., 2009; PORCIONATO et al., 2010; POTAPOW et
al., 2010; FASULKQV, 2011; CONDINO et al., 2012).

No entanto, com uso da ferramenta Doppler, hd aumento da sensibilidade e
especificidade do exame ultrassonografico, adicionando ao método
convencional a capacidade de avaliar caracteristicas hemodindmicas
(CARVALHO; CHAMMAS, CERRI, 2008; CARVALHO, 2009), o que permitiu a
expansao da aplicacdo da técnica e, consequentemente, uma avaliagdo mais
detalhada da glandula. De acordo com Petridis et al. (2014), a avaliacdo da
vascularizacdo mamaria, por meio do Doppler, apresenta-se como excelente
ferramenta a ser utilizada no estudo do estado funcional da glandula mamaéria.

O efeito Doppler pode ser definido como sendo o principio fisico no qual a
frequéncia do som varia diante da aproximacdo ou afastamento da fonte
emissora em relacéo ao observador (HEDRICK; HYKES; STARCHMAN, 1995).
Quando aplicado a ultrassonografia de vasos sanguineos, as hemacias em
movimento nos vasos correspondem a fonte emissora de som e o transdutor ao
observador. Assim, o efeito Doppler se refere a diferenca entre a frequéncia da
onda sonora emitida pelo transdutor e a frequéncia dos ecos que retornam do
fluxo sanguineo em movimento (NYLAND; MATTOON, 2005).
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Desta forma, dependendo da modalidade do Doppler escolhido, dados
gualitativos e quantitativos, arterial e venoso, podem ser obtidos. Contudo,
dentre as variaveis Doppler disponiveis para avaliacdo, as mais estudadas tém
sido os indices de resistividade e pulsatilidade, possivelmente devido a
multiplicidade das informacdes morfolégicas e hemodinamicas que oferecem
(DANTAS, 2013; SANTOS et al., 2014).

Tais indices fornecem dados que permitem descrever e determinar padrdes
de normalidade da perfusdo sanguinea, detectar alteracfes vasculares e a
impedancia do vaso, além de determinar o estado metabdlico do 6rgéo
analisado, bem como a presenca de doencas (CARVALHO; CHAMMAS; CERRI,
2008; CARVALHO 2009; GINTHER, 2014). No entanto, pouco se sabe sobre as
caracteristicas hemodindmicas da artéria mamaria de budfalas durante as

distintas fases de desenvolvimento.
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OBJETIVOS

Objetivo geral:

e Avaliar o estado hemodinamico mamario, o efeito do desempenho
corporal sobre ele, assim como sua relacdo com os principais hormoénios
envolvidos nha mamogénese de bufalas mesticas Murrah sadias em diferentes

estados fisiologicos.

Objetivo especifico:

e Determinar, pelo Doppler espectral, os indices de resistividade e
pulsatilidade e o diametro interno das artérias mamarias cranial e caudal
esquerdas de bufalas mesticas Murrah jovens, adultas, vazias ou gestantes.

e Correlacionar os indices de resistividade e pulsatilidade e o diametro
interno das artérias mamarias cranial e caudal esquerdas com as concentracdes
plasmaticas de progesterona, fator semelhante a insulina tipo I, insulina,
hormdnio do crescimento e estradiol de bufalas mesticas Murrah durante as
fases de crescimento, gestacao e lactacao.

e Correlacionar os indices de resistividade e pulsatilidade e o diametro
interno das artérias mamarias cranial e caudal esquerdas com o peso corporal

de bezerras, novilhas, gestantes e lactantes mesticas Murrah.
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HIPOTESE

e Os pardametros hemodindmicos das artérias mamarias obtidos pela
ultrassonografia Doppler séo distintos nos diferentes estagios fisioldgicos, sendo
de maior intensidade no final da gestacao e inicio da lactacéo.

e O desenvolvimento da glandula maméria € regido por variagdes
hormonais que acarretarao diretamente em alteracées hemodinamicas do Ubere
de bufalas mesticas Murrah.

e O desenvolvimento corporal interfere nos indices Doppler da artéria

mamaria de bezerras, novilhas, gestantes e lactantes mesticas Murrah.



CAPITULO 1



27

ARTIGO 1. Avaliagédo da artéria mamaria de bufalas mesticas Murrah por
ultrassonografia Doppler e sua regulacdo enddcrina durante a fase de

crescimento
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Avaliacdo da artéria mamaria de bufalas mesticas Murrah por ultrassonografia Doppler
e sua regulacdo endocrina durante a fase de crescimento
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*Departamento de Reprodugdo Animal e Radiologia Veterinaria, Universidade Estadual Paulista,
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tDepartamento de Bioestatistica, Universidade Estadual Paulista, Botucatu; 8Departamento de
Producdo Animal, Universidade Estadual Paulista, Botucatu;

IAutor correspondente: dantas.vet@gmail.com

RESUMO: O objetivo deste trabalho foi avaliar indices hemodindmicos da artéria mamaria e
sua relacdo com os principais hormonios envolvidos na mamogénese de bufalas em diferentes
fases de desenvolvimento corporal. Utilizou-se 12 fémeas mesticas Murrah, distribuidas em
dois grupos (n= 6): grupo 1 (bezerras) e grupo 2 (novilhas), mantidas sob sistema de manejo
extensivo. Foram realizados exames de ultrassonografia (Doppler) das artérias mamarias
cranial e caudal, com intervalo de 28 dias cada, para determinacdo dos indices resistividade
(IR) e pulsatilidade (IP) e diametro interno do vaso (Dl), durante um ano. Adicionalmente,
realizou-se a pesagem (kg) e a colheita de sangue para a avaliagdo das concentracOes
plasmaticas do fator semelhante a insulina tipo | (IGF-I), insulina (INS), horménio do
crescimento (GH), progesterona (P4) e estradiol (17B-E2). Utilizou-se andlise de variancia
(ANOVA), com medidas repetidas no periodo de 12 meses, coeficiente de correlacdo de
Spearman e regressdo ndo linear maltipla, com diferencas estatisticamente significativas
quando P<0,05. Nos grupos 1 e 2, houve diminuig¢do progressiva do IR e IP e aumento constante
do DI, do primeiro ao ultimo més do estudo (P<0,0001). No grupo 1, houve correlacbes fortes
do IR com o IP (r=0,94; P<0,0001) e com o DI (r=-0,98; P<0,0001), além do IP com o DI (r=

-0,98; P<0,0001). No grupo 2, o IR foi fortemente correlacionado com o IP (r=0,99; P<0,0001)
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e com o DI (r= -0,95; P<0,0001) e o IP teve também correlacdo forte com o DI (r= -0,98;
P<0,0001). No grupo 1, os trés parametros Doppler correlacionaram-se significativamente com
as concentragdes plasmaticas do IGF-I, GH e P4 (P<0,05), entretanto, com magnitude variada,
enquanto no grupo 2, houve correlacdo do IR, IP e DI apenas com o IGF-I e P4, sendo essas de
forte intensidade. No grupo 1, detectou-se efeito linear do peso corporal sobre o IR (R?>= 0,97;
P=0,0054) e 0 DI (R?>=0,97; P=0,0069) e no grupo 2, o peso corporal teve influéncia quadratica
sobre 0 IR (R?=0,97; P=0,0116) e 0 DI (R>= 0,97; P= 0,0001). Verificou-se que a variagio dos
indices Doppler obtidos das artérias mamarias foi semelhante, independentemente da idade,
repercutindo a acdo hormonal e o estado vascular da glandula mamaria de bafalas sadias nas
fases de crescimento avaliadas.

Palavras-chave: avaliacdo hormonal, bafalas leiteiras, Doppler, fluxo sanguineo mamario,

mamogénese

INTRODUCAO

O desenvolvimento da glandula mamaria € um processo complexo e dindmico,
regulamentado principalmente por agdo hormonal que, por interagdes sincronizadas, permitem
o desenvolvimento de diferentes estruturas em distintas intensidades de crescimento (AKERS
et al., 2000).

Segundo Sinha e Tucker (1969), a maior parte do desenvolvimento mamario ocorre apds
0 nascimento e é caracterizado pela interacdo de etapas de crescimento de mesma propor¢ao
(isométrico) ou superior (alométrico) a taxa de desenvolvimento corporal, nas quais ocorrem
acentuado desenvolvimento de tecido adiposo, ductos e parénquima mamario.

Entretanto, a magnitude do desenvolvimento mamario nos primeiros anos de vida

determinard a extensdo do desenvolvimento Iébulo-alveolar na vida produtiva do animal
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(Sejrsen e Foldager, 1992). Desse modo, a realizacdo de estudos nas distintas fases de
desenvolvimento da glandula mamaria tem sido de interesse crescente.

Nesse sentido, tem-se buscado métodos alternativos de pesquisa que reduzam o tempo e
0 custo das analises, bem como permita a avaliacdo in vivo dos animais, de forma néo invasiva
e em tempo real. A ultrassonografia mamaria representa uma ferramenta de importancia
significativa na area de investigacdo da fisiologia animal e quando associada ao Doppler
fornece informac6es sobre o fluxo sanguineo, tornando as avaliagcbes mais completas (Carvalho
et al., 2008).

Contudo, valores de referéncia para interpretacdo dessas informacbes sdo escassos,
principalmente na espécie bubalina e, mediante o grande avanco da producdo de leite de bufalas
no Brasil, estudos abrangendo os aspectos fisiologicos tornaram-se fundamentais.

O objetivo do presente estudo foi avaliar os pardmetros hemodindmicos das artérias
mamarias por ultrassonografia Doppler e relaciona-los com os principais hormonios envolvidos
no desenvolvimento da glandula mamaria de bufalas em diferentes fases de desenvolvimento

corporal.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica no uso de Animais (CEUA), da
Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, UNESP/Botucatu-SP com o Protocolo n°
79/2013.

O experimento foi conduzido na Universidade Estadual Paulista (UNESP), Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu/SP, no setor de bubalinocultura

localizado 22° 49’ de latitude sul e 48° 24’ de latitude oeste e altitude aproximada de 597
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metros. Clima temperado quente (Mesotérmico) umido, com inverno seco e verao quente e

umido, apresentando estacdo chuvosa de outubro a marco.

Delineamento experimental
Animais

Foram utilizadas 12 bufalas mesticas Murrah, pertencentes ao mesmo rebanho,
clinicamente saudaveis, separadas em dois grupos (n= 6), sendo bezerras (grupo 1) e novilhas
(grupo 2), com idades iniciais de zero e 12 meses, respectivamente, avaliadas durante um ano.

Os critérios de incluséo dos animais no estudo foram: (a) inexisténcia de anormalidades
no exame fisico geral e na glandula mamaria (inspecéo e palpagédo), conforme descrito por
Feitosa (2008); (b) auséncia de historico de doencas reprodutivas ou da glandula mamaria; (c)
escolha de fémeas filhas do mesmo reprodutor (mestico Murrah), para minimizar a influéncia
da heterogeneidade nas caracteristicas hemodinamicas.
Manejo dos animais

Os grupos foram mantidos separados em pigquetes com bebedouro, cocho coberto e
pastagem formada por Brachiaria Brizantha cv. Xaraés; e submetidos ao pastejo rotacionado,
com fornecimento de mistura mineral ad libitum. As bezerras permaneceram com as suas maes
até completarem sete meses de idade, quando a desmama foi realizada.
Ultrassonografia

Exames ultrassonograficos das artérias mamarias cranial e caudal esquerdas foram
realizados com intervalos de 28 dias durante o periodo de um ano, executados sempre no
periodo da manhd, pelo mesmo operador e assistente. Utilizou-se aparelho de ultrassom (Mylab
30; Esaote® SpA, Firenze, Italia) equipado de transdutor linear com frequéncia de 13 MHz.

No presente trabalho preconizou-se a avaliagdo das artérias mamarias cranial e caudal

esquerdas como parametros representativos, dada a constatacdo da auséncia de diferenca
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estatistica dos principais indices hemodinamicos da glandula mamaria esquerda em
comparacdo com a direita, em diversos trabalhos cientificos em ruminantes (Potapow et al.,
2010; Petridis et al., 2014; Barbagianni et al., 2015).

O tempo de duracgéo de cada avaliacdo ndo excedeu a 15 minutos e todos os exames foram
feitos com animais em estacdo e ndo anestesiados. Antes de cada avaliacdo, realizou-se a
tricotomia do Ubere e aplicacdo de gel como meio de contato para transmissdo ultrassdnica
(Carbogel - ULT, Carbogel Ind. e Com. Ltda).

As fémeas do grupo 2 foram submetidas a um periodo de adaptacéo, cujo objetivo foi
condiciona-las ao manejo que seria realizado durante o experimento e consistiu na ambientagédo
dos animais, ao local, as pessoas e as atividades realizadas nos exames ultrassonograficos.
Iniciou-se trés meses antes do periodo experimental e foi caracterizado pela manipulagéo
semanal dos animais.

O transdutor foi posicionado sobre a superficie cranial da glandula maméria,
paralelamente a teta (ultrassonografia transcutanea), e o registro das imagens foi realizado em
planos sagital e transversal em MODO B (Fig. 1). Primeiramente, a artéria mamaria cranial
esquerda foi localizada pelo Colour Doppler e, posteriormente, com uso do Doppler espectral,
o cursor foi posicionado sobre a artéria a ser avaliada.

O angulo de insonacdo utilizado ndo excedeu 60°. Foram obtidas e registradas imagens
das secgdes transversais da porcdo inicial da artéria e todas as avaliagBes feitas na artéria
mamaria cranial esquerda foram, em seguida, repetidas na artéria mamaria caudal esquerda.

As imagens ultrassonograficas foram analisadas comparativamente por trés avaliadores,
em momentos diferentes, e seus resultados, posteriormente, confrontados. Foram considerados
aprovados, apds a concordancia dos trés avaliadores. As avaliagcBes quantitativas foram
realizadas com uso do software MyLab (MyLab®Desk software, Esaote, Genova, Italy) e

baseou-se na morfologia da curva espectral de ondas de mesma amplitude sistélica e diastolica,
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obtidas de trés ciclos cardiacos consecutivos (Fig. 2), para calculo dos indices de resistividade
(IR) e pulsatilidade (IP) de cada vaso, conforme as formulas: IR= (PVS-VDF)/PSV e PI= (PVS-
VDF)/MTVM, onde o PVS ¢é o pico da velocidade sistdlica, VDF a velocidade diastolica final
e MTVM a média de tempo da velocidade maxima (Ginther, 2007). Foi calculado também o
didametro interno de cada vaso (DI), expresso em cm.

Avaliacdo hormonal e pesagem dos animais

Imediatamente apos o final de cada exame, amostras de sangue foram colhidas por puncéo
da veia jugular usando tubos heparinizados (Vacutainer, 10 mL; Becton Dickinson, Franklin
Lakes, NJ, EUA) e centrifugadas (2.500 X g por 30 min) para a separacdo do plasma. As
amostras de plasma foram armazenadas em aliquotas de 1mL e congeladas a -20°C até serem
analisadas.

Foram aferidas as concentracdes plasmaticas de fator semelhante a insulina tipo | (IGF-
1), insulina (INS), hormonio do crescimento (GH), progesterona (P4) e estradiol (17B-E2),
utilizando-se Kkits comerciais. Com excecdo do 17B-E2, que foi avaliado por ensaio
imunoenzimatico (EIA), todos os demais horménios foram quantificados por radioimunoensaio
(RIA).

Para avaliacdo das concentraces plasmaticas do IGF-I foi utilizado o IRMA IGF-I
A15729 (Immunotech, Beckman Coulter, Prague, Czech Republic), da INS o Insulin IRMA Kit
IM3210 (Immunotech, Beckman Coulter, Prague, Czech Republic), do GH seguiu-se a
metodologia proposta por National Hormone e Peptide Program, Harbor- Unisersity of
California, Torrance, CA, USA), da P4 0 RIA Progesterone IM1188 (Immunotech, Beckman
Coulter, Prague, Czech Republic) e do 17p-E2 o Estradiol EIA Kit (n° 582251, Cayman
Chemical Company, Ann Arbor, USA).

Ressalta-se que as instrucdes de cada fabricante foram rigorosamente seguidas e 0s

valores das concentracdes do IGF-I, GH e P4 foram determinados em nanograma por mililitro
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(ng/mL), a INS em plU/mL (microunidades internacionais) ¢ o 17B-E2 em picograma por
mililitro (pg/mL). Todas as amostras foram analisadas em duplicata, sendo os coeficientes de
variacdo intra-ensaio de 4,2, 12,3, 10,0, 6,0, e 6,0 para o IGF-I, INS, GH, P4 ¢ 17B-E>,
respectivamente, e o coeficiente de variacao inter-ensaio de 8,5, 14,3, 12,4, 9,7, e 9,5 para o
IGF-1, INS, GH, P4 e 17B-E2, respectivamente.

Ap0ds a colheita de sangue, os animais foram pesados em balanca digital e o peso corporal
(PC) expresso em quilogramas (kg).
Analise estatistica

Para analise estatistica dos dados coletados, foi utilizado o procedimento PROC GLM do
software SAS® (Statistical Analysis System, 2009) e alguns graficos foram construidos para
facilitar a interpretacdo dos dados, mediante a visualizacao dos resultados principais. Utilizou-
se andlise de variancia (ANOVA) para avaliacdo das médias das variaveis IR, IP e DI (artérias
mamarias cranial e caudal), considerando as medidas repetidas ao longo do tempo. Foram
classificados como covariaveis 0s grupos experimentais (1 e 2) e as diferencas foram
estatisticamente significativas quando P<0,05.

Para estudar os efeitos fixos dos meses e dos pesos, considerou-se os efeitos lineares e
quadraticos, conforme o modelo estatistico:

Yijk= W + b1Més;j + boPeso + bsPeso? + baartérias mamariask + bsMés;*artérias
mamariask + €ijk,

em que Yij representa a varidvel estudada em funcgéo do i-ésimo individuo, no j-ésimo més, no
k-ésimo grupo da artéria mamaria, considerando a covariavel continua peso, com efeito linear
e quadratico. p é amédia geral, b1, b2, bz, bs e bs sdo os coeficientes dos efeitos fixos do modelo
estatistico a serem estimados, més*artérias mamarias representa possivel interagdo entre 0 més
e as artérias mamarias e eix € 0 erro experimental, que sdo considerados independentes e

identicamente distribuidos com média 0 e variancias iguais a 6°.
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Como néo houve diferenca estatistica para os indices hemodinamicos, quando comparado
a artéria mamaria cranial com a caudal, utilizou-se a média de cada varidvel hemodindmica
como parametros representativos de cada animal em cada grupo.

Para estudar a possivel relacdo linear entre os valores médios de IR, IP e DI e desses, com
as medias das concentracOes plasmaticas dos hormoénios mensurados durante o periodo
experimental, foram calculadas correlacbes ndo-parameétricas de Spearman, pois as
distribuicbes das concentracdes plasmaticas dos horménios dosados foram assimétricas. O
coeficiente de correlacao foi considerado como nulo (r=0), baixo (0 <r < 0,30), moderado (r=
0,30 <r<0,70) e forte (0,70 <r < 1), segundo Levine et al. (2012).

Para investigar a eventual relacdo ndo linear existente entre a influéncia quadréatica da
média do PC e as variaveis hemodinamicas de cada grupo, ajustou-se um modelo de regressao
ndo linear maltipla: Yi= Bo + Pipeso + B2peso®i + Psmés + ei, em que Yi representa uma
variavel hemodinamica (IR, IP ou DI), o 0 valor do intercepto, f1 0 coeficiente de regressao
da média do peso, B coeficiente de regressao da media do peso quadratico, B3 coeficiente de
regressdo do més e ei 0 erro experimental.

Para cada grupo experimental, foram geradas equacdes de predicdo de IR, IP e DI em
funcdo da média do PC, utilizando os dados que apresentaram diferenca significativa para a

relacdo do PC com as caracteristicas hemodinamicas.

RESULTADOS

Nos grupos 1 e 2, houve variacdo dos indices hemodinamicos do primeiro ao Gltimo més

de avaliacéo, apresentando reducéo de IR e IP (P<0,0001) e aumento do DI (P<0,0001) (Fig.

3).
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No grupo 1, os indices vasculares correlacionaram-se significativamente uns com outros,
sendo que o IR correlacionou-se forte e positivamente com o IP (r= 0,94; P<0,0001) e
negativamente com o DI (r=-0,98; P<0,0001). Do mesmo modo, o IP teve correlacdo forte e
negativa com o DI (r=-0,98; P<0,0001). Nas fémeas do grupo 2, houve correlagéo significativa
e forte, sendo essa, positiva entre IR e IP (r=0,99; P<0,0001) e negativa, entre o IR e DI (r= -
0,95; P<0,0001), bem como entre o IP e 0 DI (r=-0,98; P<0,0001) (Tabela 1).

Além disso, foi constatado, no grupo 1, que os parametros Doppler estudados
correlacionaram-se significativamente com as concentracfes plasmaticas de IGF-I, GH e P4
(P<0,05), sendo observado, correlacao forte e negativa do IR e IP com o IGF-1 e moderada e
positiva, com 0 GH e a P4. Ja a correlagéo do DI com o IGF-I, foi forte e positiva e com 0 GH
e a P4, foi moderada e negativa (Tabela 1). No grupo 2, as correlagdes entre o IR, IP e DI com
0 IGF-I e P4, foram predominantemente fortes. Contudo, a correlagéo do IR e IP com o IGF-I
foi positiva e do DI com a IGF-I foi negativa. Ja o IR e IP, apresentou correlacdo positiva com
a P4 e correlagdo negativa do DI com a P4 (Tabela 1). A média da concentragdo plasmética dos
horménios dosados de cada grupo em cada més esta apresentado na Fig. 4.

No grupo 1, assim como no 2, os coeficientes de regressdéo do PC com os indices
hemodinamicos, foram na maioria significativos, sendo observado aumento do peso
acompanhado por decréscimo no IR e ampliacdo do DI. A média do peso corporal de cada
grupo em cada més esta apresentada na Fig. 5.

No grupo 1, detectou-se efeito linear do PC sobre IR (R?= 0,97; P= 0,0054) e o DI (R?=
0,97; P=0,0069), sendo observado reducgdo de 0,00082596 do IR e acréscimo de 0,00033865
do DI para cada aumento de 1 kg de PC das bezerras. No grupo 2, o PC teve influéncia
quadratica sobre o IR (R?=0,97; P=0,0116) e o DI (R?>= 0,97; P= 0,0001) (Fig. 6).

No grupo 1, a equacdo gerada para predizer IR a partir do PC foi Yi= 0,86934 -

0,00082596(Peso) - 0,00366(Més) e para predizer o DI em funcdo do PC foi Yi= 0,06619 +
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0,00033865(Peso) + 0,00388(Més). Para o grupo 2, a equacgéo obtida para predi¢cdo do IR em
funcéo do PC foi: Yi=1,27419 - 0,00216(Peso) + 0,00003689(Peso?) + 0,00392(M&s), e para
estimar o DI a partir do PC, a equacéo foi: Yi=-0,39927 + 0,00336(Peso) - 0,00000486(Peso?)
+0,00240(Més).

Quanto a qualidade do ajuste do modelo da acdo quadratica do PC sobre as variaveis
hemodinamicas, nota-se que no grupo 1, a proporcéo da variancia do IR e DI que pode ser
explicada pela variavel peso, é de 97,61% e 97,56%, respectivamente. Enquanto que no grupo

2, 0 efeito quadratico do PC explica 97,12% e 97,74% da variacdo em IP e DI, respectivamente.

DISCUSSAO

Em ambos os grupos houve diminuicdo gradativa de IR e IP e aumento do DI, com a
progressao da idade dos animais, o que implica em reducédo da resisténcia vascular e aumento
continuo da perfusdo sanguinea, assim como, do lumen arterial, decorrentes do aumento do
aporte sanguineo e da prevista ampliacdo da demanda de nutrientes e oxigénio em resposta ao
desenvolvimento do tecido mamario aguardado para esse periodo. O que corroboraram com
Prosser et al. (1996) que afirmam que o fluxo sanguineo mamario e o desenvolvimento da
glandula estéo diretamente relacionados.

A avaliacdo do IR também fornece informacdes relacionadas ao estado metabolico dos
orgdos, onde valores decrescentes de IR sugerem aumento de metabolismo (Carvalho et al.,
2008). Assim, a diminuicdo continua do IR observada no presente estudo, nos dois grupos, esta
relacionada com o aumento da atividade metabolica no tecido, consequentes do
desenvolvimento mamario previsto para o periodo em que os animais foram avaliados, havendo
coeréncia entre as fases de cria e recria. O que esta em conformidade com Huth (1995), que
afirma que o fornecimento de sangue para a glandula mamaria ocorre de acordo com a

intensidade de seu metabolismo.
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Os resultados obtidos referentes ao IP evidenciam informacdes quantitativas da perfuséo
sanguinea da glandula, durante um ciclo cardiaco completo (Carvalho et al., 2008). Assim, a
reducdo do IP, alem de sugerir vasodilatacdo, também indica aumento do débito cardiaco.
Contudo, os dados do IP observados em ambos os grupos, sugerem que 0 aumento da
quantidade de sangue transferido para a glandula mamaria durante o periodo experimental, foi
moderado, o que implica em auséncia de sobrecarga do sistema circulatério.

Do mesmo modo, o aumento do DI das artérias mamarias dos animais dos dois grupos ao
longo do presente estudo, provavelmente contribuiu para o aumento do aporte sanguineo
mamario e dessa forma favoreceu o desenvolvimento do tecido mamario.

Nos dois grupos, as caracteristicas hemodinamicas correlacionaram significativamente
entre si, sendo observado expressiva equivaléncia entre o IR e o IP, visto que a diminuicdo de
uma variavel ocorreu estreitamente associada a redugédo da outra, repercutindo assim, o aumento
da perfusdo sanguinea intramamaria que ocorreu em virtude do seu desenvolvimento estrutural.
Além disso, a diminuicdo do IR e IP esteve relacionada ao acréscimo correspondente do DI,
sugerindo que o aumento do fluxo sanguineo mamario esta atribuido ao aumento do lumen
arterial, devido ao desenvolvimento mamario, sendo, portanto, bons pardmetros para analise da
regulamentacdo sanguinea local.

Em ambos os grupos, a relacéo entre as mensuracées hemodinamicas e as variagdes das
concentragOes plasmaticas dos horménios dosados, sugere forte associacdo entre elas, ja que a
maioria das correlagdes foram de magnitude moderada a forte. Nos grupos 1 e 2, 0 aumento das
concentragOes plasmaéticas de IGF-1 relacionou-se inversamente com o IR e IP, e, diretamente
com o DI. Assim, o aumento do volume sanguineo e do calibre arterial mamario, foi
acompanhada pelo aumento das concentrac@es plasméticas de IGF-I.

O que esta de acordo com o periodo de desenvolvimento mamario avaliado, uma vez que

0 IGF-I apresenta importante funcdo no processo de mamogénese de bezerras e novilhas,
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atuando no desenvolvimento dos ductos mamarios, permitindo maior ramificacao e infiltragdo
no interior da glandula, formando uma ampla rede de canais e tubos continuos (Akers et al.,
2000). Deste modo, mudancas nas concentracdes plasmaticas de IGF-1 foram refletidas, de
forma consistente, na variacdo dos parametros Doppler mamarios avaliados.

No grupo 1, a diminui¢do do IR e IP e aumento do DI, foi concomitante a reducao da
concentragdo plasmética do GH e da P4. Assim, quanto menores os valores do IR e IP e maiores
os valores de DI, e, por conseguinte, maior o aporte sanguineo e limen arterial mamario, mais
baixo foram as concentracGes plasmaticas do GH e Ps.

O efeito do GH sobre o crescimento mamario é mediado indiretamente através do IGF-I,
promovendo intensa proliferagdo ductal, acompanhada por evolugdo do estroma, bem como
aumento da vascularizacéo e do fluxo sanguineo (AKERS et al., 2000). Contudo, seus niveis
plasmaticos diminuem com o progredir da idade dos animais, pois 0S mecanismos que
controlam a liberacdo do GH sdo mais ativos nos animais mais jovens, em crescimento
(WANKOWSKA et al., 2010). Portanto, os resultados encontrados no presente estudo
evidenciaram esperada relacdo mutua e de complementariedade entre 0 GH e o IGF-I.

A relacdo entre os parametros hemodindmicos e as concentracdes plasmaticas de P4
observadas no grupo 1, foi de moderada magnitude. Isto pode ter ocorrido devido a idade dos
animais avaliados, pois quanto mais jovens, mais baixos sdo 0s niveis plasmaticos desse
hormbnio (HAFEZ, 2004), atenuando assim a dependéncia entre as variaveis correlacionadas.

No grupo 2, a reducdo do IR e IP e o incremento do DI, também esteve relacionado com
a diminuigdo da concentracdo plasmética de P4. No entanto, tal fato possivelmente pode estar
relacionado com o inicio da puberdade nas fémeas desse grupo, durante o periodo experimental.
As concentracbes plasméticas de P4 variam ao longo das diferentes fases do ciclo estral
(HAFEZ, 2004), consequentemente, alguns dias da coleta de sangue podem ter coincidido com

as fases do ciclo em que a concentragdo plasmatica desse hormonio € baixa.
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Os resultados também mostraram de forma significativa, em ambos 0s grupos, que a
relacdo do PC com os indices vasculares, foi relevante, denotando forte evidéncia de associacéo
entre as variaveis estudadas. Contudo, a influéncia do PC sobre os parametros hemodinamicos
foi diferente entre os grupos, sendo do tipo linear nas bezerras e quadratica nas novilhas. Isto
ocorreu, possivelmente porque a velocidade de crescimento é mais intensa, do nascimento até
a metade do peso adulto, desacelerando conforme aproximam da puberdade, e posteriormente
diminuindo progressivamente até atingirem a maturidade fisiolégica (OWENS et al., 1995).

Assim, a variacdo do PC ocorreu aliada ao aumento da perfusdo sanguinea e do calibre
das artérias mamarias, sendo, portanto, mecanismos adaptativos importantes que,
provavelmente, contribuiram com a manutencdo do estado dinamico da glandula, a medida em
que os animais se tornavam adultos, refletindo assim, o estreitamento da relacdo entre o ganho
de PC, arquitetura vascular, perfusdo sanguinea e desenvolvimento mamario, mostrando assim

potenciais implicacdes para a selecdo de animais jovens com caracteristicas leiteiras.

CONCLUSAO
Os indices hemodinadmicos das artérias mamarias refletem a acdo hormonal estudada e
podem ser considerados preditores da progressao do desenvolvimento mamario basal de blfalas

mesticas Murrah sadias durante os dois primeiros anos de vida.
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Figura 1. Posicionamento do transdutor sobre a superficie cranial da glandula mamaria,
paralelamente a teta (ultrassonografia transcutanea), e o registro das imagens realizado em
planos sagital (A) e transversal (B)

Figura 2. Morfologia da curva espectral de ondas de mesma amplitude sistélica e
diastdlica, obtidas de trés ciclos cardiacos consecutivos das artérias mamarias esquerdas de
bezerras (A) e novilhas (B) mesticas Murrah, avaliadas durante o experimento
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Figura 5. Evolucdo do peso das fémeas dos grupos 1 e 2 em cada pesagem durante todo
experimento

Tabela 1. Coeficientes de correlacdo Spearman e os niveis de significancia obtidos entre os
parametros hemodindmicos das artérias mamaérias e com as concentracdes plasméticas dos
horménios dosados em bezerras (Grupo 1) e novilhas (Grupo 2) mesticas Murrah, durante a
fase de crescimento

Bezerras (Grupo 1)

IR IP DI IGF-I INS GH P4 17B-E-
IR 1,000 0,94* -0,98* -0,90* -0,42 0,63* 0,65* 0,12
' <0,0001 <0,0001  <0,0001 0,1783  0,0277 0,0046 0,7023
P 0,94* 1,000 -0,98* -0,85* -0,59 0,57* 0,62* 0,14
<0,0001 ' <0,0001 0,0004 0,0537  0,0438 0,0320 0,6715
DI -0,98* -0,98* 1,000 0,89* 0,52 -0,60* -0,67* -0,10
<0,0001 <0,0001 ’ <0,0001 0,0841  0,0408 <0,0168 0,7517

Novilhas (Grupo 2)
IR IP DI IGF-I INS GH P4 17p-E2
IR 1,000 0,99* -0,95* -0,85* 0,12 0,01 0,72* -0,09
' <0,0001 <0,0001  <0,0005 0,7038  0,9654  <0,0084 0,7860
P 0,99* 1,000 -0,98* -0,87* 0,14 0,06 0,74* -0,14
<0,0001 ' <0,0001  <0,0002 0,6561  0,8454  <0,0059 0,6715
DI -0,95* -0,98* 1,000 0,92* -0,04 -0,03 -0,77* 0,23
<0,0001 <0,0001 ’ <0,0001 0,9121  0,9295 <0,0035 0,4626

404 *Estatisticamente significativas quando P<0,05.
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Figura 6. Relacdo entre o peso corporal e o indice de resistividade (A), indice de pulsatilidade (B) e o diametro interno (DI) das artérias
mamarias de bezerras (Grupo 1) e o indice de resistividade (D), indice de pulsatilidade (E) e o diametro interno (F) das artérias mamarias de
novilhas (Grupo 2) mesticas Murrah, avaliadas durante o estudo
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ARTIGO 2. Avaliagdo por ultrassonografia Doppler da artéria mamaria de
bufalas mesticas Murrah e aspectos enddcrinos durante a gestagdo e

lactacao
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RESUMO
O objetivo do estudo foi avaliar pardmetros hemodindmicos das artérias mamarias e relaciona-
los com os principais hormonios envolvidos na mamogénese de blfalas gestantes e lactantes.
Utilizou-se 12 fémeas mesticas Murrah, distribuidas em dois grupos (n=6): grupo 1 (gestantes)
e grupo 2 (lactantes), com idades iniciais de 24 e 48 meses, respectivamente, mantidas sob
sistema de manejo extensivo. Foram realizadas ultrassonografias Doppler das artérias mamarias
esquerdas a cada 28 dias durante 10 meses e determinados os indices de resistividade (IR),
pulsatilidade (IP) e o didmetro interno do vaso (DI). Adicionalmente realizou-se a pesagem dos
animais (kg) e a colheita de sangue para dosagem das concentracbes plasmaticas da
progesterona, fator semelhante a insulina tipo I (IGF-I), insulina (IN), horménio do crescimento
e estradiol (17B-E2). Os dados de cada grupo foram avaliados por andlise de variancia
(ANOVA) para medidas repetidas ao longo do tempo, correlagdo de Spearman e regressao
maultipla, sendo considerado o nivel de significancia igual 0,05. Nos dois grupos, a artéria
mamaria caudal foi a que apresentou os valores hemodinamicos estatisticamente mais
significativos, sendo observado no grupo 1, menor IR (P<0,0001) e maior DI (P<0,0001), nos
cinco e trés meses finais do estudo, respectivamente; e no grupo 2, maior DI durante os sete

primeiros meses do experimento (P<0,0001). Houve correlagéo do IR com o IP, tanto no grupo
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1 (r=0,98; P<0,0001) quanto no grupo 2 (r= 0,91; P=0,0002), bem como do IR com o DI no
grupo 1 (r=-0,98; P<0,0001) e no grupo 2 (r= -0,95; P<0,0001). Houve também correlacéo
entre o IP e 0 DI, no grupo 1 (r=-0,98; P<0,0001) e no grupo 2 (r=-0,82; P<0,0034). Em ambos
0s grupos, o IR, IP e o DI correlacionaram-se fortemente com a IN, IGF-1 e o 17B-E2, sendo
que apenas no grupo 1, o IR, IP e o DI correlacionaram-se também com a P4 (P<0,05). O peso
corporal apresentou apenas efeito quadratico, sendo esse, exclusivamente sobre o DI, no grupo
1 (R?= 0,99; P<0,0001) e no grupo 2 (R?>= 0,95; P= 0,0002). Conclui-se que os indices
hemodinamicos evidenciam a acdo dos hormdnios avaliada e variam de acordo com o estado
fisioldgico, podendo ser considerados referéncia para a espéecie avaliada.

Palavras-chave: bufala leiteira, mamogénese, fluxo sanguineo mamario, Doppler, regulacéo

hormonal

INTRODUCAO

O desenvolvimento da glandula mamaria inicia-se antes mesmo do nascimento e persiste
ao longo de toda a vida reprodutiva do animal. O desenvolvimento mamario € dinamico e
compreendido por etapas bem definidas, onde ocorrem a formacéo de diferentes componentes
em distintas intensidades de crescimento (Sinha e Tucker, 1969).

A maior parte do desenvolvimento estrutural da glandula mamaria ocorre durante a
primeira gestagdo, sendo que ao final do periodo gestacional, a glandula passa de uma estrutura
composta principalmente de tecido adiposo para uma estrutura repleta de células alveolares
aptas a sintetizar e secretar leite (Dyce et., 2010).

O desenvolvimento mamario acelerado e a funcionalidade adquirida durante a gestacéo e
lactacdo sdo regulados principalmente pela acdo enddcrina. Assim, o comprometimento da
atividade hormonal durante esses periodos pode interferir no desenvolvimento mamario normal

e na subsequente lactacdo (Svennersten-Sjaunja; Olsson, 2005). Desta forma, o suprimento
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sanguineo da glandula mamaria € de extrema importancia, pois € responsavel pelo fornecimento
de oxigénio, hormonios e nutrientes a glandula, sendo a artéria mamaria o principal vaso de
irrigacdo sanguinea da glandula mamaria em ruminantes (Prosser et al., 1996).

O uso da ultrassonografia Doppler para avaliacdo da perfusdo sanguinea da glandula
mamaria de vacas, ovelhas e cabras foi previamente relatada na literatura e tem mostrado ser
particularmente interessante, pois permite a avaliacdo in vivo, de forma néo invasiva e em tempo
real de informacgdes hemodinamicas relacionadas ao estado funcional e satde da glandula
(Potapow et al., 2010; Petridis et al., 2014). Deste modo, a investigacdo da vascularizacdo
arterial mamaria, mostra-se necessaria, principalmente em budfalas mesticas Murrah, as quais
sdo fémeas que apresentam consideravel potencial leiteiro e cujo tema néo foi ainda abordado.

Os objetivos deste estudo foram avaliar, por meio de exame ultrassonografico, os
principais indices Doppler, o estado dindmico arterial mamario, bem como sua relagdo com o
desempenho ponderal e os principais hormonios envolvidos no desenvolvimento da glandula

mamaria de blfalas gestantes e lactantes sadias.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi analisado e aprovado pela Comissdo de Etica no uso de Animais da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, Botucatu, Brasil (CEUA-79/2013).
Delineamento experimental
Animais

O trabalho foi realizado com 12 bdfalas mesticas Murrah clinicamente saudaveis,
pertencentes a0 mesmo rebanho, sendo seis gestantes primiparas (grupo 1) e seis lactantes

multiparas ndo gestantes (grupo 2), com idades iniciais de 24 e 48 meses, respectivamente.
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Os critérios de inclusdo dos animais no estudo foram: (a) peso corporal compativel com
0 estado fisioldgico; (b) auséncia de histdrico de doencas reprodutivas ou da glandula mamaria;
c) inexisténcia de anormalidades no exame fisico geral e da glandula mamaria (inspecdo e
palpacéo), conforme descrito por Feitosa (2008); (d) constatacdo da primiparidade gestacional
das fémeas do grupo 1, através da avaliacdo do historico reprodutivo de cada animal aliado a
idade cronoldgica (més), visto que a maior parte do desenvolvimento da glandula mamaria
ocorre durante a primeira gestacdo (Dyce et al., 2010); (e) nimero de lactacdo igual a 3, para
as fémeas pertencentes ao grupo 2, pois o desenvolvimento fisiologico da glandula maméria,
se completa na terceira lactacdo (Dyce et al., 2010).

Manejo dos animais

As bufalas do grupo 1 foram avaliadas do primeiro até o Gltimo més de gestacéo e exames
ultrassonograficos repetidos mensalmente durante o periodo experimental foram realizados
para confirmar a manutencdo da gestacéo.

Ja os animais do grupo 2 foram avaliados desde o primeiro até o décimo més de lactacéo
e ndo foram submetidos ao manejo de ordenha. Segundo Borghese (2013) bufalas mesticas
Murrah apresentam periodo de lactagdo com essa duragdo. As fémeas desse grupo foram
também submetidas a exames ultrassonograficos de mesmo intervalo aos realizados no grupo
1, para constatacdo da auséncia de gestacéo.

Os grupos 1 e 2 foram mantidos separados em piquetes constituidos por pastagem
formada por Brachiaria Brizantha cv. Xaraés, além de possuir também bebedouros e cochos
cobertos. Os animais foram submetidos ao pastejo rotacionado, sendo fornecido mistura
mineralizada ad libitum e concentrado comercial (1kg/animal) no final da gestagéo (Ultimo més)
e no inicio da lactacéo (primeiro més), para as fémeas do grupo 1 e do grupo 2, respectivamente.
Ressalta-se que as lactantes (grupo 2) permaneceram com 0s seus filhotes até o sete més de

lactacdo, quando a desmama foi realizada.
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Durante o periodo experimental foram realizadas repetidamente avaliacOes
ultrassonograficas para avaliacdo visual de presenca de estruturas anormais na glandula
mamaria. Na mesma ocasido, exames fisicos também foram realizados, com atencéo especial
para as glandulas mamarias.

Ultrassonografia

A ultrassonografia das artérias mamarias esquerdas foi realizada a cada 28 dias,
compreendendo 10 medicgdes por animal durante todo o periodo experimental. As avaliacdes
foram feitas com uso do aparelho de ultrassom (Mylab 30; Esaote® SpA, Firenze, Italia)
equipado de transdutor linear com frequéncia de imagem de 3,5 MHz.

No presente trabalho preconizou-se a avaliacdo das artérias mamarias cranial e caudal
esquerdas como parametros representativos do animal, devido a observacdo de auséncia de
diferenca estatistica dos principais indices hemodinamicos da glandula mamaria esquerda
quando comparada com a direita, em diversos estudos realizados em ruminantes, sendo,
portanto, as medi¢6es de um lado consideradas representativas de ambos (Potapow et al., 2010;
Petridis et al., 2014).

Os exames foram realizados sempre no periodo da manha e executadas pelo mesmo
operador, assistente e no local em que os animais foram condicionados durante fase de
adaptacéo realizada antes do inicio do projeto, permitindo que as avaliacfes fossem feitas com
animais em estacdo e ndo anestesiados e com duragéo entre 10 e 15 minutos para cada animal.

As fémeas dos dois grupos foram submetidas a um periodo de adaptagdo, cujo objetivo
foi condiciond-las ao manejo que seria realizado durante o experimento e consistiu na
ambientagdo dos animais, ao local, as pessoas e as atividades realizadas nos exames
ultrassonograficos. Iniciou-se trés meses antes do periodo experimental e foi caracterizado pela

manipulagdo semanal dos animais.
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Antes de cada avaliacdo foi realizada a tricotomia do Ubere e aplicacdo de gel de
carboximetilcelulose (Carbogel - ULT, Carbogel Ind. e Com. Ltda) como meio de contato, para
realizacéo da condutividade ultrassénica. O transdutor foi posicionado sobre a superficie cranial

da glandula mamaria, paralelamente a teta (ultrassonografia transcuténea) e as imagens foram

registradas em planos sagital e transversal em MODO B (Fig. 1).

Figura 1. Demonstracdo do posicionamento do transdutor sobre a superficie cranial da
glandula mamaria, paralelamente a teta (ultrassonografia transcutanea) e as imagens foram
registradas em planos sagital (A) e transversal (B)

A artéria mamaria cranial esquerda foi identificada pelo Colour Doppler e em seguida
com uso do Doppler espectral, o cursor foi posicionado sobre a artéria avaliada com angulo de
insonacdo ajustado em valores ndo superior a 60° e foram registradas imagens das seccgoes
transversais da porc¢éo inicial da mesma artéria e a conformacéo das ondas espectrais formadas.
Todas as avaliacOes feitas na artéria mamaria cranial esquerda foram posteriormente repetidas
na artéria mamaria caudal esquerda.

As imagens ultrassonogréaficas foram analisadas por trés observadores, e seus resultados,
comparados, sendo aprovados, somente com consentimento dos trés avaliadores. As avaliacGes
quantitativas foram realizadas com uso do software MyLab (MyLab®Desk software, Esaote,
Genova, Italy) e baseou-se na modulacao espectral das ondas de mesma amplitude sistélica e
diastolica obtidas de trés ciclos cardiacos consecutivos e no célculo dos indices de resistividade

(IR) e pulsatilidade (IP) de cada vaso (Figura 1), conforme as seguintes formulas: IR= (PVS-
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VDF)/PSV e PI= (PVS-VDF)/MTVM, onde o PVS € o pico da velocidade sistdlica, VDF a
velocidade diastdlica final e MTVM a media de tempo da velocidade maxima (Ginther, 2007).
Além disso, o diametro interno (DI) de cada vaso foi calculado e os resultados expressos em

cm.

%

Figura 2. Demonstracdo da modulacdo espectral das ondas de mesma amplitude sistolica e
diastolica obtidas de trés ciclos cardiacos consecutivos das artérias mamarias esquerdas de bufalas
mesti¢cas Murrah gestantes (A) e lactantes (B), avaliadas durante o estudo.

Avaliacdo hormonal e pesagem dos animais

Amostras de sangue foram colhidas imediatamente apds o final de cada exame, por
puncdo da veia jugular usando tubos comerciais com 158 unidades USP de heparina sodica
(Vacutainer, 10 mL; Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EUA) e centrifugadas (2.500 x g
por 30 min) para obtengdo do plasma. As amostras de plasma foram armazenadas em aliquotas
de ImL em microtubos de polietileno identificados e congeladas a -20°C até serem analisadas.

Foram determinadas, por radioimunoensaio (RIA), as concentracdes plasmaéticas de
progesterona (P4), fator semelhante a insulina tipo |1 (IGF-1), insulina (IN), hormonio do
crescimento (GH) e também estradiol (17B-Ez), sendo apenas este ultimo horménio avaliado
por ensaio imunoenzimatico (EIA).

Para determinacao das concentrac@es plasmaéticas de P4 foi utilizado o RIA Progesterone
IM1188 (Immunotech, Beckman Coulter, Prague, Czech Republic), para o IGF-1 usou-se o

IRMA IGF-1 A15729 (Immunotech, Beckman Coulter, Prague, Czech Republic), a IN foi
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avaliada utilizando o Insulin IRMA Kit IM3210 (Immunotech, Beckman Coulter, Prague,
Czech Republic), o GH atraveés da metodologia proposta por National Hormone e Peptide
Program, Harbor (Unisersity of California, Torrance, CA, USA), e o 17B-E2 foi dosado usando
o Estradiol EIA Kit (n° 582251, Cayman Chemical Company, Ann Arbor, USA).

Foram seguidas as instrucdes de cada fabricante e os valores das concentracfes da Pa,
IGF-1 e GH determinados em nanograma por mililitro (ng/mL), a IN em microunidades
internacionais por mililitro (ulU/mL) e o 17B-E2 apresentado em picograma por mililitro
(pg/mL).

Todas as amostras foram analisadas em duplicata, sendo os coeficientes de variagéo intra-
ensaio de 8,2, 1,96, 5,80, 15,0 e 3,4 para a P4, IGF-1, IN, GH e 17B-E2, respectivamente e o
coeficiente de variacdo inter-ensaio de 10,3, 2,98, 8,93, 17,0 e 7,5 para a P4, IGF-I, IN, GH e
17B-E2, respectivamente. Apés a colheita de sangue, os animais foram pesados em balanga
digital e o peso corporal (PC) expresso em quilogramas (kg).

Analise estatistica

Todos os dados obtidos de cada grupo foram analisados pelo procedimento PROC GLM
do software SAS® (Statistical Analysis System, 2009) e graficos, com os principais resultados,
foram gerados para facilitar a analise exploratoria das variaveis.

Para avaliar as médias das variaveis IR, IP e DI (artérias mamarias cranial e caudal)
durante a gestacdo e lactagdo, foi aplicado analise de variancia (ANOVA), com medidas
repetidas no tempo, sendo considerado como co-variaveis 0s grupos experimentais (1 e 2) e
nivel de significancia quando P<0,05. Também foi estudado os efeitos fixos dos meses e dos
pesos, considerando os efeitos lineares e quadraticos, segundo o0 modelo estatistico empregado:

Yijk= 1 + b1Més;j + b2Peso + bsPeso? + baartérias mamariask + bsMés*artérias

mamarias + eijx,
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em que Yij representa a variavel estudada em funcéo do i-ésimo individuo, no j-ésimo més,
para um determinado peso linear e quadratico (covariavel continua), no k-ésimo grupo da artéeria
mamaria.

u é a média geral, b1, b2, b, bs e bs sdo os coeficientes dos efeitos fixos do modelo estatistico
e eijk € 0 erro experimental, que sdo considerados independentes e identicamente distribuidos
com média 0 e varincias iguais a 62,

Para estudar a possivel relacdo linear e qual o grau dessa relacdo, entre as variaveis IR,
IP e DI de cada animal e com as concentracfes plasméticas dos horménios dosados, dentro de
cada grupo, durante o periodo experimental, foram determinadas correla¢fes ndo-paramétricas
de Spearman, uma vez que as concentracdes plasmaticas hormonais estudadas néo
apresentaram uma distribuicdo estatisticamente normal. O coeficiente de correlacdo foi
classificado como nulo (r=0), baixo (0 <r < 0,30), moderado (r= 0,30 <r <0,70) e forte (0,70
<r<1), conforme Levine et al. (2005).

Para verificar uma possivel relacdo ndo linear do PC com as caracteristicas
hemodinamicas, de cada animal, dentro de cada grupo, foi gerado o seguinte modelo de
regressdo ndo linear miltipla: Yi= o + P1peso + B2peso?i + Psmés + ei, em que Yi representa
uma variavel hemodinamica (IR, IP ou DI), Bo 0 valor do intercepto, P1 0 coeficiente de
regressdo do peso, B2 coeficiente de regressao do peso quadratico, B3 coeficiente de regressao
do més e ei representa o erro experimental, sendo admitido coeficientes de determinacdes
superiores a 70% (Levine et al., 2012). Uma vez constatada relagédo significativa entre o PC e
os indices Doppler, foram desenvolvidas equacdes para predicdo do IR, IP e DI, para cada grupo

experimental, a partir do valor medio do PC.

RESULTADOS
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No grupo 1, houve diminuicdo progressiva dos valores de IR e IP e aumento do DI, em
ambas as artérias mamarias, desde o primeiro ao Ultimo més do estudo. Contudo, na artéria
mamaria caudal esquerda foi observado menor IR (P<0,0001) e maior DI (P<0,0001), nos cinco
e trés meses finais do periodo experimental, respectivamente (Figura 3).

Foi constatada correlacdo positiva e alta entre 0 IR e o IP (r=0,98; P<0,0001) e negativa
e altado IR com o DI (r=-0,98; P<0,0001), bem como negativa e alta do IP com o DI (r=-0,98;
P<0,0001) (Tabela 1). Além disso, o IR, IP e o DI correlacionaram-se também fortemente com
a P4, 0 IGF-1,aIN e o 17B-E2 (P<0,05), sendo observado correlagcdo positiva do IR e IP com a
P4 e a IN, e negativa, com o IGF-1 e 0 17B-E>. J& 0 DI, apresentou correlagdo negativa com a
PseaIN e correlagédo positiva com o IGF-1 e 0 178-E> (Tabela 1). Na Fig. 4 estdo apresentados
a média da concentragdo plasmatica dos hormonios dosados de cada grupo em cada més.

Além disso, o PC teve efeito apenas sobre o DI (R?= 0,99; P< 0,0001), sendo esse de
influéncia quadratica (Fig. 6). A equacao de precisdo desenvolvida para estimar o DI em funcéo
do PC foi a seguinte: Yi= 1,17615 - 0,00496(Peso) + 0,00000599(Peso?) + 0,00925(Més).
Quanto a interpretacdo do coeficiente de determinacgéo, constatou-se que 99,74% da variacao
do DI pode ser explicada pela variagdo do PC. A média do peso corporal de cada grupo em cada

més esta apresentada na Fig. 5.
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Figure 4. Média da concentracdo plasmatica dos hormonios dosados de cada grupo em cada
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Figura 5. Média do peso corporal de cada grupo em cada més
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No grupo 2, houve aumento gradual dos valores de IR e IP e diminuic¢do do DI, nas duas artérias

mamarias, do primeiro ao ultimo més de avaliacdo. Entretanto, houve diferenca significativa para 0s

indices Doppler das artérias mamarias, sendo observado durante os sete primeiros meses do

experimento, maior DI para a artéria mamaria caudal esquerda (P<0,0001) (Figura 3).
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A correlacdo entre os indices hemodindmicos foi forte, sendo positiva, entre 0 IR e 0 IP (r=
0,91; P=0,0002) e negativas, entre 0 IR e 0 DI (r=-0,95; P<0,0001), e entre 0 IP e 0 DI (r=-0,82; P=
0,0034) (Tabela 1). Houve também forte correlacdo dos trés parametros hemodinamicos com a IN,
IGF-1 e 0 17B-E2. Contudo, observou-se correlagéo positiva, do IR e IP com a IN, IGF-1 e 0 17B-E>,

e negativa, entre o Dl e a IN, IGF-1 e 0 17B-E2 (Tabela 1).

Tabela 1. Coeficiente de correlacdo Spearman e nivel de significancia verificados entre as variaveis
hemodindmicas das artérias mamarias esquerdas e os niveis plasmaticos dos hormonios estudados em
bufalas mesticas Murrah, avaliadas na gesta¢ao (Grupo 1) e lactagdo (Grupo 2)

Gestantes (Grupo 1)

IR IP DI P4 IGF-I IN GH 17B-E2
0,98* -0,98* 0,89* -0,89* 0,87* 0,24 -0,70*
IR 1,000
<0,0001  <0,0001 0,0005 0,0005 0,0011 0,4984  0,0349
P 0,98* 1000 -0,98* 0,92* -0,87* 0,85* 0,21 -0,71*
<0,0001 ' <0,0001 0,0002 0,0012 0,0016 0,5663  0,0211
-0,98* -0,98* -0,94* 0,90* -0,92* -0,25 0,74*
DI 1,000
<0,0001  <0,0001 <0,0001  0,0003 0,0002 0,4888 0,0141
Lactantes (Grupo 2)
IR IP DI P4 IGF-I IN GH 17B-E2
0,91* -0,95* -0,53 0,83* 0,84* -0,06 0,79*
IR 1,000
0,0002 <0,0001 0,1172 0,0028 0,0024 0,8675 0,0065
P 0,91* 1000 -0,82* -0,58 0,72* 0,78* -0,01 0,71*
0,0002 ' 0,0034 0,0804 0,0186 0,0075 0,9867  0,0217
-0,95* -0,82* 0,46 -0,77*  -0,82* 0,16 -0,81*
DI 1,000
<0,0001 0,0034 0,1857 0,0085 0,0039 0,6618 0,0044

*Estatisticamente significativas quando P<0,05.

Os resultados também mostraram influéncia quadratica do PC, exclusivamente sobre o DI (R?=
0,95; P=0,0002) (Figura 3). A equacdo de predicao obtida em funcdo do PC para presumir o DI foi:
Yi= -3,39063 + 0,01547(Peso) - 0,00001591(Peso?) - 0,01511(Més). Além disso, a propor¢do da

variancia total do DI que pode ser explicada pelo PC, representa 95,72%.
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DISCUSSAO

No grupo 1, a variacdo significativa dos parametros hemodindmicos das artérias
mamarias esquerdas observada nos ultimos meses de gestacdo indicam aumento do calibre
arterial e da perfusdo sanguinea, bem como atestam a capacidade desses vasos em adaptar-se a
demanda do fluxo de sangue durante a gestacdo, devido ao acréscimo das exigéncias da
glandula quanto a disponibilidade de nutrientes e oxigénio, necessarios para o desenvolvimento
mamario e magnitude da subsequente lactacdo (Davis e Collier, 1985).

Do mesmo modo, o declinio do IR, mais expressivo no final da gestacdo, infere no
aumento da capacidade de adaptacdo do sistema vascular a demanda metabolica da glandula,
ja que quanto menor o valor de IR maior € a intensidade do metabolismo apresentado pelo
tecido analisado (Carvalho et al., 2008). Assim, os baixos valores de IR, ao final da gestacéo,
estdo em concordancia com o desenvolvimento mamario esperado para essa fase, sendo que a
maior parte desse desenvolvimento mamario ocorre durante a gestacdo (~80%), e € mais
significativo ao final desse periodo, atingindo o seu desenvolvimento maximo e a atividade
metabolica da glandula é mais intensa (Swanson e Poffenbarger, 1979).

A artéria mamaria caudal foi a que apresentou os parametros hemodinamicos (IR e DI)
mais significativos nos ultimos meses de gestacdo, indicando o estado hiperdinamico de fluxo
sanguineo com o avancar da lactogénese, provavelmente devido a importancia que esse vaso
representa a glandula mamaria na posterior lactacdo, pois a producdo de leite € maior nos
guartos mamarios traseiros, quando comparados aos dianteiros (Tancin et al., 2006).

Verificou-se também que o IR e IP sdo positivamente relacionados entre si, demonstrando
ser altamente confiaveis neste periodo. Entre o IR e DI houve significativa correlacdo negativa,
assim a reducdo do IR ocorreu em consequéncia e a dilatacdo do lamen arterial, devido ao
aumento do volume do fluxo sanguineo da glandula mamaria, principalmente no final da

gestacéo.
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Houve notoria correlacdo entre os parametros Doppler e a acdo hormonal avaliada,
demonstrando a coeréncia da relacdo entre a dindmica do fluxo sanguineo mamario e a
concentracdo plasmatica hormonal. Dessa forma, a reducdo do IR e IP e aumento do DI e
consequentemente da ampliacdo do fluxo sanguineo e do calibre arterial mamario, ocorreu
juntamente com a diminuicdo das concentracdes plasmaticas do P4 e IN e aumento do IGF-1 e
do 17B-E-.

Com a instalacdo da gestacdo e durante a maior parte do periodo gestacional, varias
mudancas anatomofisioldgicas que ocorrem na glandula mamaria séo atribuidas as alteracdes
hormonais, principalmente da P4 e do 17B-E2, visto que a P4 induz a hiperplasia lobular, bem
como continua involugédo do estroma e sob a influéncia do 17B-E2, ocorre intensa proliferacdo
ductal, acompanhada por aumento da vascularizacdo e do fluxo sanguineo (Svennersten-
Sjaunja; Olsson, 2005).

Durante a gestacdo, hd secre¢do continua de P4 pelo corpo luteo e placenta, sendo
fundamental na manutencdo da gestacdo, contudo, com a proximidade do parto, seus niveis
plasmaticos diminuem, enquanto, que as concentracdes plasmaticas do 17p-E> aumentam
(Senger, 2005), convergindo assim, com os resultados obtidos no presente estudo.

A reducdo das concentracdes plasmaticas de IN ao longo da gestacdo ocorreu
acompanhada da variacdo dos indices vasculares, devido a reducdo da responsividade e
sensibilidade dos tecidos extra-hepaticos maternos a esse horménio, 0 que permite maior
egresso de nutrientes para o desenvolvimento da glandula mamaria e crescimento fetal (Lucy,
2004).

A interagdo das concentragdes plasmaticas do IGF-I com o desenvolvimento mamario
durante a gestacao, refletem a importancia desse horménio na preparacao da glandula mamaria
para lactacdo. O IGF-I atua promovendo a proliferagéo celular e sua agao sinérgica com o 17f-

E. potencializa ainda mais a diferenciacdo celular (Lucy, 2004).
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No grupo 2, a variacdo dos pardmetros hemodinamicos durante a lactacdo, caracteriza
reducdo do calibre arterial e da perfusdo sanguinea e do fluxo diastdlico, a medida em que
avanca a involucéo do tecido mamario. Segundo Stelwagen et al. (1994) a reducdo do fluxo
sanguineo mamario ocorre devido o declinio da demanda por metabolitos, em consequéncia da
diminuicdo da sintese de leite.

A diminuicdo da perfusdo sanguinea que aconteceu na glandula mamaria durante a
lactacdo, foi gradual, sendo compativel com Prosser et al., (1996) que afirma que nos primeiros
meses de lactagdo ha um reparticionamento do fluxo de sanguineo, priorizando a entrada de
sangue na glandula mamaria devido a ativacédo da sintese e secrecéo de leite.

O aumento progressivo do IR também indica diminuicdo da atividade metabdlica da
glandula em consequéncia, supostamente, do declinio da producéo de leite. De acordo com
Prosser et al. (1996) durante o curso normal da lactacdo, o volume do fluxo sanguineo e a
atividade metabolica mamaria estdo intimamente associados, assim a reducdo de uma
caracteristica leva a diminuicéo da outra.

As alteracdes nos indices hemodinamicos séo influenciadas diretamente pela importancia
da contribuicdo sanguinea que o0 vaso exibe em relacdo a um determinado 6rgédo (Paniagua et
al., 2001). A artéria mamaria caudal esquerda foi a que apresentou valores estatisticos de DI
mais significativos, durante os primeiros meses de lactacdo (7 meses), possivelmente o volume
do fluxo sanguineo nesse vaso foi maior, sendo correspondente ao papel fisioldgico que esse
vaso representa a glandula, uma vez que 0s quartos traseiros sdo mais desenvolvidos e
produzem mais leite que os quartos dianteiros (60 e 40%, respectivamente), necessitando
perfusdo de sangue mais intensa (Tancin et al., 2006).

A auséncia de diferenca significativa para os parametros hemodindmicos das artérias
mamarias cranial e caudal esquerda, observada nos ultimos trés meses de lactagdo, pode ter

ocorrido devido a desmama dos filhotes realizada no sétimo més de lactacdo. A cessagdo do
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estimulo de suc¢do ou de amamentacao intensifica a involucdo do tecido mamario, concordando
com Linzell (1974) que afirma que a producéo de leite e o0 suprimento sanguineo da glandula
mamaria obedecem a relacgéo linear.

O IR e IP foram alta e positivamente correlacionados e reproduziram a queda fisioldgica
do volume de fluxo sanguineo com o avanco da lactacdo. Entre o IR e DI a correlagdo negativa,
implica em reducédo do volume do fluxo sanguineo com consequente diminuicdo da amplitude
do vaso, caracteristicas associadas a involu¢do mamaria e declinio da producdo de leite durante
a lactacdo.

Foi observado que no periodo de alta demanda de nutrientes pela glandula maméria, tal
como no inicio da lactagédo, onde a producédo de leite é intensa, maior foram o IR e IP e menor
DI, e, por conseguinte, menores foram os niveis plasmaticos de IN. O que esta de acordo com
0 periodo de desenvolvimento mamario avaliado, uma vez que baixas concentracGes
plasmaticas de IN permite maior redirecionamento da glicose sanguinea para a glandula,
possibilitando maior producéo de leite durante essa fase (Lucy, 2004).

As concentracfes plasmaticas de IGF-1 também evidenciaram como os indicadores do
fluxo sanguineo ajustaram-se a variacdo hormonal avaliada. O GH estimula a secre¢éo do IGF-
I, que em situacdes fisiologicas normais, altas concentracdes plasmaticas de IGF-I e do proprio
GH inibem a sua liberacdo. No entanto, em situacGes de alta demanda de nutrientes, como no
pos-parto, a inibicdo da liberagdo de GH pelo IGF-I ndo ocorre, culminando na diminuicao das
concentragdes plasmaticas de IGF-1 durante esse periodo (Lucy, 2004).

Com o avanco da lactacdo o desenvolvimento da glandula mamaria regride
progressivamente, passando a um estado ndo-secretor. Paralelamente a esse processo houve
aumento do IR e IP e diminui¢do do DI, sendo acompanhado também pelo aumento gradual
dos niveis plasmaticos de 17p-E>. Tal fato corrobora o estagio do desenvolvimento mamario

estudado, uma vez que o aumento das concentracBes plasmaéticas de 17p-E2 promove a
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renovacdo celular da glandula e reestabelecimento das suas func@es fisiologicas para que,
posteriormente, uma nova lactacdo possa acontecer (Svennersten-Sjaunja; Olsson, 2005).

Além disso, nos dois grupos experimentais, a relacdo do PC com os parametros
hemodinamicos, foi expressiva, bem como predominantemente quadratica, sendo o DI, a
variavel melhor relacionada ao peso. Desse modo, as diversas modifica¢des relacionadas ao
status metabolico que ocorrem em consequéncia da dindmica de eventos fisiologicos
observados durante a gestacéo e lactacéo, ¢ fator determinante para a alteracdo do lumen arterial
e da perfusdo sanguinea mamaria.

As alteracdes no PC durante a gestacdo e lactacdo apresentaram variacdes esperas, sendo
observado aumento mais efetivo no final da gestacao, devido ao maior desenvolvimento fetal e
perda de peso mais expressiva nos primeiros meses na lactacdo, em virtude da producéo de
leite, que é mais intensa nesse periodo (Senger, 2005). Assim, ressalta-se a importancia de
pesagens regulares e adequacdo do manejo nutricional de fémeas gestantes e lactantes, visto

que a variacdo do desempenho corporal pode ser repercutida no aporte sanguineo mamario.

CONCLUSAO
A ultrassonografia Doppler dos indices hemodinamicos das artérias mamarias corrobora
a acdo hormonal avaliada, assim como podem inferir como indicativos basais de estagio

evolutivo da mamogénese em bufalas sadias durante a gestacéo e lactacao.
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CONSIDERACOES FINAIS

A variacao do fluxo sanguineo das artérias mamarias acompanhou a dinamica
de crescimento corporal e o estado fisiologico dos animais avaliados,
favorecendo presumivelmente a manutencdo do desenvolvimento mamario. Do
mesmo modo, a correlagdo dos parametros hemodindmicos com as
concentracfes plasmaticas dos horménios dosados, implica que a variacdo do
fluxo sanguineo das artérias estudadas pode ser predominantemente
influenciada pelo fator semelhante a insulina tipo I, a insulina, o hormonio do
crescimento, estradiol e a progesterona, podendo ser utilizada como parametro
de estudo da mamogénese de bufalas mesticas Murrah em diferentes status de
desenvolvimento.

Portanto, pode-se afirmar que este estudo atingiu seus objetivos, pois permitiu
determinar caracteristicas hemodinamicas da principal via de suprimento
sanguineo da glandula mamaria de bufalas, assim como melhor entender a
biologia do crescimento mamario de fémeas em diferentes faixas etarias.

Desse modo, acredita-se que os valores hemodinamicos obtidos por este
estudo vao facilitar o planejamento de futuros estudos destinados a elucidar mais
profundamente os mecanismos e fatores determinantes no desenvolvimento
mamario de bufalas mesticas Murrah em diferentes estagios fisioldgicos,
permitindo a expansdo dos métodos desenvolvidos no presente trabalho.

Além disso, poderdo servir como base de consulta para comparacdes entre
animais saudaveis e doentes, permitindo melhor assisténcia prestada a fémeas
leiteiras, bem como futuramente podera ter valor preditivo para o potencial de
producao de leite de cada animal e dessa forma, ser parametro para a selecao
de animais jovens com caracteristicas leiteiras ou para acompanhamento clinico

complementar de casos onde se observa atraso ou falhas de lactacao.
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