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A influéncia de alguns fatores na eficacia da inseminacao artificial numa
vacaria de leite de alta producgao

Resumo

Para que uma exploragao consiga atingir sucesso, um dos fatores que néo pode
ser desprezado é o maneio reprodutivo. Assim, o produtor deve assegurar que dispde
das melhores ferramentas e conhecimentos para que todos os seus animais consigam
alcangar a melhor performance reprodutiva possivel.

Assim, esta dissertagdo tem com objetivo o estudo de fatores que influenciam o
sucesso da inseminagao artificial (IA) numa vacaria leiteira de alta produgéo. Para tal,
este trabalho consiste em dois estudos observacionais retrospetivos: uma delas focada
em vacas e a segunda, em novilhas. No estudo com as vacas, os fatores estudados
foram o inseminador, o touro dador do sémen, a ocorréncia ou ndo de um puerpério
saudavel, o intervalo de tempo entre o parto e a primeira inseminagao, a condi¢cao
corporal antes do inicio do protocolo hormonal e o numero de partos de cada vaca. No
estudo envolvendo as novilhas, os fatores avaliados foram a idade das novilhas, o
inseminador, o macho dador do sémen e a utilizagdo ou ndo de um protocolo hormonal
de indugao/sincronizagao da ovulagao.

Como resultados obtidos no estudo das vacas, concluiu-se que, em termos
estatisticos, o numero de partos de cada vaca, o touro dador do sémen e o inseminador
revelaram influéncia significativa no resultado da IA. Verificou-se que a probabilidade de
a vaca ficar gestante diminuiu nas vacas multiparas, relativamente as primiparas e que,
registaram-se variacdes significativas nos resultados obtidos por cada inseminador e
por cada touro. Apesar de os outros parametros nao terem tido significancia estatistica
relativamente a taxa de gestacao, fatores como a ocorréncia ou ndo de um puerpério
saudavel e a condicao corporal antes do inicio do protocolo hormonal, observaram-se
resultados dignos de serem discutidos. Por fim, no estudo com as novilhas ndo foram
encontradas relacdes estatisticamente significativas nas relagbes estudadas, contudo
foi na mesma possivel retirar certas conclusées das relagbes estudadas. Na analise
comparativa entre as que foram sujeitas a um protocolo hormonal de sincronizacao e as
inseminadas apos detecao de cio natural, registou-se uma quebra da fertilidade das
primeiras comparativamente as segundas e, mais uma vez, foram identificadas

diferengas na taxa de sucesso da IA de cada inseminador e do touro dador do sémen.

Palavras-chave: Fatores, Inseminacgao Artificial, Novilha, Vaca.



The influence of some factors on the effectiveness of artificial
insemination in a high-production dairy herd

Abstract

In order for a farm to achieve success, one of the factors that cannot be

overlooked is reproductive management. Therefore, the producer must ensure that they
have the best tools and knowledge to ensure that all their animals can achieve the best
possible reproductive performance.
Thus, the objective of this dissertation is to study the factors that influence the success
of artificial insemination (Al) in a high-production dairy herd. To do this, this work consists
of two retrospective observational studies: one focused on cows and the second on
heifers. In the study with cows, the factors studied were the inseminator, the bull
providing the semen, the occurrence or not of a healthy postpartum period, the time
interval between calving and the first insemination, the body condition before the start of
the hormonal protocol, and the number of calvings for each cow. In the study involving
heifers, the evaluated factors were the age of the heifers, the inseminator, the male donor
of semen, and the use or not of a hormonal protocol for ovulation
induction/synchronization.

As for the results obtained in the study of cows, it was concluded that, statistically,
the number of calvings for each cow, the bull providing the semen, and the inseminator
showed a significant influence on the outcome of Al. It was found that the probability of
a cow becoming pregnant decreased in multiparous cows compared to primiparous
ones, and significant variations were observed in the results obtained by each
inseminator and each bull. Although the other parameters did not have statistical
significance regarding the pregnancy rate, factors such as the occurrence or not of a
healthy postpartum period and the body condition before the start of the hormonal
protocol showed results worthy of discussion. Finally, in the study with heifers,
statistically significant relationships were not found in the studied relationships; however,
it was still possible to draw certain conclusions from the relationships studied. In the
comparative analysis between those subjected to a hormonal synchronization protocol
and those inseminated after natural estrus detection, a decrease in fertility of the former
compared to the latter was observed, and once again, differences in the success rate of

Al were identified for each inseminator and the bull providing the semen.

Key-words: Factors, Artificial Insemination, Heifers, Cows.
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1.Introdugao

Esta dissertagao foi realizada no ambito do Mestrado Integrado da Faculdade de
Medicina Veterinaria da Universidade de Lisboa, tendo sido os dados necessarios para
a sua elaboracao obtidos e recolhidos durante o estagio curricular realizado.

O objetivo deste trabalho consistiu no estudo de fatores que influenciam o
sucesso da inseminacao artificial (IA) numa vacaria leiteira de alta produgado. Esta
dissertacdo encontra-se dividida EM dois estudos observacionais retrospetivos — o
primeiro aborda fatores que influenciam o sucesso da inseminacgao artificial em vacas
de leite, nomeadamente o inseminador, o touro dador do sémen, a ocorréncia ou nao
de um puerpério saudavel, o intervalo de tempo entre o parto e a primeira IA, a condi¢cao
corporal antes do inicio do protocolo hormonal de indugao/sincronizacdo da ovulacao e
0 numero de partos de cada vaca. O segundo estudo trabalhou os fatores que
influenciam o sucesso da IA em novilhas de leite, sendo os fatores estudados a idade
das novilhas, o inseminador, o touro dador do sémen e a utilizagdo ou ndo de um
protocolo hormonal indugao/sincronizacao da ovulacéo.

Apo6s esta  introdugcdo, segue-se o relatério das  atividades
acompanhadas/realizadas durante o estagio curricular. No que toca ao trabalho
experimental, ele faz suporte inicial de uma revisdo bibliografica sobre o
desenvolvimento e maturacéo sexual nos bovinos, referindo alguns fatores que podem
influenciar a fertilidade de bovinos de leite mencionados na literatura relevante sobre a
matéria. Apds a contextualizagdo bibliografica, sdo apresentados os materiais e
meétodos utilizados para a realizacdo deste trabalho. Em seguida, sdo expostos os
resultados obtidos, bem como a discuss@o e consideragdes acerca dos mesmos. Por
fim, sdo apresentadas as conclusdes do trabalho onde se expdem os resultados mais
relevantes, bem como as limitagbes encontradas, possibilidades de investigacao futura

e as respetivas consideracgdes finais.

2.Relatério de estagio

O estagio foi realizado na Herdade Vale de Cardeiros (J.Thymm, Lda.),
localizada na freguesia de Seda, concelho de Alter do Chao, pertencente ao distrito de
Portalegre, no periodo compreendido entre 1 de Outubro de 2022 e dia 25 de Fevereiro
de 2023, perfazendo um total de quinhentas horas. O estagio foi orientado pelo Dr. Joao
Pedro Trolha Medalhas, com a coorientagao do Doutor Jodo Nestor das Chagas e Silva.

Neste periodo de tempo foi possivel observar e acompanhar o funcionamento de
uma vacaria de leite de alta producédo e compreender o papel ativo e fundamental do
veterinario para o sucesso de uma empresa deste tipo. Algumas das tarefas

desempenhadas neste local passaram pela participagcdo na ordenha e nos testes de

1



contraste leiteiro, vacinacao, desparasitagdo e descorna de animais, recolha e envio de
material para testagem genética de novilhas e participagdo no maneio reprodutivo da
vacaria, mais especificamente através da realizagdo de exames ginecoldgicos,
diagndstico de gestagao por palpagéao transretal e com apoio ecografico e aplicagéo de
protocolos hormonais para indugao/sincronizacao da ovulagéo. Foi ainda possivel
realizar a cateterizagdo de vacas como forma de treino para o procedimento de IA e
proceder ao diagndéstico e tratamento de patologias como cetose, hipocalcémia, metrite
e endometrite clinica.

De forma a complementar as atividades realizadas na vacaria, foi ainda possivel
acompanhar o Dr. Jodo Pedro Trolha Medalhas, na prestacdo de servicos médico-
veterinarios a outras exploragbes, sendo na sua maioria vacarias de carne e
exploragdes de ovinos e caprinos. Nestas prestacoes de servigo, foi possivel realizar
tarefas relacionadas com a profilaxia e a sanidade dos animais, estando incluidas as
provas de intradermotuberculinizagdo comparada e a recolha de sangue para o despiste
de Brucelose. Além disso, beneficiou-se da possibilidade de acompanhar os exames
andrologicos em bovinos de carne e a colaborar no auxilio a um parto distocico, na
remocao de um corno a um touro de carne e num diagnéstico de hipomagnesiémia num

efetivo ovino.

3. Revisao da literatura

3.1. Maneio reprodutivo de uma exploragao leiteira de alta producgao

3.1.1 Maneio da fertilidade

O sucesso de uma exploragéo leiteira esta intimamente interligado a eficacia do
maneio reprodutivo dessa mesma exploragdo (Cardoso Consentini et al. 2021). Assim,
uma exploragéo tem de optar por estratégias que resultem na obtencdo de animais com
bons indices produtivos e que também se destaquem a nivel reprodutivo, de forma a
ser conseguida a melhor rentabilidade possivel. Contudo, no passado, esta relagao néo
era tao evidente para o produtor, que colocou a performance reprodutiva em segundo
plano em comparacao com o nivel produtivo, o que conduziu a uma selecido de animais
para uma maior producao leiteira em detrimento de outras caracteristicas importantes,
resultando num decréscimo significativo da eficacia reprodutiva (Lucy 2001; Weigel et
al. 2017). Nos dias de hoje, com o avancgo das tecnologias reprodutivas e o recurso aos
testes gendmicos, pode ser conseguida uma melhor selecdo dos animais a explorar,
sendo possivel selecionar para as caracteristicas mais desejaveis para o produtor, tendo

em consideragao o grau de heritabilidade das mesmas (Garcia-Ruiz et al. 2016).



De um ponto de vista econdmico, segundo um estudo realizado em 2010, 88%
das receitas geradas por uma exploracao leiteira devem-se a venda do leite produzido
e, aproximadamente 12%, resultam da venda de animais (Santos et al. 2010). Tendo
em conta que estas duas fontes de receita estdo intimamente ligadas a eficiéncia
reprodutiva, percebemos assim a importancia da eficacia do maneio reprodutivo para a
manutencdo de uma situacao financeira favoravel na exploragdo. Assim sendo, ao
investir de forma correta em estratégias de maneio reprodutivo, o produtor conseguira
recuperar o seu investimento mais facilmente ao aumentar os seus lucros através do
aumento das vendas de leite e do valor pelo qual os seus animais séo vendidos. Além
do mais, ira reduzir os custos ligados a obtencdo de animais de substituicdo e melhorar
o aproveitamento de materiais e consumiveis ligados ao processo de maneio
reprodutivo (Ribeiro et al. 2012; Cabrera 2014).

3.1.1.1 Inicio do trabalho reprodutivo nas novilhas

De forma a alcancar a maturidade sexual e iniciar a sua vida reprodutiva, as
fémeas devem sofrer uma evolugdo que consiste na maturagdo do seu sistema
reprodutivo e dos 6rgaos envolvidos na regulagao hormonal da reprodugéo, de forma a
garantir que apresentam as condigdes fisicas e fisioldgicas, necessarias para completar

com sucesso, todas as etapas até ao parto.

3.1.1.1.1. Periodo pré-pubere e puberdade

Uma fémea atinge a puberdade quando tem uma ovulagdao acompanhada de
comportamento de cio, seguida de uma fase lutea de duragdao normal (Atkins et al.
2013). Na maioria dos casos, a puberdade néo coincide com a primeira ovulagéo. Por
norma, as ovulagbes anteriores ao estabelecimento da puberdade nao tém uma fase
litea normal, devido a produgdo de Prostaglandina F2alfa (PGFx) libertada pelo
endomeétrio. Isto acontece porque, naquele momento, o endométrio tem uma grande
concentracdo de recetores de oxitocina e, uma redugdo da sensibilidade desses
recetores apenas acontece com uma exposi¢cdo mais prolongada a progesterona (P4)
(Hunter 1991) Assim, a ovulagdo que estabelece o inicio da puberdade pode ser
comprovada por mensuragdes sucessivas dos niveis de P4 superiores a 1 ng/mL.
Contudo, ha que ter em consideracao a existéncia de diversos fatores que influenciam
o momento em que este evento ocorre, incluindo a raga, a nutricao, a estacéo do ano e
0 maneio geral da exploracgéo.

Durante a fase pré-pubere existe uma libertagdo de baixa frequéncia da
gonadoliberina (GnRH) pelo hipotalamo, aumentando de frequéncia ao longo do tempo.

O aumento desta hormona ira gerar uma elevagao da frequéncia pulsatil da hormona
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luteinizante (LH) por parte da adeno-hipdfise, o que conduzira, por fim, a ovulagdo de
um foliculo pré-ovulatério.

Neste periodo, verifica-se um “feedback” negativo exercido sobre a LH por parte
do estradiol folicular. Porém, a medida que a fémea se aproxima da puberdade, a
influéncia deste “feedback” vai sendo cada vez menor (Day et al. 1984). A redugéo deste
“feedback” deve-se a uma reducdo de recetores para o estradiol no hipotalamo, o que
leva a um aumento da libertagao pulsatil de LH, cerca de 50 dias antes da puberdade.
Esta sequéncia de eventos ira permitir que haja um “feedback” positivo entre a libertacao
de LH e a producdo de estradiol, aumentando esta ultima o que leva a maturacdo e
crescimento uterinos e, por fim, a ocorréncia do pico pré ovulatério de LH (Day et al.
1987).

Porém, a producao de GnRH ja ocorre bastante antes daquele intervalo de 50
dias que precede a puberdade, sendo que a libertagcdo desta hormona € positivamente
afetada pela kisspeptina (Cardoso et al. 2020) Este neuropéptido encontra-se num
conjunto de neurdnios denominados de KNDy, localizados no hipotalamo e ligados aos
neurénios responsaveis pela libertagdo da GnRH. Os neurénios KNDy produzem trés
tipos de péptidos diferentes — kisspeptina, neurokinina B e dynorphina — que se
controlam mutuamente através de sistemas de “feedback”. A neurokinina B vai estimular
a libertacao da kisspeptina e, com a ativacdo do neurénio, ira ocorrer uma libertacdo da
dynorphina, levando por sua vez a inibicdo da libertagdo da kisspeptina (Lehman et al.
2010). Um trabalho realizado em 2008 com novilhas Holstein pré-puberes, demonstrou
que a administracdo endovenosa de kisspeptina induziu um aumento significativo da
concentracao de LH e GnRH plasmaticas (Kadokawa et al. 2008), fundamentando a
importancia do papel daquele elemento no periodo pré-pubere. Diversos estudos
realizados noutros mamiferos, como ratos (Kirilov et al. 2013) e ovelhas (Redmond et
al. 2011), demonstraram a importancia deste mensageiro na libertacdo da GnRH e da
LH, para que os animais atingissem a puberdade levando a ativacao e estimulagdo do
eixo hipotalamo-hipofisario (Redmond et al. 2011), e por demonstrar que 0s mesmos a
nao atingiam a puberdade, com a delecado dos recetores para a kisspeptina (Kirilov et
al. 2013).

Outro elemento importante para o correto funcionamento do sistema enddcrino
€ o estado metabdlico da novilha, fortemente influenciado pelo aporte alimentar.
Substancias como a insulina, a leptina e o fator de crescimento insulinico tipo-1 (IGF-1)
promovem um feedback positivo sobre os neurénios libertadores de GnRH (Williams et
al. 2018). Entre eles, a leptina é aquela que demonstra ter um papel de maior relevancia,
tendo a capacidade de modular a resposta hormonal ao nivel do hipotalamo através do

controlo da libertagdo do neuropéptido Y (NPY), da propiomelanocortina (POMC) e do
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peptideo relacionado com o agouti (AgRP). A libertagdo de GnRH vai ser inibida pelo
NPY e pelo AgRP, e estimulada pelo POMC (Cardoso et al. 2020). Esta estimulagao é
feita diretamente nos neurédnios libertadores da GnRH pela hormona estimuladora dos
melandcitos tipo a (a-MSH) que tem como o precursor a POMC (Roa and Herbison
2012). Alguns estudos, realizados com outras espécies, comprovaram que a leptina
consegue regular a expressdo da kisspeptina, por existir uma comunicagédo entre as
células da mesma e as das NPY e POMC, modulando assim, tanto a resposta
reprodutiva como a metabdlica (Backholer et al. 2010; Ronnekleiv et al. 2019). Visto que
a leptina € uma hormona metabdlica produzida nos adipécitos, o regime alimentar das
novilhas é bastante importante para alcancar a puberdade. Em 2014, foi realizado um
estudo entre dois grupos de novilhas, em que um deles foi sujeito a uma dieta rica em
concentrado que promovia um aumento de 1 kg/dia de peso corporal, enquanto que o
segundo grupo consumiu uma dieta que aumentou o peso corporal em 0,5 kg/dia,
concluindo-se que o grupo alimentado com a dieta que promovia um maior aumento do
peso corporal por dia alcangou a puberdade mais precocemente (Cardoso et al. 2014).

Durante estes dois periodos da vida de uma novilha, a hormona foliculo-
estimulante (FSH) mantém se em niveis relativamente constantes, o que demonstra que
nao é um elemento determinante no desencadear da puberdade (Gonzalez-Padilla et
al. 1975). Estes autores demonstraram igualmente que a P4, apesar de existir em baixas
concentragoes, apresenta dois picos no periodo pré-pubere que antecedem o pico pré-
ovulatério de LH, o que comprovou a influéncia daquela hormona no desencadeamento
do processo que leva a primeira ovulacao.

Durante estes periodos ocorre também o desenvolvimento do utero e dos
ovarios. O utero tem um desenvolvimento bifasico, aumentando de forma bastante
acelerada nas primeiras semanas de vida, sendo o processo de crescimento
gradualmente mais lento até atingir um plateau por volta das 24 semanas de idade e,
posteriormente, retomado perto das 32 semanas até as 60 semanas de idade. O
desenvolvimento do utero esta assim correlacionado com o aumento dos niveis de
estradiol (E2) que é produzido pelos foliculos que se desenvolvem no ovario, que

revelam igualmente, um crescimento bifasico (Honaramooz et al. 2004).

3.1.1.1.2. Maturidade sexual

Apods a ovulacdo que estabelece a puberdade nas novilhas, estas fémeas apesar
de ja serem capaz de se reproduzirem, ndo estdo capacitadas para assegurar uma
gestacdo até termo, com o mesmo nivel de sucesso, que outras novilhas mais velhas.
As novilhas de diferentes ragas atingem a puberdade entre os 55 a 60% do peso

corporal de uma vaca adulta da sua raga. Porém, de forma a assegurar que tém a
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estrutura fisica adequada para conseguirem manter uma gestagao, deverao atingir um
patamar de 65% do peso corporal da vaca adulta, para que no final da gestagao
alcancem os 85%, permitindo assim um parto mais facil (Estill 2021). Para além disto, a
qualidade do odcito gerado nas primeiras ovulagdes nao € tdo boa, quanto os de uma
novilha mais velha. Tal facto foi comprovado num trabalho experimental que comparou
as taxas de concecado de novilhas que foram inseminadas no seu primeiro ciclo de
puberdade e, outras no seu terceiro ciclo, tendo sido registado um aumento de 21% da

taxa de gestagao do primeiro para o terceiro ciclo (Byerley et al. 1987).

3.1.1.2. Beneficiagao e diagnéstico de gestacao

Apds uma avaliagdo realizada pelo médico veterinario, que vai assegurar que as
fémeas examinadas revelam as condigdes necessarias para serem inseminadas com
sucesso, levarem uma gestacao até termo, vindo a parir sem problemas, elas poderao
ser beneficiadas. Apods esta, torna-se necessario averiguar se houve ou ndo sucesso.
Para tal, € fundamental o diagnéstico de gestagdo. Numa vacaria, € muito importante
que sejam precocemente identificadas as fémeas que nao ficam gestantes, de forma a
minimizar as perdas econémicas da exploragao.

Este exame de diagndstico de gestagdo, deveria permitir identificar se uma
fémea néo ficou gestante, ainda antes de ela revelar um retorno ao cio, de forma a poder
ter outra oportunidade de gestacdo o mais rapidamente possivel, minimizando assim o
intervalo entre partos (Christiansen 2021). Este autor refere ainda que o exame deve
ser pouco invasivo e de simples execucao e interpretagao, tendo o propédsito de auxiliar
ao maximo o produtor nas decisdes a serem tomadas em termos de maneio reprodutivo.
Tal exame podera fornecer informagbes que irdo auxiliar esse processo, tais como a
fase gestacional, o sexo fetal ou a presenca de patologia, quer na vaca, quer no
embrido/feto. Atualmente, existem trés métodos que permitem a realizacdo do o
diagnostico de gestacdo numa fémea bovina e, apesar de nenhum deles ser
considerado perfeito, todos possuem as suas vantagens e desvantagens (Christiansen
2021). Eles sdo a palpagado transretal, a ecografia transretal e os doseamentos
hormonais. De seguida, serao abordados estes tipos de exame, sendo referidas as
vantagens e limitagcdes de cada um.

O exame por palpacao transretal € um dos métodos mais populares para a
detecao e confirmagao de uma gestagao. Isto deve-se ao facto de ser um dos exames
para o qual mais médicos veterinarios possuem treino para o efetuar, devido ao baixo
custo por animal e pela alta sensibilidade e especificidade que o mesmo revela (Fricke
et al. 2016). Neste caso, a confirmagao de uma gestacado pode ser conseguida a partir

do trigésimo dia da beneficiagcao, visto que consiste na palpacao de estruturas que sé
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se encontram em fémeas que estdo gestantes, sendo algumas palpaveis em fases mais
precoces que outras. Estes achados séo: o deslize da dupla membrana (membrana
corio-alantéide), detetavel a partir dos 30-32 dias; a vesicula amnidtica, palpavel entre
os 32-35 dias; o feto, palpavel a partir dos 55-60 dias; e os placentomas, palpaveis por
volta dos 75-80 dias, por técnicos bastante experientes, sendo mais facilmente
palpaveis a partir dos 90 dias (Christiansen 2021). Se nenhum destes achados for
detetado, presume-se que a fémea esta ndo-gestante. O autor refere ainda que existem
mais trés sinais que podem ajudar na confirmagao da gestagao: o aumento do tamanho
do corno uterino e presenca de fluido no seu interior; a imobilizacdo e deslocacgao cranial
do cérvix, provocado pelo aumento do peso do utero; e o aumento assimétrico do
diametro da artéria uterina ipsilateral ao corno uterino mais dilatado e ao ovario contendo
o corpo luteo (CL) (gravidico), por via da necessidade de um maior aporte sanguineo
(Christiansen 2021). Nao obstante das vantagens apresentadas, este exame apresenta
alguns inconvenientes. Apesar de ser um exame que permite um diagndstico a partir
dos trinta dias de gestagao, ndo permite que sejam identificadas as fémeas em que a
inseminacao artificial (IA) ndo teve sucesso, antes de retornarem ao cio. Outras
desvantagens incluem o risco de transmissdo de doencas a fémea e ao concepto
durante a palpacao (Christiansen 2021), e a possibilidade de o lesionar, resultando em
morte embrio-fetal (Fricke et al. 2016). Os dois ultimos potenciais riscos deste exame
tém sido abordados por diferentes autores, com resultados distintos. Os dois agentes
mais estudados neste dmbito incluem o virus da diarreia bovina (BVD) e o virus da
leucose bovina (BLV). Um trabalho realizado em 2006 demonstrou a seroconversao de
trés novilhos num grupo de quatro, apds estes terem sido palpados com uma luva de
palpacido previamente contaminada com sangue de um animal positivo para a BLV,
durante um periodo de trés minutos por semana, durante quatro semanas (Kohara et al.
2006). Apesar da confirmacao da transmissao através deste exame, a probabilidade de
transmissao de BLV em situagdes de rotina diaria continua pouco clara (Kuczewski et
al. 2021). No que concerne ao BVD, foi realizado um trabalho onde dez novilhas
negativas foram mantidas lado a lado. Depois de ter sido palpada por via retal, uma
novilha persistentemente infetada (PI), foram palpadas um total de oito novilhas do
grupo, deixando-se duas como grupo de controlo. As palpacdes foram feitas em trés
momentos distintos: no primeiro momento, palparam a novilha 1 até a 3; no segundo,
utilizando uma nova luva e procedendo a uma nova palpacado da PI, palparam as
novilhas 5 a 7; e, por fim, palparam, outra vez com uma nova luva e nova palpacao da
Pl1, as novilhas 9 e 10. Deste estudo, resultou que todas as novilhas palpadas mostraram
sinais ligeiros de BVD e houve seroconversao, enquanto que as que nao foram palpadas

mantiveram-se negativas (Lang-Ree et al. 1994). Assim, em exploragbes com registo
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de fémea PI, devem ser tomadas medidas de precauc¢ao de modo a evitar a transmissao
desta doenga (Christiansen 2021).

Quanto a possibilidade de existir morte ou lesdo embrionaria provocadas pela
manipulacdo da vesicula embrionaria ou por lesées membranares, os varios estudos ja
realizados tém registado resultados antagonicos. Um trabalho demonstrou que fémeas
palpadas antes dos 45 dias de gestacdo apresentavam uma maior taxa de perdas de
gestacao que as palpadas numa fase mais avancada da gestagéo: as vacas palpadas
antes dos 35 dias tiveram perdas de gestagédo no valor de 5,8%, as palpadas entre os
35 e os 45 dias, tiveram 6,0%; e vacas palpadas depois desse dia, tiveram perdas de
apenas 0,8% (Paisley et al. 1978). Contudo, estudos mais recentes apontam para que
a palpacao transretal nao tenha um impacto significativo na morte embrio-fetal, como é
no caso do ensaio publicado em 2017, que ndo registou diferengcas nas perdas do
concepto, no numero de vitelos nascidos e anormalidades a nascenga, em fémeas
sujeitas a palpacéo transretal, comparativamente as que tiveram o diagndstico feito por
ecografia transretal (Romano et al. 2017). Pode, entao, sugerir-se que o efeito que a
palpacao transretal tem na mortalidade embrio-fetal € negligenciavel, a luz dos trabalhos
mais recentes.

A ecografia transretal € o outro método de diagndstico direto, sendo um exame
gue pode ser realizado mais precocemente que o exame por palpacéo transretal. Um
meédico veterinario experiente, em condigbes de campo, pode realizar este exame a
partir dos 24 dias pds-IA e conseguir confirmar ao produtor que a fémea nao esta
gestante, com uma eficacia de 89% aos 24 dias, alcangando os 99%, ao dia 26 (Romano
et al. 2006). Trata-se de um método pouco invasivo, que requer uma menor manipulagcao
do embrido, o que se traduz numa baixa incidéncia de morte ou lesdo do concepto
(Romano et al. 2017). Para além da vantagem de poder ser realizado mais
precocemente, este exame também permite avaliar diversos parametros gestacionais
importantes. Sendo possivel, a semelhanga do exame realizado por palpagéao transretal,
a identificacdo de estruturas ovaricas, onde a presenca de um CL é um possivel
indicador de gestacdo. Caso a gestacido nao seja confirmada, este exame pode auxiliar
o veterinario e o produtor na decisdo a tomar para que a fémea fique gestante o mais
rapidamente possivel (Fricke et al. 2016). A ecografia possibilita ainda a identificagédo
de gestacées gemelares e a determinacdo do sexo fetal, que muitas vezes sao
informacgdes bastante importantes para o produtor. Como foi referido anteriormente, este
exame permite identificar fémeas nao gestantes com alguma facilidade. Porém, afirmar
que o animal esta gestante é mais dificil. Para comprovar isto, foi realizado um trabalho
experimental numa exploracao leiteira onde cerca de 2.000 vacas foram examinadas

aos 29 dias pos-IA por ecografia transretal para a presenga de um CL, do aumento do
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volume de liquido uterino e da presenca de um embrido ou de batimento cardiaco. Neste
estudo, concluiu-se que as vacas que foram tidas como gestantes aos 29 dias pds-IA
apenas por analise do aumento do volume de liquido uterino e presenga de um CL sem
detecdo de um embrido ou batimento cardiaco, revelaram uma probabilidade 3,8 vezes
maior de estarem ndo gestantes, aos 74 dias pds-IA (Giordano and Fricke 2012). Assim,
estes autores concluiram que o diagnostico ndo deve ser decidido antes de ser
visualizado o embrido e detetado o seu batimento cardiaco, de forma de potenciar a sua
precisédo, devendo o técnico estabelecer qual considera ser o dia pds-IA, a partir do qual
consegue obter melhores resultados.

A realizagado de doseamentos hormonais € uma forma indireta de conseguir o
diagndstico de gestagéo (ou de ndo-gestagao) nos bovinos, uma vez que estes testes
detetam a presenca/auséncia de hormonas ou moléculas especificas associadas a
gestacdo que podem estar em circulacdo ou no leite, da fémea testada. Existem
diferentes tipos de testes, onde pode ser determinada: a concentragao de P4, a presenga
de glicoproteinas associadas a gestacdo (PAGs), o fator de gestagao precoce (EPF) ou
a detecdo do interferdo tau (Cain Dempsey 2021). Contudo, estes exames ndo sao
muito utilizados na pratica devido a alguns fatores. Por vezes, eles conseguem
identificar uma fémea n&o gestante antes desta retornar ao cio. No entanto, séo exames
que, na maior parte das vezes, exigem a recolha e envio de uma amostra para
laboratério, fazendo com que nao tenham uma resposta rapida, enquanto apresentam
um encargo financeiro superior. O facto de estes testes terem uma especificidade alta,
mas uma sensibilidade baixa, aumentam as hipéteses de falsos positivos, o que acentua
ainda mais o facto de ndo serem uma prioridade para os produtores (Fricke et al. 2016;

Cain Dempsey 2021).

3.1.1.3. Pré-parto e parto

Na altura do pré-parto (ou periodo de transigao), a vaca ja se encontra no periodo
seco. Trata-se de um periodo que varia entre os 50 e os 70 dias em que a vaca &
induzida a ndo produzir leite e esta dividido em trés fases: o periodo de secagem (os
primeiros 4 a 10 dias), o periodo seco (30 a 40 dias) e o periodo de transigéo (ultimos
14 a 21 dias) (Roy and Ghosh 2015). As vacas secas devem ser colocadas num parque
separado das que continuam a produzir e devem ser estabuladas em grupos. E
importante que este parque seja limpo e seco, visto ser um periodo onde as vacas se
tornam mais suscetiveis a doengas como as mastites. Durante esta fase, é importante
assegurar uma nutricao correta, de forma a que consigam ter uma condigao corporal
que facilite o parto e que permita um periodo pds-parto menos problematico. Garantir

tal facto torna-se um desafio devido a redugdo da capacidade de ingestao de matéria
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seca das vacas neste periodo, em virtude do crescimento do vitelo e das alteragdes
hormonais, pelo que é necessaria uma alimentacio de boa qualidade e com a utilizagao
de concentrados que permitam suprir as suas necessidades nutricionais (Roy and
Ghosh 2015). O periodo seco € uma fase apropriada para a vacinagdo e a
desparasitacdo das vacas, de modo a assegurar a protegcéo, quer da mae, quer da cria,
contra a Rinotraqueite Infecciosa Bovina (IBR), a BVD e os agentes causadores das
diarreias neonatais. Na vizinhanga do parto, as fémeas devem ser transferidas para a
maternidade, dando tempo para elas se habituarem ao novo espaco de forma a que nao
estejam sujeitas a esse stress na fase do parto. A maternidade deve ser um local que
permita que a fémea se sinta confortavel e que seja facil de abordar e isolar a futura
mae, no inicio do parto, caso seja necessario. Estas instalagbes devem permitir que
todos os animais consigam ter acesso a agua, alimento e, area necessaria, sem que
para tal, tenham que lutar, devem ter uma boa iluminacéo e serem limpas e secas, com
camas de palha confortaveis, podendo ter uma fina camada de areia por baixo da palha

de forma a aumentar a aderéncia e evitar acidentes (Blowey 2016).

3.1.1.4. Intervalo entre partos

O intervalo entre partos é um paradmetro analisado em todas as exploracdes
bovinas, sendo um indicador bastante importante para a avaliagdo da eficiéncia
reprodutiva de uma exploragéo (da Costa et al. 2011). Estes autores referem ainda que
este periodo é composto por duas partes e que, idealmente, ndo deve ter mais de 365
dias. Por um lado, inclui o tempo da gestacdo que, em meédia, € de 285 dias.
Adicionalmente, engloba o intervalo compreendido entre o parto e a nova concegéo,
sendo este o lapso temporal que mais pode variar e, que podera ser controlado através
de um maneio correto da vaca. Nao obstante, esta fase é afetada por diversas variaveis
e 0s responsaveis pela exploracido tendem a definir um periodo voluntario de espera em
que as vacas nao sdo inseminadas, para recuperarem do balanco energético negativo
que se faz sentir neste periodo critico, para terminarem a involugao uterina e reiniciarem
a atividade ovarica normal (Chen et al. 2015). Um trabalho realizado em 2022
demonstrou que o aumento do numero de dias do periodo voluntario de espera é
benéfico para o retorno a ciclicidade ovarica (Ma et al. 2022). Contudo, € importante
para o sucesso da exploragcédo saber balancear os prds e os contras desta medida e o
periodo voluntario de espera mais adequado a adotar. Ao alongar-se em demasia o
periodo voluntario de espera, o produtor corre o risco de ndo conseguir cumprir com um
intervalo entre partos igual ou inferior a 365 dias, pois em caso de insucesso na primeira
beneficiacdo pds periodo voluntario de espera, a janela temporal para uma nova

oportunidade com sucesso e um bom intervalo entre partos, fica bastante reduzida. Por
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outro lado, se o periodo voluntario de espera for demasiado curto, a vaca pode ainda

nado estar apta para que a IA tenha sucesso.

3.1.1.4.1. Anestro poés-parto

O anestro pos-parto é o periodo de tempo de aciclia em que ndo ha evidéncia
de cio nas vacas recém-paridas, sendo que o mesmo, muitas vezes, se prolonga por
todo o periodo voluntario de espera e pode até fazer com que este intervalo aumente.
Isto deve ser evitado para permitir que a vaca tenha varios ciclos ovaricos normais antes
de ser beneficiada para uma nova gestagao (Ambrose 2021). Muitas vezes, o anestro
pos-parto pode ser reduzido, ndo tendo impacto direto na duragéo do periodo voluntario
de espera, como o refere um estudo realizado em bovinos leiteiros, que demonstrou que
cerca de 90% de todas as vacas do ensaio ja tinham retomado a atividade ovarica ao
fim de nove semanas. Contudo, o mesmo estudo salientou que as vacas que retornaram
a essa atividade ciclica, mais cedo, experienciaram maior sucesso ao serem sujeitas a
IA, apés o periodo voluntario de espera terminar (Bruinjé et al. 2017), o que demonstra
a importancia da reducao do periodo de anestro pos-parto.

E de notar que o impacto deste periodo é mais relevante nas vacas com
producgdes leiteiras mais baixas. No caso de vacas de alta producéo, na eventualidade
de levarem mais tempo a ficarem gestantes, é possivel que possam ser mais lucrativas
ao produtor, dado que a sua producgéo ao ser mais elevada permite um maior retorno
econdmico que as vacas com uma producéo leiteira inferior (Ambrose 2021). Este autor
refere ainda que as causas do anestro pos-parto sdo multifatoriais, e podem ser
distribuidas por cinco categorias: fisiolégicas, nutricionais, de maneio, ambientais e

patolégicas. Seguidamente serao abordadas algumas das causas de maior importancia.

3.1.1.4.1.1. Nutricao

A nutricdo da vaca é um dos fatores determinantes na duragao do anestro pés-
parto, ja que logo apds o parto ira ser necessario um significativo nivel de energia para
a producao de leite. Esta condicao, aliada ao facto de no periodo perinatal as fémeas
revelarem um défice da ingestdo de matéria seca, necessaria para satisfazer as suas
necessidades energéticas, leva a que as mesmas padecam de um balanco energético
negativo (BEN) (Ambrose 2021).

Durante o periodo em que as vacas se encontram em BEN ocorre uma elevagao
dos valores da hormona do crescimento (GH), enquanto que por outro lado a insulina e
a IGF-1 revelam niveis bastante reduzidos (Lucy 2007). Este aumento da GH promove
a gluconeogénese ao nivel hepatico e uma lipolise, aumentando assim o nivel dos

acidos gordos nao esterificados (NEFAS). O aumento conjunto dos NEFAS e da GH
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desencadeia uma antagonizagdo dos efeitos da insulina, dando origem a uma
resisténcia a esta ultima, o que direciona o uso da glucose maioritariamente para os
tecidos mamarios (Lucy 2007). Como ja foi referido, sabe-se que o metabolismo tem um
grande impacto na fertilidade e, como tal, vacas que estejam em stress metabdlico,
como € o caso do periodo pds-parto, ttm uma menor concentragéo de gonadotrofinas,
provocada pelo baixo nivel de insulina e de IGF-1. Além disto, acresce ainda o facto de
as células da granulosa e da teca possuirem recetores para a IGF-1, o que revela a
importancia deste fator para o crescimento e desenvolvimento foliculares (Lucy 2000).
Tudo isto leva a uma diminuigdo da produgéo dos niveis de estrogénios (E2) pelo
foliculo, hormonas fulcrais para que ocorra a ovulagdo. Ha ainda, com o aumento da
producgao leiteira, uma maior atividade hepatica e, consequentemente, um aumento do
metabolismo dos esteroides, reduzindo-se os teores de E, e de P4 a nivel sanguineo
(Butler 2003), A conjuncao destes eventos conduz a uma diminuicdo da atividade ao
nivel do sistema hipotalamo-hipofisario e, consequentemente, a uma menor libertagao
de gonadotrofinas e a um atraso no reinicio da atividade ovarica normal.

Ha formas de tentar reduzir o impacto do BEN no anestro pds-parto, que
consistem essencialmente numa restricao dos niveis energéticos da dieta fornecida as
vacas no periodo seco. Um ensaio realizado em 2006 demonstrou que vacas, apesar
de terem sido sujeitas a uma alimentacdo com niveis energéticos baixos durante o
periodo seco, apresentaram durante esse periodo, um consumo de matéria seca mais
reduzido, um aumento dos NEFAS e um nivel de glucose reduzido, em comparagao
com as que tiverem uma alimentacéo ad libitum. No periodo pds-parto, os resultados
inverteram-se, tendo as vacas que anteriormente tinham sido alimentadas com a dieta
restritiva ingerido maiores quantidades matéria seca, revelando adicionalmente uma
reducdo dos NEFAS, facto que pode levar a uma reducdo do anestro pds-parto por

causas nutricionais (Douglas et al. 2006).

3.1.1.4.1.2. Patologias do periodo puerperal

Existem diferentes patologias que podem afetar a duragdo do anestro pés-parto.
De seguida, vao ser expostas algumas das afe¢gdes que podem estar na sua origem.

A inflamacao uterina revelou ser um fator importante para o atraso do retorno a
ciclicidade ovarica normal apés o parto. Com um nuamero elevado de bactérias no limen
do utero, ira coexistir um nivel elevado de lipopolissacarideos bacterianos (LPS) em
circulacao. Esta condicao resulta em alteragbes fisicas, devido a reagao inflamatéria ao
nivel das paredes uterinas com a chamada de polimorfonucleares neutréfilos(PMN), e
acao das citoquinas e quimioquinas, produzidas pelo endométrio, apds a detecao dos

LPS pelos recetores endometriais, bem como de alteragbes enddcrinas, o que em
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conjunto levam a uma redugao do desempenho reprodutivo (Sheldon et al. 2009). Com
a presenca de LPS em circulagado, ocorre uma modulagdo hormonal, em que a GnRH e
a LH sofrem uma reducdo nos seus niveis de producdo. Porém, os niveis de FSH
mantém-se inalterados, ou seja, apesar de existirem ondas de desenvolvimento
folicular, embora mais lentas, dada a influéncia dos LPS sobre as células da granulosa
e a uma produgao de E, mais reduzida (Williams et al. 2007), dificiimente ocorrera uma
ovulagao (Sheldon et al. 2009). No entanto, caso ela ocorra antes da redugao da carga
bacteriana presente no trato reprodutivo, a circulagdo de LPS provoca uma inversao da
produgcédo da PGFy, para produgdo de prostaglandina E; (PGEy), pelas células do
endométrio. Esta ultima, leva a manutencao do corpo luteo por um periodo de tempo
mais prolongado, o que explica as fases luteas de longa duragdo em algumas vacas
com inflamagéo uterina pds-parto (Sheldon et al. 2009).

O numero de PMN no utero é regularmente utilizado como método de definigao
de inflamagéo uterina. Um estudo referiu que vacas com um maior numero de PMN
tinham um intervalo entre o parto e a primeira ovulagdo 13 dias superior (45 dias),
quando comparadas com vacas que nao apresentavam sinais de inflamagéo uterina (32
dias) (Dourey et al. 2011).

Ha a registar, também, a influéncia de outras afe¢cdes que podem ocorrer na
altura do parto, como é o caso do parto distécico, do parto gemelar ou de partos com
nado-mortos/abortos, ou no pds-parto recente, como a retengao placentaria, que podem
levar a um adiamento do retorno a ciclicidade (Ambrose 2021). Demonstrou-se que
fémeas com este tipo de complicagdes tinham uma probabilidade trés vezes mais
elevada de ter um intervalo entre parto e retorno a ciclicidade mais longo, que as que
tinham um parto e um periodo peri parto considerados normais (Opsomer et al. 2000).
Estes disturbios levam a patologias do trato reprodutivo, em que a parede uterina sofre
lesbes mais importantes que as que ocorrem apdés um parto eutoécico. A involugao
uterina atrasa-se e 0 ambiente uterino torna-se adequado a colonizag&o bacteriana e ao
desenvolvimento de uma resposta inflamatéria, com as suas consequéncias, ja
anteriormente mencionadas, sendo esta a principal razdo da perturbacdo da atividade
ovarica (Djuricic et al. 2012).

Doencas como mastites, laminites, pneumonias ou os problemas metabdlicos,
como a cetose, foram identificados como sendo patologias que afetam a capacidade de
a vaca retornar a ciclicidade normal (Ambrose 2021). Este retorno é grandemente
afetado pela reducédo do consumo de matéria seca, o que associado a doencas com
manifestacao clinica, leva a que a vaca venha a sofrer de BEN (Opsomer et al. 2000).
Estes autores salientaram que estas doencas, no seu conjunto, excluindo a cetose,

contribuem para uma possibilidade 5,4 vezes superior de aumentar o intervalo até a

13



primeira ovulacdo, sendo que a cetose pode contribuir para uma probabilidade 11 vezes

maior a que tal ocorra, em comparagao com vacas saudaveis.

3.1.1.4.1.3. Producao Leiteira

Ao longo dos ultimos anos, tem sido postulado que o aumento da capacidade de
producdo das vacas leiteiras tem sido alcancado em detrimento de outras
caracteristicas, incluindo a reprodugao. Sabe-se agora que todas estas caracteristicas
sdo grandemente determinadas geneticamente e que a correlagdo entre a producao
leiteira e a aptidao reprodutiva ndo esta assente numa unica ligagdo. Assim, com a
correta selegéo de certas caracteristicas genéticas, pode conseguir-se uma melhoria de
ambos os parametros, em simultédneo (Berry et al. 2016). Dois trabalhos referiram, na
discussao dos seus resultados, os pontos que favorecem a teoria de que um maior nivel
de producao leiteira podera ndo afetar o retorno a ciclicidade de forma tao direta. No
primeiro, as vacas foram divididas em dois grupos, tendo como base os valores dados
pelo indicador “305-Day Mature Equivalent Milk Production” o primeiro grupo incluiu
vacas com producdes entre os 5.000 e os 9.500 kg de leite, enquanto que o segundo
era constituido por vacas que produziam mais de 9.500 kg de leite nesse mesmo
intervalo. Verificou-se que, no primeiro grupo, por cada aumento de 100 kg de leite, no
intervalo de tempo definido, havia uma diminuigdo da anovulagdo de 2% e que, no
segundo grupo, aquele risco nao aumentou com o aumento da producao (Walsh et al.
2007). No segundo ensaio, foi evidenciado que as vacas que estavam no quartil inferior
do nivel de producéo, nos primeiros 90 dias pos-parto (32,1 kg/dia) apresentavam uma
maior probabilidade de nao retornarem a ciclicidade aos 65 dias pds-parto que as vacas
com os quartis de produgao mais elevados (39,1 kg/dia, 43,6 kg/dia, 50,0 kg/dia) (Santos
et al. 2009). Estes resultados parecem sugerir que o nivel de produgdo nao afeta
diretamente a capacidade de as vacas deixarem o anestro pés-parto. Ao invés disto,
revelam a incapacidade das fémeas de conseguirem consumir matéria seca suficiente

para suprir as suas necessidades energéticas, entrando em BEN (Ambrose 2021).

3.1.1.4.2. Reinicio da atividade ciclica

Durante a gestag&o, os niveis de P, e de E: sdo bastante elevados, o que
potencia um efeito inibidor sobre o eixo hipotalamo-hipdfisario, que permite a
manutencéo da gestagdo, sendo que o aumento dos niveis de E> é em muito, superior
ao dos de P4 (Ambrose 2021). Este aumento de ambos os esteroides leva a uma
estimulacdo continua da GnRH e consequentemente da LH, que vai fazer com que,
mesmo que 0 mecanismo de libertacdo desta ultima hormona esteja preservado, haja

um esgotamento das suas reservas (Nett 1987). Tal ndo acontece com a FSH, que
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mantém a sua concentracéo baixa no periodo pré-parto, contudo apds o parto existem
picos de libertagdo de FSH que sdo associados ao surgimento de ondas de
desenvolvimento folicular (Crowe et al. 1998).

Estas alteragbes vao fazer com que, no periodo pos-parto, seja necessario um
periodo de tempo para que a harmonia deste complexo sistema hormonal volte a ser
restabelecida. Na proximidade do parto, os niveis de P4 comegam a diminuir, enquanto
que os niveis de E» s6 decrescem apds o parto (Robertson 1974), coincidindo com a
expulsédo das secundinas, que incluem a placenta, a grande produtora desta hormona.
Com a diminuigéo do teor destas hormonas, o eixo hipotalamo-hipéfisario deixa de estar
bloqueado, podendo aos poucos voltar ao seu funcionamento normal (Ambrose 2021).
A partir do terceiro dia pds-parto, forma-se uma nova onda folicular (Crowe et al. 1998)
que, para a sua progressao, ira necessitar do normal funcionamento da FSH e LH, o
que ainda nao esta assegurado por via do esgotamento da LH durante a gestagéo. Os
picos de LH nesta fase inicial sdo de baixa frequéncia, pelo que de modo a serem
atingidos niveis de armazenamento suficientes para a ocorréncia de picos de LH com a
frequéncia normal, é necessario um periodo de pelo menos trés semanas, periodo este
que podera variar de acordo com os fatores ja referidos que condicionam o reinicio da
atividade ovarica normal (Ambrose 2021).

Um outro ensaio demonstrou que pode existir uma influéncia da kisspeptina, no
retorno a ciclicidade, dado a mesma estimular o eixo hipotalamo-hipéfisario. Nesse
trabalho, foram determinados os niveis periféricos da kisspeptina, tendo-se verificado
que, apdés um “plateau”, havia um aumento dos niveis deste péptido do décimo quarto
até ao décimo sexto dia pos-parto, voltando a decrescer apos este intervalo de tempo.
Esta modificacdo estimulou a producdo da GnRH e, por via disso, toda a restante

resposta hormonal (Rizzo et al. 2019).

3.1.3. Condigao corporal e a atividade reprodutiva

E do conhecimento geral que a nutrigdo é um fator de extrema importancia para
assegurar o bem-estar e saude dos bovinos, sendo um dos que mais afeta o normal
funcionamento da atividade ovarica e, sobretudo, o retorno a ciclicidade apés o parto.
Assim, o maneio alimentar de uma exploragdo € algo fulcral para o seu sucesso
empresarial (Diskin and Kenny 2016).

A gordura corporal € acumulada nos periodos em que a ingestao de alimento
permite um fornecimento energético superior ao que o animal necessita, levando assim
a formacao de reservas corporais. Assim, para permitir que tal aconteca, o animal deve
ser alimentado com mais vigor em alturas pré-determinadas (Diskin and Kenny 2016).

Utilizando o exemplo de uma vaca leiteira gestante, deve existir uma maior
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disponibilidade alimentar a meio da gestacao, visto que as necessidades energéticas
sdo menores que no inicio e no fim da gestagdo e, com o aproximar do parto, a
capacidade da fémea de ingerir matéria seca vai-se reduzindo, o que dificulta 0 aumento
das reservas corporais da fémea, por essa altura (Diskin and Kenny 2016). A
importancia do estado nutricional para o sucesso reprodutivo da vaca leiteira foi
apresentada por Short e Adams (1988), que estabeleceram as prioridades na utilizagéo
de energia, por parte da fémea bovina: I. metabolismo basal; II. atividades mecanicas;
lll. crescimento; IV. conjunto de reservas corporais basicas de energia; V. manutencéo
da gestacao; VI. lactacao; VII. reservas extra de energia; VIII. ciclo éstrico, ovulagao e
gestagao precoce; IX. excesso de reservas; onde as atividades do foro reprodutivo
ocupam as posicoes inferiores.

Ha varias formas de avaliar o estado nutricional de um animal. Porém, as duas
mais eficazes séo o peso do animal e a sua condigao corporal (CC). A avaliagdo através
da CC é uma forma de determinar o estado nutricional por via de uma avaliagao visual
e/ou tatil das reservas adiposas do animal, de forma rapida, conveniente e barata, que
permite obter informacdo acerca das mesmas, independentemente do seu estado
fisiolégico e do seu tamanho, o que ndo se consegue através do peso corporal,
permitindo a tomada de decisdes mais acertadas quanto ao maneio nutricional dos
animais (da Costa et al. 2011). Para a avaliagdo da CC, s&o atribuidas notas ao animal,
existindo varias escalas com diferentes graus de classificacdo que se baseiam em
diferentes pontos anatémicos. Utilizando-se a escala de 1 (caquético) a 5 (obeso), apds
a observacao e palpacdo de locais estratégicos, é atribuida uma classificacdo que
representa a CC do animal avaliado. Ela & atribuida com base na observagao e/ou
palpacdo de marcos anatomicos, tendo-se a perce¢do da acumulacdo de gordura e
musculo nesses locais (da Costa et al. 2011). Estes autores referem que os principais
pontos anatémicos sujeitos a avaliacdo sado as costelas, as apdfises espinhosas e as
transversas, o cavado do flanco, as tuberosidades iliaca e isquiatica, a base da cauda
e as vertebras lombares e sagradas.

Esta avaliagdo da CC dos animais ajuda ao sucesso reprodutivo uma vez que,
como ja referido anteriormente, o estado nutricional de uma fémea afeta etapas

importantes, como a idade a puberdade e o reinicio da atividade ovarica pés-parto.

3.2. Fundamentos tedricos sobre a indugao/sincronizagao da ovulagao

Atualmente, a utilizagdo da IA nas exploragdes de bovinos leiteiros € muito
expressiva e, de forma a assegurar que as fémeas tenham um intervalo entre partos
maximo de 365 dias, a detegdo do cio e a fecundidade sdo muito importantes. Assim,

uma detegéo de cio que nao seja realizada de forma eficiente e correta pode acarretar
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consequéncias devastadoras para o sucesso reprodutivo de uma exploragéo
(Kasimanickam 2021a). Como forma de ultrapassar este problema, foram criados
inumeros protocolos de indugao/sincronizacdo de ovulagao, que podem ser aplicados
na rotina diaria das exploragbes. Estes procedimentos, que se baseiam nos
conhecimentos atuais da dinamica ovarica, devem permitir que o estro e a ovulagao
sejam induzidos num intervalo de tempo pré-determinado, garantindo a obtencéo de
taxas de gestagdo comercialmente aceitaveis, ao primeiro servigo (Diskin et al. 2002).

De modo a garantir que um programa de sincronizagdo tenha sucesso, ha
diversas etapas do ciclo éstrico que deverao ser controladas. Estas etapas baseiam-se
na indugdo farmacoldgica de uma nova onda de desenvolvimento folicular, o controlo
da vida util do CL e a inducao da ovulacdo. Para a manipulagado destas fases do ciclo
ovarico, existem farmacos especificos que podem ser utilizados.

Para a inducdo de uma nova onda folicular, com o recurso a hormonas
exdgenas, que permitam que no final da mesma, exista um foliculo dominante pronto
para ovular um odcito competente, deve certificar-se que trés processos sejam
cumpridos: em primeiro lugar, qualquer onda folicular que esteja em desenvolvimento
naguele momento deve ser interrompida; em segundo lugar, tem de haver uma elevacao
da FSH que leve ao surgimento de uma nova onda folicular; e, por fim, deve ser
assegurado o normal crescimento de um foliculo dominante, apés a selecao
(Kasimanickam 2021a). Para que isto seja conseguido sem a utilizacdo de hormonas
esterodides, utiliza-se a GnRH, que induz picos de FSH e LH, levando a ovulacado ou a
atrésia de um foliculo existente, e assim, ao surgimento de uma nova onda folicular
(Twagiramungu et al. 1995). A administracdo da GnRH apés a selecdo do foliculo
dominante, por via do aumento das hormonas gonadotrofinas, induz a ovulacdo e o
desenvolvimento de uma nova onda folicular, 1,5-2 dias depois dessa ovulagcao
(Twagiramungu et al. 1995). No entanto, caso a GnRH seja administrada antes da
selecdo do foliculo dominante, ndo ira existir uma ovulagido, devido a auséncia de
recetores de LH nas células da granulosa dos foliculos em crescimento, hormona esta
de extrema importancia para que ocorra a ovulagdo de um foliculo (Kasimanickam
2021a). Assim, o momento em que é administrada a GnRH deve ser tido em
consideracao no protocolo de sincronizacao selecionado, uma vez que a resposta da
fémea a GnRH pode variar.

No controlo da duragao da vida do corpo luteo, existem duas opgdes que podem
ser tomadas através da administracdo de farmacos diferentes. A primeira opgao
consiste no encurtamento da fase lutea. A lutedlise € um processo que ocorre
naturalmente, sendo desencadeada pelo aumento do nivel de E; com origem no foliculo

pré-ovulatorio, que leva a producgéo de oxitocina que, por sua vez, promove a produg¢ao
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uterina de PGF2, e, num processo de “feedback” positivo, ha uma estimulacido por
ambas as partes, da produgao de mais oxitocina e PGF., (Milvae 1986). Esta ultima
induz alteragdes na circulagdo sanguinea do parénquima do corpo luteo, bem como a
alteragdes morfolégicas do mesmo, o que conduz a uma redugao das células produtoras
de P4 e a apoptose de células luteas, dando-se assim a degenerescéncia do corpo luteo
(Hansel et al. 1991). A administracdo da PGF2, tem sido comummente utilizada para a
inducdo da regressdo precoce do corpo luteo. Porém, esta regressédo sé acontece na
presenca de um corpo luteo funcional, ndo existindo resposta em casos como o das
novilhas pré-puberes ou vacas que estejam em anestro, por exemplo. Para além disto,
também néo existe uma resposta positiva ao tratamento quando a administracdo ocorre
nos primeiros seis dias pos-estro, devido a baixa concentragdo de recetores para a
PGF2q no corpo luteo recém-formado (Kasimanickam 2021a) ou apés o dia 17 do ciclo.
A lutedlise assim induzida é rapida, mas o intervalo entre o tratamento e o estro é
variavel, dependendo da fase de desenvolvimento da onda folicular, no momento. Isto
€, caso estejamos na presenca de um foliculo dominante, é esperado que o estro ocorra
dois a trés dias apos o tratamento. Porém, se o foliculo se encontrar numa fase de pré-
dominancia ou até mesmo numa fase de regressao da onda, o estro vai surgir apenas
quatro a seis dias depois, uma vez que o foliculo necessita de mais tempo para
completar o seu desenvolvimento e ovular (Kasimanickam 2021a).

A outra opgao para o controlo do tempo de vida de um corpo luteo consiste no
prolongamento da sua existéncia com o recurso de uma fonte exdgena de Ps4. Esta
hormona atua inibindo a frequéncia de picos de LH e bloqueia a ovulagéo (Lane et al.
2008). Tratamentos com uma duracgao de 14 ou 21 dias tém vindo a demonstrar uma
resposta positiva, proporcionando um elevado nimero de fémeas em estro num periodo
de trés dias apos o fim do programa. Nao obstante, tratamentos longos com P4, tém
revelado uma quebra da fertilidade, comparativamente aos tratamentos mais curtos,
como foi demonstrado por Macmillan e Peterson (1993), que verificaram que a
fecundidade diminuiu de 60,5%, em animais tratados durante 7 dias com P4 seguida de
PGF2, para 39,8% em animais tratados unicamente com a P4 durante 21 dias,
registando-se ainda um valor de 45,8% em animais tratados durante 14 dias unicamente
com P4 (Macmillan and Peterson 1993). Isto acontece porque os tratamentos néo
permitem que sejam atingidos os niveis de P4 tdo elevados como se verifica num ciclo
nao manipulado, levando a que os niveis de E, e os picos de LH, apesar de menos
expressivos, continuem a ter influéncia no desenvolvimento do foliculo que vai crescer
e envelhecer, originando as quebras de fertilidade, no caso dos tratamentos de longa
duragéo (Austin et al. 1999). De forma a otimizar os protocolos com recurso a P4, foram

idealizados dispositivos intravaginais que a libertassem, de forma a ser mantida uma
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concentragao sanguinea superior a 1 ng/mL, existindo diferentes opg¢des que variam na
forma, quantidade de P4 e no material de que séo feitos. No mercado, pode encontrar-
se o dispositivo intravaginal de libertagdo de progesterona (PRID) impregnado de 1,55
g; o dispositivo intravaginal de libertacdo controlada do farmaco (CIDR), impregnado
com 1,38 g, nos Estados Unidos da América ou com 1,9 g, no Canada, e o dispositivo
intravaginal de progesterona Cue-Mate (IPVD), com 1,56 g (Kasimanickam 2021a).
Estes dispositivos tém demonstrado elevada eficacia, com cerca de 85% das fémeas a
revelarem sinais de cio, 36 a 72 horas depois de serem removidos, provando ser uma
otima ferramenta para os programas de sincronizagdo da ovulagdo (Kasimanickam
2021a).

3.2.1. Protocolos de indugao/sincronizagao da ovulagao

Existem varios protocolos de indugao/sincronizacdo da ovulagcdo que tém
demonstrado sucesso no universo da produgao bovina, concorrendo para uma melhoria
da performance reprodutiva das exploracdes, sendo que devem ser estudados, assim
como as caracteristicas de cada exploracdo, de forma a serem selecionados aqueles
que melhor se enquadram na realidade de uma dada exploragédo. Seguidamente, irédo
ser abordados mais aprofundadamente os principios tedricos dos protocolos de

sincronizacao da ovulagao utilizados no decurso do trabalho experimental

3.2.1.1. Ovsynch e pré-sincronizagao

O Ovsynch é um dos protocolos mais usados e consiste numa administragao de
GnRH seguida de uma injegcdo de PGFy,, sete dias depois, terminando-se com uma
segunda injegdo de GnRH, 48 horas apds a administragdo da PGF2, (Kasimanickam
2021a). A IA deve ser realizada a tempo fixo num intervalo compreendido entre as 8 e
as 24 horas ap6s a ultima administracdo de GnRH, sendo que o melhor resultado &
obtido as 16 horas apds aquela administracdo. Esta conclusao é suportada por um
trabalho realizado em 1998, onde foi avaliada a taxa de concecado, entre outras
variaveis, em fungdo do numero de horas entre a ultima injegédo de GnRH e a IA. Neste
trabalho, as vacas foram inseminadas as 0, 8, 16, 24 e 32 horas apds a administracao
da GnRH, tendo-se verificado que a taxa de concec¢ao mais elevada foi obtida com a 1A
16 horas apds GnRH (45%). Concluiu-se que as taxas de concegao mais baixas foram
registadas quando a IA inseminagao foi realizada as 0 e as 32 horas apés a GnRH
(Tabela 1). Contudo caso, seja necessario alterar a hora da IA por comodidade do
produtor, ela devera ser realizada mais precocemente e nunca adiada para as 32h pos-
GnRH (Pursley et al. 1998).
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Tabela 1: Taxa de concegado em fungao da hora de realizagao da IA, apés a ultima injegao
de GnRH, do protocolo “Ovsynch” (Pursley et al. 1998).

Horas desde a ultima injecao Taxa de concecgao (%)
de GnRHe a lA
0 37
8 41
16 45
24 41
32 32

Neste protocolo, recorre-se a uma primeira injecao de GnRH de forma a provocar
a ovulagao ou a luteinizagdo de um foliculo, promovendo assim o surgimento de uma
nova onda folicular aproximadamente trés dias depois da administragéo. De seguida, a
injecdo de PGF., (sete dias depois) vai induzir a lutedlise do CL formado ou pré-
existente, de modo a que a segunda administragao de GnRH possa desencadear uma
nova ovulagdo, sincronizando assim as vacas sujeitas a tratamento (Kasimanickam
2021a). O Ovsynch demonstrou ser um método eficaz para assegurar o sucesso
reprodutivo de uma exploracdo, resultando em taxas de sucesso a primeira IA
semelhantes as obtidas com vacas ndo tratadas e sujeitas a IA apos detecéo de cio.
Isto foi demonstrado num estudo que referiu que vacas tratadas com o protocolo
Ovsynch tiveram uma taxa de sucesso a primeira IA de 37%, em comparagao com 0s
39%, registado nas vacas nao tratadas (Pursley et al. 1997). Este ensaio revelou ainda
que o numero de animais que se encontravam gestantes 60 e 100 dias pés-parto, foi
superior em vacas que foram tratadas, em comparagdo com as nao tratadas, reforcando
uma outra vantagem do Ovsynch.

Como forma de assegurar uma resposta ainda mais positiva, o protocolo classico
ja descrito, foi sujeito a diversas variantes, como € o caso da adicdo de uma segunda
injecdo de PGFa, 24 horas apos a primeira administragdo. Esta estratégia tem
demonstrado resultados positivos, tendo sido sugerido que o seu éxito se deveria ao
facto de o CL formado ser demasiado jovem e ainda ndo ser sensivel a primeira injegao
de PGF2,, mas ja recetivo a segunda administragéo, 24 horas depois (Nowicki et al.
2017). Um outro trabalho realizado em 2015, demonstrou o sucesso desta medida, onde
quatro grupos de vacas foram avaliados, sendo que o primeiro foi sujeito a um protocolo
Ovsynch classico; o segundo, a um Ovsynch com uma pré sincronizagédo com GnRH; o
terceiro, a um Ovsynch com a dupla injegdo de PGFyq; €, o ultimo grupo, foi sujeito a
Ovsynch com dupla injegdo de PGF2, € pré-sincronizagdo com GnRH. Nos dois grupos
em que a dupla injecdo de PGF., foi realizada, as taxas de gestagéo a IA foram
significativamente superiores, relativamente aos grupos de uUnica administragéo
(Carvalho et al. 2015).
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Uma variavel que pode afetar o sucesso de um protocolo de sincronizagao ¢é a
fase do ciclo em que a fémea se encontra quando o mesmo ¢ iniciado. Um estudo de
1999 reportou as diferencgas relativamente ao momento em que o Ovsynch foi instituido.
Neste trabalho, constatou-se que, apesar de grande parte das vacas serem
sincronizadas, o protocolo foi menos eficiente quando iniciado no final da fase lutea (dias
13-22), em comparagao com as vacas cujo protocolo foi iniciado mais cedo (dias 1-12),
sobretudo quando a primeira injegdo de GnRH n&o induziu ovulagdo. Os resultados
obtidos referem uma taxa de sincronizagdo de 80% nas vacas do fim do ciclo, contra
uma taxa de 91%, das fémeas no inicio do ciclo (Vasconcelos et al. 1999). Apesar do
nivel mais elevado de sincronizagdo com as vacas em que o programa se iniciou mais
cedo no ciclo, a taxa de gestagao foi inferior a das fémeas em que o protocolo foi iniciado
a meio do ciclo, sugerindo os autores que o tamanho do foliculo pré-ovulatério tera sido
determinante nos resultados. Um outro ensaio explorou este tema, comparando as taxas
de ovulacao e de gestacdo, em vacas sujeitas ao Ovsynch, 6 dias apds a detecao de
cio, com outras fémeas que iniciaram o protocolo numa fase aleatéria do ciclo. Foi
demonstrado que as duas taxas diminuiram no grupo de vacas tratadas numa altura
aleatoria do ciclo éstrico, comparativamente ao grupo tratado aos 6 dias apds cio
(Dirandeh 2014). Estes dois trabalhos demonstram a importancia de se conhecer em
que fase do ciclo a vaca se encontra aquando do inicio do tratamento farmacolégico.
Como estratégia de suporte, pode recorrer-se a uma pré-sincronizagao, que permite ter
uma maior segurang¢a na melhor oportunidade de inicio do programa. Um dos protocolos
de pré-sincronizagao utilizados € o Double-Ovsynch. Como o proprio nome indica, o
Double-Ovsynch consiste num protocolo que usa um protocolo Ovsynch duas vezes,
sendo que existe um intervalo de sete dias entre ambos (Wiltbank and Pursley 2014).
Este protocolo demonstrou resultar em taxas de gestacao a IA mais elevadas que outro
protocolo de sincronizagdo, num ensaio publicado em 2017, em que foram estudados
dois grupos de vacas: um grupo foi sujeito a um protocolo de Double-Ovsynch com dupla
injecdo de PGF2,; enquanto o segundo grupo foi sujeito a outro protocolo de
sincronizagao que consistia numa administragdo de GnRH, seguida de uma de PGFz, 7
dias depois, e 14 dias depois desta ultima, as vacas receberam duas inje¢des de PGFyq,
espacadas de 24 horas; as vacas que exibiram sinais de cio no intervalo compreendido
entre os 2 dias antes e os 7 dias depois das duas inje¢des de PGF, foram inseminadas
12 horas depois dessa detegdo. Os autores concluiram que as vacas sujeitas ao Double-
Ovsynch registaram uma taxa de submissdo 23% mais elevada, que as vacas em que
a |A foi executada apds a detegéo de cio e que a sua taxa de gestagao foi superior em
27% aos 33 dias pds-IA (Santos et al. 2017). Em concordancia com este trabalho, um

outro veio a confirmar que ha uma melhoria da fertilidade com o Double-Ovsynch em
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comparagao com o Ovsynch simples, como estratégia de ressincronizagao apés uma
IA, tendo as vacas sujeitas ao Double-Ovsynch registado uma taxa de gestagao de 39%,
enquanto que o outro grupo se ficou por 30%, apds o diagndstico de gestagdo aos 29
dias p6s-1A a tempo fixo (IATF) (Giordano et al. 2012). Assim, pode concluir-se que o
Double-Ovsynch podera ser uma ferramenta muito Util numa vacaria de leite, uma vez
que tem registado uma eficacia tdo boa ou melhor que outros protocolos de pré-

sincronizagao ou que um protocolo Ovsynch simples.

3.2.1.2. Co-Sincronizagao (Co-Synch)

Este € um protocolo de sincronizacdo da ovulacido que tem como base os
mesmos preceitos tedricos do Ovsynch. A diferenga entre ambos reside no facto de, no
caso do Co-Synch, a segunda administragao de GnRH ser feita no momento da IATF,
0 que permite que as fémeas a ele sujeitas necessitem de ser manipuladas e contidas
menos vezes que no protocolo Ovsynch, reduzindo-se o stress nos animais e
igualmente, os recursos utilizados, o que torna um protocolo muito utilizado para
exploragdes que tenham as fémeas a campo, como é o caso das exploragcbes de
bovinos de carne (Kasimanickam 2021a). Este protocolo, bem como o Ovsynch, pode
beneficiar de uma suplementagédo com P4 no periodo compreendido entre a primeira
administracdo de GnRH e a PGF2, (7 dias), de forma a melhorar a sincronizagéo das
fémeas a ele sujeitas (Kasimanickam 2021a). Uma variante deste protocolo tem sido
utilizada para sincronizacéo de bovinos, e consiste numa reducéo do periodo de tempo
entre a primeira administracdo de GnRH e a injecao de PGF., de 7 para 5 dias,
associada a um aumento do numero de horas entre a administracdo da PGFy € a
segunda administragédo de GnRH, com a IATF a ter lugar as 72 horas, sendo conhecida
por Co-Synch 5. Um ensaio realizado em vacas de carne com quatro experiéncias
diferentes comparou este Co-Synch 5 com o protocolo de Co-Synch classico e registou
que as fémeas sujeitas ao primeiro tiveram uma taxa de gestagao por IATF semelhante
a das fémeas do protocolo Co-Synch, em duas das quatro experiéncias e que, nas
outras duas, a taxa de gestagao foi superior nas vacas sujeitas ao Co-Synch 5. Um
ponto importante a ter-se em conta é o didmetro do foliculo que vai ovular, dai ser
importante o aumento do numero de horas entre a administragédo da PGF2, e a segunda
injecdo de GnRH e, consequentemente, a IATF. Ao aumentar este intervalo, vai haver
um alongamento do pré-estro o que possibilita um maior desenvolvimento do foliculo, o
que o torna mais competente por altura da ovulagao (Bridges et al. 2008). Wiltbank e
Pursley (2014) referiram como hipétese explicativa da causa da redugao de fertilidade
em periodos de desenvolvimento folicular mais curtos, o facto de existir uma menor

concentracdo de E», antes da ovulacdo e que, devido ao menor desenvolvimento
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folicular, o corpo luteo formado apds a ovulagdo tenha o seu tempo de vida util
encurtado, ndo sendo capaz de produzir P4 suficiente, durante o tempo necessario, para
a manutencdo de uma eventual gestacdo. Uma preocupacdo com a utilizacdo deste
protocolo é a hipétese de o corpo luteo formado depois da ovulagdo, subsequente a
primeira administragdo de GnRH, nao seja sensivel a PGFyq, cinco dias depois, o que
se traduzira em insucesso do tratamento. Por isso, uma segunda administracdo de
PGF.,, seis a doze horas depois da primeira, demonstrou ser uma opgao eficaz para
colmatar esta fragilidade (Kasimanickam 2021a). Tal facto foi também demonstrado
num ensaio que confirmou que vacas sujeitas a duas injegbes de PGF»,, espagadas de
seis horas, registaram um maior numero de gestagbes que aquelas foram sujeitas a
uma unica administracdo, no momento de retirada do CIDR, quer a dose tenha sido

mais baixa ou mais elevada (Say et al. 2016).

3.3. Eficacia da inseminacao artificial

Para aumentar as hipoteses de sucesso da IA, ou seja, conseguir a fertilizagao
de um odcito competente por parte de um espermatozoide previamente depositado no
trato reprodutivo da fémea, dando assim inicio a uma gestagéo, existem varios fatores
que podem condicionar o resultado final e que, devem ser estudados e controlados. A
seguir serao abordados alguns desses fatores que podem estar ligados as diferentes

variaveis envolvidas.

3.3.1. A inseminacao artificial

A 1A é um procedimento que permite a introdugédo de sémen no interior do trato
reprodutivo feminino com o auxilio de um instrumento e é a mais antiga tecnologia
reprodutiva existente. Em 1784, Spallanzani conseguiu inseminar com sucesso uma
cadela que veio a parir trés cachorros. Esta técnica teve um grande desenvolvimento na
década de 1940 e comegou maioritariamente a ser utilizada por razées sanitarias (Foote
2002). Os grandes avangos nas varias componentes envolvidas neste processo, como
a criopreservagdo do sémen, as vantagens econdmicas da |A e o aumento da
intensidade do progresso genético, potenciaram a IA de modo a que hoje seja a
tecnologia reprodutiva mais utilizada em todo o mundo (Kasimanickam 2021b). Para
que a IA resulte em sucesso, todos os elementos envolvidos devem estar plenamente
focados nesse objetivo. A dose seminal utilizada € um dos fatores fulcrais para uma IA
positiva. Todas as etapas desde a recolha, o processamento, 0 armazenamento e o
maneio, devem ser meticulosamente realizadas de forma a assegurar a maxima

qualidade do sémen. Um outro aspeto muito importante tem a ver com a selecao dos
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animais: o touro dador do sémen utilizado e a fémea que vai ser inseminada, devem ter

uma otima fertilidade (Kasimanickam 2021b).

3.3.1.1. A técnica

O ato da IA é algo que deve ser estudado e treinado com bastante afinco, uma
vez que, para além de todo o treino necessario para se conseguir ultrapassar as
barreiras naturais do trato reprodutivo feminino e alcancar o local ideal para a deposicao
do sémen, o inseminador tem de possuir bons conhecimentos da anatomia e fisiologia
do aparelho reprodutor, de modo a conseguir entender todo o processo e, caso
necessario, atuar em conformidade, se houver algum imprevisto. Deve ser ainda
transmitida ao inseminador, a importancia da higiene e sanidade em todo este processo
visto que, em termos simplistas, esta a ser introduzido no organismo de uma fémea, um
elemento estranho que pode ser uma fonte de problemas para a saude da mesma
(Kasimanickam 2021b). Varias técnicas foram desenvolvidas ao longo do tempo para a
realizacdo da IA, sendo a terminologia indicadora do local onde ocorre a deposigédo do
sémen, nomeadamente inseminacdo no corpo do utero, inseminacdo intracornual
profunda, inseminagao intracornual bilateral ou inseminacao intra-folicular. De todas
estas opgdes, a técnica mais comummente utilizada € a IA com deposicdo do sémen no
corpo do utero (Kasimanickam 2021b). Para se realizar esta técnica, recorre-se a
fixacdo do cérvix por via transretal, conduzindo-se a canula de |A através do canal
cervical até ao local de deposicdo do sémen. Mais detalhadamente, esta canula deve
ser protegida por uma bainha de IA que evita a sua contaminagédo e a da fémea que
devera, por sua vez, estar presa, de forma a serem evitados movimentos que possam
prejudicar o trabalho. Segue-se a palpacao transretal com a remocao das fezes da
ampola retal, a fim de possibilitar a identificacdo das estruturas do aparelho reprodutor,
mais especificamente o cérvix, que deve ser entao firmemente agarrado, fixando-o. A
vulva deve ser limpa com toalhetes de papel e, depois ¢ introduzida a canula através da
fenda vulvar. O instrumento deve ser inserido sem contactar com os labios vulvares e
num angulo de aproximadamente 40 graus, de forma a evitar o meato urinario e/ou o
diverticulo suburetral. Seguidamente, deve percorrer todo o comprimento da vagina na
horizontal até alcangar a porcao posterior do cérvix — a flor desabrochada. Nesta altura,
€ crucial evitar que a canula fique retida no fundo de saco que existe em torno da
abertura posterior do cérvix. Neste momento, a camisa sanitaria que protege a canula
durante o percurso vaginal, é repuxada para uma entrada limpa no canal cervical. Neste
espaco, perde-se, de alguma forma, a percecao tatil da canula e tem que se evitar as 3-
4 pregas cervicais circulares para se progredir em diregao ao 6stio anterior do cérvix. A

entrada no corpo do Utero é marcada pela retoma da percecao tatil da extremidade da
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canula. Apés confirmacao de que esta se encontra no local correto, deve ser realizada
a deposicado do sémen. Esta deposicédo deve ser lenta e controlada, por um periodo de
cerca de cinco segundos (Kasimanickam 2021b).

Como ja foi referido, existem outras técnicas que podem ser utilizadas para
realizar a IA em bovinos. A técnica de inseminacao intracornual profunda, ipsilateral ao
ovario onde a ovulacao ira ocorrer tem demonstrado ser uma opgao, especialmente
quando a dose seminal tem uma menor concentragcdo de espermatozoides ou € de
menor qualidade (Kasimanickam 2021b), pois com esta técnica o sémen é depositado
mais préximo do local onde a fecundagao ira ocorrer, reduzindo-se o percurso dos
espermatozoides para alcancarem o od6cito, o que favorece o nudmero de
espermatozoides na ampola tubaria. Esta técnica demonstrou produzir resultados
semelhantes ou melhores que as IA no corpo do utero. Um ensaio realizado em 2012
demonstrou que, comparando os dois locais de deposicao de sémen ja referidos, e com
recurso a doses seminais de baixa concentracdo, a deposicao intracornual profunda
registou uma taxa de gestagdo superior em cerca de 19%, relativamente a taxa de
gestacao obtida com a técnica de |IA no corpo uterino (Meirelles et al. 2012). Contudo,
num outro trabalho publicado em 2013, os autores ndo encontraram diferencas
significativas, quer nas taxas de fertilizacdo, quer na qualidade dos embrides obtidos de
vacas superovuladas, quando se comparou os dois métodos de IA acima descritos
(Carvalho et al. 2013).

3.3.1.2. O inseminador

O inseminador constitui uma variavel de extrema importancia para o sucesso da
IA. Este técnico é uma pessoa que esta intimamente envolvida no processo, visto que
€ o responsavel por diferentes etapas do mesmo, o que significa que a sua influéncia
nao deva ser ignorada. Ele deve ter no seu arsenal de conhecimentos, os fundamentos
técnicos que Ihe permitam realizar uma IA com sucesso, incluindo os referentes a
técnica que vai utilizar, a anatomia da fémea, bem como supervisionar eficazmente o
armazenamento das palhinhas de sémen que vao ser utilizadas e, como manipular a
dose seminal, preparar e montar a canula de IA (Kasimanickam 2021b). Ao longo dos
tempos, varios estudos demonstraram que existem alguns fatores que influenciam o
desempenho do inseminador. Um trabalho de 2009 compilou a informacéao retirada de
alguns desses estudos, salientando a importancia da escolha do melhor técnico possivel
para uma dada exploragao (Russi et al. 2009). Trabalhos de Cembrowicz (1964) e Miller
(1991), citados por Russi et al. (2009), demonstraram que o estado de espirito e a
personalidade do inseminador tém influéncia no sucesso da IA. Naqueles trabalhos

chegou-se a conclusao de que profissionais que demonstrem algum nivel de stress ou
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preocupacao tém resultados menos satisfatérios que os inseminadores mais tranquilos.
Varios estudos indicam, também, que a confianga do inseminador € algo a ter em conta,
isto é, o inseminador deve confiar na técnica que utiliza, de modo a ter melhores
resultados, sendo que Russi (2008), citado por Russi et al. (2009), reportou uma
diferengca de quatro pontos percentuais nas taxas de gestagdo obtidas por
inseminadores que acreditavam ou nado, na técnica utilizada (40% vs 36%,
respetivamente) e, foi ainda demonstrado por Uwland (1983), citado por Russi et al.
(2009), que a confianga na qualidade do sémen utilizado também constitui um elemento
importante para uma IA de sucesso. O conhecimento e a pratica do inseminador afetam
igualmente, os resultados obtidos. A necessidade de os inseminadores terem acesso a
um treino qualificado, ministrado por uma identidade competente, revelou-se ser algo
imperioso, e os trabalhos realizados por Lamount e Foulkes (1981) e Schermerhorn et
al. (1986), citados por Russi et al. (2009), demonstraram que varios parametros
reprodutivos se deterioram quando se comparou o trabalho realizado por inseminadores
profissionais com o de inseminadores com menos qualificacdes e treino. E assim
fundamental para uma exploracao de bovinos ter um inseminador que esteja capacitado
para realizar a |A, que coloque em pratica os seus conhecimentos e os atualize
periodicamente, que esteja atento aos pormenores e que tenha uma boa ética de
trabalho e sentido de responsabilidade, para que as possibilidades de sucesso na IA

sejam maximizadas (Russi et al. 2009; Kasimanickam 2021b).

3.3.1.3. O sémen utilizado

As caracteristicas e a qualidade do sémen utilizado sdo de extrema importancia
na IA, para possibilitar uma consequente fecundacdo de qualidade. Posto isto, é
necessaria uma analise cuidada da origem, da preparacdo e do armazenamento do
sémen. Como ja referido anteriormente, a IA é a técnica reprodutiva mais utilizada no
mundo inteiro, a par da criopreservagao de sémen (Sathe 2021). Este € um método que
apresenta as suas desvantagens, registadas num estudo onde se verificou que, com
uma dose seminal de dois milhées de espermatozoides vivos, os resultados obtidos em
termos de fertilidade foram significativamente menos favoraveis com o sémen
criopreservado, quando comparados com o sémen fresco, o que demonstra que ha
algum grau de lesdo dos gametas masculinos no processo de congelagcéo-
descongelagdo. Outra desvantagem referida neste estudo foi a diferenga observada
entre touros, levando os autores a concluir que cada touro responde de forma diferente
ao processo de criopreservagao (Shannon and Vishwanath 1995). Contudo, estas
desvantagens sao facilmente suplantadas pelos beneficios da utilizacao deste tipo de

sémen, pois ele permite uma distribuigdo a nivel mundial do sémen de um dado touro,
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com uma maior seguranga, possibilitando assim um melhoramento genético a um ritmo
muito superior ao conseguido com a utilizagdo da monta natural ou com o sémen fresco.
Para além disso, o rapido progresso genético & conseguido através do aproveitamento
maximo de touros com caracteristicas superiores, que podem ser explorados mais
eficientemente, podendo conseguir-se cerca de sessenta mil doses anuais de sémen

por reprodutor, distribuidas mundialmente através da criopreservagao (Curry 2000).

3.3.1.3.1. Touro

A obtencdo de um ejaculado de qualidade comeca pela sele¢gdo de um touro de
interesse genético que seja competente a nivel reprodutivo. Para tal, todos os touros
utilizados para fins reprodutivos devem ser sujeitos a um exame androldgico. Este € um
exame que permite, a um preco razoavel, obter um espetro de informacgdes de forma a
reduzir o risco que, tanto o dono do touro, como os potenciais compradores € o
veterinario correm ao selecionar um touro para reproduc¢do. No entanto, este exame
concorre apenas para a redugao e nao para a eliminagao total do risco inerente, uma
vez que O sucesso reprodutivo de um touro € atingido através de um conjunto de
variaveis que incluem outros aspetos, tais como 0 maneio e o ambiente a que o touro
esta sujeito (Chenoweth 2015). Sucintamente, um exame androldgico € composto por
quatro elementos principais, onde se incluem a realizagdo de um exame fisico que avalia
o estado de saude global do reprodutor, bem como os 6rgdos reprodutivos acessiveis
pré-palpacao transretal, uma avaliagao reprodutiva, que averigua o estado dos 6rgéos
reprodutivos do macho e que inclui a medicao da circunferéncia escrotal, um parametro
importante para a avaliagdo da qualidade espermatica, a recolha do ejaculado e a sua
consequente avaliagdo em termos da vitalidade, motilidade, a morfologia dos
espermatozoides e a concentracao espermatica e, por fim, a elaboracao de um relatério
que enumera e descreve os resultados obtidos e estabelece um prognéstico. Outros
testes podem ser incluidos, tais como a avaliagao da libido e da capacidade de copula
e a realizacao de testes para a pesquisa de agentes patogénicos do foro reprodutivo
(Chenoweth 2015). O exame androldégico tem demonstrado ser um elemento-chave
para a avaliagao da potencial fertilidade dos touros. Num trabalho de Chenoweth (2000)
citado em Chenoweth (2015), realizado nos Estados Unidos, touros classificados como
satisfatérios, questionaveis ou insatisfatorios obtiveram, com base no exame
androlégico, taxas de gestacao de 75%, 52% e 12%, respetivamente, demonstrando a
importancia deste exame.

O exame androlégico pode ainda ser, uma excelente forma de melhorar uma
exploragao a nivel econémico. Um trabalho realizado em 2011 que comparou duas

exploragdes de bovinos de carne muito parecidas, em que uma utilizou touros n&o
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avaliados e, a outra, touros avaliados andrologicamente, concluiu que esta ultima
melhorou o seu nivel de produgao de vitelos em 31%, ou seja, aumentou em 13,8
vitelos/touro/ano e 24kg vitelo/vaca/ano, em comparagdo com a outra exploragdo que
utilizava touros ndo avaliados. Isto traduziu-se num racio custo-beneficio de 1:36, tendo

em conta o investimento no exame androlégico (Menegassi et al. 2011).

3.3.1.3.2. Sémen convencional

A utilizacdo de sémen criopreservado na IA de bovinos é uma pratica comum em
todo o mundo, mesmo considerando a quebra da fertilidade do sémen criopreservado,
relativamente ao sémen fresco ou refrigerado (Sathe 2021). Isto resulta da capacidade
natural que os espermatozoides dos bovinos tém de resistir ao processo de congelagéo
e descongelagdo, quando comparados com os espermatozoides de algumas outras
espécies domésticas, o que permite atingir uma fertilidade aceitavel com um menor
numero de espermatozoides por dose (Medeiros et al. 2002). Contudo, mesmo sendo
estes espermatozoides mais resistentes que os de outras espécies, apds o
processamento, congelagdo, armazenamento e descongelagao para a IA, apenas 50%
dos espermatozoides sobrevivem e sdo moéveis e, mesmo dentro deste grupo, alguns
apresentam lesdes ou alteragbes que diminuem a possibilidade de fertilizarem com
sucesso o odcito ovulado (Hammerstedt et al. 1990). Os espermatozoides séo expostos
a condigdes in vitro hostis (diluicdo do plasma seminal, baixas temperaturas e meios
hiperténicos) que conduzem a alteragbes na membrana celular destas células,
semelhantes as que ocorrem durante o processo de capacitagdo no trato reprodutor
feminino, facto que leva a uma reducdo do seu tempo de vida util, quando sao
depositados no utero da fémea (Medeiros et al. 2002). Estas alteragdes tém sido
minimizadas com os progressos das técnicas de criopreservacao, que incluem o recurso
a diluidores que permitem uma melhor protecdo dos espermatozoides, e que tém por
funcao ser fonte de nutrientes e energia, ter um efeito tampéo, assegurar que a pressao
osmotica seja compativel, impedir o desenvolvimento bacteriano e evitar o choque
térmico que pode ser provocado por este processo através do uso de crioprotetores,
gue minimizam o stress quimico e fisico, aquando da refrigeracao e congelacao (Sathe
2021).

3.3.1.3.3. Sémen sexado

O sémen sexado é uma inovagao relativamente recente no mercado, sendo que
apenas em 1989 foi obtida a primeira ninhada de coelhos, com este tipo de sémen

(Johnson et al. 1989). Esta € uma nova tecnologia que permite, com um elevado grau
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de certeza, selecionar o sexo da descendéncia. Para conseguir tal feito, o sémen é
processado de forma a separar os espermatozoéides portadores do cromossoma X, dos
portadores do cromossoma Y. Para isso, recorre-se a citometria de fluxo, que nao sofreu
grandes alteracdes desde os primérdios da produgdo de sémen sexado e continua até
hoje a ser o processo mais largamente utilizado para a sexagem espermatica. Este
método, denominado de Beltsville Sperm Sexing Technology, foi utilizado pela empresa
XY, Inc, posteriormente adquirida pela Sexing Technologies (Novasota, TX, USA), que
continua a desenvolver a técnica, consiste na utilizacdo de um corante vital que tinge
seletivamente o acido desoxirribonucleico (ADN) presente no nucleo dos
espermatozoides. De seguida, as células sdo mantidas em fila unica, num fluxo que é
estimulado por um raio laser, provocando a fluorescéncia do ADN, o que permite
analisar a quantidade relativa de fluorescéncia e a consequente atribuicao de uma carga
elétrica a cada uma das células. A diferenga na quantidade relativa de fluorescéncia de
cada espermatozoide deve-se a diferenca da quantidade de ADN presente nos dois
tipos de cromossomas sexuais, sendo que o cromossoma X apresenta em media mais
4,2% de material genético que o cromossoma Y, fazendo com que os espermatozoides
portadores de um cromossoma X emitam uma quantidade de fluorescéncia superior aos
portadores do cromossoma Y. Deste modo, a técnica permite a separagdo entre
espermatozoides masculinos e femininos com base na sua carga elétrica
(Kasimanickam 2021c).

Este novo método apresenta claras vantagens para os produtores, que podem
selecionar o sexo dos animais que pretendem. Apesar de implicar um maior
investimento na aquisicdo do sémen e inseminagdao da fémea, comparativamente a
inseminagdo com sémen nao sexado, esta tecnologia traz um maior retorno financeiro
ao produtor visto que eles conseguem reduzir os custos necessarios a obtengdo das
fémeas de substituicdo, uma vez que a grande maioria dos partos vai dar origem a
fémeas e, vao ainda ter menos custos associados ao nascimento de machos
indesejaveis (Kasimanickam 2021c). O sémen sexado possui, contudo, alguns pontos
menos positivos devido ao efeito de todas as etapas a que o sémen é sujeito, que resulta
numa reducao da fertilidade do sémen sexado, comparativamente ao convencional.

As lesdes provocadas nos espermatozoides durante o processamento podem
ser resumidas em alguns pontos. O primeiro diz respeito a elevada pressao a que séo
sujeitos para que sejam orientados em fila Unica de forma a passarem pelo bucal de
injecdo; depois, esta identificado o processo de coloragdo do ADN da célula com o
Hoechst 33342, que possui propriedades mutagénicas que potenciam as alteracdes
celulares; em terceiro, o facto de o sémen ser exposto a radiagao ultravioleta e

repetidamente exposto a campos e correntes elétricas e, para além disso, na fase de
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separagao dos espermatozoides pela sua carga elétrica, eles sdo sujeitos a um grau de
stress elevado; para terminar, durante todo o processamento, ha lugar a produgéo de
espécies reativas de oxigénio, que tém uma agao danosa sobre as células (Maxwell et
al. 1998; Klinc and Rath 2007). Num ensaio realizado nos Estados Unidos, em que se
estudaram as taxas de gestagdo ao primeiro servico em novilhas Holstein utilizando
sémen sexado, foi obtida uma taxa de gestagéo de 47%. Este valor equivale a 80% da
taxa de gestacao obtida em exploragdes semelhantes usando-se sémen convencional,
pelo que se concluiu que a taxa de gestacdo apos IA com sémen sexado sera sempre
inferior a do sémen convencional (DeJarnette et al. 2009).

Novas estratégias para contrariar a redugdo de fertilidade provocada pelo
processo de sexagem tém sido implementadas nas empresas que produzem este tipo
de sémen. O exemplo mais representativo é o da Sexing Technologies, que criou o
SexedULTRA 4M que ja beneficia dos melhoramentos efetuados, como é o caso dos
produtos utilizados no processo de congelacdo do sémen que permitem que os
espermatozoides sejam menos lesados, em comparacdo com a metodologia da XY Inc
(Kasimanickam 2021c). O que diferencia este novo produto dos da geragao anterior € o
aumento da concentracado de espermatozoides de dois milhdes para quatro milhdes por
palhinha de sémen sexado criopreservado, como forma de tentar colmatar o problema
da sua menor fertilidade. Os seus efeitos foram registados num estudo onde foi obtida
uma fertilidade média superior em 4,5 pontos percentuais com o sémen SexedULTRA
4M, em comparagao com o sémen da XY Inc (Lenz et al. 2017).

Um outro processo, Sexcel™, foi desenvolvido pela empresa ABS, e consiste
em corar seletivamente os espermatozoides. No entanto, ao invés de separar os dois
tipos diferentes, faz-se a decapitacdo dos espermatozoides que nao possuem o
cromossoma sexual desejado, mantendo-se viaveis apenas aqueles cujo cromossoma
sexual interessa (Burnell 2019). Um ensaio estudou esta metodologia e registou uma
taxa de gestacao de 52%, enquanto que com o sémen convencional se obteve uma taxa
de gestagdo de 67%. Concluiu-se também que o aumento do numero de “debris”
celulares presentes na dose seminal assim obtida, ndo afetou de forma significativa os
resultados obtidos (Perry et al. 2020).

Assim, as recomendacdes para a utilizagdo do sémen sexado baseiam-se na
sua utilizacdo em exploracées que tenham taxas de gestacdo por IA com sémen
convencional acima dos 60% (Kasimanickam 2021c). Esta condicdo traduz o
conhecimento, as boas praticas de trabalho e a experiéncia do inseminador, assim como
a utilizacdo de fémeas saudaveis e em boa condi¢ao corporal, dando-se preferéncia as
novilhas que revelem reflexo de imobilizagdo e, mesmo estas quando em situagéo de

retorno ao cio, deverdo ser inseminadas com sémen convencional (Kasimanickam
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2021c). Apesar de a utilizagao de sémen sexado em programas de sincronizagdo com
IATF ser comercialmente atrativa, continua a recomendar-se o sémen sexado para as
fémeas que demonstrem sinais de estro, visto que as taxas de gestagao obtidas com

fémeas que o ndo fazem, séo reduzidas (Sa Filho et al. 2012).

3.3.2. Fatores condicionadores ligados a fémea

Para que os niveis de fertilidade desejados numa exploragéo sejam atingidos, é
necessario que as fémeas que sao utilizadas possuam determinadas caracteristicas

favoraveis.

3.3.2.1. Namero de partos

A influéncia do numero de partos de uma vaca na sua performance reprodutiva
tem sido debatida por varios autores, demonstrando que este € um tema complexo com
muitas variaveis que podem afetar o resultado final. Um trabalho realizado em 2013,
concluiu que as vacas de segunda lactagao revelavam uma taxa de concecao superior
a das primiparas, quando sujeitas a um protocolo de sincronizagao de ovulagdes — 60%
e 58%, respetivamente, e que, a partir da terceira lactagdo esse valor reduzia-se
significativamente, para 32% (Bayril and Yilmaz 2013). Contudo, outros ensaios
apontam para uma maior taxa de concecédo em primiparas que nas multiparas, quando
sujeitas a protocolos de sincronizagédo. Tenhagen et al (2004) referiram que as vacas
primiparas tratadas com o Ovsynch tinham uma taxa de concegao superior a vacas
multiparas — 37,9% e 31,6%, respetivamente (Tenhagen et al. 2004). Para além disso,
também em 2019 um trabalho realizado com vacas Frisias Holstein constatou que as
primiparas alcancavam melhores resultados de fertilidade utilizando protocolos de
sincronizagao que as vacas multiparas (Fodor et al. 2019). Varios autores tentaram
explicar o porqué destes resultados, como por exemplo, Burns et al (2010) que
compilaram estudos que demonstraram que, com um maior numero de partos, ocorrem
alteragbes no ambiente uterino que podem explicar a diminuigdo da fertilidade nas
vacas. Os autores atribuiram a causa a possiveis alteracées no aparelho reprodutor
como a formacao de aderéncias, a obstrugao do oviduto e/ou inflamacoes das paredes
uterinas, bem como a alteragdes hormonais que podem levar a ovulacdo de odcitos
anormais, tal como uma concentracdo de P4 exagerada, antes do estro, nas vacas
multiparas (Burns et al. 2010). Outra razao, de caracter anatémico, € sugerida por
Veberckmoes et al (2004) citados por (Burns et al. 2010), que referem que o aumento
do tamanho do utero de vacas com maior numero de gestacdes leva a que seja mais

dificil para os espermatozoides alcangar o odcito, do que acontece com as fémeas com

31



um utero com dimensdes mais reduzidas. Por outro lado, um outro trabalho refere que
as vacas tendem a ter um primeiro parto com uma maior probabilidade de ser distdcico
e com problemas no periodo puerperal, o que pode provocar lesées que demoram mais
tempo a recuperar na sua totalidade. Tal facto teria como consequéncia a possibilidade
de as primiparas n&o se encontrarem totalmente recuperadas quando sujeitas a primeira
IA pos-parto, o que explicaria essa quebra da fertilidade dessas fémeas, registada em
alguns trabalhos (De Kruif 1978). Um estudo realizado em 2004 concluiu ainda que
existe uma diferenca a nivel enddcrino no periodo peri-parto e pés-parto, quando sao
comparadas vacas primiparas e multiparas, o que podera suportar a premissa da
diminuicdo da fertilidade das primiparas. Neste estudo, as vacas primiparas
demonstraram ter, para além de uma menor CC que as multiparas, uma menor
concentracao de IGF-1 e de Leptina e uma maior concentracdo de NEFAS, o que faz
com que a sua recuperagao do BEN seja mais prolongada e dificil, conduzindo a um

maior intervalo parto-concecao (Meikle et al. 2004).

3.3.2.2. Intervalo pés-parto

Como ja abordado no capitulo 3.1.1.4, o intervalo entre partos € um indicador
importante para a avaliagdo da performance reprodutiva de uma vacaria. Como tal, o
intervalo entre o parto e a primeira IA é bastante relevante para o sucesso da mesma.

De modo a tentar agrupar as fémeas dentro da vacaria, é estabelecido um
periodo voluntario de espera, que pode ser manipulado. Um trabalho realizado em 2021,
avaliou as diferencas nas vertentes econdmica e reprodutiva, entre um periodo
voluntario de espera de 60 dias ou de 88 dias. Neste estudo, concluiu-se que um
aumento do periodo voluntario de espera era mais benéfico em vacas primiparas, uma
vez que se obteve um aumento da taxa de gestagédo de 46,2% para 55%, quando o
intervalo aumentou, o que permitiu um aumento do lucro com estas vacas devido
principalmente a uma reducao dos custos com as fémeas de substituicdo. Em oposicao,
as vacas multiparas nédo beneficiaram deste aumento. A sua taxa de gestagdo néo
revelou qualquer uma variagao significativa entre os dois intervalos de tempo propostos,
e o0 alongamento do tempo poderia levar a uma reducdo da rentabilidade econdmica
deste tipo de vacas, uma vez que os custos de substituicdo poderiam aumentar, levando
a uma diminuicdo da relacdo custo-beneficio entre a alimentacdo e o lucro gerado
(Giordano 2021).
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3.3.3. AIA e a detecao do cio

Para as exploragbes de bovinos que ndo utilizam programas de sincronizagao
de ovulacodes para IATF, a detecdo do comportamento de cio € de extrema importancia
para que uma fémea seja inseminada com sucesso, uma vez que a baixa eficacia da
detecdo do comportamento de cio € uma das maiores causas de uma reduzida
performance reprodutiva, conduzindo a perdas econdmicas significativas. A baixa
eficiéncia na detegéo do cio pode levar a que nao seja detetada a vaca se encontra em
cio, o que resulta que a mesma nao seja inseminada ou, por outro lado, que seja
detetada erradamente em cio e inseminada fora do tempo correto (Senger 1994). A
detegao do cio é afetada por um conjunto de fatores que passam pelo erro humano, isto
€, quando a pessoa que esta a fazer a detegcdo ndo conhece os sinais de cio ou nao
sabe o valor relativo de cada um deles, ou ainda quando n&o o faz as vezes suficientes
e com a duracao adequada. Outros fatores de ineficacia do processo de detecao do cio
incluem o uso incorreto ou 0 ndo uso de meios auxiliares de detegao, o clima, o stress,
as infraestruturas onde os animais estao a alojados, a producao leiteira, a raga, o estado
enddcrino da vaca (periodo pos-parto e protocolos hormonais), a condigdo corporal e
de saude do animal, o niUmero de partos ou a presenga ou ndo de um macho (Palomares
2021).

Para a detecao visual do cio, existem certas normas que devem ser seguidas. A
pessoa a quem € atribuida essa responsabilidade deve possuir treino e experiéncia
prévios, para conseguir identificar os sinais de cio. Isto inclui, quer os sinais mais
exuberantes, como o reflexo de imobilizacdo ao ser montada, quer o0s sinais
secundarios, que podem ser mais dificeis de detetar, como a presencga de corrimento
vaginal, o aumento da atividade fisica ou 0 edema vulvar. Esta observagao deve ser
feita a um grupo de vacas que se encontre na sua rotina normal num piso que nio seja
escorregadio. Um dos pontos mais importantes é o tempo necessario para realizar esta
tarefa, visto que o nimero e a duragéo das observacgdes fazem variar significativamente,
a eficacia da detecdo. Os valores de detecdo de cio por observagdo visual sao
normalmente superiores quando ela é realizada, pelo menos duas vezes ao dia, durante
pelo menos meia hora por periodo (Palomares 2021). Alguns equipamentos foram
criados para auxiliar na detecdo do comportamento de cio e que, apesar de nao
substituirem a observacéo visual, alertam para um aumento da atividade locomotora ou
ajudam a identificar as fémeas que foram montadas.

Apos a detecao do cio, é necessario realizar-se a |IA, que deve ocorrer segundo
a regra AM-PM, isto é, apds a detecdo do comportamento de cio, a fémea deve ser

inseminada 8 a 12 horas depois. Sabe-se que as vacas irdo ovular entre as 24 e as 32
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horas depois de comecarem a exibir comportamento de cio, pelo que ao inseminar-se
segundo a regra AM-PM, quando o cio € detetado no seu inicio, permitir-se-a a
capacitacdo dos espermatozoides no trato reprodutor feminino e a consequente
fertilizagcdo do odcito (Palomares 2021). Caso a inseminagdo seja feita muito
tardiamente, a taxa de gestacédo reduzir-se-a, visto que ndo havera tempo para a
capacitagdo dos espermatozoides, previamente ao envelhecimento do odécito. Um
trabalho de campo de 2004 demonstrou uma redugao da taxa de gestagéo de 66,2%,
quando a inseminacao foi realizada entre 8 e 18 horas, apés a detecido do cio, para

45,4%, quando o foi mais de 30 horas depois (Martinez et al. 2004).

4. Trabalho Experimental

4.1. Introdugao

Sabe-se que o sucesso de uma exploragao leiteira depende em grande parte do
sucesso reprodutivo da mesma (Cardoso Consentini et al. 2021), sendo que esse
sucesso equivale a uma maior producao leiteira, que se traduz numa maior fonte de
rendimento para o produtor (Santos et al. 2010). Para tal, € necessario garantir que as
vacas mantenham a producao de leite no seu potencial maximo, o que obriga a que
cada uma delas tenham um parto a cada 365 dias.

Como referido anteriormente, realizar uma IA de forma a obter um intervalo entre-
partos de um ano, constitui um desafio que envolve muitas variaveis diferentes. Com
base nesta premissa, procurou-se analisar varios fatores que poderiam ter influéncia no
sucesso da primeira IATF, realizada ap6s o ultimo parto em vacas leiteiras e, no sucesso
da primeira IA realizada em novilhas leiteiras. Relativamente as vacas, foram analisados
os seguintes fatores: o numero de partos, o touro dador do sémen, a condigao corporal
no inicio do protocolo de sincronizagéo, o inseminador, a ocorréncia de patologia no
puerpério e o intervalo entre o parto e a IA. Nas novilhas, foram avaliados os seguintes
parametros: a idade da novilha, o touro dador do sémen, o inseminador e a utilizacao

ou nao de protocolo hormonal de indugao/sincronizagao de cios.

4.2. Material e Métodos

4.2.1. Recolha dos dados e dimensao da amostra

O presente trabalho experimental foi suportado com os dados recolhidos durante
o periodo compreendido entre janeiro de 2022 e janeiro de 2023, tendo sido registadas
informagbes sobre um total de 234 vacas leiteiras da raga Frisia Holstein e 50 novilhas
da mesma raga. Deste grupo de fémeas, 31 vacas e 7 novilhas foram eliminadas em

virtude da impossibilidade da realizacdo do exame de diagndstico de gestagéo. Acresce
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ainda referir a utilizagdo de apenas 193 vacas para o estudo da variavel touro dador de
sémen, visto que as restantes 10 foram inseminadas com outros machos sem uma
representacao significativa e, igualmente, a utilizagédo de apenas 42 novilhas para o
estudo do fator inseminador no resultado final da primeira IA, também pela pouca
representacao de um outro inseminador.

Todas as fémeas incluidas neste estudo foram sujeitas a exames ginecolégicos
antes do inicio dos tratamentos de indugao/sincronizagéo da ovulagdo ou do inicio da
detecao do cio natural, de forma a assegurar que se encontravam ciclicas e sem
nenhum tipo de patologia reprodutiva que pudesse adulterar os resultados da IA. As 203
vacas foram sujeitas a um protocolo hormonal de indugao/sincronizagao da ovulagéo,
ao passo que, no caso das novilhas, 83,7% (36/43) delas foram inseminadas apos
detecao de cio natural, enquanto que os restantes 16,3% (7/43) foram tratados com um
protocolo hormonal e, subsequentemente, inseminadas.

A técnica de |A utilizada em todas as fémeas foi a inseminagdo com deposicao
do sémen no corpo uterino, sendo que nas vacas foi utilizado sémen criopreservado
convencional de trés origens diferentes (A; B; C): o sémen A era composto por doses
seminais heteroespérmicas de 3 touros da raca Aberdeen-Angus e foi utilizado em
46,6% (90/193) das inseminagbes; o B provinha de um macho Limousine e foi utilizado
em 31,1% (60/193) das inseminagdes; e por ultimo, o C provinha de um touro Aberdeen-
Angus e foi utilizado em 22,3% (43/193) das inseminagdes. Ja nas novilhas foi utilizado
sémen criopreservado sexado da gama SexedULTRA 4M, contendo cerca de 4x10°
espermatozoides, de trés touros diferentes (D; E; F) todos da raga Holstein Frisia, sendo
que o sémen do touro D foi utilizado em 39,5% (17/43) dos casos, o sémen do touro E
foi utilizado em 41,9% (18/43) das inseminagdes e, nas restantes IA, foi utilizado sémen
do touro F, 18,6% (8/42).

Quanto aos inseminadores, nas vacas foram recolhidos os registos de 3 técnicos
de inseminagao — A, B e C — sendo todos eles residentes. O técnico C por ter um menor
grau de experiéncia, executou apenas 7,9% (16/203) das IA, enquanto que o técnico A,
0 mais experiente, efetuou 34% das inseminagdes (69/203) e o técnico B, 58,1%
(118/203). Nas novilhas, apenas os técnicos A e B (os mesmos das IA nas vacas), foram
os utilizados, executando o técnico A, 78,6% (33/42) das IA e o técnico B, 21,4% (9/42).

Foram recolhidas informagbes sobre caracteristicas ligadas as fémeas
utilizadas, sobretudo aquelas que poderiam ter alguma influéncia na taxa de concegao
da exploragdo. As novilhas utilizadas neste trabalho experimental tinham uma idade
compreendida entre os 13 e os 16 meses e a idade mais prevalente foi a de 14 meses

(24/43). As novilhas foram agrupadas em 2 classes diferentes: a primeira dos 13 aos 14
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meses com 72,1% (31/43) das fémeas; e a segunda, dos 15 aos 16 meses com 27,9%
(12/43) das novilhas.

Em relacdo ao numero de partos de cada vaca, os animais associados a este
estudo apresentaram uma distribuicdo entre 1 parto (minimo) e os 8 partos (maximo),
sendo que a moda foi vacas primiparas, com 68 incluidas nesse grupo e, em média na
amostra recolhida, as vacas tinham 2,39 partos. De forma a melhor poder avaliar a
influéncia deste fator e avaliar se poderia haver diferencas entre vacas primiparas e
multiparas, essas fémeas foram agrupadas em trés classes distintas — 1 parto (A), 2
partos (B) e 3 ou mais partos (C) — e obteve-se a distribuicdo que pode ser observada
na Tabela 2.

Tabela 2: Frequéncia e percentagem de vacas por cada classe de numero de partos

NiUmero de partos em classes

Frequéncia Percentagem (%)
A 68 33,5
B 54 26,6
Cc 81 39,9
Total 203 100

A condigao corporal (CC) das vacas foi registada no momento do exame ginecoldgico
que antecedeu o inicio do protocolo hormonal de sincronizacao da ovulagao e foi usada
uma escala de 1 a 5, sendo o 1, extremamente magra e o0 5, obesa, e a classificagao foi
sempre da responsabilidade de um mesmo técnico. A classificagdo da CC de cada vaca
na amostra recolhida teve a pontuagdo 2 como minimo, e como maximo, a pontuagao
4. Foi registada uma moda da classificagdo 3, sendo a média muito perto desse valor
(2,93). Depois de serem classificadas as vacas, os animais foram divididos em 4 classes
distintas: vacas com menos de 2,5 de CC, vacas com uma CC igual ou superior a 2,5,
mas inferior a 3, vacas com uma CC igual ou superior a 3, mas inferior a 3,5 e, por fim,
vacas com uma CC igual ou superior a 3,5. As diferentes classes apresentaram as
frequéncias e percentagens que sao apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3: Frequéncia e percentagem de animais observados em cada classe de condicao
corporal

CC em classes

Frequéncia Percentagem (%)
<2,5 8 3,9
22,5 -<3 76 374
23 -<3,5 103 50,7
23,5 16 7,9
Total 203 100

Foi registado o intervalo, em dias, entre o parto e a primeira IA de cada vaca,

tendo o intervalo variado entre 74 e 493 dias. Apesar do grande intervalo, a média foi

36



cerca de 82 dias (81,89) e, o intervalo mais recorrente foi de 76 dias. As vacas eram
examinadas pelo médico-veterinario da exploragao entre o dia 48 e 51 apds o parto, de
forma a verificar se as mesmas ja se encontravam em condi¢gdes para iniciarem a
atividade reprodutiva e, caso nao fossem aprovadas no exame ginecoldgico, eram de
novo avaliadas uma semana depois.

Para esta analise, as vacas foram colocadas em dois grupos conforme o
intervalo parto-inseminacao, de modo a facilitar a interpretagdo dos resultados, mas
preservando a relevancia em termos cientificos: o primeiro grupo foi composto por vacas
em que o intervalo foi igual ou inferior a 80 dias e incluiu 155 fémeas (76,4%) e, o
segundo grupo constituido por vacas com um intervalo parto-primeira IA superior a 80
dias, que incluiu 48 fémeas (23,6%). Foi determinado como limite o intervalo de 80 dias
visto que corresponde ao limite maximo para que uma vaca fique gestante e consiga
obter um parto a cada 365 dias.

Por fim, foi ainda registada a existéncia de alguma afe¢ao ou patologia que tenha
ocorrido no periodo de puerpério, de forma a verificar se teria alguma influéncia na taxa
de gestagao. No que diz respeito a esta variavel, foi registado o dia pés-parto em que
se identificou a tal afecido ou patologia e qual o diagndstico. Assim, foram registadas 22
vacas com algum tipo de patologia, sendo que 19 tinham metrite, que foi diagnosticada
até aos 21 dias apdés o parto, duas vacas abortaram (uma aos 56 dias de gestacao e

outra aos 237 dias) e, uma vaca foi diagnosticada com cervicite aos 19 dias pds-parto.
4.2.2. Caracterizagao da exploragao

Neste estudo, os dados utilizados foram recolhidos na da Herdade Vale de
Cardeiros (J.Thymm, Lda.) localizada na freguesia de Seda, concelho de Alter do Chao,
distrito de Portalegre. Trata-se de uma exploragao com um efetivo bovino leiteiro e um
outro de came, tendo sido utilizado para este trabalho, apenas o efetivo de leite, que
conta com cerca de 400 fémeas da raga Frisia Holstein criadas em regime intensivo. E
uma exploracdo de alta producéo leiteira com um regime de trés ordenhas diarias. As
vacas eram alimentadas com um alimento composto acompanhado com feno-silagem
de milho como fonte de fibra, e estavam distribuidas por cinco parques onde se alojam
as fémeas em producao efetiva (distribuidas por idade e pelo nivel produtivo), os
viteleiros e parques destinados as vitelas de diferentes idades e outros animais em
diferentes alturas do seu ciclo produtivo. Nomeadamente, a exploragdo tem um parque
para as novilhas, um cercado para animais mais novos que ainda n&o iniciaram a sua
vida reprodutora, um cercado onde estdo alojadas as novilhas gestantes, um cercado
para as vacas no periodo seco, um parque pré-parto/maternidade e um parque de pos-

parto recente.
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4.2.3. Maneio reprodutivo

Apos a certificagdo de que as novilhas ja possuiam um ciclo ovarico normal, elas
eram separadas em dois grupos: por um lado, novilhas que iriam ser inseminadas apos
a detecdo de um cio natural; e por outro, aquelas em que se iria recorrer a protocolo
hormonal de sincronizacdo de ovulacdo com IATF. As novilhas que foram alocadas no
grupo da detegéao de cio foi-lhes proporcionado um equipamento de detegao de cio, GEA
CowScout (GEA, Alemanha), que funciona como auxiliar de detegéo de cio, emitindo
alertas no sistema informatico da exploracdo para a possibilidade de uma fémea se
encontrar em cio com base na sua atividade locomotora, mais especificamente pelos
movimentos do pescogo. Apds a detecdo do cio, as novilhas foram inseminadas
seguindo a regra AM-PM. As novilhas colocadas no segundo grupo foram sujeitas ao
protocolo hormonal Co-Synch-5, que se iniciou num dia aleatério do ciclo ovarico (dia 0)
com uma administragdo IM de 10 ug de um analogo da GnRH (acetato de buserelina,
Receptal®, MSD Animal Health, Portugal) e introdugao de um CIDR (1,38g de P, Zoetis
Portugal, Lda). O CIDR foi posteriormente removido no dia 5, com uma administragao
IM de 500 pg de um analogo de PGF2, (Cloprostenol sédico, Cyclix Bovinos, Virbac,
Franga). Uma segunda administracdo de 500 ug do mesmo analogo da PGFy, foi
efetuada 12 horas depois da primeira e, por fim, 72 horas apds a primeira administragcao
de PGFy, realizou-se a IATF, conjuntamente com uma administragéo de 10 ug de um
analogo da GnRH (Receptal®, MSD Animal Health, Portugal).

Quanto as vacas, o protocolo utilizado em todas elas foi o Double-Ovsynch.
Assim, ap0s a realizagdo do exame ginecologico foi iniciado o protocolo (dia 0) com uma
injecdo IM de 10 ug de um analogo da GnRH (acetato de buserelina, Receptal®, MSD
Animal Health, Portugal). Sete dias depois, houve lugar a uma injecao IM de 500 ug de
um analogo de PGF2, (Cloprostenol sodico, Cyclix Bovinos, Virbac, Franga), seguida de
uma segunda injegao de 10 ug do analogo da GnRH (Receptal®, MSD Animal Health,
Portugal) trés dias depois. Apds um intervalo de sete dias, foi administrada uma terceira
injecdo de 10 ug do mesmo analogo da GnRH e, passados mais sete dias, a segunda
administracao de 500 yg do analogo da PGF2, com outra administracdo 12 horas
depois. Por fim, 36 horas apds a terceira injegao do analogo da PGF2,, administrou-se
a ultima injecdo de 10 ug do analogo da GnRH, com a IA a ocorrer entre 12 e 18 horas

depois desta ultima. Este protocolo esta ilustrado no Esquema 1.
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Esquema 1: Protocolo de sincronizagdo Double Ovsynch utilizado nas vacas

GnRH PGF2a GnRH GnRH
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O diagnéstico de gestacgéo foi realizado pelo médico-veterinario assistente, aos

33 dias, por ecografia transretal.

4.2 4. Analise estatistica

Para a recolha de dados, foi criada uma base de dados no programa Microsoft
Office Excel® 2016. Esses dados foram depois exportados para o programa IBM SPSS
Statistics® 26.0, onde foi realizada a analise estatistica necessaria para a interpretacao
dos dados.

A analise preliminar dos dados baseou-se na realizagcdo de uma anadlise de
estatistica descritiva, em que foram avaliadas as frequéncias, percentagens, médias e
modas, das diferentes variaveis. De seguida, foram criadas as tabelas de contingéncia
onde foi aplicado o teste de qui-quadrado de Pearson, de forma a avaliar a significancia
da relagao entre as variaveis e a variavel dependente. Neste caso, foi avaliada a
significancia de diferentes variaveis com a variavel que identificava o resultado do
diagnéstico de gestacdo. Estabeleceu-se que o nivel de significadncia era de 5%, o que
se traduz num de p-value igual a 0,05, pelo que qualquer p-value abaixo deste valor
resultante do teste de significAncia demonstraria uma evidéncia estatistica para rejeitar
a hipdtese nula, hipotese nula esta que € a inexisténcia de uma relacéo entre a variavel
em teste e o diagndstico de gestacdo. Nas variaveis que apresentaram interagcdo com o
diagnéstico de gestacdo, foi desenvolvida uma nova tabela de contingéncia com
aplicacao do teste de qui-quadrado de Pearson de modo a averiguar se a diferenca
entre classes nas quais os dados estavam agrupados dentro de uma determinada
variavel era estatisticamente significativa, sendo que foi mais uma vez utilizado o nivel
de significancia de 5%. Nestas ultimas variaveis foi ainda calculado o coeficiente de
contingéncia, de forma a quantificar a forca da associacao entre as variaveis em estudo
e o resultado do diagndstico de gestacdo, variando este coeficiente entre 0 (sem
associacado) e 1 (associacado perfeita). Por fim, foi ainda realizada uma regressao
logistica binaria para relacionar a variavel onde estava representado o nimero de partos

e a variavel diagnoéstico de gestacao.
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5. Resultados e discussao

5.1. Estudo realizado com as vacas

No caso do estudo das 203 vacas, um total de 33,5% (68/203) revelou um
diagnéstico de gestacao positivo aos 33 dias apds a IA. Este valor quantificou a taxa de
gestacdo global das vacas inseminadas ap6s terem sido sujeitas ao protocolo Double-
Ovsynch, pela primeira vez desde o ultimo parto. Estudos ja publicados apontam para
alguma variagéo nas médias obtidas conforme a composigao das amostras trabalhadas.
Contudo, os valores mais usuais variaram entre os 35% e os 50% (Souza et al. 2008;
Herlihy et al. 2012; Astiz and Fargas 2013). Assim, o resultado obtido no presente estudo
fica um pouco abaixo dos valores registados em investigagdes prévias, sendo ainda
assim um valor préximo do esperado deste protocolo, numa vacaria de alta producéo
leiteira.

Quanto a variavel que avaliou a condigao corporal das vacas antes da execugao
do protocolo de sincronizacao, obtiveram-se os resultados patentes no Grafico 1. O valor
mais elevado de vacas gestantes aos 33 dias apos a IATF ocorreu na classe das vacas
com CC maior ou igual a 3 e menor que 3,5, onde 38,8% (40/103) das vacas ficaram
gestantes, sendo que a classe com a pior taxa de gestacao foi a das vacas com CC
menor que 2,5, em que nenhuma fémea ficou gestante (0/8).

Contudo, ao se analisar estatisticamente a relacao entre a CC e o diagndstico
de gestacdo, ndo se pode rejeitar a hipotese nula de que a CC nao afeta a taxa de

gestacdo, uma vez que se obteve um valor de p igual a 0,125.

Grafico 1: Resultados dos diagnésticos de gestagao obtidos por classe de CC
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classe de CC (p=0 125)
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Os resultados obtidos acentuam a importancia de manter as vacas numa boa
CC de forma a serem atingidos os objetivos reprodutivos da exploragéo e que esta &
uma boa base para a avaliacdo do estado nutricional dos animais, visto que, apesar

desta variavel ndo ter sido estatisticamente significativa quanto ao diagndstico de
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gestagao, é de salientar que os melhores resultados foram obtidos com as vacas que
revelaram uma CC média com valores entre 0 3 e o 3,5. Esta classe representa os
animais que apresentam um estado nutricional equilibrado, onde as suas necessidades
nutricionais sao satisfeitas, mas nao ha um excesso de aporte alimentar que provoque
um excessivo acumular de gordura. No mesmo sentido, quanto mais perto dos extremos
da classificacdo, quer superior, quer inferior, os resultados sao visivelmente piores,
atingindo-se os resultados mais negativos, principalmente em animais considerados
magros, em que apesar da presente amostragem ter sido diminuta, nenhuma vaca ficou
gestante apds a IATF. Os resultados agora obtidos estdo em concordancia com o
referido por Short e Adams (1988), que advogaram que a vaca pde as fungdes
reprodutivas em segundo plano quando ndo se encontra num estado de equilibrio
nutricional, despendendo a sua energia para as atividades vitais. Adicionalmente, uma
explicacdo para os maus resultados com as vacas de CC muito elevada, podera ser o
resultado de um aumento da insulina plasmatica por via de uma alimentagdo com
valores nutricionais superiores as necessidades do animal. Um trabalho de 2010
demonstrou que, a semelhanca do que acontecia em humanos e ratos, nos bovinos
existia uma diminuicdo da qualidade do oécito e do desenvolvimento embrionario nas
vacas em situagao de hiperinsulinémia e com um aumento da taxa de acidos gordos em
circulagdo. Apesar de se saber que a insulina e o IGF-1 promovem o crescimento
folicular pela interagdo com as gonadotrofinas, foi demonstrado que um excesso desses
fatores levava a uma reducao da qualidade final do odcito (Sinclair 2010).

Ao ser avaliada a variavel nimero de partos por vaca e a sua influéncia na taxa
de gestagao, foram obtidos os resultados apresentados no Grafico 2. E de salientar que
as primiparas foram as fémeas que registaram a melhor taxa de gestagao aos 33 dias,
com 45,6% (31/68), enquanto que as restantes classes de vacas multiparas
apresentaram valores semelhantes entre si: na classe B foi obtida uma taxa de gestacao
de 25,9% (14/54) e na classe C esse valor foi de 28,4% (23/81). A relagéo entre o
numero de partos de cada vaca e a taxa de gestacdo demonstrou ser estatisticamente
significativa (p=0,033), o que permite rejeitar a hipétese nula que o nimero de partos
nao tém influéncia na taxa de gestacdo. Constatou-se ainda existirem diferencas

estatisticamente significativas entre as classes, com um valor de p=0,033.
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Grafico 2: Resultados dos diagnésticos de gestagao obtidos por classe de nimero de
partos
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(*) demonstra que esta € uma analise com significancia estatistica

Apos a realizagdo de um teste de contingéncia, o valor do coeficiente obtido foi de 0,180,
relevando que existe uma relagdo fraca entre a variavel correspondente ao nimero de
partos e a variavel dependente. Ao realizar uma regresséo logistica binaria foi atingido
um coeficiente B de -0,377 e um valor de odds ratio de 0,686. Estes resultados
demonstram que, a medida que o numero de partos aumenta, ha uma reducéo da
possibilidade de se obter um diagndstico de gestagéo positivo. Mais especificamente,
ao se analisar o odds ratio obtido, pode concluir-se que a cada unidade de aumento no
numero de partos, ou seja, ao se transitar de uma classe com vacas com menos partos
para uma outra com mais, ha uma diminuigcéo de 31,4% (100-68,6) na probabilidade de
se obter um resultado positivo no diagndstico de gestacao.

Ao serem analisados os resultados alcancados neste trabalho experimental
verificou-se que, em concordancia com o que Tenhagen et al (2004) e Fodor et al (2019)
referiram nos seus trabalhos, as primiparas registaram uma taxa de gestagao superior
a das multiparas, com uma diferencga significativa de 15%, em favor das primeiras.
Contudo, é de notar que nao se registou um decrescimento da taxa de gestagcdo com o
aumento do numero de partos, nas vacas multiparas (Classe B x Classe C), como foi
reportado por Bayril e Yilmaz (2013). Pelo contrario, existiu um aumento de 2,5% da
taxa de gestacéo nas vacas com mais de trés partos, comparativamente com as vacas
com dois partos. Estes resultados podem ser reflexo do cuidado nutricional e da
promog¢do do bem-estar animal praticados nesta exploragdo, onde as vacas eram
separadas por grupos que tinham em conta fatores como o seu nivel produtivo e a idade,
de forma a homogeneizar as fémeas pelos varios parques, sendo assim, mais facil ter

um maneio adequado a cada grupo de animais, permitindo assim alcancar bons
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resultados reprodutivos, mesmo com as vacas mais velhas e com um maior numero de
partos.

No que diz respeito a variavel existéncia ou ndo de alguma patologia ou afe¢ao
no periodo do puerpério, obteve-se uma percentagem de 22,7% (5/22) de taxa de
gestacdo nas vacas com um puerpério anormal, em contraste com os 34,8% (63/181)
das vacas com um puerpério normal. Com base no teste de qui-quadrado de Pearson,
nao foram encontradas evidéncias para a rejeicdo da hipotese nula de que a existéncia
de um puerpério anormal néo teria influéncia na taxa de gestagao, tendo sido o valor de
p associado igual a 0,257. Apesar de estatisticamente n&o ser uma interacéo
significativa, é de salientar a diferenga numérica de 12,1% entre as vacas com um
puerpério normal, € as com um anormal. Apesar da monotorizacdo e terapéutica
imediata, aquando da identificacdo destas patologias, registou-se um menor nimero
destas vacas com um diagnostico de gestacao positivo. Uma possivel explicagao para
estes resultados assenta na possibilidade da existéncia de lesbes da parede uterina
provocadas por partos distocicos ou abortos, situacdes que prolongam o tempo
necessario para que a fémea apresente um ambiente uterino compativel com uma
normal eficiéncia reprodutiva (Djuricic et al. 2012). A presenca de LPS e de PMN no
utero destas vacas, como ja foi reportado na revisdo da literatura, pode provocar um
atraso ao retorno da atividade ovarica ciclica (Sheldon et al. 2009; Dourey et al. 2011).
Este atraso pode levar a que, durante o periodo voluntario de espera normal, ndo
ocorram ciclos suficientes para que seja atingido um nivel de fertilidade considerado
aceitavel (Bruinjé et al. 2017).

Ao ser analisado o intervalo de tempo parto-12 IA, verificou-se que vacas com
um intervalo igual ou inferior a 80 dias registaram uma taxa de gestacdo de 33,5%
(52/155), e as vacas com um intervalo superior a 80 dias, 33,3% (16/48). Apds a
realizacao do teste de qui-quadrado de Pearson, obteve-se um valor de p igual a 0,978,
nao tendo sido, por isso, possivel rejeitar a hipotese nula que o intervalo de tempo parto-
12 IA nao teria influéncia na taxa de gestacao aos 33 dias. Tal como foi comprovado no
estudo de Ma et al (2022), o alongamento do intervalo parto-12 IA demonstrou ser algo
benéfico para uma vacaria visto que conduzia a uma melhoria dos indices de fertilidade.
Contudo, os resultados obtidos na presente analise demonstraram que nesta vacaria
nao havia qualquer tipo de beneficio em prolongar o intervalo parto-1? IA para além dos
80 dias. Ao evitar que as |IA sejam realizadas apés o dia 80, assegura-se que um maior
numero de vacas tenha um intervalo entre partos de cerca de 365 dias, levando a que
os custos com a aquisicdo de fémas de substituicdo seja mais reduzido, como foi
demonstrado no trabalho de Giordano (2021) que concluiu que apenas era

economicamente viavel o aumento do intervalo parto-12 IA nas vacas se esta medida
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trouxer para a exploragcao uma melhoria significativa dos valores da fertilidade em
comparacgao com os resultados obtidos em intervalos parto-12 IA mais curtos.

A influéncia do touro cujo sémen foi utilizado na IA na taxa de gestacdo foi
igualmente alvo de analise. Ao estudarem-se os touros A, B e C, obtiveram-se taxas de
gestacao de 24,4% (22/90), 41,7% (25/60) e 41,9% (18/43), respetivamente. Com base
no valor de p de 0,040, foi encontrada uma evidéncia estatistica para a rejeicdo da
hipotese nula e poder afirmar-se que o touro utilizado tem influéncia na taxa de gestagao
aos 33 dias. Tendo esta relagdo um coeficiente de contingéncia de 0,180, é possivel
afirmar-se que existe uma relagdo fraca entre a variavel em estudo e a variavel
dependente. Os resultados obtidos nesta analise vém reforgar ainda mais a importancia
de uma correta selecdo dos touros a utilizar, de forma a aumentar as hipoteses de
sucesso reprodutivo de uma vacaria. A analise destes dados revelou que um dos touros
utilizados (Touro A) teve uma taxa de gestagdo quase 20% inferior aos restantes 2. Este
resultado pode advir de varias causas subjacentes, sendo que a mais provavel passa
pela variabilidade da resposta dos varios touros a criopreservagcdo do seu sémen, uma
vez que existem touros cujos espermatozoides suportam melhor o processo de
congelacado-descongelacao, que outros. Esta afirmacgao é apoiada pelos estudos de Holt
(2000) e de Thurston et al. (2002), que concluiram que, apesar de a técnica da
criopreservacao de sémen estar ja amplamente difundida e estudada em diferentes
espécies, em todas elas existem fatores individuais que fazem com que exista uma
variacao entre individuos em resposta a todo o processo congelacao-descongelacao.
Estes fatores sdo muitas vezes codificados geneticamente, sendo para isso necessaria
a realizagao de testes genéticos para identificar as diferengas entre os individuos (Holt
2000; Thurston et al. 2002). Uma hipotese menos provavel, mas que podera igualmente
justificar estes resultados, esta relacionada com a adequagao do armazenamento e do
maneio das palhinhas de sémen utilizadas. No entanto, € um fator identificado como
sendo o menos provavel causador destas diferengas, visto que todo o sémen estava
armazenado no mesmo contentor e foi manuseado sempre pelos mesmos técnicos.

Por ultimo, foi analisada a influéncia do inseminador na subsequente taxa de
gestacdo aos 33 dias. O inseminador A conseguiu uma taxa de gestacéo a 1?2 |IA de
33,3% (23/69), enquanto o B registou uma de 29,7% (35/118) e o C, atingiu os 62,5%
(10/16). O valor de significancia obtido na relagdo entre esta variavel e a variavel
dependente foi de 0,033 e, por isso, foi rejeitada a hipétese nula de que o inseminador
nao teria influéncia na taxa de gestacéo aos 33 dias da 1?2 IA. Esta relagao é fraca, visto
ter sido alcangado um valor de coeficiente de contingéncia de 0,180. Estes resultados
vém reforgar a importancia do inseminador para o sucesso da IA, existindo uma variagao

significativa entre os diferentes técnicos. Seria de esperar, tendo em conta os trabalhos
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de Lamount e Foulkes (1981) e de Schermerhorn et al. (1986), citados porRussi et al.
(2009), que o inseminador C, por ter tido uma formagao mais recente, e por isso, menor
experiéncia, viesse a revelar menor eficiéncia que os seus colegas mais antigos. No
entanto, ele apresentou resultados bastante elevados, registando uma taxa de gestacao
quase duas vezes superior a dos outros dois. Porém, o seu registo pode ser
eventualmente explicado pelo reduzido numero de vacas que ele inseminou,

comparativamente com os outros dois técnicos (A e B).

5.2. Estudo realizado com as novilhas

Nesta analise experimental, um total de 43 novilhas foram acompanhadas, tendo
sido obtida taxa de gestagéo global a 12 IA com sémen sexado de 46,5% (20/43), ao
diagndstico de gestagao aos 33 dias. Este € um resultado que fica um pouco aquém dos
obtidos noutros trabalhos que também consideraram o recurso ao sémen sexado, neste
tipo de fémeas. Cerchiaro et al (2007) e Maicas et al (2019) reportaram taxas de
gestacao superiores a 50%, em concordancia com as conclusdes de Burnell (2019) que
referiu, com base na sua experiéncia pessoal € nos dados recolhidos, que as vacarias
tendem a ter uma taxa de gestagéo superior a 50% com as novilhas (Cerchiaro et al.
2007; Burnell 2019; Maicas et al. 2019). Contudo, apesar do valor registado neste
trabalho ndo ter sido 6timo, € semelhante aos referidos em varios outros trabalhos ja
realizados, com novilhas e com sémen sexado, pelo que pode ser considerado um
resultado aceitavel.

Como foi referido anteriormente, parte destas fémeas foram sujeitas a um
protocolo hormonal de sincronizacao de ovulagao e IATF, enquanto as restantes o foram
inseminadas apds a detecao do cio natural. Apds a analise desta variavel, verificou-se
gue as novilhas sujeitas ao protocolo hormonal obtiveram uma taxa de gestacédo de
42,9% (3/7), enquanto que as que foram inseminadas apds a detegao de um cio natural
registaram uma taxa de gestacéo de 47,2% (17/36). Ao ser analisada a relagao entre a
utilizacao ou nao do protocolo hormonal e a taxa de gestacao a 12 IA, nao foi encontrada
qualquer relacao estatisticamente significativa, com um valor de p de 0,832, o que nao
permite rejeitar a hipotese nula, levando a conclusdo que o resultado obtido no
diagndstico de gestacao nao foi influenciado pelo facto das novilhas terem sido expostas
a um protocolo hormonal de sincronizacdo de ovulagédo e IATF ou se por outro lado,
foram inseminadas apds detecdo de cio natural. Apesar de o numero de novilhas
sujeitas ao protocolo de Co-Synch 5 ter sido bastante mais reduzido que o das restantes
fémeas beneficiadas apds a detecio do cio natural e, do facto de estatisticamente os
resultados obtidos nestes dois grupos nao terem influenciado significativamente a taxa

de gestacao, foi registada uma redugcédo numérica de mais de quatro pontos percentuais
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na percentagem de diagnosticos positivos de novilhas que foram tratadas com o
protocolo hormonal comparativamente com as o que nao foram. Estes resultados estao
de acordo com os obtidos por Colazo e Mapletoft (2017), que obtiveram uma redugéo
de quase dois pontos percentuais quando compararam a IATF com a IA apos detecao
de cio natural (Colazo and Mapletoft 2017). Com base nos resultados agora obtidos e
nas recomendacdes atualmente em vigor que condicionam o recurso aos tratamentos
hormonais, a utilizacdo deste tipo de protocolos de sincronizagdo associados a
utilizacdo de sémen sexado ndo parece ser relevante, nas condigcbes do presente
trabalho.

Relativamente a idade das novilhas, os resultados obtidos associados a esta
variavel, mostraram que as que foram inseminadas com uma idade entre os 13 e os 14
meses tiveram uma taxa de gestacao de 51,6% (16/31), enquanto que o grupo das
novilhas mais velhas registaram uma de 33,3% (4/12). Apds a analise estatistica da
relacdo entre esta variavel e a variavel dependente, ela revelou-se sem significancia,
com um valor p de 0,281. Esta variavel tem uma elevada importancia para uma vacaria
de leite, uma vez que, ao reduzir-se a idade a que uma novilha fica gestante e
consequentemente tem o primeiro parto, o periodo n&do produtivo destes animais é
igualmente reduzido. Isto permite ao produtor obter um retorno econémico numa fase
mais precoce do ciclo de vida do animal e, ainda, reduzir os custos associados a sua
recria. Wathes et al. (2014) referem que muitos produtores apontam para que as
novilhas tenham o primeiro parto aos 24 meses, o que implica que estas fiquem
gestantes aos 15 meses de idade. Aqueles autores defendem ainda que, para que tal
aconteca, o maneio e a alimentacdo devem ser de elevada qualidade, de forma a
garantir que as novilhas tenham um desenvolvimento correto quando postas a
reprodugdo. Contudo, argumentam também, que estes objetivos sao raramente
atingidos, sendo que normalmente a idade ao primeiro parto varia entre os 26 e os 30
meses de idade, o que significa que estas fémeas apenas ficam gestantes entre os 17
e 0os 21 meses (Wathes et al. 2014). Na presente analise, ainda que a idade das novilhas
nao tenha significancia estatistica no sucesso da IA, é de notar que mais de 50% dos
animais com idades de 13 ou 14 meses ficaram gestantes. E de notar que estes
resultados se encontram dentro do intervalo que Burnell (2019) refere como sendo os
valores normais de fertilidade com sémen sexado em novilhas, o que demonstra a
qualidade do trabalho efetuado na recria e IA destas fémeas, na exploragao em causa,
permitindo que as gestantes tenham o seu primeiro parto, caso levem a gestacao até
ao seu término, entre os 22 e os 23 meses. Os resultados obtidos com as novilhas de
15 ou 16 meses foram numericamente piores que os registados nas mais novas. Este

cenario podera ser explicado pelo facto de as novilhas mais velhas terem sido
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beneficiadas mais tarde que as outras, por terem tido um desenvolvimento corporal mais
lento e ndo se encontrarem nas condi¢cdes necessarias para iniciarem a sua vida
reprodutiva e, eventualmente, esse seu subdesenvolvimento, ao longo de um dado
periodo da recria, possa ter influenciado a fertilidade a IA do grupo.

Foi também analisada a influéncia do touro dador do sémen na taxa de gestagéao
das novilhas. Primeiramente, foi registada a percentagem de sucesso de cada macho,
tendo o touro D revelado uma taxa de gestagéo de 64,7% (11/17), o touro E de 33,3%
(6/18) e o touro F, de 37,5% (3/8) de diagndsticos positivos. Ao ser analisada esta
relacao através do teste de qui-quadrado de Pearson, foi obtido um valor de p de 0,151,
que nao permite rejeitar a hipotese nula relativa a variavel touro. Apesar de, com esta
analise, nao ter sido possivel demostrar a significAncia da variavel em termos
estatisticos, € importante notar que, a semelhanga do que aconteceu com as vacas,
existe uma variacao dos resultados obtidos com os diferentes touros. O touro D teve
uma taxa de sucesso de 64,7% (11/17), contrastando com os restantes dois, que nao
atingiram sequer, os 39%. Visto que o sémen era proveniente do mesmo centro de
recolha e exportacdo de sémen bovino, isto €, o material genético dos trés touros, agora
utilizado, foi recolhido e processado da mesma forma, a explicacdo mais provavel para
os resultados obtidos passara eventualmente, pela variagdo individual de cada um dos
reprodutores relativamente aos processos de sexagem do sémen e de criopreservacao,
defendida por Holt (2000) e Thurston et al. (2002), nos seus trabalhos.

Por ultimo, foram analisados os resultados obtidos pelos inseminadores. O
inseminador A registou uma taxa de gestacéo de 42,4% (14/33), enquanto que o
inseminador B, uma de 66,7% (6/9). A relagdo entre esta variavel e a variavel
dependente nao foi estatisticamente significativa, com um valor p de 0,197, o que faz
com que a hipétese nula que refere que o inseminador ndo tem influéncia na taxa de
gestagdo ndo possa ser rejeitada. De salientar que o inseminador B apresentou um
numero de IA bastante inferior ao do inseminador A, razao pela qual esta relagdo pode
nao ter sido estatisticamente significativa. Isto deveu-se ao facto de o inseminador A ser
o técnico com mais experiéncia e, por isso, supostamente mais bem preparado para a
execucao da IA com sémen sexado, uma vez que cada dose de sémen tem um custo
bastante elevado. Estes sao aspetos que foram abordados no trabalho de Russi et al.
(2009), que enuncia que a confianga do inseminador, quer nas suas capacidades quer
na técnica ou material utilizado, é algo importante para assegurar o sucesso de uma IA
(Russi et al. 2009), porém, o tamanho e o desequilibrio da amostra analisada, podem

ter afetado os resultados agora apresentados.
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6. Conclusao

Em modo de conclusédo, no presente trabalho apenas alguns fatores foram
identificados como influenciadores estatisticos da eficacia da IA no presente estudo que
envolveu nas 203 vacas, homeadamente, o numero de partos de cada vaca, o touro
dador do sémen e o inseminador. Na andlise da influéncia do niumero de partos,
identificou-se uma tendéncia decrescente no que concerne a probabilidade de a vaca
ficar gestante a medida que o niumero de partos aumenta. Quanto a analise da influéncia
do touro concluiu-se, em conformidade com a literatura ja publicada, que ainda séo
necessarios mais estudos para melhor analisar e identificar as possiveis variagcoes
individuais de cada macho que fazem com que o sémen tenha diferentes respostas ao
processo de criopreservagdo. Quanto ao inseminador, este € um elemento que
influéncia os resultados obtidos sendo por isso importante que este seja alguém com
conhecimento e experiéncia na area para que as hipéteses de sucesso da IA sejam as
mais altas possiveis.

Nesta mesma analise com as vacas, existiram outros fatores que nao
demonstraram significancia estatistica no sucesso da IA, tais como a existéncia ou nao
de um puerpério saudavel, ou o intervalo de tempo parto-12 IA, ou ainda, a condigcéo
corporal no momento do inicio do protocolo hormonal de indugao/sincronizacao da
ovulacdo. Ainda assim, é necessario referir certas tendéncias encontradas nestas
analises, na interagcdo entre um puerpério saudavel ou n&do e o sucesso da IA, onde é
percetivel uma descida da taxa de gestagcdo nas vacas que tiveram alguma doencga ou
afecdo durante esse periodo. Adicionalmente, é de salientar a interacdo entre a
condicao corporal no momento do inicio do protocolo hormonal e o sucesso da IA, uma
vez que foi identificada a importancia de se assegurar uma condig¢do corporal perto do
meio da tabela de classificacao para que se fossem os melhores resultados, sendo de
evitar os extremos da classificagcao, principalmente o extremo inferior.

No estudo realizado com as 43 novilhas, ndo foram identificados fatores com
significancia estatistica que comprovasse a sua influéncia no sucesso da IA. Porém,
mais uma vez, a semelhanca do que aconteceu com as vacas, foram identificadas
tendéncias que devem ser tidas em consideracdo. Na comparacao entre novilhas que
foram sujeitas ao protocolo hormonal Co-Synch 5 e as que s6 foram beneficiadas apos
a detecdo de cio natural, considerando-se o recurso ao do sémen sexado, foi
identificada uma tendéncia para uma diminuicdo da taxa de gestacdo nas novilhas
tratadas. Similarmente com o relatado no estudo das vacas, ainda que nao

estatisticamente significativas, foram identificadas diferencas numéricas na taxa de
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sucesso da IA entre os touros cujo sémen sexado foi utilizado, bem como na dos
inseminadores.

No que diz respeito as principais limitacdes deste trabalho, esta patente um
desequilibrio do numero de fémeas em alguns dos grupos analisados, levando a que
em algumas analises de variaveis, um grande numero de animais se encontrasse num
grupo, deixando os outros com um numero reduzido de individuos, o que pode ter
comprometido a significancia estatistica dos calculos efetuados, com influéncia direta
nos resultados obtidos e, nas conclusdes dai retiradas. Para além disso, ndo podem ser
excluidos outros fatores que nao foram tidos em conta neste trabalho e que poderao ter
afetado os resultados obtidos, nomeadamente as condigdes meteorolégicas que podem
provocar algum tipo de stress térmico as fémeas, dado a vacaria do estudo estar
localizada num local onde as temperaturas oscilam bastante ao longo do ano. Outro
fator a mencionar é o intervalo de tempo entre a descongelacdo do sémen e a IA,
havendo a possibilidade da quebra da eficacia da IA quando esse periodo é longo, por
exposicao dos espermatozoides a oscilagbes da temperatura e ao esgotamento das
suas reservas energeéticas.

Apesar de varias variaveis ndo terem sido consideradas estatisticamente
significativas quando analisada a sua relagdo com a taxa de gestacao aos 33 dias da 12
IA, é possivel serem retiradas e registadas algumas tendéncias de interacées que estao
de acordo com a literatura. Este trabalho pode assim, ser relevante para a futura
investigacao destes e de outros fatores que influenciam a fertilidade de bovinos de leite,
contribuindo-se para a sua identificacado e da forma como a afetam, matéria ainda muito
debatida no mundo cientifico, e que é urgente compreender e dominar, para que a

reproducéo de bovinos de leite possa ser otimizada.
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