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RESUMO

Costa, L. N. F. Avaliacdo de uma onda folicular em cabras naturalmente infectadas por
Corynebacterium pseudotuberculosis. Salvador, 2021. 51p. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncia Animal nos Tropicos) — Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia — Universidade
Federal da Bahia, 2021.

A linfadenite caseosa ¢ uma doenca de carater cronico, caracterizada pela presenca de abcessos
nos linfonodos e orgdos de animais de producdo, e tem como agente etiologico
Corynebacterium pseudotuberculosis. A transmissao ocorre principalmente pelo contato direto
de animais portadores da enfermidade com os sadios. As medidas de controle sdo a vacinagao
e o isolamento dos animais infectados. Como consequéncia dessa patologia, observa-se reducao
dos indices produtivos e reprodutivos dos animais. a partir dessas informacdes, este estudo teve
como objetivo avaliar a onda folicular de cabras naturalmente infectadas por C.
pseudotuberculosis. Para tanto, vinte e uma fémeas caprinas, mesticas, ndo gestantes e em idade
reprodutiva, previamente selecionadas através de teste ELISA para defini¢do dos quatro grupos
experimentais formados por cabras soropositivas e soronegativas, submetidas ou ndo ao
controle farmacolédgico do ciclo estral. Em um dia aleatério do ciclo estral, denominado dia
zero (DO0), iniciou-se um protocolo para sincronizagao do ciclo para avaliagdo da dinamica
ovariana, por meio da insercao intravaginal de um dispositivo de progesterona. No dia nove
(DY) foi realizada a retirada do dispositivo juntamente com a aplicagdo de 300UI de eCG e
125ug cloprostenol em todos os animais do grupo tratamento, por via intramuscular. Em
seguida, para acompanhamento da dindmica folicular, as fémeas foram submetidas ao exame
de ultrassonografia, via transretal, em modo B e power-flow, a cada 12 horas, a partir da hora
zero da remocdo do implante até 72h apds, totalizando cinco avaliagdes, para mensurar o
diametro folicular, didametro do foliculo ovulatorio, a taxa de crescimento folicular do D9 ao
dia onze, a area da parede folicular e a area de perfusdo sanguinea da parede folicular e o tempo
entre a remog¢ao do dispositivo de progesterona e a ovulagdo. Para o grupo controle, as fémeas
tiveram o ciclo estral sincronizado apenas utilizando implante de progesterona, para mimetizar
o ciclo natural durante as avaliagdes da dindmica. Apos as analises, verificou-se que nao houve
diferencas estatisticas para as variaveis avaliadas, porém uma tendéncia das fé€meas
soropositivas terem maiores didmetros de foliculos ovulatorios. Estes resultados pressupdem
que a bactéria ndo exerce influéncia sobre o recrutamento e desenvolvimento inicial folicular
de cabras submetidas ao controle farmacologico do ciclo estral, nem sobre a area de irrigagado
da parede dos foliculos, indicando que nao existe diferenca na perfusao sanguinea dos animais
avaliados.

Palavras-Chave: Doppler, Linfadenite Caseosa; Progesterona; Reproducao animal.



ABSTRACT

Costa, L. N. F. Evaluation of a follicular wave in goats naturally infected with
Corynebacterium pseudotuberculosis. Salvador, 2021. 51p. Dissertation (Mestrado em
Ciéncia Animal nos Tropicos) — Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia — Universidade
Federal da Bahia, 2021.

Caseous lymphadenitis is a chronic disease, characterized by the presence of abscesses in the
lymph nodes and organs of farm animals, and its etiologic agent is Corynebacterium
pseudotuberculosis. Transmission occurs mainly through direct contact between animals
carrying the disease and healthy ones. Control measures are vaccination and isolation of
infected animals. As a result of this pathology, there is a reduction in the productive and
reproductive rates of animals. Based on this information, this study aimed to evaluate the
follicular wave of goats naturally infected with C. pseudotuberculosis. Therefore, twenty-one
goat females, crossbred, non-pregnant and of reproductive age, previously selected through
ELISA test to define the four experimental groups formed by seropositive and seronegative
goats, submitted or not to the pharmacological control of the estrous cycle. On a random day of
the estrous cycle, called day zero (DO0), a cycle synchronization protocol was started to assess
ovarian dynamics, through the intravaginal insertion of a progesterone device. On day nine (D9)
the device was removed along with the application of 300Ul of eCG and 125pg of cloprostenol
in all animals in the treatment group, by intramuscular route. Then, to monitor the follicular
dynamics, the females underwent transrectal ultrasound examination, in B-mode and power-
flow, every 12 hours, from the zero hour of implant removal until 72 hours later, totaling five
evaluations , to measure follicular diameter, ovulatory follicle diameter, follicular growth rate
from D9 to day eleven, follicular wall area and follicular wall blood perfusion area, and time
between progesterone device removal and ovulation . For the control group, the females had
the estrous cycle synchronized only using progesterone implant, to mimic the natural cycle
during the dynamic evaluations. After the analysis, it was found that there were no statistical
differences for the variables evaluated, but a trend of seropositive females to have larger
diameters of ovulatory follicles. These results assume that the bacterium does not exert
influence on the recruitment and initial follicular development of goats submitted to
pharmacological control of the estrous cycle, nor on the irrigation area of the follicle wall,
indicating that there is no difference in blood perfusion in the evaluated animals.

Keywords: Doppler; Caseous lymphadenitis; Progesterone; Animal reproduction.
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1 INTRODUGAO

A importancia social e econémica da criagao de caprinos e ovinos no nordeste
brasileiro € inegavel. A regido detém cerca de 10,7 milhdes de caprinos,
correspondendo a aproximadamente 95% do rebanho nacional e dentre os estados
produtores, a Bahia ocupa primeiro lugar na produgdo, com um rebanho que se
aproxima de 3,5 milhdes de cabecgas, seguida por Pernambuco e Piaui (IBGE, 2019).
Contudo, apesar da expressividade e importancia do rebanho, Farias et al. (2019)
classificaram a producdo de cabras no Nordeste como familiar e de subsisténcia,

voltada para o consumo doméstico e comércio local, com baixos niveis tecnologicos.

No sistema de criacdo da caprinocultura, a sanidade do rebanho € um dos
fatores que requer atengao. A Linfadenite Caseosa € a enfermidade infectocontagiosa
mais importante e impactante para a caprinocultura, causada pela bactéria
Corynebacterium pseudotuberculosis, apresentando carater crénico, debilitante e
caracterizando pela formagao de abcessos em ganglios linfaticos superficiais, 6rgaos
e linfonodos internos (FACCIOLI-MARTINS et al., 2014). E de ocorréncia mundial, tem
alto poder de disseminacdo (BLACKLAWS, 2012), sendo endémica no Brasil
(SEYFFERT et al., 2010). E responsavel por iniUmeros prejuizos econdmicos
causados desde a condenag¢ao do couro e carcaca em razao dos abcessos, até
perdas na producdo de carne e leite, e reproducdo (DE SA GUIMARAES, 2009).

Comprovou-se que a bactéria C. pseudotuberculosis pode atingir 6rgaos
reprodutivos diminuindo a eficiéncia reprodutiva das cabras. Essa possibilidade foi
comprovada, porém sem a definicdo do seu mecanismo de acdo. A presenca do
agente mostrou-se ainda responsavel pelo desequilibrio nos niveis hormonais de
cabras nao gestantes, podendo ser esta a causa da infertilidade observada em fémeas
infectadas em um rebanho (KHUDER et al., 2012; OTHMAN et al., 2014; ABDULLAH
et al., 2020).

Portanto, se faz necessario elucidar os mecanismos que levam o C.
pseudotuberculosis a provocar as falhas reprodutivas e, desta forma, minimizar as

perdas produtivas no sistema de criacao.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a onda folicular de cabras naturalmente infectadas por C.

pseudotuberculosis.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar a dinédmica folicular em cabras soropositivas e soronegativas para C.

pseudotuberculosis, submetidas ou ndo ao controle farmacoldgico do ciclo estral.

Determinar a area de irrigagao da parede dos foliculos pré-ovulatérios destas

cabras por meio de ultrassonografia em modo Doppler e do software ImageJ.
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3 HIPOTESES

Existem diferencas no desenvolvimento, vascularizacdo dos foliculos antrais

em cabras soropositivas e soronegativas para Corynebacterium pseudotuberculosis.

O controle farmacoldgico do ciclo estral minimiza os efeitos deletérios sobre os

indices reprodutivos causados pela presenga do C. pseudotuberculosis.
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4  REVISAO DE LITERATURA

4.1 ASPECTOS GERAIS DA DINAMICA FOLICULAR EM CABRAS
4.1.1 Ciclo estral

Todo o processo de alteragdes enddcrinas e ovarianas na fémea caprina ocorre
de forma ciclica, no qual a cabra passa por periodos limitados de receptividade sexual,
caracterizando assim um ciclo de forma estral (CHEMINEAU et al., 1992). Este por
sua vez pode variar de 17 a 25 dias, sendo considerado uma duragao média de 21
dias (BALARO et al., 2017), porém fatores fisioldgicos ou ambientais, como raca,
nutricdo, idade, clima e latitude podem influenciar no periodo e duragdo do ciclo
(FATET, 2011; URIBE-VELASQUES et al., 2015).

O ciclo estral da cabra é correspondente ao periodo entre dois estros, dividido
em duas fases: folicular e luteinica. A fase folicular € composta por trés periodos
distintos: (1) proestro, inicia com o desenvolvimento do foliculo; (2) estro, fémea se
torna receptiva ao macho, ao final deste periodo ocorre a ovulagao; (3) metaestro,
marcado pelo surgimento do corpo luteo (CL) no local em que ocorreu a liberagéo do
oocito. Por fim, ira ocorrer a segunda fase do ciclo, denominada de luteinica ou luteal,
marcada pelo desenvolvimento do CL, a qual ¢é intitulada diestro (CHEMINEAU et al.,
1987).

4.1.2 Foliculogénese

A foliculogénese na maioria dos mamiferos inicia-se na vida intrauterina (VAN
DEN HURK; ZAO, 2005). Durante o desenvolvimento fetal, o cortex ovariano é
colonizado pelas células germinativas primordiais (SILVA, 2005) e, na vida adulta,
estes atuam como reserva de odécitos durante todo o periodo reprodutivo da fémea.
Apdés o0 nascimento, estima-se que existam milhares de foliculos ovarianos
primordiais, porém, apenas 0,01% tornam-se foliculos antrais durante a vida adulta de
uma cabra. Estes, constituem a unidade basica funcional do ovario, cuja funcao é
promover ao o6cito um ambiente adequado para manuteng¢ao, crescimento e
maturacao, além de sintetizar hormonios, como o estrogeno (MARTINS et al., 2008;
BINELLI et al., 2009; LEITAO et al., 2009).
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Portanto, a foliculogénese é marcada pela formagéao, crescimento e maturagao
dos foliculos. Tem inicio com a formagao do foliculo primordial, até que este seja
ativado e atinja o estagio pré-ovulatério ou antral. Diferentes fases de crescimento e
diferenciagao, que irdo refletir na morfologia, visto que o foliculo cresce devido ao
aumento do odcito e da multiplicagao e diferenciagcdo das células que o circundam,
aléem das alteracdes na responsividade enddécrina do foliculo que caracterizam a
foliculogénese (CORTVRINDT; SMITZ, 2001; MAGALHAES et al., 2009).

Esta pode ainda ser dividida de acordo com a fase de desenvolvimento: a) inicio
do desenvolvimento do foliculo primordial ou ativagado do foliculo, e formacao de
foliculos primarios; b) etapa de transi¢ao dos foliculos primarios para secundarios; c)
fase de crescimento dos foliculos secundarios e transformacgao em foliculos antrais;
d) ultima etapa que consiste no crescimento dos foliculos antrais e formagado dos
foliculos pré-ovulatérios (SILVA, 2005).

4.1.3 Foliculos pré-antrais e antrais

Conforme o grau de evolugao, os foliculos sédo classificados em pré-antrais e
em antrais. A fase pré-antral € marcada pela ativagao dos foliculos primordiais, e
crescimento dos foliculos primarios e secundarios. Enquanto que, os antrais atingem

o estagio de terciarios ou pré-ovulatérios (LEITAO et al., 2009).

Os menores foliculos que povoam o ovario, sdo denominados primordiais,
estes possuem o odcito quiescente e imaturo, envolto por Unica camada de células
achatadas da pré-granulosa, e tém diametro aproximado de 0,033 mm na cabra
(BEZERRA et al., 1998). Assim que a reserva de foliculos primordiais foi estabelecida,
alguns foliculos comegam a crescer enquanto outros permanecem em repouso, O
mecanismo por tras da ativacao ainda nao foi completamente elucidado. Porém, sabe-
se que o desenvolvimento do foliculo, incluindo a transigéo dos foliculos primordiais
para primarios nao depende da acao direta das gonadotrofinas, sendo regulado por
fatores intraovarianos (SILVA, 2005; MAGALHAES et al., 2009).

O desenvolvimento dos foliculos primordiais inicia-se pela sua ativagao, este
processo da inicio ao crescimento folicular. Com a ativagao, ocorre a profileragao das

células da granulosa e mudancga na sua conformagdo de pavimentosa para cubica,
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juntamente com o aumento gradual do didametro do odcito (BINELLI et al., 2009). O
gatilho inicial para o crescimento ainda n&o foi bem elucidado, e pode surgir das

células circundantes ou do proprio odcito (SILVA, 2005).

Denominam-se foliculos primarios, aqueles que sao circundados por uma unica
camada de células cuboides e seu diametro é cerca de 0,05mm na espécie caprina,
durante o seu crescimento, as células da granulosa se proliferam e o o6cito aumenta
seu tamanho (MAGALHAES et al., 2009).

Os foliculos secundarios por sua vez, sdo caracterizados por um odcito
totalmente cercado por uma zona pelucida, presenca de duas ou mais camadas de
células da granulosa, e as células da teca podem ser distinguidas do estroma
circundante, que mantém contato intimo com o foliculo, além disso, as gonadotrofinas
como o FSH agem promovendo o crescimento do foliculo secundario. Na cabra, esses
foliculos apresentam diametro aproximado de 0,083mm (BEZERRA et al., 1998;
SILVA, 2005; BINELLI et al., 2009; MAGALHAES et al., 2009).

Em seguida, apds intensa proliferagcao das células da granulosa nos foliculos
secundarios, forma-se uma cavidade preenchida por fluido, denominada de antro, a
partir dai, os foliculos sdo denominados antrais (SILVA, 2005). Na cabra, a formagao
do antro tem inicio quando os foliculos atingem didametro médio de 0,13mm. O liquido
folicular é composto por substancias reguladoras derivadas da circulagdo sanguinea
ou secrecgoes das células foliculares, entre elas estdo as gonadorrelinas, esteroides e
fatores de crescimento. A intensificacdo da producdo desse fluido & resultado do
aumento da vascularizagédo folicular e permeabilidade dos vasos sanguineos por
efeito do FSH e LH (VAN DEN HURK; ZHAO, 2005; MAGALHAES et al., 2009).

A partir desse estagio, o didmetro do foliculo aumenta significativamente por
conta do crescimento do odcito, decorrente da multiplicacdo das células da granulosa
e da teca, e do aumento da cavidade do antro folicular (CORTVRINDT; SMITZ, 2001;
BINELLI et al., 2009; LEITAO et al., 2009).

Ao atingirem cerca de 3mm de didmetro, os foliculos antrais tornam-se
dependentes das gonadotrofinas para dar continuidade ao seu crescimento (SILVA,
2005). Células intersticiais diferenciadas localizadas no lado externo da membrana

basal, expressam receptores para LH, no lado interno da membrana basal, células da
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granulosa com intima conexdo com 0 oocito expressam receptores para o FSH.
Portanto, a divergéncia no crescimento folicular esta relacionada a redugéo dos niveis
séricos de FSH, por meio de mecanismo de feedback que ocorre entre os foliculos e
0 eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal. A elevacdo nas concentragbes de FSH na
emergéncia ocasiona um incremento na acdo de enzimas esteroidogénicas,
promovendo maior concentragdo de estradiol. Em associacéo, a inibina e o estradiol
fazem retroalimentagcdo negativa na hipofise anterior, levando a reducdo nas
concentragcdes de FSH. As gonadotrofinas serao entao, responsaveis por provocar os
mecanismos de crescimento, recrutamento, selecdo e dominancia folicular
(BEZERRA et al., 1998; SMITZ, 2001; VAN DEN HURK; ZHAO, 2005; CORTVRINDT;
FORDE et al., 2011).

4.1.4 Dinamica folicular

O ciclo estral consiste em uma dindmica endodcrina e continua (EVANS et al.,
2001; RUBIANES et al., 2005), podendo ser definido como o intervalo entre duas
manifestacdes de estro ou ovulagdes sucessivas, caracterizado pela proliferagcédo e
diferenciacdo das células foliculares (ARMSTRONG; WEBB, 1997; BALARO et al.,
2017), regidos por horménios esteroides, fatores de crescimento e outros horménios

relacionados com o processo de foliculogénese (URIBE-VELASQUEZ et al., 2015).

De acordo com Driancourt (2001), uma onda folicular € composta por uma
sequéncia de trés eventos dependentes de gonadotrofinas (Figura 1): recrutamento
(FSH), selegcao e dominancia (predominio LH) dos maiores foliculos em relagdo aos
seus subordinados (ESPINOZA-VILLAVICENCIO et al., 2007). Em cada onda, um
grupo de foliculos primordiais € recrutado e posteriormente ira crescer, inclusive na
fase lutea sob dominio da progesterona (GINGTHER; KOT, 1994).
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Figura 1. Eventos que ocorrem durante a onda folicular: recrutamento, selegéo,

dominancia e ovulagdo.

Tamanho do foliculo (mm) Ovulagdo

A 4

Foliculo
/ dominante

SELEGAO

Foliculos
3 | recrutados

Foliculos
atrésicos

RECRUTAMEHNTO

—
>

Dias do ciclo

Fonte: Adaptado de Driancourt (2001).

A emergéncia de uma nova onda folicular pode ser descrita no momento que
um pool de pequenos foliculos antrais, com didametro médio de 3mm, a partir dos quais
um ou mais foliculos com didmetro maior ou igual a 5mm sado selecionados para
crescer (URIBE-VELASQUES et al., 2015). O foliculo antral, por sua vez, é
selecionado quando ocorre uma diminui¢cao dos niveis de FSH a medida que se eleva
a secrecgao pulsatil do LH, em decorréncia disso, um ou mais foliculos dominantes irao
se desenvolver. Estes, uma vez selecionados, serdo responsaveis por secretar
grandes quantidades de estradiol e inibina, fazendo com que os foliculos restantes se

tornem subordinados e entrem em atresia (SILVA, 2005).

Para garantir a fertilizacdo do odcito, seu funcionamento torna-se otimizado
através de diversos mecanismos paracrinos e endocrinos, o foliculo e seus produtos
orquestram diversas fungdes organicas na cabra para potencializar a chance de éxito
reprodutivo (BINELLI et al., 2009). As moléculas produzidas pelas células foliculares,
originadas da circulagcdo, sao seletivamente transportadas ao odcito, e nele atuam
provendo suporte ao seu desenvolvimento, uma vez que estimulam o seu crescimento
e 0 ganho gradual de competéncia. Além disso, o foliculo dominante faz sintese de
estradiol, hormbénio que desempenha papel fundamental no desenvolvimento do
foliculo pré-ovulatério. O estradiol é ainda responsavel por estimular a secrecao de
prostaglandina F2-alfa pelas células endometriais, causando lutedlise ao final do ciclo
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estral. Com a queda na concentracdo de progesterona, o fluxo de LH aumenta,
acelerando o crescimento final do foliculo. Posteriormente, o estradiol estimula a
liberagdo do pulso pré-ovulatério de LH, por meio de feedback positivo no eixo
hipotalamo-hipdfise, também é responsavel pelas mudangas comportamentais
associadas ao estro (BINELLI et al., 2009; MAGALHAES et al., 2009).

Em sua revisdo, Fonseca (2014) afirmou que o foliculo ovulatério alcanga a
maturacéo final seguido da ovulagado, oriundo da ultima onda de crescimento folicular,
sob predominio do horménio estrogénico. Por fim, este foliculo ira encerrar a
foliculogénese pela eliminagdo de um odécito maduro, e todos os outros foliculos, cerca
de 99,9% (MAGALHAES et al., 2009), falham em ovular e tornam-se atrésicos
(CORTVRINDT; SMITZ, 2001; BINELLI et al., 2009).

Portanto, do grupo de foliculos recrutados na cabra, dois ou trés atingem 4mm
e sdo selecionados para entrar na fase de dominancia e desempenhar funcéo ativa
na supressao do crescimento dos foliculos subordinados. Desta forma, os foliculos
subordinados entram em atresia pela secrecédo de inibina e por meio da sintese de
estradiol que provoca retroalimentagcdo negativa sobre a hipofise que por sua vez,
culmina com a queda nos niveis séricos de FSH e liberacdo pulsatil do LH que de
forma direta, atua no crescimento do foliculo dominante e maturagcéo do odcito, até

atingirem o estagio pré-ovulatério de 6 a 9mm e a ovulacédo (FATET et al., 2011).

Apesar das gonadotrofinas FSH e LH estarem envolvidas no recrutamento,
selecdo e dominancia do foliculo antral, outros fatores de crescimento produzidos
localmente como ativina, inibina, folistatina, EGF, IGFs e GDF-9, auxiliam na
modulag¢ao e mediacao dos efeitos de FSH e LH, que resultara em efeito inibidor ou
estimulador sobre os foliculos (VAN DEN HURK; ZHAO, 2005).

4.2 USO DA ULTRASSONOGRAFIA NA REPRODUCAO

O diagndstico ultrassonografico (USG) €, de acordo com Ginther (1986), o
avanco tecnoldgico mais profundo no campo da pesquisa e da clinica reprodutiva de
grandes animais, por permitir a visibilizacdo eficaz e ndo invasiva dos 6rgaos
reprodutores internos (BOLLWEIN et al., 2016). Os autores Ribadu e Nakao (1999)

também afirmaram que a USG é a técnica que revolucionou as pesquisas em
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reproducao, responsavel por elevar os conhecimentos sobre fisiologia reprodutiva,
além de esclarecer inumeros eventos como a dinamica folicular, luteal e o
desenvolvimento fetal. Além disso, a USG permitiu avaliar a eficiéncia dos protocolos

hormonais de sincronizagdo de estro e ovulacdo (URIBE-VELASQUEZ et al., 2010).

A USG transretal em ruminantes, possibilitou analises em tempo real e seriadas
das alteragées morfolégicas ovarianas e uterinas durante o desenvolvimento fetal, e
geraram novos conhecimentos sobre a fisiologia reprodutiva durante o ciclo estral e
prenhez (MATSUI; MIYAMOTO, 2009).

A elucidacdo de todo o processo dinamico do crescimento folicular, sé foi
possivel com a utilizacdo da USG em Tempo Real (UTR) que promoveu significativos
avancgos nos estudos e na compreensao dos diversos eventos envolvidos na fisiologia
do ciclo estral (CRUZ et al., 2008, MENDES, 2016). Ginther e Kot (1994) foram
pioneiros no uso da USG transretal. Nos seus estudos, avaliaram os ovarios de cinco
cabras Saanen, o que lhes permitiu acompanhar o desenvolvimento dos foliculos
ovarianos durante quatro periodos interovulatérios e, desta forma, foi possivel
monitorar o crescimento e regressao dos foliculos através de continuas observagoes.
O emprego da USG transretal nas pesquisas e observacgdes da atividade ovariana em
cabras, esclareceu o padrdao de ondas no desenvolvimento folicular, podendo haver

de trés a quatro ondas de crescimento durante o ciclo (GINTHER; KOT, 1994).

A USG convencional no modo brilho (B, escala de cinza) ainda é a técnica
ultrassonografica mais utilizada na rotina, esta propicia em tempo real uma imagem
bidimensional dos tecidos e érgéos analisados. Porém, embora a morfologia dos
orgaos possa ser avaliada pelo modo B, ela ndo fornece informagdes sobre a fungao
e vascularizagao do 6rgao. Diante disso, com o advento da USG modo Doppler
colorido, a técnica tem ganhado espago na medicina veterinaria (BOLLWEIN et al.,
2016; PUGLIESI et al., 2017).

4.2.1 Uso da ultrassonografia modo Doppler na avaliagdo da dindmica folicular

A utilizacdo da ferramenta Doppler associada a USG convencional permite

analisar a funcionalidade dos 6rgaos por meio da vascularizagao e, portanto, pode ser
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utilizada para observar a hemodinamica do sistema reprodutivo de grandes animais
(CARVALO et al., 2008; MATSUI; MIYAMOTO, 2009; PUGLIESI et. al., 2017).

Hassan (2019) afirma ainda que gragas ao modo Doppler colorido, o propdsito
da imaginologia foi amplificado de um estudo de avaliagbes anatdmicas para uma
base de conhecimento da funcionalidade fisiolégica. Aliado a isto, a implementagao
da técnica tem levado a novas informagdes sobre aspectos fisiologicos e patologicos
do trato reprodutivo das fémeas bovinas (BOLLWEIN et al., 2016).

Os fundamentos do efeito Doppler foram indentificados e descritos pelo fisico
Johann Doppler em 1842, e refere-se a situagédo na qual uma fonte de ondas (sonoras
ou eletromagnéticas), que em relagdo a um receptor estd em movimento, altera a
frequéncia de onda durante este processo, durante a aproximacao a frequéncia
aumenta, e durante o seu distanciamento diminui (KAWAKAMA et al., 1993). Visto
isso, na USG, o efeito Doppler pode ser definido como o principio fisico, no qual se
observa a alteracao da frequéncia das ondas sonoras refletidas quando o objeto
(corpo) refletor se move em relagdo a uma fonte sonora, ou seja, as hemacias em
movimento dentro do vaso sanguineo, ao encontrarem uma onda sonora, comportam-
se como corpos refletores (CARVALHO et al., 2008).

Os pesquisadores Ginther e Utt (2004) e Pugliesi et al. (2017) explicaram que
na USG Doppler o transdutor representa o referencial estatico, enquanto o objeto em
movimento sdo as hemacias que promovem uma diferencga positiva (maior frequéncia)
ou negativa (menor frequéncia), conforme a movimentacgao das células vermelhas em

sentido favoravel ou contrario ao transdutor.

Os aparelhos Doppler possuem trés modos de avaliacdo da perfusdo
sanguinea: modo Doppler Colorido, modo Espectral e Power Doppler. Este ultimo, é
indicado para avaliar estruturas que apresentam fluxo sanguineo muito baixo em
vasos de menor calibre, como observado na parede dos foliculos. O modo Power
possibilita mensurar a intensidade do fluxo sanguineo e o numero de células
sanguineas se movendo no vaso por unidade de tempo, ndo considerando o sentido
do fluxo, e emite informagdes unidirecionais de todo o fluxo de hemacias, fazendo com
que a imagem apresentada tenha coloracdo dependendo da intensidade do fluxo em
cada ponto da area avaliada (GINTHER, 2007; BOLLWEIN et al., 2016).
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Em grandes animais, o exame ultrassonografico modo Doppler transretal tem
sido aplicado na observagdo da vascularizacdo dos foliculos, para uma melhor
compreengao da funcionalidade do foliculo pré-ovulatério, através da observacao
visual da hemodindmica ovariana, em uma area limitada na parede folicular
(GINTHER; UTT, 2004; ACOSTA et al., 2004).

O desenvolvimento folicular esta relacionado com a formagao continua de uma
rede de vasos sanguineos na camada folicular de células tecais para suprir as
crescentes necessidades metabdlicas dos foliculos em desenvolvimento, dai a
importancia da avaliacdo da area de irrigagdo, que desta forma proporciona
informacgdes sobre a viabilidade dos foliculos e a maturidade oocitaria (SIDDIQUI et
al., 2009; GINTHER et al., 2014).

Durante o periodo pré-pubere e o ciclo estral, o sistema vascular ovariano sofre
modificagdes tanto morfoldgicas quanto funcionais e estruturais, principalmente nos
microcapilares ovarianos que fornecem o complexo luteo-folicular. Simultaneamente
ao aparecimento da cavidade antral, uma rede de capilares forma-se ao redor dos
foliculos, proporcionando a sua nutricdo e das células da granulosa (JIANG et al.,
2003; AYRES; MINGOTI, 2012).

O suprimento sanguineo é fundamental para o foliculo adquirir e manter a
dominancia, portanto, a principal diferenga histolégica entre o foliculo dominante e o
atrésico € o aumento da vascularizagao na camada das células da teca. O aporte
sanguineo atrelado a um adequado desenvolvimento da rede vascular, € um fator
limitante para o bom desempenho do ovario, pois garantira o suprimento de nutrientes,
oxigénio, hormonios e substratos, além da transferéncia das gonadotrofinas para as
células-alvo (AYRES; MINGOTI, 2012; BOLLWEIN et al., 2016).

De acordo com Ayres e Mingoti (2012) a angiogénese é um processo fisioldgico
imprescindivel para o desenvolvimento e crescimento normal dos tecidos. Jiang et al.
(2003) evidenciaram o processo de angiogénese e degeneragao capilar durante o
crescimento do foliculo ovariano, ao examinar a distribuicdo e mudancgas na
morfologia do capilar tecal, relacionadas ao crescimento folicular, com o auxilio de
microscopia de varredura eletrbnica em ovarios bovinos. Encontraram ainda, plexos
vasculares bem perfundidos em pequenos e grandes foliculos antrais, mostrando que

a angiogénese aumenta durante o crescimento folicular.
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Ribeiro et al. (2020) avaliando CL em muares e éguas, submetidas a diferentes
vias de aplicacédo de farmacos para sincronizagao da ovulagao, afirma que o uso da
ultrassonografia Doppler foi pertinente para a obtengdo de dados do didmetro e
funcionalidade a partir do seu fluxo sanguineo em tempo real. Bollwein (2016) concluiu
em seu trabalho que por intermédio do modo Doppler, tem sido possivel analisar o
fluxo sanguineo folicular durante diferentes estagios do ciclo estral. Bem como
Siddiqui e Ginther (2009) atestaram a relacéo da perfusdo da parede do foliculo pré-
ovulatorio para a fertilizagao in vitro e desenvolvimento embrionario em novilhas, da
mesma forma, Silva e Ginther (2006) demonstraram que ha relacdo entre a
vascularizagédo do foliculo pré-ovulatério (FPO) e a confirmagéo do diagnéstico de
gestacdo em éguas. Por sua vez, Acosta (2004) utilizando a USG transretal modo
Doppler colorido em vacas, relatou que ha uma evidente diferenga na vascularizagao

da parede de foliculos pré-ovulatérios quando comparados aos anovulatérios.

Em sua pesquisa, Tarso et al. (2017) evidenciaram que a vascularizagdo do
foliculo dominante coordena o fluxo sanguineo do corpo luteo e a sintetizagdo de Pa.
Domingues e Ginther (2018) estudaram a dinamica folicular por meio de Doppler
colorido a fim de melhor compreender a correlagao entre a irrigacdo sanguinea na
parede do foliculo dominante, e o fluxo sanguineo da parede do CL em novilhas Bos
taurus, e concluiram que o fluxo sanguineo é mais intenso para o padrao CL e foliculo
dominante quando estes eram adjacentes do que quando separados, e demonstraram
a correlagao positiva entre a irrigacéo da parede do foliculo dominante, irrigacéo do

CL e porsteriormente com os niveis séricos de Pa.

4.3 LINFADENITE CASEOSA

Dentre as principais enfermidades que acometem caprinos e ovinos, destaca-
se a Linfadenite Caseosa (LC), uma doenga infectocontagiosa de carater crénico e
debilitante. A doenga é caracterizada pela formagdo de granulomas em ganglios
linfaticos superficiais, érgaos e linfonodos internos, tem altas taxas de morbidade no
rebanho e muitas vezes é subclinica. Sua ocorréncia é distribuida mundialmente em
rebanhos de caprinos e ovinos e no Brasil ocorre principalmente nos estados do
Nordeste, mas esta presente em todos os rebanhos nacionais (FACCIOLI-MARTINS
etal., 2014; SA et al., 2018).
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Uma vez acometidos, os animais podem apresentar queda na produtividade de
carne, leite e 1a, falhas reprodutivas, além de condenacdo da carcaca no abate e
depreciacao do couro (DORELLA et al., 2006).

4.3.1 Agente Etiologico: caracteristicas, origem e fatores de viruléncia

A LC tem como agente etioléogico o actinomiceto Corynembacterium
pseudotuberculosis, um patdégeno animal de grande relevancia.Trata-se de uma
bactéria intracelular facultativa, ndo capsulada, ndo esporulada, imovel, aerébica,
parasita intracelular facultativo de macrofagos e sobrevive no ambiente por longos
periodos (DORELLA et al., 2006; BAIRD; FONTAINE, 2007; SOUZA et al., 2011).

A bactéria foi isolada pela primeira vez em 1888 por Edward Nocard,
bacteriologista francés que identificou 0 agente em uma vaca que apresentou quadro
atipico de linfangite. Posteriormente, o bacilo também foi identificado pelo
bacteriologista Hugo von Preisz, em abcesso encontrado no rim de uma ovelha. Anos
depois, a bactéria foi nomeada Bacilius pseudotuberculosis (falsa tuberculose, em
Grego), por dois bacteriologistas alemaes, devido a semelhanga das lesdes clinicas
com as lesdes nodulares provocadas pela tuberculose. Em 1894, Preizs descreveu
completamente o microrganismo € o comparou com o bacilo da difteria, devido as
semelhangas na morfologia e composigao de parede celular, e portanto, foi incluso no
género Corynebacterium, espécie ovis (DORELLA et al., 2006; FACCIOLI-MARTINS
et al., 2014).

Com decorrer do tempo, os sinbnimos de C. paratuberculosis foram Bacillus
pseudotuberculosis ovis e Bacillus pseudotuberculosis, devido a semelhancas de
antigenos de parede celular com espécies de Mycobacterium, desta forma, os animais
positivos para LC podem ter um resultado falso positivo ao teste de tuberculinizacao
(WILLIANSON, 2001).

Por fim, a denominacdo Corynebacterium ovis também foi utilizada e
encontrada na literatura como referéncia ao microrganismo. Apesar de inicialmente
ter sido isolada em ovinos, o microrganismo também foi isolado em infeccdes
purulentas e linfangites ulcerativas de outras espécies, entre elas equinos, caprinos e
humanos (FACCIOLI-MARTINS et al., 2014; DORELLA et al., 2006).
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Existem dois fatores de viruléncia conhecidos e identificados, a fosfolipase D e
o0 acido corinemicélico. A fosfolipase D é uma enzima capaz de causar lise e
destruicdio na membrana das células hospedeiras, facilitando a invasao e
disseminagao do microrganismo no organismo hospedeiro. Portanto, a fosfolipase D
foi descrita como uma exotoxina importante do patdgeno e, além disso, um fator
determinante na viruléncia e desenvolvimento da LC (FONTAINE; BAIRD 2008). Outro
aspecto, trata-se de seu revestimento de parede por acidos corinemicolicos,
responsaveis por aumentar sua resisténcia e patogenicidade (OLIVEIRA, 2013),
possuem acao citotdxica sobre as células fagocitarias e, desta forma, impedem a sua
destruicdo e sobrevivem no meio intracelular do hospedeiro (WILLIAMSON, 2001;
SOUZA et al., 2011; FACCIOLI-MARTINS et al., 2014).

4.3.2 Transmissao

Apesar de ser incapaz de se multiplicar no ambiente apds ser eliminado pelo
individuo infectado, o agente resiste por longos periodos em fomites como madeiras,
feno e palha por cerca de oito semanas e em uma vasta gama de solos por até oito
meses, em condicdes de umidade e temperaturas amenas, o que contribui para sua
sobrevivéncia no ambiente (WILLIANSON, 2001; DORELLA et al., 2006; BAIRD;
FONTAINE, 2007; SPIER et al., 2012).

A transmissao ocorre no proprio ambiente, por meio do contato animal-animal,
sendo que ovexsudatovoriundo da ruptura do abcesso € a maior fonte de infeccao
devido a alta carga infectante do conteudo purulento, este contamina o ambiente e
fémites, e o individuo sadio se infecta ao ter contato direto com as secrec¢des (RIET-
CORREA et al., 2011; FACCIOLI-MARTINS et al., 2014; FARIAS et al., 2019). A porta
de entrada do microorganismo no hospedeiro comumente sao por solugdes de

continuidade da pele, mucosas ou pele integra (WILLIANSON, 2001).

4.3.3 Patogenia

Logo apds infectar o hospedeiro, o C. pseudotuberculosis é fagocitado pelos

macrofagos no local da infecgdo, porém devido as suas caracteristicas de parede
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celular que o protegem da fagocitose, essa resposta € ineficaz, pois a bactéria é capaz
de resistir a digestdo das enzimas celulares, sendo assim, permanece como um
parasita intracelular facultativo de macrofagos (COLLETT et al., 1994; BAIRD;
FONTAINE, 2007).

Ao invadir o sistema fagocitico, a bactéria alcanca o linfonodo regional e forma
multiplos piogranulomas microscopicos, a medida que crescem se coalescem
formando granulomas maiores, devido a isto denomina-se a enfermidade de LC
(BAIRD; FONTAINE, 2007).

Posteriormente, o microrganismo migra através da circulagdo sanguinea ou
linfatica (WILLIANSON, 2001), indo acometer diversos 6rgaos internos, como
linfonodos mediastinicos, pulmdes, figado, rins, tecidos subcutaneos, glandulas
mamarias e orgaos reprodutivos (OTHMAN et al., 2016), dessa forma caracterizando
a LC na forma visceral. Na forma cutdnea, ha infecgdo do tecido subcutaneo e
formacgao de abcessos nos ganglios linfaticos, que podem ser palpados externamente.
Ambas as formas podem coexistir no mesmo individuo (BAIRD; FONTAINE, 2007;
GROSSO, 2020).

4.3.4 Ocorréncia de C. pseudotuberculosis nos 6rgaos reprodutivos de caprinos

Foi demonstrado que a infecgédo cronica por C. pseudotuberculosis provoca
alteragdes patologicas nos érgéos reprodutivos, levando a infertilidade ou esterilidade
nos animais acometidos (ABDULLAH JESSE et al., 2020).

Khuder et al. (2012) foram os pioneiros em relatar os efeitos da LC na
concentracdo de hormdnios reprodutivos e alteragdes histopatolégicas nos érgaos
reprodutivos, correlacionando a presencga da bactéria no organismo com mudancgas
nas concentragées de testosterona e em menor grau, nos niveis seéricos de
progesterona e atribuiram esses fatos aos danos teciduais observados nos ovarios, e

que podem levar ao bloqueio do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal.

Latif et al. (2016), Othman et al. (2016) e Abdullah Jesse (2020) também
observaram os efeitos patoldgicos de C. pseudotuberculosis no trato reprodutivo de

cabras apos a inoculagao do agente. A histopatologia revelou alteragdes histolégicas
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nos ovarios, utero, cornos uterinos, colo do utero, tubas, cérvix e vagina. Esses
achados mostram evidéncias de infiltragées leucocitarias, congestdo generalizada,
infiltracdo de células estromais, degeneragao, necrose e alteragdes vasculares nos

orgaos examinados.

Segundo Khuder et al. (2012), a falta de conhecimento e estudos sobre os
efeitos da cronicidade da enfermidade na reprodugdo contribuem para produtores e

veterinarios negligenciarem sua relagdo direta com a baixa fertilidade do rebanho.

4.4 INFLUENCIA DO C. PSEUDOTUBERCULOSIS NOS NiVEIS HORMONAIS
SERICOS

Othaman et al. (2014) utilizaram em seu estudo 15 cabras Boer, pré-
sicronizadas e ndo gestantes, infectadas experimentalmente com C.
pseudotuberculosis pela via intranasal, oral e intradérmica. Apds a infecgéo, foram
colhidas amostras de sangue para dosagem dos horménios E2 e P4 em dias
alternados, totalizando nove avaliagdes. Neste estudo, os autores observaram que as
cabras infectadas apresentavam niveis significativamente altos destes horménios. As
concentragdes de P4 apresentaram valores variando entre 5 e 8 ng/ml em cabras nao
gestantes, enquanto o grupo controle, por sua vez, apresentou valores de P4 menores
do que 1ng/ml em todas as analises. Os autores concluiram com base nessa pesquisa
que o C. pseudotuberculosis é responsavel por desequilibrio hormonal em fémeas
caprinas e este podem ser uma causa de infertilidade, o que corrobora outro estudo
que encontrou concentragdes séricas de P4 iguais a 11,694ng/mL e 4,344ng/mL
cabras soropositivas e soronegativas para C. pseudotuberculosis, respectivamente

(Comunicagao pessoal, 2021").

Estes achados diferem dos padrées de normalidade para a concentracio de P4
estabelecidos por Jain et al. (1980), ao demonstrar que cabras sadias apresentam no
dia do estro concentragao média de P4 no plasma sanguineo de 0,25+0,15 ng/ml e

esse valor atinge o pico (1,30+0,07 ng/ml) no 13° dia apds a cobertura. Porém, em

" Costa, J. O. Dados nao publicados
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cabras ndo prenhes estes niveis permanecem abaixo de 1,5 ng/ml nos dias
subsequentes, e cabras prenhes apresentaram niveis de 3 ng/ml, e a concentragéo

de P4 ira aumentar até atingir o maximo de 6,2+0,61ng/ml.

Em outro estudo, Othaman et al. (2016) atribuiram as mudangas hormonais as
lesdes histopatoldgicas nos 6rgaos reprodutivos nos quais foram observadas
infiltragbes leucocitarias no lumen dos foliculos ovulatérios, congestdo generalizada
de vasos sanguineos e necrose das células estromais do ovario e no miomeétrio
uterino. Este aumento anormal dos niveis de P4, pode ser interpretado como um sinal
de pseudo-gestacao, o que prejudicaria assim o desenvolvimento normal dos foliculos

e ovulagao.

Com relagao ao estrégeno, Abdullah et al. (2015; 2020) identificaram aumento
significativo nos niveis séricos do horménio em seus estudos experimentais, nos quais
os animais foram previamente inoculados com C. pseudotuberculosis, e
demonstraram a capacidade do agente de elevar a secre¢cdo desse hormdnio

localmente ou através do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal.

Foi relatado por Othman et al. (2014) e Khuder et al. (2012), que a inflamacgao
nos orgaos reprodutivos de cabras, decorrente da infecgao por C. pseudotuberculosis,
levaria a desequilibrios no eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal, pois a enfermidade
afetaria o feedback hormonal, necessario para regular o funcionamento do eixo.
Diante disso, os autores afirmaram que a infecgao bacteriana no ovario afeta a sintese
da producdo de P4 e E2, imprescindiveis para a implantacdo do embrido e a

manutengao da gestacao, podendo ocasionar abortamento precoce e infertilidade.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 CONSIDERACOES ETICAS

Todos os procedimentos referentes a manipulagdo dos animais foram
aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal
do Recbncavo da Bahia - UFRB, processo numero 23007.016893/2013-73.

5.2 EXPERIMENTO
5.2.1 Local

O experimento foi conduzido na fazenda Humait4, localizada no municipio de
Nova Fatima — BA, inserida na regido do Centro-Norte Baiano, clima semiarido, e
bioma Caatinga, segundo o IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica). A
area esta localizada a uma latitude 11°36'26" Sul e longitude 39°37'55" Oeste, estando
a uma altitude de 298 metros. Possui temperatura média de 24°C e baixo indice
pluviométrico, sendo inferior a 700mm (ALCOFORADO, 2005). Durante o periodo a
temperatura média foi de 23,43°C e umidade relativa do ar de 81,33% (INMET, 2020).

5.2.2 Seleg¢do e manejo dos animais

O experimento foi conduzido durante os meses de maio e junho de 2020, em
duas etapas (Il e II). Na etapa |, um grupo de seis fémeas soropositivas e seis fémeas
soronegativas foram submetidas a sincronizagdo hormonal do estro e, na etapa |l
outro grupo de cinco fémeas soropositivas e quatro soronegativas, foi previamente
sincronizado utilizando apenas dispositivo intravaginal de P4, totalizando 21 cabras,
sendo 11 soropositivas e 10 soronegativas para C. pseudotuberculosis, em idade
reprodutiva (2-5 anos), mestigas, pluriparas, ndo lactantes e com escore de condi¢gao
corporal (ECC) de 2,5 a 3,0 MORAND-FEHR; HERVIEU, 1999), mantidas em sistema
de criacdo semi-intensivo, em piquetes rotacionados de capim predominantemente
Buffel (Cenchrus ciliaris), suplementadas com sal mineral e agua ad libitum. Além de
dois machos reprodutores, mesticos, em idade reprodutiva, ECC de 3,0 a 3,5,

mantidos sob 0 mesmo regime de criagao.
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Todos os animais do experimento foram selecionados e distribuidos em grupos
com base no resultado do teste sorolégico que detectou ou ndo C. pseudotuberculosis.
Para tanto, o método de realizagao escolhido para o ELISA foi o0 exame que utiliza as
proteinas recombinantes da C. pseudotuberculosis PLD, CP40, padronizado por
Barral et al. (2019).

Para realizagdo do exame, foram colhidas amostras de 5ml de sangue, por
meio de venopungdo da jugular, em tubos tipo vacutainer sem anticoagulante. Os
tubos foram devidamente identificados e acondicionados em caixa de isopor com gelo
reciclavel. Em seguida, o material foi conduzido ao laboratério e processado em
centrifuga a 3.000 x g por 15 minutos, para obteng&o do soro sanguineo, logo apds a
centrifugacéao, o soro foi pipetado e transferido para tubos de eppendoff, as amostras
foram identificadas e armazenadas a -20°C até a realizacdo das analises. O teste
ELISA para detecgao do agente C. pseudotuberculosis foi realizado no Laboratério de

Imunologia e Biologia Molecular do Instituto de Ciéncias da Saude — UFBA.

ApOs os resultados soroldgicos, os animais selecionados foram submetidos a
exame ginecologico com ultrassonografia, com auxilio do aparelho de Ultrassom

Veterinario Kaixin Kx2000g Vet modo B USG, com transdutor linear, por via transretal.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC), em
esquema fatorial 2x2, variando cabras com sorologia positiva ou negativa para C.
pseudotuberculosis, e a utilizagdo ou ndo do protocolo hormonal, resultando em
quatro tratamentos: grupo tratamento — GT e grupo controle — GC. Subdivididos em

cabras soropositivas (1) e soronegativas (2), como descrito na Figura 2.

Figura 2. Grupos de animais que compdem o experimento: Grupo tratamento (GT1 e 2);
Grupo controle (GC1 e 2).

[ Grupos experimentais ‘
GT GC
cabras que receberam o protocolo cabras pré-sincronizados que ndo
hormonal receberam o protocolo hormonal

II |
I | [ |

[ GT1 soropositivas ] [ GT2 soronegativas ] [ GC1 soropositivas ] [ GC2 soronegativas ]

(n=6) (n=6) (n=5) (n=4)
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As fémeas dos grupos GT1 e 2 foram submetidas a um controle farmacolégico
para realizacado de protocolo hormonal e monta controlada, na etapa |. Os outros dois
grupos, GC1 e 2 receberam apenas dispositivo intravaginal de P4 para pré-
sincronizagao e placebos (solucéo fisioldgica) para simular o manuseio dos outros

grupos, na etapa Il.

Para atestar a aptidao reprodutiva e o potencial de fertilidade dos reprodutores
utilizados na monta controlada, foi realizado o exame androldgico prévio dos bodes
(que testaram negativo para C. pseudotuberculosis através do teste de ELISA). Os
parametros avaliados foram: aspecto, volume, odor, concentracdo espermatica,
motilidade de massa e motilidade progressiva, vigor e morfologia dos
espermatozoides, seguindo as normas do Manual para exame androlégico e avaliagéo
de sémen animal do Colégio Brasileiro de Reprodugédo Animal (2013). Para obtengéo
do sémen foi utilizado o método da vagina artificial com o estimulo da presenca de
uma fémea estrogenizada como manequim, e o exame foi realizado imediatamente

apods a coleta.

5.2.3 Execucgédo do experimento e coleta de dados

As cabras foram submetidas ao protocolo de pré-sincronizacdo da onda
folicular e da ovulacéo, iniciado em um dia aleatoério do ciclo estral denominado dia
zero (DO0). Para isso, todas receberam esponjas intravaginais impregnadas com 60mg
de acetato de medroxiprogesterona (MAP) (Progespon, Zoetis, Syntex S.A.,
Argentina), acrescidas de 10mg de oxitetraciclina (Terramicina/L.A., Pfizer, Guarulhos,
S&o Paulo, Brasil), por um periodo de 9 dias. No dia nove (D9) realizou-se a remogéao
das esponjas de P4, e simultaneamente estes animais receberam por via
intramuscular (IM) profunda uma dose de 125ug cloprostenol (Ciosin, MSD, Saude
Animal, Sado Paulo, Brasil) analogo sintético de PGF-2alfa, associado a uma dose
300Ul de Gonadotrofina coridnica equina (eCG) (Novormon, Zoetis, Sdo Paulo Brasil)
IM. Em seguida, para acompanhamento do crescimento folicular, deu-se inicio as

avaliagdes ultrassonogréficas (Figura 3).
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Figura 3. Diagrama de atividades realizadas ao longo dos protocolos de sincronizagao e momento do
exame ultrassonografico (Etapa I).

[ Retirada de P4 ]

PgF20+eCG
l USG modo B I

Inicio da dinamica

Teste ELISA [Esponja de P4 ] [ folicular ] [ Deteccao do estro/ ]
para LC ‘ monta controlada

v ' ( )
—& 3 # ] L &
DO D9 D10 D11 D12

Dinamica folicular modo B
e Doppler Colorido 12/12h

ELISA: Ensaio imunossorvente ligado a enzima; LC: Linfadenite Caseosa; USG: Ultrassonografia; P4:
Progesterona; PgF2a: Prostaglandina; eCG: Gonadrotrofina Coridnica Equina; 12/12h: A cada doze
horas.

Grupos GT1 e 2 teve inicio do protocolo hormonal — As 19:00 horas (D0) procedeu-se
a insergcdo das esponjas intravaginais impregnadas com 60mg de acetato de
medroxiprogesterona (Progespon®, Zoetis, Syntex S.A.) com adigdo de 10mg de
oxitetraciclina (Terramicina®/LA, Pfizer) e avaliagdo ovariana através de ultrassom
(US) modo B, via transretal. Retirada da esponja de progesterona (D9) e aplicacao de
300Ul de gonadotrofina coriénica equina (Sincro eCG®, Ourofino, Saude Animal) e
125ug de d-cloprostenol (Sincrocio®, Ourofino Saude Animal), ambos por via IM
profunda. A avaliagdo da dinamica folicular por USG teve inicio as 19:00 horas e a
cada 12 horas sucessivamente. Para os GC1 e 2, as avaliagbes USG foram realizadas
da mesma maneira, porém, neste grupo os animais foram apenas pré-sincronizados
com dispositivo de P4 e receberam placebos (solugéo fisioldgica) por via intramuscular,

para mimetizar o manejo realizado na Etapa I.

5.2.4 Avaliagbes ultrassonograficas

As avaliagdes ultrassonograficas dos ovarios foram executadas por USG em

tempo real (UTR), sendo a primeira realizada no momento da retirada do dispositivo
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de P4 (hora zero) e a partir desta a cada 12 horas, totalizando cinco avaliagées. Os
exames foram feitos por via transretal, utilizando-se um transdutor linear preso com
fita isolante a uma haste rigida, para que o transdutor pudesse ser manipulado com a
mao do operador externa ao reto do animal. O transdutor estava conectado a um
aparelho equipado com as fungbées modo B e Doppler Colorido (Mindray Z5,
Shenzhen, China).

Todas as avaliagdes foram realizadas por um unico operador. As cabras eram
contidas em posi¢cao quadrupedal por um auxiliar, a ampola retal foi previamente
esvaziada pela retirada das fezes e, a fim de maximizar a qualidade da imagem e o
contato entre transdutor e a mucosa retal, 20ml de gel inodoro (Gel Condutor Incolor,
Polimero Vinilico, Mercur S.A.), in6cuo e hidrossoluvel foi inserido via intraretal, com
auxilio de uma seringa de 60mL. O transdutor foi inserido cuidadosamente e
manipulado no reto por controle externo da extens&do. Apos visualizagdo da bexiga
urinaria e o colo uterino, o transdutor foi girado 45 a 90° no sentido horario e anti-
horario para que fossem localizados os ovarios, conforme indicado por Ginther et al.
(1994).

5.2.5 Dinamica folicular

A partir do DO, que se refere ao dia da retirada das esponjas intravaginais, a
dinamica folicular dos dois primeiros grupos experimentais (GT1 e GT2) foi monitorada
em intervalos de 12 horas, iniciadas sempre as 19:00h e 07:00h, com mensuragao
dos maiores foliculos até o momento da ovulagédo. Nos animais que nao se detectou
a ovulagao, a avaliagao ocorreu até 48 horas apos a retirada da esponja, que ao final

resultaram no total de 05 avaliages.

Primeiramente, os ovarios de cada animal foram localizados e avaliados por
USG em modo B. Em uma ficha individual para cada cabra, foi desenhado
manualmente um mapa ovariano, como forma de registro para localizar e identificar
as estruturas ovarianas ao longo da dinamica. No modo B, empregou-se a frequéncia
de 7,5Mhz, enquanto no modo Doppler colorido, as configuragdes foram ajustadas na
faixa de velocidade de 6¢cm/s para detectar a frequéncia das células sanguineas dos

pequenos vasos. O modo Power-flow foi utilizado na frequéncia de 5,7MHz, o padrao
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de ganho foi configurado entre 60 e 80%, a depender do momento da avaliagdo e
luminosidade. Ajustou-se a frequéncia de repeticdo de pulsos (PRF) de 0,7MHz e a

profundidade de avaliagdo de seis centimetros.

Foram escaneadas ultrassonicamente as imagens dos dois maiores foliculos e
congeladas para determinacao do diametro, que foi obtido pela média da maior
distadncia (mm) entre dois pontos da cavidade antral (média de altura e largura) dos
foliculos >3mm, segundo Uribe-Velasquez et al. (2015). O foliculo dominante tinha o
maior diametro e foi considerado apenas um foliculo subordinado, este foi classificado
como sendo um dos que apareceram juntamente com o foliculo dominante, porém
com menor didmetro, de acordo com Amorim et al. (2007). As imagens obtidas pela
USG modo B e Power-flow foram salvas, e posteriormente submetidas as analises
objetivas no software Imaged (Fiji, Versao 1.52, NIH; Rasband, Maryland, EUA, 1997-
2018) conforme Vrisman et al. (2018), Brito (2019) e Caunce et al. (2019).

Os parametros avaliados nas etapas | e Il foram:

a) Diémetro do foliculo dominante na hora zero (DFOL1, mm), 12 horas (DFOL2,
mm), 24 horas (DFOL3, mm), 36 horas (DFOL4, mm) e 48 horas (DFOL5, mm)

apods a remogao do dispositivo de Pa.

b) Diametro do foliculo ovulatério (DFOL, mm), para isso mensurou-se a imagem do

maior foliculo antes do seu desaparecimento, decorrente da ovulagao;

c) Taxa de crescimento do foliculo ovulatério (TXFOL, mm/h), obtido pela diferenca
entre o DFOL — hora zero e o DFOL pré-ovulatério, dividido pelo periodo de

crescimento;

d) Area total da parede do foliculo dominante (cm?) no dia menos dois na hora zero,

12, 24, 36 e 48 horas apos a remocao da P4, por intermédio da USG modo B.

e) Area de perfusdo sanguinea da parede do foliculo dominante até o momento da
ovulagao, para tanto, as imagens dos foliculos foram salvas com recurso power-
flow ativado e posteriormente, a area de vascularizagéo foi calculada através da

mensuragao do numero total de pixels coloridos dentro da parede do foliculo.
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f) Percentual de vascularizagdo da parede do foliculo dominante (VPFOL),
realizadas por meio da razdo entre a area de perfusdo sanguinea e a area total

da parede do foliculo.

g) Tempo entre a remogao do dispositivo de P4 e a ovulagédo em horas (MOE).

A ovulagao foi determinada pelo desaparecimento do foliculo pré-ovulatério

presente na avaliagdo anterior, resultando na formag¢ao do corpo hemorragico.

5.2.6 Analise estatistica

Os dados obtidos, foram analisados por meio do pacote estatistico Statistical
Analysis System versao 9.1.4 (SAS, 2004), a normalidade dos residuos foi verificada
pelo teste de Shapiro-Wilk. Posteriormente, os dados foram submetidos a analise
de variancia pelo procedimento Misto (PROC MIXED) para verificar a variancia, a

comparagao de médias foi confrontada pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 DINAMICA FOLICULAR

As médias das variaveis da dinamica folicular ovariana, avaliadas por meio de
ultrassonografia modo B, a partir da retirada do implante de P4, estdo resumidas na
Tabela 1.

Tabela 1. Variaveis analisadas durante a dinamica folicular ovariana (mm, cm?, mm/hora, % e horas),

avaliadas por ultrassonografia nos grupos experimentais de cabras soropositivas e
soronegativas, nas etapas | e Il.

Grupos Experimentais Média Geral
Variaveis P-valor =21
GT1(n=6) GT2 (n=6) GC1 (n=4) GC2 (n=5) (n=21)
DFOL1 (mm 4,9702 5,5522 4,8732 4,485% 0,673 5,002
DFOL2 (mm 7,2642 6,021 5,6852 4,117°2 0,096 5,859

3
DFOL3 (mm) 6,6042 6,103 6,7252 4,744 0,159 5,981
DFOL4 (mm) 7,1382 5,4152 7,7302 5,4912 0,265 6,421
DFOL5 (mm) 8,4152 6,8252 9,973 4,962 0,464 7,152
DFOLOV (mm)  8,0662 6,443 9,0912 5,7652 0,089 7,324
TXF (mm/h) 0,1662 0,0352 0,1052 0,0222 0,039 0,083
APF1 (cm?) 0,2372 0,3672 0,3142 0,1542 0,063 0,269
APF2 (cm?) 0,4232 0,2602 0,4092 0,1882 0,211 0,318
APF3 (cm?) 0,4162 0,330 0,4692 0,2952 0,477 0,368
APF4 (cm?) 0,2022 0,3552 0,5952 0,2872 0,111 0,394
APF5 (cm?) 0,3302 0,4772 0,9652 0,3892 0,757 0,586
MOE (horas) 40° 38° - - 0,785 39,00
Médias seguidas por letras minusculas distintas na mesma linha diferem entre si pelo teste Tukey a 5%
de significancia. GT1 (grupo tratamento soropositivas) e GT2 (grupo tratamento soronegativas): retirada
do implante de P4, seguido da administracdo de 300 Ul de eCG e 125ug cloprostenol no dia -2 do
protocolo de sincronizagdo, via intramuscular; GC1 (grupo controle soropositivas) e GC2 (grupo
controle soronegativas): retirada do implante de P4, e administracdo de um placebo de 2,5ml de solu¢ao
fisioldgica via intramuscular; DFOL1: Didmetro folicular na primeira avaliagdo; DFOL2: Diametro
folicular na segunda avaliagdo; DFOL3: Diametro folicular na terceira avaliagdo; DFOL4: Didmetro
folicular na quarta avaliagao; DFOL5: Diametro folicular na quinta avaliagdo; DFOLOV: Diametro do
foliculo pré-ovulatério; TXF: Taxa de crescimento do foliculo ovulatério; APF1: Area da parede folicular
na avaliagdo um; APF2: Area da parede folicular na avaliagéo dois; APF3: Area da parede do folicular
na avaliagdo trés; APF4: Area da parede folicular na avaliacdo quatro; APF5: Area da parede folicularna
avaliagao cinco; MOE: Momento da observagao do estro em horas.

Nao foram encontradas diferengas estatisticamente significativas (P > 0,05) em
nenhum dos grupos avaliados nas seguintes variaveis: didametro folicular, didametro do
foliculo pré-ovulatério, taxa de crescimento folicular, area da parede folicular e
momento da ovulacédo apds a remocao do implante de P4. Contudo, notou-se que os
animais soropositivos alcangaram maiores didmetros foliculares (7,138 e 7,730mm).
Sabe-se que cabras com linfadenite caseosa podem apresentar baixos indices

reprodutivos (ABDULLAH et al., 2020), porém nao existem relatos de estudos com
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controle farmacologico do ciclo estral de cabra com linfadenite caseosa, sendo a
utilizacdo desses farmacos uma opc¢ao para incrementar tais indices e otimizar a

producao.

Os maiores diametros dos foliculos ovulatérios (8,066 € 9,091mm) e maior tempo
para manifestar o estro apds a remoc¢ao do dispositivo de P4 (40h) foram observados
nos grupos com cabras soropositivas para C. pseudotuberculosis (Figura 4). Uribe-
velasquez et al. (2008), ao avaliaram em ovelhas o efeito da P4 exdgena sobre o
desenvolvimento folicular, observaram o seu aumento na concentragcdo plasmatica,
diminuicdo na frequéncia pulsatil de LH e alteracdo no padrao de crescimento do
foliculo dominante, o qual apresentou didmetro maximo 4,0+0,47mm, quando
comparado ao grupo controle, sem P4 exdgena, que teve o diametro de 5,5£0,52mm.
Porém, uma vez que nao houve diferencga estatistica, ndo se pode afirmar que esses
resultados tém relacdo com a presenga ou nao da bactéria no trato reprodutivo da

fémea caprina.

Possivelmente, as fémeas soropositivas foram mais sensiveis ao estimulo com
progestagenos exogenos, desencadeando uma persisténcia folicular, como postulado
por Othman et al. (2016) e Khuder et al. (2012) indicando que a bactéria pode causar
lesdes teciduais levando a um desequilibrio hormonal, a persisténcia do foliculo pré-
ovulatdrio e a redugao da taxa de concepgao.

Figura 4. Média do didmetro folicular a partir da avaliagdo um (A1) até a ultima avaliagao (A5) nos

quatro grupos experimentais: GT1 (grupo tratamento soropositivas); GT2 (grupo tratamento
soronegativas); GC1 (grupo controle soropositivas) e GC2 (grupo controle soronegativas).
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Em relagdo a manifestagcdo do estro, observou-se que no grupo tratamento
(GT1 e GT2) as cabras apresentaram estro com média de 39 horas apds a remogao
do dispositivo de P4, valor este que se aproxima do observado por Fonseca et al.
(2008), que utilizando 200Ul de eCG e aplicando prostaglandina F2-alfa no momento
da remogao da esponja (D9) em cabras da raga Alpina, constataram que 88% dos

animais manifestaram estro nas primeiras 36 horas.

Observou-se uma tendéncia de maior duragao do estro, da taxa de crescimento
e do didmetro folicular com presencga de foliculos persistentes no GT1 (soropositivas)
em relagdo ao GT2 (soronegativas). Para Cruz et al. (2008), que avaliaram um
rebanho caprino apos tratamento com progestagenos, existe uma estreita relacao
entre o nivel de P4 e a dindmica folicular, uma vez que cabras que apresentaram maior
numero de ondas foliculares foram aquelas que mostraram maiores concentragcdes
plasmaticas de P4. Além disso, Menchaca; Rubianes (2001) citam que, do inicio ao
meio da fase luteal, a concentragcdo de Pas interfere negativamente sobre a
pulsatilidade do LH e a concentragao de estradiol, ocasionando a ovulagao de foliculos
envelhecidos, explicando o maior intervalo entre a remog¢do do dispositivo de

progesterona e a manifestagcao do estro neste experimento.

Este fato também foi relatado por Abdullah et al. (2020), que atriuiram
mudancgas hormonais as condi¢des patologicas observadas no ovario, demonstrando
que cabras com sorologia positiva para C. pseudotuberculosis apresentaram niveis de
P4 elevados, ocasionando atraso no retorno ao estro e podendo este também ser um
potencial fator para a infertilidade, pois este aumento anormal de P4 pode ser traduzido
pelo organismo da fémea como uma pseudo-gestagao, ocasionando prejuizos no

desenvolvimento normal do foliculo e a ovulagao.

Othman et al. (2016) apontaram que o desequilibrio hormonal no eixo
Hipotalamico-hipofisario-gonadal observado em cabras soropositivas pode ser um
fator predisponente a infertilidade, devido a ovulacdo de odcitos envelhecidos, em
detrimento da ocorréncia de maiores concentragdes séricas de P4 (11,694ng/mL) em

relacéo as negativas (4,344ng/mL).

Em vacas e pequenos ruminantes comprovou-se que a ovulagao de foliculos
velhos tem como efeito negativo oécitos de ma qualidade sobre a taxa de fecundagao,

desenvolvimento do embrido e consequentemente a taxa de concepcédo (REVAH et
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al., 1996; MENCHACA; RUBIANES, 2001; SANTOS et al., 2004). Portanto, embrides
provenientes de odcitos de vacas com foliculos de dominancia prolongada, tém taxas
de sobrevivéncia reduzidas. Na espécie bovina, foi demonstrado que vacas com
foliculos pré-ovulatérios maiores que mantém a dominancia por um periodo superior
antes de ocorrer o pico de LH, tiveram taxas de concepcdo menores quando
comparadas com foliculos pré-ovulatérios de menor diametro, 36% e 91%
respectivamente (BREUEL, 1993).

Nos grupos controle, apesar do crescimento folicular ndo ter tido diferenca
significativa entre os grupos tratamento, nao foi observada a manifestacdo do estro
em nenhuma cabra durante todo o periodo avaliado. A razio disto, pode estar ligada
ao fato de nao ter sido utilizado nenhum agente luteolitico ocasionando num atraso na
regressao luteal e, consequentemente, os niveis séricos de P4 permaneceram
elevados, corroborando Brandao (2010), ao enfatizar que para haver a manifestacao
do estro, apds o uso do tratamento com progestagenos em tempo curto, € necessario

garantir a regressao luteal.

6.2 ANALISES ULTRASSONOGRAFICAS

A utlizacdo de USG com Doppler possibilitou determinar o desenvolvimento
folicular pés-tratamento de sincronizacédo do estro, a mensuragcdo do maior didametro
dos foliculos e area de perfusdo sanguinea na parede do foliculo (Figura 5), para a
avaliagao da dinamica folicular de cabras soropositivas, por meio do software ImagedJ.
De acordo com Vrisman et al. (2018) e Brito (2020), este software facilita a delimitacéo
da area colorida para o calculo do numero total de pixels uma vez que amplia as
imagens, sendo uma ferramenta biomédica segura e eficaz para andlise dessas

caracteristicas e da dinamica folicular.
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Figura 5. Ovarios de cabras mesticas soropositivas e soronegativas para C. pseudotuberculosis,
submetidas ou ndo ao controle farmacoldgico do ciclo estral, do grupo GT1 e GT2, obtidas
com ultrassom (Z5 Vet; Mindray), via transretal.

Mensuragdo do didmetro do foliculo dominante (a), area total da parede do foliculo (b) e area de
perfusdo sanguinea na parede do foliculo (c).

Assim como no presente experimento, as imagens obtidas dos foliculos antrais,
da espessura da parede desses foliculos e da area de perfusdo do fluxo sanguineo
também ja foram investigadas em ovelhas submetidas ao controle farmacoldgico do
ciclo estral por Oliveria et al. (2017), que apontam existir correlagado positiva entre o

fluxo sanguineo da parede do foliculo antral com o tamanho do corpo luteo.

6.3 VASCULARIZAGAO FOLICULAR

Segundo Bollwein et al. (2016), o suprimento sanguineo é essencial para a
manutengdo da dominancia folicular, permitindo assim a chegada de gonadotrofinas
e nutrientes, bem como facilitar a ruptura folicular préximo a ovulag¢ao. Ainda de acordo
com os autores, em vacas a perfusao vascular € maior em ovarios com a presenca do
foliculo dominante, indicando uma associagado entre o crescimento do foliculo e o
aporte sanguineo ovariano. Neste experimento mensurou-se o0s niveis de
vascularizagdo (cm?) e percentual de vascularizagédo (%) na parede dos foliculos ao
longo do tempo e ndo foram encontradas diferengas estatisticas (P > 0,05) entre os
grupos sobre estas variaveis, como observado na Tabela 2, que contém as médias e
caracteristicas da area de vascularizagdo da parede folicular, avaliadas por
ultrassonografia modo Doppler colorido nos grupos experimentais (cabras
soropositivas e soronegativas) em cada avaliagao.
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Tabela 2. Efeito da utilizagdo ou n&o do protocolo hormonal em cabras soropositivas e soronegativas
sobre a vascularizacdo folicular, avaliadas por ultrassonografia modo Doppler colorido.

o Grupos Experimentais Média Geral
Variaveis P-valor _
GT1 (n=6) GT2 (n=6) GC1 (n=4) GC2 (n=5) (n=21)

VPFOL1 (cm?) 0,013 0,0482 0,025 0,1212 0,483 0,069

VPFOL2 (cm?) 0,083 0,210°8 0,295 0,053 0,434 0,146

VPFOL3 (cm?)  0,191° 0,1832 0,1912 0,079 0,491 0,154

VPFOL4 (cm?)  0,066° 0,2112 0,0942 0,135 0,705 0,128

VPFOL5 (cm?)  0,060° 0,110°8 0,2122 0,033 0,167 0,091

PVPFOL 1 (%) 3,650% 31,3702 11,390 45,650 0,276 27,979

PVPFOL 2 (%) 19,7002 42,6102 5,7302 28,570 0,297 27,838

PVPFOL 3 (%) 44,7702 37,5002 23,1502 40,610 0,826 36,356

PVPFOL 4 (%) 32,6702 16,4002 16,5202 21,270* 0,719 19,692

PVPFOL 5 (%) 18,1822 23,0612 24,3892 7,6842 0,178 17,565
Médias seguidas por letras minusculas distintas na mesma linha diferem entre si pelo teste Tukey a 5%
de significancia. GT1 (grupo tratamento soropositivas) e GT2 (grupo tratamento soronegativas).
VPFOL1: Vascularizagdo da parede do foliculo na avaliagdo um; VPFOL2: Vascularizagao da parede
do foliculo na avaliagdo dois; VPFOL1: Vascularizacdo da parede do foliculo na avaliagdo trés;
VPFOL4: Vascularizagdo da parede do foliculo na avaliacdo quatro; VPFOLS5: Vascularizagdo da
parede do foliculo na avaliagao cinco; PVPFOL1: Percentual da area de perfusdo sanguinea da parede
folicular na avaliagdo um; PVPFOL 2: Percentual da area de perfusdo sanguinea da parede folicular na
avaliacao dois; PVPFOL 3: Percentual da area de perfusao sanguinea da parede folicular na avaliagédo
trés; PVPFOL4: Percentual da area de perfusdo sanguinea da parede folicular na avaliagdo quatro;
PVPFOLS5: Percentual da area de perfusdo sanguinea da parede folicular na avaliagéo cinco.

Para a espécie caprina, ainda ha uma escassez de trabalhos nesta area,
avaliando a vascularizagao folicular por meio da ultrassonografia modo Doppler

colorido, bem como, em cabras soropositivas para C. pseudotuberculosis.

A ferramenta Power Doppler permitiu examinar a vascularizacdo da parede
folicular a qual, foi obtida pela porcentagem, baseada na proporgao estimada pelos
pixels coloridos na parede dos mesmos. No presente trabalho, as fémeas
apresentaram valores oscilantes para o percentual de vascularizagdo da parede dos
foliculos ao longo das avaliagdes e embora ndo tenha ocorrido diferenga estatistica
entre os grupos, foi possivel observar que préximo ao pico previsto do LH, apds a
indugao farmacoldgica, o fluxo sanguineo da parede do foliculo dominante aumentou
em ambos 0s grupos, alcangando valores de 44,7 e 42,6%. Porém, nesse estagio o
diametro médio da parede do foliculo dominante ja esta com o tamanho préximo da
ovulagao, isso justifica 0 observado no presente trabalho, no qual o fluxo sanguineo
aumenta em um ritmo maior do que a parede do foliculo dominante (GINTHER et al.
2007).

Corroborando Ferraz et al. (2019a) que observaram em vacas, no periodo pré-

ovulatério, um aumento do fluxo sanguineo folicular proporcional ao aumento do
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diametro do foliculo ovulatoério e a area de vascularizagdo da parede, além disso, os
autores também concluiram que foliculos com alta porcentagem de vascularizagéo
provém uma melhora no suprimento de substratos hormonais, metabalitos, nutrientes

e na agao de fatores vasoativos importantes no processo de maturagao folicular.

Ao longo do experimento, a espessura e perfusdo do foliculo dominante nao
diferiram estatisticamente em nenhum dos grupos avaliados, demonstrando que
cabras sadias e infectadas pela bactéria C. pseudotuberculosis nao tem alteragdes
em nivel de vascularizagdo folicular e que, sugere-se investigar outras possiveis

causas de infertilidade em cabras soropositivas para tal bactéria.
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7 CONCLUSOES

A avaliagao da dinamica folicular de cabras com linfadenite caseosa sugere que

estas sdo capazes de responder ao controle farmacoldgico do ciclo estral.

Dentro das condi¢des deste experimento, acredita-se que a onda folicular de
cabras naturalmente infectadas por C. pseudotuberculosis submetidas ou ndo ao
controle farmacolégico do ciclo estral, ndo seja influenciada pela presenca da bactéria
nos momentos de recrutamento e desenvolvimento inicial do foliculo, bem como a
vascularizacdo da parede do foliculo dominante analisada por meio do software

ImageJ.

Novas abordagens investigativas, bem como um n maior, para explicar o
mecanismo de agao de C. pseudotuberculosis sobre a dindmica folicular de cabras,

sdo necessarias para melhor elucidar a relacéo da bactéria com a dinamica folicular.
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