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RESUMO

Felipe Rydygier de Ruediger. EFEITO DA eCG SOBRE A IRRIGACAO
SANGUINEA DAS ESTRUTURAS OVARIANAS E TEMPERATURA VULVAR
DE BUFALAS MURRAH COM OVULACAO SINCRONIZADA. Botucatu — SP.
2017. Tese (Doutorado) — Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita

Filho”, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia.

Estratégias que busquem resultados reprodutivos superiores em bufalos devem
ser pesquisadas. Para tanto, a gonadotrofina coriénica equina (eCG) vem sendo
estudada apresentando resultados satisfatérios em bdufalas, porém os
mecanismos envolvidos na acdo da eCG nao foram totalmente esclarecidos. A
termografia digital por infravermelho apresenta importadncia no estudo das
variacdes de temperaturas da vulva durante o ciclo estral, podendo auxiliar na
deteccdo do estro nesta espécie. O objetivo do presente estudo foi avaliar as
variagbes morfolégicas e de vascularizagdo dos foliculos e corpo luteo (CL) e
nas concentragdes plasmaticas de progesterona (P4) e cortisol durante protocolo
hormonal para a sincronizagao da ovulagao com e sem eCG. Também objetivou-
se avaliar a influéncia da fase reprodutiva e do clima sobre a temperatura da
superficie da vulva em bufalas Murrah. Os animais foram aleatoriamente
divididos em dois grupos, grupo com eCG (eCG, n=20) e grupo sem eCG
(controle, n=20). No primeiro dia do protocolo hormonal (Dia 0), as vacas
receberam um dispositivo intravaginal de P4 e administragdo de benzoato de
estradiol. No dia 9, removeu-se o dispositivo de P4, administrou-se PGF2a em
todas as bufalas e eCG nos animais do grupo eCG. No dia 11, foi administrado
GnRH. A partir do dia 9, foram realizadas ultrassonografias doppler no periodo
da tarde e termografia digital pela manha e a tarde, diariamente até o dia 16 e
depois nos dias 20, 24, 28 e 32, visando avaliar o desenvolvimento e irrigacéo
folicular e do CL, e as temperaturas superficiais da vulva, mufla e olho.
Adicionalmente, foram realizadas mensuragdes das variaveis climaticas,
temperatura retal (TR) e colheita de sangue para obter as concentragbes

plasmaticas de P4 e cortisol. No experimento 1 o grupo eCG apresentou maior



perimetro irrigado dos foliculos nos dias 11 (P=0,018) e 12 (P =0,03), o CL
apresentou maior didmetro no dia 16 (P<0,0001) e maior area irrigada nos dias
14 (P=0,008), 15 (P=0,0051), 16 (P=0,0048), 20 (P=0,0037) e 24 (P=0,022) e
producdo de P4 nos dias 15 (P=0,042), 16 (P=0,048), 20 (P=0,0054) e 24
(P=0,0063). No experimento 2 as temperaturas da superficie da superficie da
vulva, mufla e olho correlacionaram-se positivamente, com a TR e com os dados
climaticos. As ovulagdes ocorreram em meédia aos 13,57+1,32 dias, sendo que
foram encontradas maiores temperaturas da superficie da vulva, olho e mufla na
fase folicular em relacdo a luteinica. As temperaturas da superficie da vulva
foram mais baixas durante os dias 16, 20, 24 e 28 e a concentracdo plasmatica
de P4 apresentou padrdo inversamente proporcional. As temperaturas da
superficie da mufla e do olho ndo acompanharam o mesmo padrao de variagao
das temperaturas vulvares, entretanto, correlacionaram-se positivamente com as
concentracdes plasmaticas de cortisol. Portanto, a utilizacdo de eCG durante
protocolo hormonal para sincronizacdo da ovulagdo a base de P4 favorece a
concentragao plasmatica de P4 pela maior irrigagao do foliculo que provera um
CL maior e mais irrigado. A termografia digital por infravermelho é eficaz para
avaliar a influéncia do ciclo estral e variagdes climaticas sobre as temperaturas

da vulva e corporal.

Palavras-chave: ultrassonografia Doppler, termografia digital por infravermelho,

foliculo, corpo luteo, progesterona.



ABSTRACT

Felipe Rydygier de Ruediger. EFFECT OF eCG ON BLOOD IRRIGATION OF
OVARIAN STRUCTURES AND VULVAR TEMPERATURE OF MURRAH
BUFFALOES WITH SYNCHRONIZED OVULATION. Botucatu - SP. 2017.
Thesis (Ph.D.) - Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Faculty
of Veterinary Medicine and Animal Science.

Strategies that seek better reproductive results in buffaloes should be
researched. Thus, equine chorionic gonadotrophin (eCG) was studied presenting
satisfactory results when used in buffalo during the breeding season and
anestrous period, but the mechanisms involved in the reproductive improvement
observed with the eCG implementation were not fully understood. The superficial
digital thermography may be important in the study of temperature variations of
the vulva inherent to the estrous cycle, and may help in the detection of estrus in
this species. The objective of the present study was to evaluate the morphological
and irrigation alterations in the follicles and corpus luteum (CL) and the changes
in plasma concentrations of progesterone (P4) during hormonal protocol for
ovulation synchronization with and without eCG. As well the aim of this study was
to evaluate the influence of the reproductive phase and the climate on the
superficial vulvar temperature in Murrah buffaloes. The animals were randomly
divided into two groups, group with eCG (eCG, n = 20) and group without eCG
(control, n = 20). On the first day of the hormonal protocol (Day 0), cows received
an intravaginal P4 device and estradiol benzoate administration. On day 9, the
P4 device was removed, PGF2a was administered in all buffaloes and eCG in
eCG group. On day 11, GnRH was administred. From day 9, Doppler
ultrasonography was daily performed in the afternoon and digital thermography
in the morning and afternoon, until day 16 and later on days 20, 24, 28 and 32,
to evaluate follicular and CL development and irrigation, and superficial
temperatures of the vulva, mufla and eye. In addition, the climatic variables, rectal
temperature (RT) and blood collection to evaluated for P4 and cortisol plasma
concentrations were performed. In the experiment 1, the eCG group showed a

greater follicular perimeter irrigation on days 11 (p = 0.018) and 12 (p = 0.03), the



CL presented a larger diameter on day 16 (p <0.0001) and higher irrigated area
on days 14 (p=0.008), 15 (p=0.0051), 16 (p=0.0048), 20 (p=0.0037) and 24
(p=0.022) and P4 production on days 15 (p = 0.042), 16 (p = 0.048), 20 (p =
0.0054) and 24 (p = 0.0063). In experiment 2 the surface temperatures of the
vulva, mufla and eye were positively correlated with RT and climatic data.
Ovulation occurred on average at 13.57 + 1.32 days, with higher temperatures of
the vulva, eye and mufla in the follicular phase compared to luteinic. Vulval
temperatures were lower during days 16, 20, 24 and 28 and P4 plasma
concentration was inversely proportional, but mule and eye temperatures did not
follow the same pattern of vulvar temperature variation. Therefore, the use of
eCG during P4-based hormonal protocol for ovulation synchronization favors P4
plasma concentration by the greater irrigation of the follicle that will provide a
greater and more irrigated CL. Digital infrared thermography is effective to
evaluate the influence of the estrous cycle and climatic variations on vulva and

body temperatures.

Keywords: Doppler ultrasound, infrared digital thermography, follicle, corpus

luteum, progesterone.



1. INTRODUGAO

O rebanho bubalino brasileiro é estimado em 1,32 milhdes de cabecas
(IBGE, 2017), demonstrando um crescimento anual de aproximadamente 3,5%
(BERNARDES, 2007), superior ao dos bovinos (MACHADO et al., 2007), com
excelente capacidade de adaptacdo da espécie as condigcdes ambientais do
Brasil, apresentando alto desempenho produtivo e reprodutivo (BARUSELLI e
CARVALHO, 2002).

No Brasil, os bufalos sao criados para a produgao de carne (MARIANTE
et al., 2003) e de leite (JORGE et al., 2006). A produgao nacional de leite de
bufala supera 92 milhdes de litros por ano, com destaque a regido Sudeste do
pais que apresenta uma desenvolvida cadeia produtiva de leite e derivados
(IBGE, 2017).

Considerando as peculiaridades reprodutivas das bufalas, tais quais,
baixo comportamento homossexual e sazonalidade, técnicas visando melhorar

a fertilidade do rebanho bubalino necessitam ser desenvolvidas.

Em vista disso, para elevar os indices reprodutivos do rebanho bubalino
vem sendo empregada a inseminacao artificial em tempo fixo (IATF) que permite
a inseminacdo artificial (IA) sem a observacdo de cio. A associacdo da
gonadotrofina coridnica equina (eCG) a esses protocolos, apresenta resultados
satisfatérios durante o periodo de anestro sazonal devido a sua capacidade de
desestacionalizagédo, sendo importante estratégia por permitir maior produgéo
leiteira na entressafra, que coincide com a época de elevada disponibilidade de
pastagem (CARVALHO et al., 2013a, GERDES et al., 2000). Visando elucidar
as alteracbes ovarianas desencadeadas pela utilizacdo da eCG a
ultrassonografia doppler dos ovarios € uma ferramenta util, pois permite a
avaliagao de variagcbes hemodinamicas envolvidas no desenvolvimento folicular
e luteinico (ACOSTA et al., 2002).

Fémeas bovinas apresentam maior taxa de prenhez em programas de
IATF quando sdo inseminadas apds a expressao de cio, desta maneira a
termografia digital superficial da vulva pode ser estudada na espécie bubalina
buscando auxilio para detecgao do estro, uma vez que variagcbes hormonais

influenciam na vascularizagao e no fluxo sanguineo, alterando a temperatura da



superficie de diferentes regides do corpo do animal (PUROHIT et al., 1985,
SCOLARI et al., 2011; TALUKDER et al., 2014).

Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi avaliar as variagbes
morfolégicas e de vascularizagao nos foliculos e corpo luteo (CL) juntamente
com as variagdes nas concentragdes plasmaticas de progesterona (P4) durante
protocolo hormonal com e sem eCG, e avaliar a influéncia da fase reprodutiva e
do clima sobre as temperaturas da superficie da vulva, olho e mufla por meio da

termografia digital em bufalas Murrah.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Caracteristicas reprodutivas das bufalas

A espécie bubalina apresenta sazonalidade reprodutiva e a su efeiciéncia
reprodutiva € influenciada negativamente pelo aumento no numero de horas/luz
no dia (BITTMAN e KARSCH, 1984). Esta sazonalidade reprodutiva € menos
marcante quanto mais préxima a linha do equador, contudo, na regido Sudeste
do Brasil a estac&o reprodutiva favoravel (ERF) concentra-se entre os meses de
mar¢o a julho, apresentando anestro sazonal na estagdo reprodutiva
desfavoravel (ERD) de agosto a fevereiro na maioria dos animais (BARUSELLI,
1997).

Nas bufalas de rio o comprimento médio do ciclo estral € de 21 dias (18-
24 dias), a duragdo média do estro € de 13,7 + 5,9 horas e a ovulagao ocorre em
31,6 + 4,4 horas apds o inicio do estro (DROST, 2007; PORTO FILHO et al.,
2014).

O desenvolvimento folicular em bubalinos pode ocorrer em uma, duas ou
trés ondas, sendo mais comum a ocorréncia de duas ondas por ciclo estral.
(TANEJA et al., 1996; BARUSELLI et al., 1997). Em ciclos estrais com duas
ondas foliculares a primeira onda folicular inicia-se no primeiro dia apos a
ovulagao (dia 0 = ovulacdo), ja a segunda onda emerge nos dias 10,8 e 9,3 para
0s animais com 2 e 3 ondas por ciclo, respectivamente, e a terceira onda surge
no dia 16,8 do ciclo estral (BARKAWI et al., 2009).

Os didametros dos foliculos dominantes (FD) e subordinados no momento
da divergéncia folicular séo de 7,2 £ 0,3 mm e 6,4 + 0,3 mm, respectivamente,
obtendo capacidade ovulatoéria a partir de 8,5 mm de didametro (GIMENES et al.,
2011). O foliculo pré-ovulatério (FPO) possui didmetro maximo de 15,5 + 1,6 mm
em animais com duas ondas foliculares e de 13,4 + 1,3 mm em animais com trés
ondas foliculares (BARUSELLI et al., 1997).

O pico de estradiol acompanha o desenvolvimento folicular, variando
entre 7,2 pg/mL e 10,9 pg/mL, este resultado demonstra que os bubalinos
possuem baixas concentracdes de estradiol durante o estro, comparados aos
bovinos (SANTIAGO et al., 2005; VALE, 2011).



Nas bufalas, a ovulagéo ocorre somente apés o estro (VALE, 1988), onde
entdo inicia-se a luteogénese e a concentracao plasmatica de P4 se eleva a partir
do terceiro dia atingindo seu pico plasmatico no 10° dia apés a ovulagdo. Com a
aproximacao do préximo estro, como resposta uterina a secre¢ao de PGF2a na
auséncia de um embrido, ocorre a lutedlise e a P4 volta para concentracoes
basais (FITZ et al., 1982).

O CL maduro apresenta, em novilhas, entre 12 e 15 mm de didametro
(BRITO et al., 2002), sendo que na maioria dos animais a papila ovulatéria néo
sobressai além da superficie do ovario, o que torna mais dificil identifica-los por
palpacao retal (DROST, 2007). O CL atinge o seu tamanho maximo entre o 10°
e 16° dia do ciclo (VALLE, 2011).

A baixa concentracdo plasmatica de estradiol nas bufalas, comparadas
aos bovinos, pode ser o fator responsavel pela manifestacdo do estro com sinais
pouco evidentes nesta espécie (VARUGHESE et al., 2014). Sinais de estro como
micgao frequente, vocalizagéo, inchago vulvar, descarga de muco também séo
sinais de estro observados em bufalas do rio, mas a sua expressao é

extremamente fraca, dificultando sua detecgéo (BARILE, 2005).

Além da baixa expressdao do estro das bufalas, em regides com
temperaturas elevadas, estas possuem habitos sexuais noturnos, com
predominancia de sinais clinicos de estro durante o periodo de 17:00 as 20:00
horas e 4:00 as 07:00 horas. Isto parece estar relacionado com um efeito
inibitério da radiacao solar e da temperatura ambiente sobre a expressao do
estro (VALE, 1988).

Detecgdo de estro € um pré-requisito para um manejo reprodutivo
eficiente, sendo essencial na aplicagao da |IA. Para compensar a dificuldade de
se detectar os sinais de estro, este pode ser detectado com ajuda de rufides, ou
pode ser utilizada a IATF (DROST et al., 1985; BARUSELLI et al., 2013).

Para aumentar a fertilidade em bufalos o conhecimento adequado sobre
o comportamento reprodutivo € necessario (GLATZEL et al., 2000), sendo
necessarias novas ferramentas de biotecnologia na reprodugéo para superar a
baixa produtividade. Para o estabelecimento de programas de sincronizagao de

estro e superovulacdo em rebanhos de bufalos, o conhecimento sobre o



comportamento ciclico do ovario na forma de desenvolvimento folicular e
dindmica é essencial. Ao contrario de bovinos, pouca atencdo tem sido focada
sobre estes temas em bubalinos (OBA; SOUZA, 2003).

2.2. IATF em bufalas

A |IA é a biotecnologia da reprodugdo mais utilizada nos animais
domésticos, sendo importante para a disseminagao de material genético paterno
de origem superior, sem a necessidade de manutengado de um touro reprodutor
no rebanho, reduzindo-se a incidéncia de doengas reprodutivas (BARUSELLI et
al.,, 2013). Esta biotécnica é utilizada na bubalinocultura visando melhora
quantitativa e qualitativa do rebanho, tanto para producdo de carne como
producao de leite (SINGH e BALHARA, 2016).

As primeiras pesquisas relacionadas a IA, com aplicagao de GnRH para
inducdo da ovulagédo, em bufalas no Brasil foram realizadas em 1993 (OBA et
al., 1993), introduzindo a técnica no meio cientifico, permitindo assim novos

estudos e disseminagdo da mesma com consideraveis avangos desde entéo.

Apesar das vantagens, a aplicacdo da IA em bufalas foi relacionada a
baixa eficiéncia reprodutiva dos animais, que possuem maturidade sexual tardia,
baixa expressao de estro, grande intervalo entre partos, anestro sazonal durante
dias longos (JAINUDEEN e HAFEZ, 1993; SINGH et al., 2000) e duragao do
estro muito variavel, dificultando a predigdo do momento da ovulagao (OHASHI,
1994; BARUSELLI et al., 2001).

Nos ultimos anos, a eficiéncia da IA em bufalos passou de 25%
(ZICARELLI, et al., 1997) para 50% (HAIDER, et al., 2015), e os protocolos de
maior sucesso envolvem a sincronizagdo da ovulagado (NEGLIA et al., 2008;
VECCHIO et al., 2013). No entanto, alguns protocolos hormonais apresentam
baixas taxas de prenhez durante o periodo de anestro sazonal (RUSSO et al.,
2010).

Para facilitar e aumentar o uso da IA, estudou-se manejos que nao
requerem a identificacdo de estro, sendo propostos diferentes protocolos
hormonais para IATF (BARILE, 2005). Os tratamentos hormonais desenvolvidos

visam controlar as fung¢des luteais e foliculares do ovario, possibilitando a
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sincronizagao do crescimento folicular e da ovulagdo (BARUSELLI et al., 2007;
CARVALHO et al., 2013b; DE RENSIS et al., 2005; MURUGAVEL et al., 2009),
sendo utilizados com sucesso tanto durante a estacdo de monta como em
animais em anestro (BARUSELLI et al., 2002; DE RENSIS et al., 2005;
BARUSELLI et al., 2007; VECCHIO et al., 2013).

Os principais protocolos de IATF utilizados em bufalas sdo adaptados de
protocolos usados em bovinos, utilizando principalmente GnRH, P4, estradiol,
eCG e PGF2a (KUMAR et al., 2014).

Um dos protocolos mais comumente utilizados para IATF em bufalas
leiteiras € o Ovsynch (ROSSI et al., 2014; CAMPANILE et al., 2016). Este
protocolo consiste na aplicagdo de GnRH no primeiro dia (D0), aplicagédo de
PGF2a no D7, segunda aplicagao de GnRH no D9 e IA 16 horas apds a segunda
aplicacdo de GnRH (BERBER et al., 2002; BARUSELLI et al., 2003). A primeira
aplicacdo de GnRH promove a ovulagdo do foliculo dominante presente, a
aplicagao de PGF2a tem como objetivo a lutedlise do CL oriundo da ovulagéo
ocorrida, e a segunda aplicacédo de GnRH ird promover a ovulagao do foliculo

dominante gerado pelo controle da onda folicular (DE RENSIS et al., 2005).

Os protocolos hormonais de IATF Doublesynch, Heatsynch e
Estradoublesynch séo oriundos do Ovsynch e buscam minimizar a proporgéo de
animais n&o responsivos ao protocolo no momento da IA. Estas estratégias na
sua maioria apresentam a desvantagem de necessitarem de maior numero de
manejos para sua execugao (MOREIRA et al., 2001; MURUGAVEL et al., 2003;
CIRIT et al., 2007).

O Heatsynch, substitui a segunda aplicagdo de GnRH do protocolo
Ovsynch por benzoato de estradiol (BE), apresentando taxas de prenhez
semelhantes ao protocolo Ovsynch, mostrando que é possivel a substituicdo da
segunda aplicagdo de GnRH por BE (MOHAN et al., 2009).

O Doublesynch consiste da administracdo adicional de PGF2a 48 horas
antes do programa Ovsynch (CIRIT et al., 2007), obtendo-se taxas de prenhez
de 58,1% durante a estacdo de monta e 27,3% em animais em anestro
(MIRMAHMOUDI e PRAKASH, 2012). No Estradoublesynch, a segunda

aplicagao de GnRH do protocolo Doublesynch é substituida por BE, e apresenta
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maior taxa de prenhez durante a estacdo de monta em bufalas Murrah. Este fato
deve-se, provavelmente, ao menor envolvimento de P4 durante o protocolo, ja
que este possui uma aplicacdo de PGF2a anterior ao inicio do protocolo
Ovsynch, o qual promovera a lutedlise de possiveis CLs. Desta maneira fazendo
com que nao ocorra o bloqueio do pulso de LH apds as indugcdes de ovulagao
(MIRMAHMOUDI et al., 2014).

O protocolo Ovsynch e suas derivagdes necessitam da presenga de um
FD durante a primeira aplicagdo de GnRH para que a ovulagao seja induzida
corretamente pela segunda aplicagcdo de GnRH. Desta maneira, bons resultados
sao apresentados durante a estagcdo de monta, porém, ndo foram obtidos
resultados satisfatorios quando aplicados no periodo de anestro (VALE, 2011).

Buscando melhores resultados durante o anestro sazonal, iniciaram-se
estudos com protocolos de IATF baseados na associagao entre P4 e estradiol.
A combinacdo de P4 e estradiol no inicio do protocolo mantém um feedback
negativo sobre o eixo hipotalamo-hipéfise-gonadal (HHG), restringindo a
liberagdo de gonadotrofinas, embora a sintese destes hormdnios continue.
Quando o implante de P4 é retirado, encerra-se o feedback negativo, ocorrendo
liberacdo reflexa das gonadotrofinas resultando na indug&o de estro dentro de 2
a 5 dias (ADAMS et al., 1992; BARILE et al., 2012). Segundo Rhodes et al.
(2002), vacas em anestro pés-parto tratadas com P4 apresentam maior
frequéncia do pulso de LH, maior concentragao de estrogénio no liquido folicular
e circulante e maior numero de receptores de LH nas células da granulosa e da

teca.

Diferentes fontes de P4 sao efetivas no bloqueio do eixo HHG, uma vez
que ao comparar a utilizagcdo de dispositivo intravaginal de P4 e implante
auricular de norgestomet associados a BE, eCG, PGF2a e GnRH, néo foram
encontradas diferengas entre os grupos, obtendo-se, respectivamente, didametro
do FD no dia 9 (9,8 £ 0,5 vs. 9,8 + 0,4 mm), didmetro FPO (13,5 + 0,5 mm vs.
14,0 + 0,3 mm), intervalo entre a remocgao dos dispositivos e a ovulagéo (71 +
2,6h vs. 70,9 + 2,6 h), taxa de ovulagdo (86,4% vs. 93,3%) e taxa de prenhez
(46,4% vs. 49,6%). (CARVALHO et al., 2013b)
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Indutores de ovulagao, sao utilizados durante protocolos de IATF para que
um maior numero de animais ovule em um curto intervalo de tempo (NASEER et
al., 2011; SALES et al., 2012), fazendo com que a IA seja mais precisa (HAIDER
et al., 2015). Tanto o BE, quanto o GnRH podem ser utilizados como indutores
de ovulagao ja que ao utiliza-los o didametro do FPO, a taxa de ovulagéo e a taxa
de prenhez sdo semelhantes (CARVALHO et al., 2012)

Os protocolos de sincronizagédo a base de P4 sao eficientes em bufalas
ciclicas, durante a ERF (BARILE et al., 2005). Em um estudo de Moura (2003),
onde se avaliou o uso de implantes vaginais de P4 associados a BE, obteve-se
10% de taxa de ovulagdo em animais em anestro sazonal. Com o objetivo de
melhorar o resultado do tratamento, Porto Filho (2004) acrescentou eCG ao
protocolo de IATF em vacas em anestro e obteve taxa de ovulagdo de 70% no

grupo tratado com eCG e de 44,4% no grupo néao tratado.

A melhora observada com a adicdo da eCG em protocolos de IATF a base
de P4 deve-se ao fato desta possuir capacidade de ligar-se tanto a receptores
de FSH como de LH, possuindo atividade foliculo estimulante e luteinizante
(MURPHY e MARTINUK, 1991). O uso de 400 Ul de eCG no momento da
retirada do implante de P4 aumenta a taxa de ovulagao e a taxa de prenhez em
bufalas em anestro (BARUSELLI et al. 2002). Murugavel et al. (2009) relataram
uma maior taxa de ovulagdo em bufalas em anestro utilizando implante vaginal
de P4 associado a eCG (81,0%) em comparagédo sem eCG (47,4%), os autores
sugerem que isto ocorre, pois, as vacas em anestro tém liberagao pulsatil de LH
insuficiente para suportar os estadios finais do desenvolvimento folicular

ovariano e da ovulacgao.

Além da sincronizacdo, os protocolos de IATF em associacdo com
tratamento com gonadotrofinas resultam em aumento das taxas de concecgao
provavelmente devido ao aumento das concentracbes plasmaticas de P4
durante o diestro precoce (BINELLI et al., 2001; SA FILHO et al., 2010; SALES
etal., 2011). O aumento das concentra¢cdes de P4 em bufalas tratadas com eCG
pode ser resultado do aumento no didmetro do CL (CARVALHO et al., 2013a).

O didametro do FPO é importante nos protocolos de IATF, uma vez que

este esta diretamente relacionado ao tamanho do CL em bubalinos e bovinos.
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Um CL robusto promove secrecdo de P4, o que aumenta a probabilidade de
manter a prenhez e melhorar a fertilidade em bufalos e bovinos (DADARWAL et
al.,, 2013; VASCONCELOS et al.,, 2001). Uma correlagdo positiva entre o
diametro do FPO na IATF e a taxa de ovulagao (r = 0,59, p <0,01) ou entre o
didmetro do FPO na IATF e a taxa de gestagao aos 45 dias (r = 0,49, p <0,01)
foram verificadas em bufalas (MONTEIRO et al., 2016).

Em estudo de Carvalho et al. (2013a), ficou evidenciada a importancia do
tratamento com eCG nos protocolos de IATF em bufalas durante o anestro
sazonal, no qual obteve-se um aumento do didmetro do FPO (13,7 £ 0,4 mm vs.
12,6 £ 0,6mm, p =0,09) e a taxa de ovulagao (66,7 vs. 44,8%, p = 0,05 ); didmetro
do CL (15,8 + 0,92 mm vs. 12,7 + 0,77 mm, p = 0,03), aumento das
concentragdes de P4 (0,59 + 0,08 ng/mL vs. 0,27 + 0,05 ng/ mL, p =0,01) e
aumento da taxa de prenhez (52,7 vs. 39,4%, p = 0,03), respectivamente nos

grupos com e sem eCG.

Baixas concentragdes plasmaticas de P4 podem estar relacionadas a
menores taxas de prenhez apds a IATF. A importancia da P4 inicia-se ao inibir a
sintese de PGF2a entre 15 a 17 dias apos a IA (BINELLI et al., 2001), para
promover o alongamento do embrido entre 10 e 15 dias apds a |A e estabelecer
a pré-fixagdo entre 17 a 24 dias ap6s o cio (CAMPANILE e NEGLIA, 2010).
Portanto, estratégias que elevam as concentracbes de P4 durante esses

periodos sao desejadas.
2.3. Ultrassonografia Doppler e vascularizagao das estruturas ovarianas

O uso de imagens de ultrassom para o exame nao invasivo dos 6rgaos
reprodutivos tem contribuido para avangos substanciais nas duas ultimas
décadas (GINTHER et al., 2004, 2007). O modo-B foi utilizado pela primeira vez
em bovinos na década de 1980 (PIERSON e GINTHER, 1984) possuindo um
papel integral no manejo reprodutivo de bovinos, possibilitando a caracterizagao
das ondas foliculares e diagnéstico de gestacao (SAVIO et al., 1988; PIETERSE
et al., 1990). Dessa maneira, a ultrassonografia deu origem ao desenvolvimento
de protocolos de sincronizagao do estro e uma nova compreensao da dinamica
folicular durante o ciclo estral (ROCHE et al., 1998).
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O ultrassom Doppler transretal € um recente método diagndstico em
Medicina Veterinaria que é util para o estudo ndo invasivo da vascularizacido dos
orgaos genitais internos dos animais, permitindo assim novos conhecimentos
sobre a fisiologia reprodutiva e ovariana de fémeas durante o ciclo estral
(ACOSTA et al., 2005; MIYAMOTO et al., 2005; GINTHER, 2007; HERZOG e
BOLLWEIN, 2007; CARVALHO et al., 2008; GINTHER, 2014). Este equipamento
utiliza a frequéncia causada pelo efeito Doppler para produzir imagens do fluxo
sanguineo. O principio Doppler baseia-se em ondas, aumentando sua
frequéncia quando estas ecoam a partir de eritrécitos que se aproximam do
transdutor e diminuindo quando ecoam a partir de eritrocitos que se afastam.
Esta mudanca de frequéncia é aferida e utilizada para determinar a velocidade
do fluxo sanguineo. Em Doppler colorido, o fluxo sanguineo é exibido em cor,
em uma imagem bidimensional da estrutura de um tecido ou érgao. Imagens em
Doppler colorido fornecem em tempo real a visualizagdo do fluxo sanguineo,
variando de escoamento de alto fluxo em grandes vasos para fluxo minimo
através dos vasos terminais (GINTHER, 2007).

Durante um exame de ultrassom Doppler € possivel realizar uma
avaliagdo qualitativa e quantitativa dos vasos e tecidos especificos. A direcéo e
a velocidade das células vermelhas do sangue podem ser representadas por
diferentes cores e intensidades ou como uma velocidade de grafico espectral.
No entanto, para selecionar o modo mais adequado de exame € necessario ter
conhecimento sobre os principios e métodos de avaliagdo de ultrassonografia
Doppler (FERREIRA et al., 2011).

O modo espectral é considerado ineficiente, e atualmente nao é utilizado
para a avaliag&o objetiva de foliculos e CL por estes possuirem vasos de calibre
muito pequenos (GINTHER et al., 2007). Uma alternativa para realizar a técnica
colour Doppler de forma objetiva € determinar pelo software o numero de pixels
coloridos em uma imagem de CL ou foliculo (GINTHER e UTT 2004).

Os foliculos pré-antrais séo irrigados pela teca interna, a qual contém
muitos vasos sanguineos, que se degeneram apos a selegao folicular
(MACCHIARELLI et al., 2006). Ap6s o aparecimento do antro folicular, aumenta-

se a demanda nutritiva e metabdlica dos foliculos, havendo maior necessidade
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de suprimento sanguineo, ocorrendo entao neovascularizagédo capaz de suprir
essas exigéncias. (ROBINSON et al., 2009; ARAUJO et al., 2011). A dominancia
ocorre pela maior vascularizagao do foliculo durante a sua seleg¢ao, devido a qual
estes poderao receber uma maior quantidade de nutrientes e hormonios que irdo
auxiliar em seu desenvolvimento e produgao hormonal (MATTIOLI et al., 2001;
GRAZUL-BILSKA et al., 2007). A ultrassonografia Doppler demonstra extensa
vascularizagcdo da parede do FD, ndo ocorrendo o mesmo em foliculos
subordinados (ACOSTA et al., 2003; GINTHER, 2007).

A degradagdo da camada da teca do foliculo durante o processo de
ovulacdo é acompanhada pelo aumento da dilatagao e permeabilidade vascular,
que sao necessarias para a ruptura folicular (MURDOCH et al., 1986;
ABISOGUN et al.,, 1988), mostrando que o fluxo sanguineo aumenta
rapidamente no inicio do pico de LH, e atinge um maximo antes da ovulagéo
(JIANG et al., 2003). Estes dados sugerem que o aumento do fluxo sanguineo
dentro da parede folicular aumenta juntamente com o pico de LH e pode estar
estreitamente associado com as alteracdes estruturais e funcionais da parede
folicular durante o processo de ovulagdo (VARGA et al., 1985; ACOSTA et al.,
2003; SIDDIQUI et al., 2010). Estudos em éguas demostram que a irrigagao da
parede do FPO esta relacionada com a sua maturidade e com a qualidade do
oocito (GASTAL et al., 2006; GINTHER et al., 2007; GASTAL; GASTAL, 2011).
O crescimento folicular, selecdo, dominancia, ovulagdo ou atresia estao
intimamente associados com as mudangas no fornecimento de sangue para o
foliculo. Entéo, a ultrassonografia Doppler € uma ferramenta que pode ajudar a
esclarecer as variagdes de irrigacao e fluxo sanguineo durante esses processos
(MATSUI e MIYAMOTO, 2009; AYRES; MINGOTI, 2012).

Assim como os foliculos, o CL € uma estrutura ovariana que também pode
ser analisada por ultrassonografia Doppler, sendo esta uma das estruturas mais
vascularizadas do organismo, composta por um grande numero de células
endoteliais vasculares que sao responsaveis por até 50% da composi¢ao do CL
e por células luteais esteroidogénicas grandes e pequenas, que constituem
aproximadamente 30% de todas as células do CL (O’SHEA et al., 1989; LEI et
al., 1991). O numero de vasos e microcapilares aumenta drasticamente a partir
do inicio de fase luteinica (BAUER et al., 2003; HOJO et al., 2009; SHIRASUNA
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et al.,, 2010) indicando angiogénese ativa por varios dias apdés a ovulagéo
(WILTBANK et al., 1988; GAYTAN et al., 1999).

O fluxo sanguineo do CL parece estar mais correlacionado com a
concentragao plasmatica de P4 em relagao ao tamanho da estrutura (ACOSTA
et al., 2003; SCHAMS e BERISHA, 2004; MIYAMOTO et al., 2005), sendo que
em éguas e vacas ocorrem fortes correlagdes entre o fluxo sanguineo do CL e a
concentragao plasmatica de P4 (BOLLWEIN et al., 2002; GINTHER et al., 2007,
HERZOG, 2010).

Em bufalas o fluxo sanguineo do CL (DISKIN e MORRIS, 2008) também
se mostrou mais promissor que o seu diametro (FOLMAN et al., 1973) para
indicar a produgdao de P4, revelando uma estreita correlacdo entre o fluxo
sanguineo do CL e a concentragdo de P4, sendo este suprimento sanguineo
responsavel pelo fornecimento de precursores de esteroides e gonadotrofinas
ao CL (JANSON et al., 1981; ACOSTA et al., 2004; AYRES e MINGOTI, 2012).

Em vacas, caso o concepto ndo esteja presente no utero entre os dias 14
e 17, ocorre a liberagdao de PGF2q, iniciando-se a lutedlise com queda das
concentragdes plasmaticas de P4 (BINELLI et al., 2001). Em uma pesquisa de
Ginther et al. (2007), onde foram estudadas lutedlises espontaneas e induzidas
em vacas de leite, foi observado que inicialmente ocorre um aumento
significativo do fluxo sanguineo no inicio do processo para depois iniciar a
reducao da irrigagao do CL. Shirasuna et al. (2004) observaram uma diminui¢céo
da concentragao plasmatica de P4 um dia antes de ocorrer a reducédo da

vascularizacéo do CL.

Herzog et al., (2011) ao compararem vacas gestantes e vacas vazias,
encontraram um fluxo sanguineo do CL significativamente maior em vacas
prenhes em relagéo a vacas vazias 15 dias (2,00 + 0,34 cm?vs 2,50 + 0,15 cm?,
respectivamente) e 18 dias apds a ovulagdo (2,05 + 0,39 cm?vs 2,40 + 0,13 cm?,
respectivamente), assim como a concentragao de P4 foi maior em vacas prenhez
em relacao a vacas vazias, demonstrando a importancia da vascularizagcao do

CL e producgéo P4 no diestro precoce para a manutengao da gestagao.

Estudos mais recentes mostram que ndao ha somente correlacido entre a

irrigacéo do CL com a concentragao de P4, mas que também ha alta correlagao
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entre o didmetro e a irrigacdo do FPO, com o didmetro e a irrigagao do CL,
consequentemente com a concentracdo plasmatica de P4 e a manutencao da
gestacédo (TARSO et al., 2015; TARSO et al., 2016).

A quantificacdo do fluxo sanguineo do foliculo tem sido realizada em
bovinos e equinos, avaliando a porcentagem da circunferéncia da parede do
foliculo com sinais de fluxo de sangue, assim como o fluxo sanguineo luteinico
foi quantificado em numeros de pixel coloridos (SILVA et al., 2006; HERZOG e
GINTHER, 2007; BOLLWEIN, 2007; SIDDIQUI et al., 2009). Embora muitos
estudos foram realizados com ultrassonografia Doppler na década passada,
existe ainda um enorme leque de informagdes para serem estudadas sobre
alteracbes da vascularizagdo da parede do foliculo e do CL em fémeas

bubalinas.
2.4. Termografia por infravermelho

A termografia digital por infravermelho (TDPI) é baseada na lei da
radiacdo, em que todos os corpos com temperatura acima de -273°C emitem
radiacao infravermelha, variando sua frequéncia eletromagnética de acordo com
a temperatura irradiada. (RICARTE et al., 2014).

No espectro eletromagnético, o infravermelho esta localizado entre as
ondas de radio e luz visivel e, como todas as radiagcbes eletromagnéticas, é
caracterizada por seu comprimento de onda e intensidade. O comprimento de
onda da radiagdo emitida esta intimamente relacionado com a temperatura da
fonte: quanto maior a temperatura, mais rapida sera a vibragdo dos seus atomos,
e, portanto, o comprimento de onda mais curto do que resulta desta vibragdo. A
camera de infravermelho detecta estas radiagdes, analisa os seus comprimentos
de onda e converte essas informag¢des em uma imagem chamada termograma,
onde as regides mais frias sao representadas em azul e as mais quentes em
vermelho (SPEAKMAN e WARD, 1998).

A TDPI é uma técnica ndo invasiva que pode ser utilizada para detectar
os gradientes de temperatura simétricos e assimétricos de areas de superficie.
A superficie da pele atua como um sistema de arrefecimento que irradia calor

(PUROHIT et al., 1985) permitindo medida exata de gradientes de temperatura,
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através de imagem térmica. Alteragcbes do fluxo sanguineo e a vascularizagéo
de tecidos podem alterar a temperatura da superficie da pele. Sob condi¢cdes
fisiologicas, o corpo mantém uma temperatura constante; por conseguinte, as
alteracdes na temperatura sido facilmente reconhecidas e detectadas por TDPI
e podem proporcionar um meio para a deteccao e monitorizagcao de eventos

fisiolégicos normais e anormais (PUROHIT et al., 1985).

A radiacdo medida por uma camara de infravermelhos ndo depende
apenas da temperatura do objeto, mas é também uma fungdo da emissividade.
A emissividade é, de um modo geral, a capacidade relativa de um dado material
de emitir energia de radiagdo em comparagdo com um emissor teoricamente
perfeito, que varia de 0 a um. Um emissor € chamado corpo negro perfeito e tem
um valor de emissividade um, enquanto que um corpo regular que emite apenas
60% da quantidade tedrica de energia infravermelha tem um valor de
emissividade de 0,6. O valor de emissividade de um objeto é influenciado pelo
material, a condicdo da superficie, a sua refletividade e a sua opacidade. Uma
vez que esta variavel pode influenciar significativamente as medigbes de
temperatura, a emissividade do objeto em estudo deve ser sempre levada em
conta para obter resultados precisos (WILLIAMSON CORP, 2008).

Atualmente, a TDPI é utilizada experimentalmente para monitorar e
elucidar as trocas de calor dos animais com o ambiente, estudar a
termorregulagéo escrotal em ruminantes (KASTELIC et al., 1996; RUEDIGER et
al., 2016), mastites em vacas de leite (COLAK et al., 2008) analisar alteragdes
no sistema locomotor de equinos (ALSAAOD e BUSCHER, 2012) e ruminantes
(STEWART et al.,, 2010). Também tem sido relatado que a TDPI, pode ser
utilizada para detectar alteragdes nas temperaturas vulvares entre estro e diestro
em porcas (SCOLARI et al., 2011; SYKES et al., 2012) e em ovelhas (GEORGE
et al., 2014).

Como sabe-se as bufalas possuem caracteristicas fisiologicas que
dificultam a visualizagdo do estro (SINGH et al, 2000), dessa maneira foi
implementada a IATF buscando melhora nos resultados reprodutivos. A
expressao do estro anterior ao momento da IA em vacas submetidas a

protocolos de IATF é desejada, uma vez que eleva a taxa de prenhez (SA FILHO,
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2010). Desta maneira, alguns métodos, como a observagao do cio, utilizacdo de
rufides e marcacdo com bastdes de tinta podem ser utilizados para auxiliar na
detecgdo do estro. Contudo, os desenvolvimentos de técnicas para prever com
precisdo a expressao do estro em condi¢gdes de campo sao de especial valor.
Isto permitira uma |IA mais precisa, um aumento na taxa de fecundacgao, e
também uma diminui¢do do numero de IA por animal (ROELOFS et al., 2005;
HOCKEY et al., 2010; SIMOES et al., 2014).

Em marras, observou-se variagoes do fluxo sanguineo da vulva durante o
ciclo estral. Esta variagdo do fluxo sanguineo pode gerar alteragbes da
temperatura da superficie dessa regido que podem ser estudadas para auxiliar
na deteccgdo do estro e do momento da |IA (FRANDSON et al., 2003).

Diferentes técnicas foram utilizadas para medir as alteragcdes na
temperatura do corpo durante o estro (CLAPPER et al., 1990; MOSHER et al.,
1990; REDDEN et al., 1993; KYLE et al., 1998; FISHER et al., 2008). No entanto,
estas técnicas necessitavam da imobilizagdo dos animais para medir a
temperatura vaginal utilizando implantes invasivos que poderiam causar
desconforto e estresse para os animais, alterando a real temperatura do corpo
(TALUKDER et al., 2014).

Com base nos resultados de Scolari et al. (2011) especula-se que o
aumento na temperatura da superficie da vulva ocorre devido a elevacido das
concentragdes de estrogénio durante o estro. As concentragdes elevadas de
estrogénio sdo responsaveis por alteragbes vasculares, como o aumento do
fluxo sanguineo, que ocorrem nos tecidos vaginais e vulvares, podendo causar

um aumento da temperatura da superficie vulvar durante o estro.

No estudo de Talukder et al. (2014), a elevagao e redugao da temperatura
da superficie vulvar notadas em vacas durante a fase lutea (72 horas antes da
ovulagéo) e pré-estro (48 horas antes da ovulagdo) podem corresponder as altas
e baixas concentracdes plasmaticas de P4. Embora as temperaturas superficiais
da vulva e da mufla aumentem significativamente um dia antes da ovulagao, as

concentragdes de P4 ndo apresentaram diferengas significativas nestes dias.

A cabeca, o olho e a porgcao posterior da orelha sao relatadas como

regides do corpo promissoras para afericdo da temperatura por infravermelho,
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sendo mais suscetiveis a captura de dados regulares (HOFFMANN et al., 2013).
Consequentemente, diferentes regides do corpo devem ser avaliadas para
determinar o seu potencial em detectar o estro e a ovulagdo em vacas leiteiras
(TALUKDER et al., 2014). O mesmo é demonstrado em bufalas durante estudos
termograficos do olho, flanco e orelhas correlacionando-se positivamente com a
temperatura retal e com as variagbes climaticas (BARROS et al., 2016;
SEVEGNANI et al., 2016), demonstrando potencial da aplicagdo da técnica em
futuros trabalhos de monitoramento da temperatura da superficie da vulva

durante o ciclo estral nesta espécie.

A utilizagao da TDPI como preditor da ovulagao parece promissor. Com a
reducdo do preco das cameras de infravermelhos digitais e a realizagdo de
estudos na area, esta tecnologia podera ser utilizada como método auxiliar na
deteccdo do estro (SCOLARI et al., 2011; RICARTE et al., 2014).

O comprimento do ciclo estral, juntamente com gradientes de temperatura
da vulva precisam ser mapeados ao longo de ciclos continuos para avaliar a
uniformidade. Estas temperaturas devem ser correlacionadas com as
concentragdes plasmaticas de estrogénio e de P4 para proporcionar uma melhor
compreensao do aumento da temperatura vulvar em relagdo ao inicio do estro
(SYKES et al., 2012).

A temperatura da superficie de um animal pode variar em processos
fisiolégicos, inflamatérios e oncoldgicos, devido as variagbes na perfusao
sanguinea dos tecidos, assim como podem sofrer interferéncia da temperatura
ambiente, do fluxo de ar, da umidade relativa do ar, radiacédo infravermelha e
detritos sob a superficie (CRAVELLO e FERRI, 2008; RICARTE et al., 2014). A
temperatura ambiente ideal sugerida para a obtengcdo de imagens térmicas a
superficie da pele é cerca de 20°C, mas uma temperatura abaixo de 30°C é
aceitavel (SYKES et al., 2012).
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3. HIPOTESES

O tratamento com eCG modifica a morfologia e a vascularizagao folicular
e do CL, resultando em um incremento na concentracdo plasmatica de

progesterona.

A temperatura da superficie da vulva e das areas do corpo obtidas por
TDPI aumentam no periodo pré-ovulatorio, voltando a concentragdes mais
baixas apds a ovulacdo. O aumento da temperatura da superficie vulvar pode
ocorrer devido a variagcbes nas concentragcbes hormonais de estradiol e
progesterona, podendo ser utilizado para avaliar a expressao do estro no omento

da IA em protocolos de IATF.

A variacao climatica pode afetar a afericdo da temperatura da superficie

da vulva, olho e mufla realizadas a campo por TDPI.
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4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo Geral

4.1.1. Avaliar o efeito da eCG sobre os aspectos morfolégicos e
vascularizacéo dos foliculos e corpos luteos, assim como sobre a concentragao
plasmatica de progesterona em bufalas Murrah submetidas a protocolo hormonal

para sincronizagao da ovulacéao.

4.1.2. Caracterizar as variagdes na temperatura da suerficie vulvar e
corporal relacionadas a concentragao plasmatica de progesterona antes e apos
a ovulacdo em bufalas Murrah submetidas a protocolo hormonal para

sincronizagao da ovulagdo e a ifluéncia do clima sobre as temperaturas obtidas.
4.2. Objetivos Especificos

4.2.1. Analisar a morfologia dos foliculos e do CL em bufalas Murrah por

meio de ultrassonografia durante protocolo hormonal com e sem eCG.

4.2.2. Avaliar a vascularizagado da parede do foliculo até o momento da
ovulagao e do CL durante a luteogénese e lutedlise por ultrassonografia Doppler

em bufalas Murrah durante o protocolo hormonal com e sem eCG.

4.2.3. Determinar as variacdes da temperatura vulvar e corpérea por meio
de TDPI, durante o desenvolvimento folicular, ovulagéo, luteogénese e lutedlise
em bufalas Murrah submetidas a protocolo hormonal para sincronizacdo da

ovulacéo.
4.2.4. Analisar o efeito do clima sobre as temperaturas obtidas por TDPI.

4.2.5. Avaliar as concentragbes hormonais de progesterona e cortisol de

bufalas Murrah durante o periodo experimental.

4.2.6. Correlacionar os dados obtidos por ultrassonografia Doppler, TDPI

e concentragdes hormonais obtidos durante o experimento.
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Efeito da eCG sobre a vascularizacio folicular e luteinica e producio de progesterona

em bufalas Murrah submetidas a sincronizaciao da ovulacio

(Artigo redigido segundo as normas da Theriogenology, ISSN 0093-691X, fator de impacto
JCR: 1,838. Disponivel em: https://www.elsevier.com/journals/theriogenology/0093-
691x/guide-for-authors).

RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar o efeito da gonadotrofina coridnica equina (eCG) sobre a
vascularizagcdo das estruturas ovarianas e a concentragdo plasmatica de progesterona (P4) em
bufalas Murrah durante protocolo hormonal para sincroniza¢ao da ovulagdo. Foram utilizadas
20 bufalas, divididas em dois grupos, com eCG (eCG, n=20) e sem eCG (controle, n =20), em
delineamento crossover. Foi realizada inser¢do do dispositivo intravaginal de P4 (DIB)
eaplicacdo de benzoato de estradiol no dia 0; remocao do DIB, aplicacao de PGF2a em todos
animais ¢ de eCG na metade dos animais no dia 9 (D9) e administra¢ao de andlogo de GnRH
no dia 11. Apos aretirada do dispositivo intravaginal de P4 no D9, foi realizada ultrassonografia
Doppler diariamente até o dia 16, e depois nos dias 20, 24, 28 e 32, visando avaliar o
desenvolvimento e irrigagdo folicular e do corpo luteo (CL). Previamente as ultrassonografias
foram colhidas amostras de sangue para analise da concentragdo plasmatica de P4. A ovulagdo
ocorreu no dia 13,42+1,17 no grupo eCG e 13,53+0,19 no grupo controle (P = 0,34), ¢ a taxa
de ovulagdo foi superior no grupo eCG (95%) em relagdo ao grupo controle (70%). O grupo
eCG apresentou maior perimetro irrigado dos foliculos nos dias 11 (P =0,018)e 12 (P =0,03),
o CL apresentou maior didmetro no dia 16 (P < 0,001) e maior area irrigada nos dias 14 (P =
0,008), 15 (P =0,005), 16 (P =0,004), 20 (P =0,003) e 24 (P =0,022) e producdo de P4 nos
dias 15 (P =0,042), 16 (P =0,048), 20 (P = 0,005) e 24 (P =0,006). Foi observada correlagao
positiva entre o tamanho (r=0,52, p<0,001) e irrigacdo (r=0,75, p<0,001) do CL com a

concentragdo plasmadtica de P4, assim como entre o didmetro do foliculo e didmetro do CL (r
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= 0,54, P =0,004), didmetro do foliculo e 4rea irrigada do CL (r = 0,55, P = 0,032), perimetro
irrigado do foliculo e didmetro do foliculo (r=0,78, p=0,001) perimetroo irrigado do foliculo e
area irrigada do CL (r = 0,64, P = 0,004) e entre a concentragdo plasmatica de P4 e o didmetro
do foliculo (r = 0,35, P =0,029) e o perimetro irrigado do foliculo (r = 0,59, p = 0,004), sendo
que em ambos 0s casos a irrigacdo apresentou maior correlagdo comparada ao tamanho.
Conclui-se que a utilizacdo de eCG durante protocolo hormonal em bufalas Murrah, favorece
a irrigagdo folicular e luteinica e ovulacdo, induzindo incremento nas concentragdes
plasmaticas de P4, sendo indicada esta pratica visando melhores taxas reprodutivas nos

rebanhos.

Palavras-chave: Ultrassonografia Doppler, irriga¢do sanguinea, ovario, IATF

1 Introducao

A inseminacdo artificial (IA) ¢ a biotecnologia da reprodug¢do mais difundida nos
animais domésticos [1], sendo utilizada na bubalinocultura visando acelerar a selecdo genética
e melhora dos indices zootécnicos dos rebanhos [2]. Porém, algumas caracteristicas
reprodutivas como habito sexual noturno em regides quentes, [3], baixa incidéncia de
comportamento homossexual [4], sazonalidade [5] e duragdo do estro muito variavel [6, 7],
dificultam sua implementagdo. Dessa maneira, estratégias que permitam a otimizac¢do da
técnica, como a utilizagdo de rufides [4,8] e a inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF)

devem ser utilizadas [3,9].

Diversos protocolos hormonais buscam controlar as fungdes luteais e foliculares,
possibilitando a sincronizagdo do crescimento folicular e da ovulacdo permitindo assim o

emprego da IATF em bufalas [9-14].

O Ovsynch, um dos protocolos mais utilizados em IATF de bufalas [15,16], bem como

o Doublesynch [17], Heatsynch [18], Estradoublesynch [19] dependem da presenca de um
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foliculo dominante (FD) no momento da primeira aplicagdo de GnRH, e de corpo luteo no
momento da administragdo de PGF2a, apontando bons resultados durante a estagdo reprodutiva
favoravel. Porém, estes protocolos hormonais ndo apresentam resultados satisfatorios durante
a estacdo reprodutiva desfavoravel, devido a deficiéncia do desenvolvimento folicular neste

periodo, resultando em menor taxa de ovulacdo [20, 21] e, consequentemente de prenhez [22].

Com a finalidade de contornar esses problemas, vém sendo estudado o efeito da adi¢ao
da gonadotrofina coridnica equina (eCG) ao protocolo com progesterona (P4) durante a estacao
reprodutiva favoravel e desfavoravel, promovendo aumento do diametro dos foliculos pré-
ovulatérios, da taxa de ovulagdo, do didmetro dos corpos luteos resultantes destas ovulagdes,
da concentragdo plasmatica de P4 e da taxa de prenhez [14, 23, 24], viabilizando a
desestacionalizacdo das bufalas, reduzindo o intervalo entre partos e aumentando a eficiéncia
reprodutiva e produtiva do rebanho [25], com incremento da producdo leiteira durante a

entressafra [26 — 29].

Assim, s3o necessarios estudos sobre os efeitos da eCG sobre a irrigagdo das estruturas
ovarianas em bufalas, uma vez que alteragdes hemodindmicas estdo envolvidas nas
remodelagdes ciclicas do tecido ovariano que ocorrem durante o desenvolvimento folicular,
ovulagdo, luteogénese e luteodlise [30 — 32], e sdo responsaveis pelo suprimento sanguineo que
dara suporte nutricional e precursores indispensaveis para a produgdo e secrecao hormonal [33,

34].

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito da eCG sobre a vascularizacao
folicular e luteinica, assim como na concentragao de P4 durante protocolo hormonal para a

sincronizagao da ovula¢ao em bufalas Murrah.
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2 Material e Métodos

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no uso de Animais (CEUA - 18/2016),
sendo realizado de abril a agosto de 2016 no municipio de Registro/SP aos 23°43’ S e aos -47°78’ W,
com clima subtropical Umido, com inverno seco e verdo quente e Umido, apresentando estacdo
chuvosa de outubro a margo e seca de abril a setembro.

2.1 Animais

Foram selecionadas 20 bufalas da raca Murrah, pluriparas (3,6 £ 3,2 partos), idade
média de 95,15 + 48,22 meses de idade, escore corporal 3,60 + 0,37 (escala de 1 a 5), produgao

de leite média diaria de 6,64 £ 1,24 kg e 112,50 + 55,50 dias em lactagdo.

As bufalas foram mantidas em piquete com pastagem formada por Brachiaria brizantha
em pastejo rotacionado, com acesso a agua, sal mineral bovino ad libitum concentrado durante

a ordenha.
2.2 Delineamento experimental

O protocolo hormonal utilizado consistiu na inser¢do de um dispositivo intravaginal
liberador de P4 (1,0 g, dispositivo intravaginal, Sincrogest, Ourofino, Cravinhos, SP, Brasil)
associado a 2 mg benzoato de estradiol (EB, im, Sincrodiol, Ourofino, Cravinhos, SP, Brasil),
em dia aleatorio do ciclo estral (D0). Nove dias mais tarde (D9), aplicou-se prostaglandina F2a
(0,150mg, im, d-cloprostenol, Croniben, Biogéneses Bago, Buenos Aires, Argentina) e 400 Ul
de eCG (eCG, im, Folligon, MSD Saude Animal, Sao Paulo, SP, Brasil) nos animais do grupo
eCG (n=20), os animais do grupo controle (n =20) nao receberam eCG, seguida pela aplicagao
de GnRH (10 pg de acetato de buserelina, im Sincroforte, Ourofino, Cravinhos, SP, Brasil) no
11° dia (D11). Os protocolos hormonais foram repetidos uma vez, apos 30 dias de intervalo,

invertendo-se os grupos em delineamento crossover. Os exames ultrassonograficos e as
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colheitas de sangue foram realizadas diariamente do dia nove (D9) ao dia 16 (D16) e nos dias

20, 24, 28 e 32, conforme a figura 1.

eCG
+

EB PGF2a GnRH
| | | | | L
| | [ | | [
DO D9 D11 D16 D 20 D 24 D28 D32
3p.m 3p.m 3p.m 3p.m 3 p.m 3p.m 3p.m 3p.m
| |
Us + BS uUs +BS Us +BS Us +BS Us +BS Us + BS

Figura 1- Linha do tempo do protocolo hormonal, com e sem eCG, das ultrassonografias e das
colheitas de sangue. Implante intravaginal de progesterona (P4), benzoato de estradiol (EB),
gonadotrofina coridnica equina (eCG), prostaglandina F 2a (PGF2a), hormdnio liberador de
gonadotrofinas (GnRH), ultrassom (US), colheita de sangue (BS).

2.3 Ultrassonografia

A ultrassonografia transretal foi realizada utilizando-se um transdutor linear de 7,5 MHz
(esaote, MyLab™FIVE, Genova, Italia) sem a necessidade de seda¢do, visando acompanhar o
desenvolvimento folicular, ovulagdo, luteogénese e lutedlise. As estruturas foram examinadas
em modo B para avaliacao do diametro dos foliculos dominantes (FD) (média dos diametros
do eixo longitudinal e transversal), ovulagdao e diametro do CL (média do didmetro do eixo
longitudinal e transversal). A seguir, o ultrassom foi passado para o modo colour Doppler, onde
entdo a imagem foi gravada durante um minuto para posterior avaliagdo da irrigacao da parede
do foliculo e a irrigagao do CL. A irrigacdo foi mensurada de maneira objetiva utilizando o
programa Image] (versao 1.5, Wayne Rasband National Institute of Health, USA), no qual
foram realizadas mensuragdes do perimetro folicular, perimetro folicular irrigado, porcentagem
de irrigagdo da parede do foliculo, area luteinica, area luteinica irrigada e porcentagem da area

luteinica irrigada segundo Guinther [35].
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2.4 Colheita de sangue

Foram colhidas amostras de sangue, previamente a realizagdo da ultrassonografia por
pungdo da veia caudal, em tubo contendo anticoagulante (EDTA), durante todo o periodo
experimental. Apds a colheita, o sangue foi centrifugado a 2500g/15 minutos para obtencdo do
plasma, o qual foi armazenado a -20°C para posterior analise hormonal.

2.5 Analise hormonal

A dosagem das concentragdes plasmaticas de P4 foram realizadas por radioimunoensaio
(Perkin Elmer 1470 automatic gamma counter, Massachusetts, USA), utilizando-se kit
comercial em fase soélida (RIA Progesteron IM 1188, Bechman Coulter, California, USA),
seguindo instrugdes do fabricante, com sensibilidade do teste de 0,02 ng/mL. O coeficiente de

variacao intra-ensaio foi de 4,8% e o coeficiente de variagao inter-ensaio de 7,5%.

2.6 Analise estatistica

Os dados colhidos foram analisados pelo General Linear Models (GLM) do pacote
estatistico SAS [36]. As médias das varidveis foram submetidas a ANOVA e teste t para

comparagdo entre grupos utilizando nivel de significancia a 5%.

Para estudar a correlacao entre as variaveis de diametro, perimetro, perimetro irrigado e
% do perimetro irrigado dos foliculos, com o didmetro, area, area irrigada e porcentagem da
area irrigada do CL e com as concentragdes plasmaticas de P4 durante o periodo experimental
foram determinadas correlagdes de Pearson. O coeficiente de correlagao 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. [37].

3 Resultados

O dia da ovulagao nao diferiu entre os grupos, sendo 13,42 + 1,17 e 13,53 = 0,19 dias,

respectivamente entre os grupos eCG e controle (P = 0,34). A taxa de ovulagdo foi superior no
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grupo eCG em relagdo ao grupo controle, apresentando 95% (19/20) e 70% (14/20),
respectivamente (P = 0,003). Os dados obtidos para crescimento médio diario dos foliculos
foram semelhantes entre os grupos (Tabela 1).

Tabela 1 — Média + erro padrao (EP) e nivel de significancia (P) entre os grupos tratados com e
sem eCGQG, para crescimento médio didrio dos foliculos de bufalas Murrah.

eCG Controle
Foliculo Média+EP Média+EP P
Diametro (mm/d) 1,12+ 0,21 1,35+0,20 0,26
Perimetro (mm/d) 3,63+0,3 3,48+0,32 0,31

Irrigagdo do perimetro (mm/d) 3,69 £0,34 3,63+0,34 0,30
% do perimetro irrigado (%/d) 8,93 +£0,57 8,86 +0,63 0,43

Na analise dos dados normalizados em relagdo a ovulagao, considerado a ovulagao como
dia 13, os grupos nado diferiram quanto ao didmetro e perimetro do foliculo. Porém, o grupo
eCG apresentou maior irrigacdo do foliculo (P = 0,018; e P =0,03) e também maior
porcentagem do perimetro irrigado do foliculo (P = 0,025; P = 0,03) quando comparado ao

grupo controle, nos dias 11 e 12, respectivamente (Figura 2 ¢ 3).

Lab i Lab

Figura 2 — Imagens ultrassonograficas colour Doppler do foliculo pré-ovulatorio, demonstrando
a maior irrigacao do seu perimetro previamente a ovulacao (esq.) e do CL com sua area irrigada
maxima (dir.).

O grupo eCG apresentou maior didmetro do CL no dia 16 em relagdao ao grupo controle
(P <0,001), assim como apresentou maior area irrigada do CL nos dias 14 (P = 0,008), 15 (P
= 0,005), 16 (P = 0,008), 20 (P = 0,004), 24 (P = 0,003) e 32 (P = 0,022) (Figura 4). A
concentracao plasmatica de P4 foi maior no grupo eCG nos dias 15 (P =0,042), 16 (P =0,048),

20 (P =0,005) e 24 (P = 0,006) (Figura 5).
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Figura 3 — Médias + erro padrao, do didmetro, perimetro, perimetro irrigado e porcentagem do
perimetro irrigado do foliculo de bufalas Murrah, entre os grupos eCG (n = 20) e controle (n =
20). * P < 0,05 entre os tratamentos.
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Figura 4 — Médias + erro padrdo, do didametro, area, area irrigada e porcentagem da area irrigada
do CL de bufalas Murrah, entre os grupos eCG (n = 20) e controle (n = 20). * P < 0,05 entre os
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Figura 5 — Médias + erro padrao da concentragdo plasmatica de progesterona de bufalas Murrah,
entre os grupos eCG (n = 20) e controle (n = 20). * P < 0,05 entre os tratamentos.

Foi observada forte correlagdo entre a area irrigada do CL e a concentragao plasmatica

de P4 (r=0,752, p<0,0001), mostrando que foi o o melhor pardmetro correlacionado com a P4

(Tabela 2).

Tabela 2 — Coeficiente de correlagao de Pearson e nivel de significancia (P) observados entre
o diametro, area, area irrigada e porcentagem da irrigacdo do CL em relacdo a concentragao

plasmatica de progesterona em bufalas Murrah.

X Progesterona P
Diametro 0,521 <0,001
Area 0,608 <0,001
Area irrigada 0,752 <0,001
% irrigacao 0,534 <0,001

Correlacionando-se os dados do diametro, perimetro, perimetro e porcentagem do

perimetro irrigado do foliculo pré-ovulatério com o diametro, area, area irrigada, porcentagem

da area irrigada do CL no dia 24 com a concentracdo plasmatica de P4 também do dia 24, o

perimetro irrigado do foliculo apresentou correlagdes forte ¢ moderada com os parémtros

estudados do CL e com a concentracao plasmatica de P4 (Tabela 3).
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Tabela 3 — Coeficiente de correlagdo de Pearson e nivel de significancia (P) entre os diametros
do foliculo (FOL) e corpo luteo (CL), area do CL, perimetro do FOL, area irrigada do CL,
perimetro irrigado do FOL, porcentagem irrigada da area do CL e do perimetro do FOL e a
concentragdo plasmatica de progesterona de bufalas Murrah.

X Diametro FOL  Perimetro FOL  Perimetro irrigado FOL % irrigacdo FOL
0,542 0,512 0,780 0,381
Diametro CL ’ ’ ’ :
1ametro (0,004) (0,044) (0,001) (<0,001)
, 0,496 0,492 0,671 0,464
A CL 9 b 9 9
red (0,014) (0,032) (0,004) (0,018)
, 0,552 0,578 0,643 0,328
Area Trrigada CL ’ \ ’
rea HHgada H - 0,032) (0,016) (0,004) (0,023)
o iricacio L 0384 0,364 0,346 0,275
o Igag (0,020) (0,048) (0,004) (0,043)
proscsiorona 0357 0,392 0,592 0,327
g (0,029) (0,040) (0,004) (0,0425)

4 Discussao

Protocolos hormonais s3o estudados na bubalinocultura buscando resultados
reprodutivos superiores [38]. O presente estudo fornece informagdes relacionadas a ag¢do da
eCG sobre a irrigacdo folicular e luteinica, e como estas sdo capazes de promover uma elevagao

na concentragdo plasmatica de P4.

O estudo foi realizado durante a estagao reprodutiva favoravel, e provavelmente por este
motivo ndo foram observadas diferengas significativas entre os didmetros dos foliculos
comparando-se os grupos eCG e controle no dia da ovulagdo (p = 0,067). Se conduzido durante
a estacdo reprodutiva desfavoravel, na qual ocorre insuficiente liberacdo de LH para promover
o desenvolvimento folicular e ovulagdo, provavelmente a acdo do eCG seria mais evidente,
podendo ser observada diferenca significativa entre os grupos, como os de Carvalho et al [24],
que notaram aumento do didmetro dos foliculos (13,7 + 0,4 mm vs. 12,6 £ 0,6mm) entre os
grupos tratado com eCG em relagdo ao ndo tratado. O tamanho do foliculo pré-ovulatorio
mostra-se importante nos protocolos de IATF, uma vez que estd correlacionado a taxa de

ovulacdo (r = 0,59, P <0 ,01) e de gestagdo (r = 0,49, P <0,01) em bufalas [39].
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J4, em relacdo a irrigacao dos foliculos, analisados no modo colour Doppler, o constante
incremento de irrigagdo sanguinea nas paredes foliculares, promovida principalmente pelo
VEGF, deve-se a necessidade de neovascularizagdo capaz de suprir as crescentes necessidades
nutricionais dos foliculos, para que a sua evolugdo até a ovulagdo nio seja comprometida pela
reducdo da vascularizacdo devido a compostos antiangiogénicos [40, 41], sendo um fator
determinante para a ocorréncia da dominancia [40, 42-44]. Este aspecto foi observado em vacas
de leite, também encontraram constante desenvolvimento da irrigacdo da parede folicular

durante seu crescimento, apresentando 55% =+ 1,7 de irrigagdo do perimetro folicular [45].

O maior desenvolvimento folicular e da sua irrigagdo no grupo eCG ocorrem pelo
acréscimo na liberagdo de FSH e LH promovido pelos protocolos hormonais a base de P4

associados com eCG [14, 22, 29, 46].

O eCG causou superior desenvolvimento folicular e da sua irrigacao, o que permitiu
melhora na taxa de ovulagdo (95%) em relacdo ao grupo controle (70%), provavelmente devido
ao influxo de substancias mediadoras responsaveis pela degradagdo das camadas de colageno
contidas na tunica albuginea e na teca, acompanhadas do aumento da permeabilidade vascular
necessaria para a ruptura folicular [30, 47-50]. Os dados obtidos em nosso experimento
corroboram com os de Porto Filho [23] que, em bufalas leiteiras, obteve taxa de ovulagdo de

70% no grupo tratado com eCG e 44,4% em grupo nao tratado com eCG.

Além do aumento na irrigagao das paredes dos foliculos e na taxa de ovulagao, também
foram observados crescimentos no diametro e na area irrigada do CL no grupo eCG,
provavelmente por este possuir meia-vida de aproximadamente 48 horas, permitindo sua
ligacdo aos receptores de LH do CL, promovendo maior expressdo génica dos fatores
angiogénicos VEGF e FGF2 e multiplicacdo das células luteais grandes [51]. Resultados

semelhantes a esse foram encontrados por Carvalho et al. [24], no qual o diametro do CL no
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grupo com eCG foi maior em relagdo ao grupo sem eCG (15,8 + 0,92 mm vs. 12,7 = 0,77 mm,

P =0,03).

O acréscimo no aporte sanguineo proporcionado ao CL devido a administragao de eCG
observado neste estudo serve como uma via de transporte de substancias biologicas ao fornecer
nutrientes e substratos para as células lutais grandes, que sdo indispenséaveis para a manutengao
da secregao de P4 [24, 33, 52-57]. Desta maneira, foram demonstrados neste estudo incremento
na concentragdo plasmaticas de P4 no grupo eCG comparado ao grupo controle. Marques et al.
[52] observaram aumento nas concentragdes plasmaticas de P4, nos animais em que a eCG foi
administrada (8,6 £ 0,4 ng/mL vs 6,4 £ 0,5 ng/mL; P < 0,05). Desta maneira, ao correlacionar
o diametro e a area irrigada do CL com a concentragdo plasmatica de P4 obteve-se correlagdes
média e forte, respectivamente. O fato de haver uma relagdo subjacente bdsica entre
angiogénese e funcdo do CL em bufalas, assim como em éguas [35], enfatiza que um
suprimento de sangue elevado representa uma condi¢do importante para a secre¢ao de P4 [33].
Os resultados obtidos corroboram com Herzog et al. [58], que observaram uma correlagao
significativa entre o tamanho do CL e a concentra¢cdo de P4 (r = 0,69; p <0,001) e entre o fluxo

sanguineo do CL e a concentragdo de P4 (r = 0,71; p <0,001) em vacas holandesas.

Em estudos sobre o efeito da eCG em protocolos de IATF de btfalas, foram encontradas
correlagdes positivas entre o diametro do foliculo pré-ovulatério e o didmetro do CL, assim
como foram evidenciadas correlacdes entre o diametro do foliculo pré-ovulatério e a
concentracdo plasmatica de P4 oriunda do CL, desta maneira a utilizagdo de eCG durante
protocolos de IATF podem produzir foliculos de maior didmetro que ao ovularem produziram
um CL maior, capaz de gerar incremento na produgao de P4 [24, 39, 59]. Porém, nesses estudos
nao foram avaliados dados relativos a irrigacao folicular e luteinica. J& em nosso estudo, além
do diametro, a irrigagao dos foliculos pré-ovulatérios foram correlacionados com o didmetro e

irrigacdo do CL assim como com concentragdo plasmatica de P4, mostrando a importancia de
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se obter um foliculo pré-ovulatério com boa irrigacdo e de maior didmetro, sendo que a
irrigacdo se mostrou melhor pardmetro que o didmetro do foliculo para predi¢do da fun¢do do

CL e por consequéncia da concentragdo plasmatica de P4.

Estudos de Tarso et al. [45], com vacas de leite, demonstraram que ndo h4 somente
correlacdo entre a irrigagdo do CL com a concentracdo de P4, mas que também ha alta
correlagdo entre o didmetro e a irrigagao do foliculo pré-ovulatorio, com o didmetro e a irrigagao
do CL, consequentemente com a concentracao plasmatica de P4 e a manutengdo da gestacao,
assim como também foi observado que as vacas que se tornaram prenhes tiveram didmetro do
foliculo pré-ovulatério maior (14,9 = 0,4 mm vs 13,1 + 0,2 mm; P <0,05, respectivamente) em
relacdo as vacas que continuaram vazias, ¢ que o fluxo sanguineo folicular em vacas que se
tornaram prenhes tende a ser maior comparado as que continuaram vazias (77 £ 1% vs 69 + 1%
P <0,01, respectivamente), evidenciando que hd uma relagdo do tamanho e da irrigagcdo do

foliculo pré-ovulatério com a taxa de prenhez [60].

Este fenomeno pode ser explicado pelo aumento do fluxo sanguineo via vasodilatagao
periférica, por acdo do oxido nitrico, para melhor oferta de gonadotrofinas, nutrientes, e
substratos hormonais, assim como para a ocorréncia da ovulagao [57]. Apds a ovulagdo, o fluxo
sanguineo vigoroso permite abundante extravasamento de linfa e sangue para a cavidade
formada anteriormente pelo foliculo, que juntamente com as células remanescentes do foliculo
irdo formar um CL maior area e irrigado [61] permitindo produgdo de P4 pelas células luteinicas
grandes, que com maior irriga¢ao proverao maior quantidade deste hormonio para manutengao

da prenhez [15, 45, 60, 62].

5 Conclusao

A utilizagdo de eCG em protocolo hormonal de IATF em bufalas Murrah favorece o

desenvolvimento da vascularizacdo folicular, ovulacdo e da wvascularizagdo luteinica,
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proporcionando desta maneira um incremento na concentragdo plasmatica de P4, podendo

favorecer a capacidade reprodutiva do rebanho.

Agradecemos a FAPESP, CAPES e CNPq pelo apoio financeiro concedido.
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Efeito da fase do ciclo estral e da ambiéncia sobre as temperaturas da superficie vulvar,

ocular e da mufla em bifalas Murrah submetidas a sincronizaciao da ovulacao

(Artigo redigido segundo as normas da Animal Reproduction Science, ISSN 0378-4320, fator
de impacto JCR: 1,377. Disponivel em: https://www.elsevier.com/journals/animal-
reproduction-science/0378-4320/guide-for-authors).

RESUMO

Objetivou-se avaliar as variagdes da temperatura do olho, mufla e vulva e concentracdes
plasmaticas de progesterona (P4) e cortisol durante as fases folicular e luteinica em bufalas
Murrah, e se estas temperaturas sofrem influéncia do clima. Quarenta bufalas Murrah foram
submetidas a protocolo hormonal a base de P4 para sincronizagao da ovulagdo. Apos a retirada
do dispositivo intravaginal de P4 no dia 9, foram realizadas ultrassonografias transretal no
periodo da tarde e termografia digital pela manha e a tarde, diariamente até o dia 16 e nos dias
20, 24, 28 e 32, visando avaliar o desenvolvimento folicular ¢ do CL ¢ o momento da ovulagao,
e as temperaturas superficiais da vulva, mufla e olho. Adicionalmente, foram realizadas a
afericao das variaveis climaticas, temperatura retal (TR) e colheita de sangue para a avaliagdo
das concentragdes plasmaticas P4 e cortisol por radioimunoensaio. As temperaturas superficiais
da vulva, mufla e olho correlacionaram-se positivamente, com a TR e com os dados climaticos.
As ovulagdes ocorreram em média aos 13,57 £+ 1,32 dias, sendo que foram encontradas maiores
temperaturas da vulva, olho e mufla no periodo de estro em relacdo ao diestro. A temperatura
da vulva demonstrou sofrer menor influéncia dos fatores climaticos durante a manha, sendo
este o melhor periodo para avaliagdo da influéncia da fase do ciclo estral sobre esta temperatura.
As temperaturas da vulva foram mais baixas durante os dias 16, 20, 24 ¢ 28 e a concentracao
plasmatica de P4 apresentou padrdo inversamente proporcional. As temperaturas da mufla e do
olho e a TR ndo acompanharam o mesmo padrdo de variagdo das temperaturas vulvares,

correlacionando-se com os niveis plasmaticos de cortisol. Conclui-se que a termografia digital
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por infravermelho ¢ eficaz na mensuragdo das temperaturas de diferentes regides do corpo
animal, sendo que a temperatura vulvar sofre alteragdes durante as fases reprodutivas, havendo
correlacdo com a concentracdo plasmatica de P4. Os fatores climaticos influenciam as
temperaturas das areas estudadas, sendo o melhor momento para realizar as termografias o

periodo matutino, predominantemente com temperaturas amenas.

Palavras-chave: termografia digital por infravermelho, estro, progesterona, clima.

1. Introducao

A iseminacao artificial em tempo fixo (IATF) vem sendo utilizada na bubalinocultura
visando disseminag¢do de material genético superior e de melhores taxas reprodutivas (Baruselli
et al., 2013). Métodos auxiliares sao estudados em busca de melhor eficiéncia da IATF na
bovinocultura, podendo ser utilizados marcadores em bastao para observar quais fémeas foram
montadas pelas demais através de comportamento homossexual tipico da expressao do estro
(Sa Filho et al., 2011). Porém, na espécie bubalina o comportamento homossexual nao ¢
acentuado, sendo necessario o desenvolvimento de métodos praticos para identificar sua

expressao (Singh et al, 2000; Hockey et al., 2010).

Eventos fisiologicos, como o ciclo estral, alteraram o fluxo sanguineo e a vascularizacao
de tecidos. A superficie da pele atua como um sistema de arrefecimento que irradia calor e as
variagoes de irrigagdo de determinados tecidos possivelmente altera a temperatura da superficie
da pele (Purohit et al., 1985). Diferentes técnicas invasivas t€ém sido utilizadas para aferir as
alteragdes na temperatura do corpo durante o estro, porém estas podem sofrer influéncia devido
ao estresse causado ao animal (Clapper et al., 1990; Mosher et al., 1990; Kyle et al., 1998;
Redden et al., 1993; Fisher et al., 2008). A termografia digital por infravermelho (TDPI) ¢ uma
tecnologia ndo invasiva, de facil execucdo e resultados imediatos que permite a medida exata

de gradientes de temperatura de uma superficie (Chacur et al., 2016a) e possui potencial para
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aplicacdo na reprodu¢do animal. Porém, poucos estudos foram realizados nesta area (Ricarte et

al., 2014).

Apesar da TDPI possuir potencial para uso em pesquisas a campo, a temperatura da
superficie do corpo de um animal pode sofrer interferéncia da temperatura ambiente, do fluxo
de ar, da umidade relativa do ar, radiagdo infravermelha e detritos sob a superficie da pele
(Cravello e Ferri, 2008), sendo temperaturas abaixo de 30° C aceitdveis para execugdo da

técnica (Sykes et al., 2012).

Atualmente, a TDPI vem sendo utilizada experimentalmente para monitorar e elucidar
as trocas de calor dos animais com o ambiente, estudar a termorregulagdo escrotal em
ruminantes (Kastelic et al., 1996, Ruediger et al., 2016), mastites em vacas de leite (Colak et
al., 2008), analisar alteragdes no sistema locomotor de equinos (Alsaaod e BuScher, 2012) e
ruminantes (Stewart et al., 2010). Existem relatos da utilizagdo da termografia por
infravermelho para detectar alteragdes nas temperaturas vulvares entre estro e diestro em porcas
(Scolari et al., 2011; Sykes et al., 2012), ovelhas (George et al., 2014) e vacas de leite (Talukder

etal., 2014).

Recentemente, foi demonstrada a aplicabilidade da TDPI em bufalos, ao verificarem
que as temperaturas da superficie do olho, flanco e orelhas, estdo sujeitas as variagdes climaticas
e correlacionadas com a temperatura retal, podendo ser utilizadas em estudos de conforto

térmico nesses animais (Barros et al., 2016; Sevegnani et al., 2016).

Desta forma, os objetivos deste estudo foram analisar as variagdes da temperatura da
superficie do olho, da mufla e da vulva e variagdes nas concentracdes hormonais de
progesterona (P4) durante as fases estrogénica e progesteronica, assim como avaliar a influéncia
da ambiéncia nas temperaturas obtidas por TDPI em bufalas Murrah submetidas a protocolo

hormonal para sincronizagao da ovulagao.
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2. Material e Métodos

Ap6s a aprovagio do projeto de pesquisa pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA 18/2016) foi realizada a colheira de dados entre os meses de abril a agosto de 2016 na
cidade de Registro/Brasil, com clima subtropical iimido, inverno seco e verao quente e imido,
apresentando estacdo chuvosa de outubro a margo e seca de abril a setembro.

2.1 Animais

Foram selecionadas 40 bufalas da raca Murrah, com idade média de 95,15 + 48,22
meses, escore corporal 3,60 £ 0,37 (escala de 1 a 5), producao de leite média diaria de 6,64 +

1,24 kg e 112,50 + 55,50 dias em lactacao.
2.2 Alimentac¢do

Os animais foram mantidos em mesmo lote, com pastagem Brachiaria brizantha e
submetidas a0 mesmo manejo nutricional em pastejo rotacionado, com agua e sal mineralizado

ad libitum, e fornecimento de concentrado antes da ordenha.
2.3 Delineamento experimental

Foi realizada sincronizagdo da ovulacdo dos animais selecionados, utilizando protocolo
hormonal que consiste na inser¢do de um dispositivo intravaginal de P4 (1,0 g, dispositivo
intravaginal, Sincrogest, Ourofino, Cravinhos, SP, Brasil) e 2 mg de benzoato de estradiol (EB,
im, Sincrodiol, Ourofino, Cravinhos, SP, Brasil), em dia aleatério do ciclo estral, sendo
considerado como dia 0 (D0). Apds nove dias (D9), foi administrada prostaglandina F2 alfa
(0,150 mg, im, d-cloprostenol, Croniben, Biogéneses Bagd, Buenos Aires, Argentina) e 400 Ul
de eCG (eCG, im, Folligon, MSD Satde Animal, Sao Paulo, SP, Brasil), seguida pela
administracao de GnRH (10 pg de acetato de buserelina, im Sincroforte, Ourofino, Cravinhos,

SP, Brasil) no 11° dia (D11) para indugao da ovulagao (Figura 1). Foram realizadas diariamente
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ultrassonografias e colheita de sangue no periodo da tarde do D9 ao D16 e no D20, 24, 28 e 32,

assim como TDPI da mufla, olho e vulva acompanhada pela aferi¢do dos dados climaticos.

TDPI TDPI TDPI TDPI TDPI
7am 7a.m 7a.m 7am 7am
TDPI 3p.m 3 p.m 3p.m 3 p.m 3 p.m
e
EB PGF2a GnRH
| | | | [
| | [ I [
DO D9 D11 D16 D20 D24 D28 D32
3p.m 3p.m 3p.m 3p.m 3 p.m 3p.m 3p.m 3 p.m
| |
Us + BS Us + BS Us +BS Us +BS Us +BS Us +BS

Figura 1- Linha do tempo do protocolo hormonal, das ultrassonografias, das termografias e das
colheitas de sangue. Implante intravaginal de progesterona (P4), benzoato de estradiol (EB),

gonadotrofina coridnica equina (eCG), prostaglandina F2Q (PGF2a), horménio liberador de
gonadotrofinas (GnRH), ultrassom (US), termografia digital por infravermelho (TDPI) e colheita de
sangue (BS).

2.4 Termografia digital por infravermelho

Todos os exames termograficos foram realizados no animal ndo anestesiado em estacao,
apds 30 minutos em ambiente coberto, contido em tronco de contengdo para bubalinos. As
termografias (Termovisor E-40, FLIR, Oregon, USA) da vulva, mufla e olho, foram efetuadas
duas vezes ao dia, entre 7h € 09h e entre 15h e 18h, durante todas as fases do ciclo estral. As
imagens termograficas foram obtidas com camera termografica digital a uma distancia
aproximada de 1 m da vulva, da bufala com o foco do termografo direcionado
perpendicularmente & vulva, e posteriormente com um angulo de 45° a mufla e ao olho (Figura
1). Os termogramas foram armazenados e posteriormente, transferidos para o computador para
analise (Flir Tools Version 5.11.16357.2007, FLIR, Oregon, USA), no qual foram obtidas as
temperaturas maximas, minimas e médias da superficie da vulva, olho e mufla conforme as
demarcagdes da Figura 2. Apoés a realizagdo das termografias foi aferida a temperatura retal

(TR) com termometro clinico digital.
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Figura 2 — Termogramas da vulva (A), olho (B) e mufla (C) de bufalas, com as areas de aferi¢ao
demarcadas.

2.5 Ambiéncia

Os dados climaticos no periodo do experimento foram coletados de hora em hora por
meio de termdmetro do globo (ITWTG-2000, InstruTemp®, Sao Paulo, Brasil), avaliando a
temperatura do globo preto (TG, que avalia a insulagao), temperatura de bulbo seco (TA, que
avalia a temperatura ambiente), umidade relativa do ar (UR) e a temperatura de estresse caldrico

(WBGT), onde:
WBGT =0,7TW + 0,2TG + 0,1TA

TW = Temperatura de bulbo imido. Esta temperatura ¢ calculada automaticamente pelo

termdmetro de globo a partir da TA e da UR, segundo Stull (2011).
2.6 Ultrassonografia

Para acompanhamento do momento da ovulagao foi realizada ultrassonografia transretal
modo B, com transdutor linear de 7,5 MHz (esaote, MyLab™FIVE, Genova, Italia)

diariamente, entre 15h e 18h.
2.7 Colheita de sangue

Previamente a realizacao das ultrassonografias, foram colhidas amostras de sangue por
pungdo da veia caudal, em tubo com EDTA, para obtencdo do plasma sanguineo apos
centrifugacao a 2.500g/15 minutos. O plasma foi armazenado a -20°C para posterior realizagao

das analises hormonais.
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2.8 Analise hormonal

As concentragdes plasmaticas de P4 e cortisol foram determinadas por
radioimunoensaio (Perkin Elmer, 1470 automatic gamma counter, Massachusetts, USA)
utilizando-se kits comerciais de fase solida (RIA Progesteron IM 1188 e RIA Cortisol IM 184,1
Bechman Coulter, California, USA) seguindo as instru¢des do fabricante. A sensibilidade do
teste para P4 foi de 0,02 ng/mL e para o cortisol de 0,04 ng/mL. Os coeficientes de variagdo
intra-ensaio foram de 4,8% e 5,2% e o coeficiente de variagdo inter-ensaio de 7,5% e 8,4% para
P4 e cortisol, respectivamente.

2.9 Analise estatistica

Os dados foram analisados pelo programa estatistico SAS (SAS, 2009) por meio do
procedimento GLM. As médias foram submetidas a ANOVA considerando nivel de
significancia 5%. Foram determinadas correlagdes de Pearson, classificadas conforme Levine

etal., 2012.

3. Resultados
As médias e erro padrdo das temperaturas da vulva, mufla, olho, temperatura retal e
dados climaticos, obtidos durante o periodo experimental estao expressos na Tabela 1.

Tabela 1 — Médias + erro padrao (EP), das temperaturas da superficie da vulva, mufla, olho e
retal (TR) de bafalas Murrah e dos dados climaticos.

Temperaturas Média + EP
Temperatura da vulva (°C) 32,86+ 2,86
Temperatura de mufla (°C) 32,11 +£3,28
Temperatura do olho (°C) 35,00+ 2,16
WBGT (°C) 19,85+ 5,26
TA (°C) 21,99 + 6,45
TG (°C) 22,33+ 6,75
UR (%) 77,07 £ 8,05
TR (°C) 37,50+ 0,74

Temperatura do globo preto (TG), temperatura de bulbo seco (TA), umidade relativa do ar
(UR), temperatura de estresse calorico (WBGT).
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A TR e a temperatura da superficie da vulva, mufla e olho correlacionaram-se
positivamente, sendo que entre as temperaturas de vulva e mufla e a TR foram observadas
correlacdes médias e fortes entre a termperatura do olho e a TR (Tabela 2).

Tabela 2 — Coeficientes de correlagdo de Pearson e nivel de significancia (P) entre a

temperatura retal (TR) e as temperaturas da superficie da vulva, mufla e olho, obtidas por
termografia digital por infravermelho em bufalas Murrah.

X TR P

Temperatura da Vulva 0,69 <0,001
Temperatura da Mufla 0,69 <0,001
Temperatura do Olho 0,77 <0,001

As ovulagdes ocorreram em média aos 13,57 £+ 1,32 dias do protocolo. Comparando-se
as médias entre as temperaturas da superficie da vulva, mufla e olho na fase folicular ou na fase
luteinica, observa-se uma maior temperatura durante a fase folicular (Tabela 3).

Tabela 3 — Médias + erro padrao (EP) e nivel de significancia (P) das temperaturas da superficie

da vulva, mufla e olho, obtidas por termografia digital por infravermelho, comparadas entre as
fases folicular e luteinica de bufalas Murrah.

Fases Folicular Luteinica

Temperatura Média+EP Média+EP P
Temperatura da vulva (°C) 33,67 +2,86 31,68 £2,86  <0,001
Temperatura da Mufla (°C) 33,25+3,26 30,69 £3,28 <0,001
Temperatura do Olho (°C) 35,72+ 2,15 3393+2,15 0,004

O periodo matutino apresentou de forma geral temperaturas mais amenas que o periodo
vespertino com WBGT (17,70 + 4,26°C e 20,60 £+ 6,2°C, P = 0,003), TA (18,80 + 3,48°C e
23,60 + 6,7°C, P = 0,005), TG (19,10 + 4,7°C e 23,90 + 6,3°C, P < 0,001) e UR (85,70 +
12,20% e 70,10 + 16,70%, P = 0,001), respectivamente.

Dessa maneira, correlacionando-se os dados climdticos com as temperaturas da
superficie da vulva, mufla e olho, e TR nos periodos da manha e da tarde, constatou-se que
durante o periodo da tarde as correlagdes foram fortes para WBGT, TA e TG e moderadas para

UR, e no periodo da manha as correlagdes foram moderadas para WBGT, TA e TG e fracas
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para UR, indicando que o clima teve maior influéncia sobre as temperaturas da vulva, olho e
mufla obtidas por termografia durante a tarde (Tabela 4).

A partir desta observagdo, optou-se por utilizar as temperaturas da superficie da vulva
do periodo matutino para avaliacdo estatistica. Nesta avalia¢do, as temperaturas da superficie
da vulva durante os dias 16, 20, 24 e 28 do delineamento experimental foram mais baixas em
relacdo aos dias 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 e 32, sendo acompanhados de maneira inversamente
proporcional pela concentragdo plasmatica de P4 como demonstrado na Figura 3. Ja as
temperaturas superficiais do olho e da mufla ndo acompanharam o mesmo padrdo de variagdo
das temperaturas vulvares.

Tabela 4 — Coeficientes de correlagdo de Pearson e nivel de significancia entre os dados

climaticos e as temperaturas de vulva, mufla e olho e temperatura retal (TR) de btfalas no
periodo da manha e da tarde.

Periodo Tarde Manha

X WBGT TA° TG UR |WBGT TA TG UR
Temperatura da Vulva 0,83* 0,82* 0,83* 0,46* |0,50* 0,40* 0,50* 0,91%*
Temperatura da Mufla 0,86* 0,84* 0,82* 0,53*0,52* 0,52* 0,52* 0,10
Temperatura do Olho 0,86* 0,83* 0,83* 0,63*[0,54* 0,57* 0,58* 0,11
TR 0,82* 0,79* 0,81* 0,61* |0,53* 0,57* 0,54* 0,03

* P <0,001 ** P <0,05. Temperatura do globo preto (TG), temperatura de bulbo seco (TA),
umidade relativa do ar (UR), temperatura de estresse calorico (WBGT).
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Figura 3 — Variacdo da temperatura da superficie da vulva (VST) e concentracdo plasmatica
de progesterona, durante os dias do experimento em bufalas.
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Além disso, foram observadas correlagdes negativas fortes entre as temperaturas da
superficie da vulva e a concentragdo plasmatica de P4 e correlagdes negativas fracas entre a
concentragdo plasmatica de P4 e as temperaturas da superficie da mufla e do olho (Tabela 5).
Tabela 5 — Coeficientes de correlagdo de Pearson e nivel de significAncia (P) entre as

concentracdes plasmaticas de progesterona e as temperaturas da superficie da vulva, mufla,
olho e retal (TR) em bufalas.

X Progesterona P

Temperatura da Vulva -0,70 <0,001
Temperatura da Mufla -0,24 <0,001
Temperatura do Olho -0,29 <0,001
TR -0,29 <0,001

A concentragdo plasmatica de cortisol variou entre 2,84 ng/mL e 0,69 ng/mL
correlacionando-se de forma moderada a forte entre com as temperaturas da superficie da vulva,
mufla e olho. Também houve correlagdo positiva entre as concentragdes plasmaticas de cortisol
e a TR e os dados climaticos, mostrando que quanto mais quente ¢ umido se apresenta o clima,
maiores sao as temperaturas superficiais e TR, elevando a concentragao plasmatica de cortisol
(Tabela 6).

Tabela 6 — Coeficientes de correlacdo de Pearson e nivel de significancia (P) entre as

concentragdes plasmaticas de cortisol e as temperaturas da superficie da vulva, mufla, olho e
retal (TR) de bufalas e os dados climéticos.

X Cortisol P
Temperatura da Vulva 0,42 0,030
Temperatura da Mufla 0,54 0,010
Temperatura do Olho 0,69 0,014
TR 0,69 0,011
WBGT 0,66 <0,001
TA 0,67 <0,001
TG 0,60 <0,001
UR 0,65 <0,001

Temperatura do globo preto (TG), temperatura de bulbo seco (TA), umidade relativa do ar
(UR), temperatura de estresse calorico (WBGT).
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4. Discussiao

Os dados obtidos no presente estudo para temperatura da superficie da vulva, da mufla
e do olho, aferidos por TDPI e a temperatura retal sdo similares a estudos realizados
anteriormente em vacas leiteiras (Talukder et al., 2014; Chacur et al., 2016b) e bufalas de leite
(Barros et al., 2016; Sevegnani et al., 2016). Assim, a técnica de TDPI ¢ de potencial
aplicabilidade no estudo das modificagdes fisioldgicas da temperatura corporal na espécie

bubalina.

Foram observados coeficientes de correlacdo de moderados a fortes entre a TR e as
temperaturas da superficie da vulva, da mufla e do olho. Em recente estudo com bufalas leiteiras
(Barros et al., 2016; Sevegnani et al., 2016) e vacas holandesas (Hoffmann et al., 2013) as
temperaturas da superficie do olho e das orelhas apresentaram-se altamente correlacionadas
com as temperaturas retais. Dessa maneira, as termografias de diferentes regides do corpo
podem ser estudadas refletindo de maneira fidedigna a temperatura retal de maneira répida,
precisa € menos invasiva, uma vez que a pele funciona como um sistema de arrefecimento,

irradiando temperatura.

As variacdes climéaticas sdo capazes de influenciar a manutengdo da temperatura da
superficie corporal assim como da TR em touros Nelore (Ruediger et al., 2016), vacas de leite
(Chacur et al., 2016a), caprinos (Ricarte et al., 2014) e bufalos (Sevegnani et al., 2016). Esta
influéncia foi notada ao correlacionar as variaveis climaticas (WBGT, TA, TG e UR) e as
temperaturas da superficie de diferentes regides corporais com a TR, encontrando-se maiores
correlagdes entre os fatores climaticos e as temperaturas corporais e retal no periodo da tarde,
o qual foi mais quente, em relacao ao da manha. Este fato esta relacionado com as temperaturas
corporais variarem durante as horas do dia, sendo mais influenciadas quando o clima apresenta

temperaturas elevadas (Nabenish et al., 2011; Talukder et al., 2014), sendo a temperatura
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ambiente ideal sugerida para a obtengao de imagens térmicas a superficie da pele proximas de

20°C (Sykes et al., 2012).

Para alcangar boas taxas de concep¢do com a utilizacdo da IATF, pode-se utilizar a
detec¢do do estro de forma auxiliar (Sa Filho et al., 2011). Em busca de novas técnicas para
auxiliar no diagnostico do cio, Osawa et al. (2004) estudaram as variagdes das temperaturas da
vulva em vacas e observaram um aumento na temperatura da superficie vulvar de vacas em
estro vs diestro e Sykes et al. (2012) notaram o mesmo fendmeno em porcas. O mesmo ocorreu
em nosso experimento, havendo uma maior temperatura ndo somente da vulva como também

da mufla e do olho no periodo pré-ovulatorio em relagdo ao periodo de diestro (Tabela 3).

Constatada esta diferenca das temperaturas corporais que ocorrem entre o estro € o
diestro e considerando a menor influéncia dos fatores climaticos no periodo matutino, foram
avaliadas as variagOes das temperaturas da superficie da vulva, da mufla, do olho e da TR dia-
a-dia neste periodo. Desta maneira observou-se uma variagao das temperaturas da superficie da
vulva, apontando menores temperaturas nos dias 16, 20, 24 e 28, sendo esta inversamente
proporcional a variacdo diaria da concentracdo plasmatica de P4 (Figura 3). A variagao da
temperatura da superficie da vulva que ocorre previamente a ovulagdo, deve-se provavelmente
a alteracdo do fluxo sanguineo nesta regido devido a elevacao da concentracdo plasmatica de
estrogénio que ocorre durante a foliculogénese (Scolari et al., 2011) e posterior a ovulagdo
devido a concentragdo plasmatica de P4 eminentes ao desenvolvimento luteinico (Talukder et
al., 2014). Sendo assim, encontramos correlagdes negativas fortes entre a concentracao
plasmatica de P4 e a temperatura da superficie da vulva, corroborando com a hipotese do autor
supracitado de que a temperatura da superficie da vulva decresce ao haver um incremento da

P4 plasmatica, assim como a hipotese proposta por Sykes et al. (2012).



72

Talukder et al. (2014) utilizando vacas leiteiras e Simdes et al. (2014) em marras,
observaram o mesmo padrdo de variacdo de temperatura da superficie vulvar entre estro e
diestro que os encontrados no presente estudo (Figura 3), porém ambos encontraram um pico
de temperatura da superficie vulvar 48 horas antes de ocorrer a ovula¢do, o que nao foi
observado em nosso trabalho provavelmente devido a utilizagdo de acetato de buserelinano 11°
dia do protocolo hormonal para inducdo da ovulagdo, que pode ter afetado o sistema fisiologico

para ovulagdo alterando o padrao da temperatura vulvar.

No presente experimento ndo foi observado o mesmo padrio de variagdo das
temperaturas da superficie da mufla, do olho e TR durante os dias, diferentemente de Talukder
et al. (2014) que mostraram uma varia¢ao da temperatura da mufla acompanhando a variacao
da temperatura da superficie da vulva durante o ciclo estral dos animais. Esta discordancia pode
ter sido observada pelo fato deste estudo ter sido realizado em condicdes de clima tropical com
os animais a campo diferentemente de Talukder et al. (2014) que utilizaram vacas de free stall,
com temperatura amena e controlada tendo menor influéncia do clima sobre a temperatura da
mufla, possibilitando desta maneira a observacdo do padrdo termografico ocasionado pela

variagdo hormonal inerente a ovulacao.

Apesar de nao terem demonstrado eficiéncia no diagnostico do estro, as temperaturas
da superficie do olho e da mufla apresentaram correlagao com a temperatura retal, com os dados
climaticos e com as concentragdes plasmaticas de cortisol. As alteragdes nas temperaturas da
superficie do olho e da mufla acompanhadas pelas variacdes climaticas podem ser explicadas
devido a dissipagao de calor para o ambiente por vasodilatacdo e aumento do fluxo sanguineo
para os tecidos periféricos do corpo (Titto et al., 1998; Silanikove, 2000; Marai e Haeeb, 2010),
uma vez que os bufalos sdo mais sucetiveis as alteragdes climaticas e ao estresse térmico, por
possuirem corpo escuro € menor numero de glandulas sudoriparas (Gudev et al., 2007; Marai

et al., 2009; Wagenmaker et al., 2009; Marai e Haeeb, 2010). Ademais, o estresse térmico pode
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ocasionar variagdes na concentragdo plasmatica de cortisol (Christison e Johnson, 1972;
Leining et al., 1980; Nessim, 2004) levando a prejuizos na atividade produtiva e reprodutiva
dos rebanhos (Barros et al., 2016; Chacur et al., 2016b; Sevegnani et al., 2016). Assim, as
termografias da superficie dessas regides do corpo podem ser utilizadas no estudo de conforto

térmico de bufalas leiteiras.

5. Conclusao

A TDPI ¢ eficaz na mensuracgao das temperaturas de diferentes regides do corpo animal,
estando essas relacionadas com a temperatura retal. A temperatura vulvar € efetiva na captagao
das alteragdes fisiologicas inerentes ao ciclo reprodutivo, podendo ser futuramente utilizada
como método auxiliar em programas de IATF de buflas. As temperaturas da mufla e do olho
correlacionam-se com a TR e fatores climaticos podendo ser utilizadas como método auxiliar
na avaliagdo do bem-estar animal de fémeas bubalinas. Visando sua padronizagdo, sao
recomendados outros estudos sobre utilizacdo da TDPI como técnica complementar no exame

reprodutivo de bufalas.
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Referéncias
Alsaaod, M., Buischer, W., 2012. Detection of hoof lesions using digital infrared thermography

in dairy cows. Journal of Dairy Science. 95, 735-742.

Barros, D.V., Silva, L.K.X., Kahwage, P.R., Lourenco Junior, J.B., Sousa, J.S., Silva, A.G.M.,
Franco, .M., Martorano, L.G.; Garcia, A. R., 2016. Assessment of surface temperatures of
buffalo bulls (Bubalus bubalis) raised under tropical conditions using infrared thermography.

Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia. 68, 422—430.



74

Baruselli, P.S., Soares, J.G., Gimenes, L.U., Monteiro, B.M., Olazarri, M.J., Carvalho, N.A.T.,
2013. Control of Buffalo Follicular Dynamics for Artificial Insemination, Superovulation and

In Vitro Embryo Production. Buff. Bull. 32,160-176.

Chacur, M.G.M., Bastos, G.P., Vivian, D.S., Silva, L., Chiari, L.N.F., Araujo, J.S., Souza, C.D.,
Gabriel Filho, L.R.A., 2016a. Use of infrared thermography to evaluate the influence of the of
Climatic Factors in the Reproduction and Lactation of Dairy Cattle. Acta Sci. Vet. 44, 1412—

1421.

Chacur, M.G.M., Souza, C.D., Bastos, G.P., Gabriel Filho, L.R.A., Cremasco, C.P., Putti, F.F.,
2016b. Fatores climaticos e bem-estar em bovinos: enfoque na reproducado e lactagdo, second
ed, in: Silva, A.L.C., Benini, S.M., Dias, L.S. (Org.), Forum Ambiental - Uma visao

multidiscipiinar da questdo ambiental. Brasil: ANAP, pp. 253-270.

Christison, G.I., Johnson, H.D., 1972. Cortisol turnover in heat stressed cows. Journal of

Animal Science. 35, 1005-1010.

Clapper, J.A., Ottobre, J.S., Ottobre, A.C., Zartman, D.L., 1990. Estrual rise in body
temperature in the bovine I. Temporal relationships with serum patterns of reproductive

hormones. Animal Reproduction Science. 23, 89— 98.

Colak, A., Polat, B., Okumus, Z., Kaya, M., Yanmaz, L.E., Hayirli, A., 2008. Short
communication: early detection of mastitis using infrared thermography in dairy cows. Journal

of Dairy Science. 91, 4244-4248.

Cravello, B., Ferri, A., 2008. Relationships between skin properties and environmental

parameters. Skin Research Technology. 14, 180-186.

Fisher, A.D., Morton, R., Dempsey, J.M., Henshall, J.M., Hill, J.R., 2008. Evaluation of a new
approach for the estimation of the time of the LH surge in dairy cows using vaginal temperature

and electrodeless conductivity measurements. Theriogenology. 70, 1065-1074.



75

George, W.D., Godfrey, R.W., Ketring, R.C., Vinson, M.C., Willard, S.T., 2014. Relationship
among eye and muzzle temperatures measured using digital infrared thermal imaging and
vaginal and rectal temperatures in hair sheep and cattle. Journal of Animal Science. 92, 4949—

4955.

Gudev, D., Popova-Ralcheva, S., Moneva, P., Aleksiev, Y., Peeva, T., llieva, Y., Penchev, P.,
2007. Effect of heatstress on some physiological and biochemical parameters in buffaloes.

Italian Jounal of Animal Science. 6, 1325-1328.

Hockey, C.D., Morton, J.M., Norman, S.T., Mcgowan, M.R., 2010. Evaluation of a neck
mounted 2-hourly activity meter system for detecting cows about to ovulate in two paddock-

based Australian dairy herds. Reproduction in Domestic Animals. 45, 107-117.

Hoffmann, G., Schmidt, M., Ammon, C., Rose-Meierhofer, S., Urfeind, O., Heuwieser, W.,
2013. Monitoring the body temperature of cows and calves using video recordings from an

infrared thermography camera. Veterinary Research Communications. 37, 91-99.

Kastelic, J.P., Cook, R.B., Coulter, G.H., Wallins, G.L., Entz, T., 1996. Environmental factors
affecting measurement of bovine scrotal surface temperature with infrared thermography.

Animal Reproduction Science. 41, 153—159.

Kyle, B.L., Kennedy, A.D., Small, J.A., 1998. Measurement of vaginal temperature by

radiotelemetry for the prediction of estrus in beef cows. Theriogenology. 49, 1437-1449.

Leining, K.B., Tucker, A.H., Kesner, J.S., 1980. Growth Hormone, Glucocorticoid and
Thryoxine Response to Duration, Intensity and Wavelength of Light in Prepubertal Bulls.

American Society of Animal Science. 51, 932-942.

Levine, D.M., Berenson, M.L., Stephan, D., 2012. Estatistica: Teoria e Aplicagdes. 6th ed. LTC,

Rio de Janeiro, RJ.



76

Marai, .LF.M., Daader, A.H., Soliman, A.M., El-Menshawy, S.M.S., 2009. Non-genetic factors
affecting growth and reproduction traits of buffloes under dry management housing in Egypt.

Livestock Research for Rural Development. 21, 1-13.

Marai, [.LF.M., Haeeb, A.A.M., 2010. Buffalo's biological functions as affected by heat stress -

A review. Livestock Science. 127, 89-109.

Mosher, M.D., Ottobre, J.S., Haibel, G.K., Zartman, D. L., 1990. Estral rise in body temperature
in the bovine II. The temporal relationship with ovulation. Animal Reproduction Science. 23,

99-107.

Nabenishi, H., Ohta, H., Nishimoto, T., Morita, T., Ashizawa, K., Tsuzuki, Y., 2011. Effect of
the temperature-humidity index on body temperature and conception rate of lactating dairy

cows in southwestern Japan. J. Reprod. Dev. 57,(4),450-6.

Nessim, M.G. Heat-induced biological changes as heat tolerance indices related to growth

performance in buffaloes. Ph.D. Thesis, Faculty of Agriculture, Ain Shams University, Cairo,
Egypt.
Osawa, T., Tanaka, M., Morimatsu, M., Hashizume, K., Syuto, B., 2004. Use of infrared

thermography to detect the change in the body surface temperature with estrus in the cow.

Proceedings from the Society for Theriogenology Annual Conference, Lexington, Kentucky.

Purohit, R.C., Hudson, R.S., Riddell, M.G., Carson, R.L., Wolfe, D. F., Walker, D.F., 1985.
Thermography of the bovine scrotum. American Journal of Veterinary Research. 46, 2388—

2392.

Redden, K.D., Kennedy, A.D., Ingall, S.J.R., Gilson, T.L., 1993. Detection of estrus by
radiotelemetric monitoring of vaginal and ear skin temperature and pedometer measurements

of activity. Journal of Dairy Science. 76, 713-721.

Ricarte, A.R.F., Faganha, D.A.E., Costa, L.L.M., 2014. Possibilidades na utilizagao da



77

termografia infravermelha no diagnostico reprodutivo de caprinos. Acta Veterinaria Brasilica.

8, (2),380-384.

Roelofs, J.B., Van Eerdenburg, F.J., Soede, N.M., Kemp, B., 2005. Pedometer readings for
estrous detection and as predictor for time of ovulation in dairy cattle. Theriogenology. 64,

1690-1703.

Ruediger, F.R., Chacur, M.G.M., Alves, F.C.P.E., Oba, E., Ramos, A.A., 2016. Digital infrared
thermography of the scrotum, semen quality, serum testosterone levels in Nellore bulls (Bos

taurus indicus) and their correlation with climatic factors. Semina: Ciéncias Agrarias. 37, 221—

232.

Sa Filho, M.F., Santos, J.E.P., Ferreira, R.M., Sales, J.N.S., Baruselli, P.S., 2011. Importance
of estrus on pregnancy submitted to estradiol/progesterone-based timed insemation protocols.

Theriogenology. 76, 466-463.
SAS Institute. 2009. Statistical Analysis System. Version 9.2. SAS Institute Inc., Cary, NC.

Scolari, S.C., Clark, S.G., Knox, R.V., 2011. Vulvar skin temperature changes significantly
during estrus in swine as determined by digital infrared thermography. Journal of Swine Health

and Production. 19, 151-155.

Sevegnani, K.B., Fernandes, D.P.B., Silva, S.H.M.G., 2016. Evaluation of thermorregulatory

capacity of dairy buffaloes using infrared thermography. Engenharia Agricola. 36(1), 1-12.

Silanikove, N., 2000. Effects of heat stress on the welfare of extensively managed domestic

ruminants. Livestock Production Science. 67, 1-18.

Simoes, V. G.; Lyazrhi, F.; Picard-Hagen, N.; Gayrard, V.; Martineau, G. P.; Waret-Szkuta, A.,
2014. Variations in the vulvar temperature of sows during proestrus and estrus as determined

by infrared thermography and its relation to ovulation. Theriogenology. 82, 1080—1085.



78

Singh, J., Nanda, A.S., Adams, G.P., 2000. The reproductive pattern and efficiency of female

buffaloes. Animal Reproduction Science. 60/61, 593—-604.

Stewart, M.; Webster, J.R., Stafford, K.J., Schaefer, A.L., Verkerk, G.A., 2010. Technical note:
Effects of an epinephrine infusion on eye temperature and heart rate variability in bull calves.

Journal of Dairy Science. 93, 5252-5257.

Stull, R., 2011. Wet-Bulb Temperature from Relative Humidity and Air Temperature.

American Meteorological Society. 50, 2267 — 69.

Sykes, D.J., Couvillion, J.S., Cromiak, A., Bowers, S., Schenck, E., Crenshaw, M., 2012. The

use of digital infrared thermal imaging to detect estrus in gilts. Theriogenology. 78, 147-152.

Talukder, S., Kerrisk, K.L., Ingenhoff, L., Thomson, P.C., Garcia, S.C., Celia, P., 2014. Infrared
technology for estrus detection and as a predictor of time of ovulation in dairy cows in a pasture-

based system. Theriogenology. 81, 925-935.

Titto, E.A.L., Velloso, L., Zanetti, M.A., Cresta, A., Toledo, L.R.A., Martins, J.H., 1998. Teste
da tolerancia ao calor em novilhos nelore e marchigiana. Revista Portuguesa de Zootecnia. 5,

(1), 67-70.

Wagenmaker, E.R., Breen, K.M., Oakley, A.E., Pierse, B.N., Tilbrook, A.J., Turner, A.I., 2009.
Cortisol interferes with the estradiol-induced surge of luteinizing hormone in the ewe. Biology

of Reproduction. 80, 458—463.



79

CONSIDERAGOES FINAIS

Durante o protocolo hormonal para sincronizagdo da ovulagdo a base de
progesterona, estrogénio e GnRH, com ou sem a adi¢do de eCG o desenvolvimento
do didmetro e da irrigagao do foliculo ocorreu de forma progressiva entre o dia da
retirada do presario vaginal de progesterona e o dia da ovulagdo, sendo que o
aumento da irrigacao foi mais evidente proximo a ovulagdo. O desenvolvimento
luteinico ocorreu de forma progressiva, tanto em seu didmetro quanto em sua
irrigac&o, ocorrendo uma queda de sua irrigagao devido a lutedlise, previamente a
diminuicdo do seu diametro. Essas alteragcdes foram acompanhadas pela
concentragao plasmatica de progesterona. O grupo em que foi administrada a eCG
apresentou uma maior concentragdo de progesterona durante a fase luteinica, sendo
este acompanhado por melhor aporte sanguineo do corpo luteo e do foliculo pré-

ovulatorio.

A termografia digital superficial por infravermelho mostrou-se eficaz na
mensuragao das alteragdes de temperaturas em diferentes regides do corpo causadas
por eventos fisioldgicos. Utilizando a termografia digital superficial foi possivel
observar que as temperaturas vulvares sofrem uma redug¢ao apds a ovulagao, devido
ao aumento da concentragao plasmatica de progesterona e as temperaturas da mufla

e olho apresentam potencial para auxiliar na avaliacido de bem-estar animal.

Dessa maneira, a termografia digital superficial e a ultrassonografia doppler
podem ser utilizadas no estudo dos eventos fisioldgicos inerentes a reproducéo de
fémeas bubalinas, auxiliando na compreensao destes em pesquisas. A utilizagao de
protocolo hormonal com eCG é recomendado em bufalas, podendo colaborar com a
taxa de prenhez, e a termografia mostrou potencial para auxiliar no diagnéstico do cio
em programas de IATF, sendo necessarios novos estudos para a padronizagao da

técnica.



