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Resumo

A sindrome de repeat breeding (RB) em vacas leiteiras, caracterizada por ciclos éstricos normais sem
concepcao apds multiplas tentativas, representa um desafio significativo para a eficiéncia reprodutiva
nas exploracdes pecuarias. O intervalo prolongado entre o parto e a concecao destas vacas, contribui
para custos acrescidos com um impacto financeiro considerdvel, estimado em cerca de 5 € por dia em
aberto, destacando a importancia da resolucdo desta sindrome. A investigacdo minuciosa é crucial
para identificar as causas subjacentes, que incluem problemas de saude, nutrigdo inadequada,
disturbios hormonais, infe¢des uterinas e questdes de maneio. A resolucao destes problemas é
fundamental para otimizar a eficiéncia reprodutiva e a produtividade em bovinos leiteiros. Além da
gestdo das causas mencionadas, diversas abordagens visam reduzir a ocorréncia do repeat breeding
ou valorizar as vacas afetadas. A intervencgdo genética é uma drea de investigacdo importante na
producdo de bovinos de leite, com o objetivo de reduzir o RB por selegdo genética. Terapias
inovadoras, como o plasma rico em plaquetas e o lisado de plaquetas, atuam como fatores
imunomoduladores da inflamacdo e tiveram resultados promissores na estimulagdo da producdo de
embrides in vitro e in vivo apds diferentes tratamentos em vacas RB. Além disso, o uso da transferéncia
de embrides obtidos de vacas RB de elevado valor genético constitui uma estratégia para valorizar
esses individuos. A eficiéncia e rentabilidade nas exploragdes leiteiras dependem da identificacdo e
resolugao sistematica dos animais ndo produtivos. A abordagem sistematica na resolu¢do das causas
da sindrome de repeat breeding é essencial para melhorar o desempenho reprodutivo, garantindo a

sustentabilidade e o sucesso econdmico das exploragées.

Palavras-chave: falha na fertilizacdo, inseminacdo artificial, morte embrionaria, nutricdo, Plasma Rico

em Plaquetas, transferéncia de embrides, bovinos
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Abstract

The repeat breeding syndrome (RB) in dairy cows, is characterized by normal estrous cycles without
conception after multiple attempts, and represents a significant challenge for the reproductive
efficiency in livestock farming. The prolonged interval between calving and conception observed in
these cows contributes to increased costs with considerable financial impact, estimated at around €5
per open day, highlighting the importance of resolving this syndrome. A deep research is crucial to
identify the RB underlying causes, which include health problems, inadequate nutrition, hormonal
disorders, uterine infections, and management issues. Resolving these problems is essential to
optimize reproductive efficiency and productivity in dairy cattle. In addition, to manage the above-
mentioned causes, various approaches aiming to reduce the occurrence of repeat breeding and to
valorize affected cows may be implemented. Genetic intervention is an important area of research in
dairy cattle production, aiming to reduce RB through genetic selection. Innovative therapies, such as,
platelet-rich plasma and platelet lysate, acting as immunomodulators of inflammation have shown
promising results in stimulating embryo production both in vitro and in vivo after different treatments
of RB cows. Furthermore, the use of embryo transfer obtained from high genetic value RB cows
constitutes a strategy to valorize these individuals. The efficiency and profitability in dairy farming
depend on the systematic identification and resolution of non-productive animals. A systematic
approach to resolving the causes of repeat breeding syndrome is essential to improve reproductive

performance, ensuring the sustainability and economic success of farms.

Key words: fertilization failure, artificial insemination, embryonic death, nutrition, Platelet Rich

Plasma, embryo transfer, bovine.
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1. INTRODUCAO

Repeat breeding, em traducao literal, significa "repeticdo de reproducdo” e descreve uma patologia na
qgual uma vaca ndo consegue conceber apesar de apresentar multiplos ciclos éstricos normais e ter
sido submetida a varias tentativas de concecdo. Durante muitos anos, os investigadores e técnicos
estudaram a sindrome de repeat breeding (RB), em vacas que apresentavam sinais de estro em
intervalos aparentemente normais (ou seja, ciclos éstricos entre 17 e 25 dias), mas que ndo ficavam
gestantes repetidamente (apds pelo menos trés tentativas), apesar da auséncia de anomalias

anatémicas aparentes ou doengas infeciosas (Dochi et al., 2008; Yaginuma et al., 2019).

A importancia das vacas RB estd diretamente relacionada com a eficiéncia reprodutiva das
exploragdes. A repeticdo de ciclos éstricos sem concec¢do reduz essa eficiéncia, pois as vacas nao
conseguem produzir vitelos com a frequéncia desejada, atrasando a reposicdo e reduzindo a
produtividade da exploragdo. O processo de tentar, varias vezes, que uma vaca fique gestante, seja
por inseminacdo artificial (IA) ou monta natural, € um processo dispendioso, que consume recursos
como hormonas, sémen, tempo e instalaces (Bonneville-Hebert et al., 2011; Pérez-Marin, Moreno et

Calero, 2012).

Para estimar o custo da sindrome de RB, existem ja modelos matematicos que consideram o valor dos
honorarios veterindrios, custos adicionais com o sémen, despesas com medicamentos, custos de mao
de obra, reducdo na producdo de leite, diminuicdo na producgado de vitelos, perdas devido ao refugo e
reposicao, perdas resultantes de prolongamento do intervalo entre partos e mortes na exploragdo
(Khosa, 2020; Moraes et al., 2021). Estima-se que cada dia em aberto custe cerca de 5 €, e as vacas
com RB apresentam um intervalo entre parto e conce¢do mais longo (187 dias em média) em
comparagdo com vacas saudaveis, que é de 120 dias em média (Yusuf et al., 2010). Esses custos
acumulados representam um impacto econdmico significativo desta sindrome para a producdo de
bovinos leiteiros. De acordo com De Vries e Marcondes (2020), as falhas reprodutivas, incluindo a
sindrome RB, constituem a principal causa de refugo em muitas exploracdes leiteiras em todo o

mundo.

Vacas que ndao concebem apds multiplas tentativas podem ficar stressadas, o que pode afetar
negativamente a sua saude e bem-estar. O RB também pode ser um sinal de problemas de fertilidade

ou salde numa vaca, o que pode afetar a sua capacidade de produzir leite e vitelos sauddveis. Quanto
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mais rdpido uma vaca puder conceber apds o parto, respeitando o intervalo de espera voluntdrio, mais
longa poderad ser a sua vida produtiva, tanto na producdo de leite, como na criacdo de vitelos (Magnier,

2020).

No decorrer desta revisao bibliografica, ird ser apresentada e discutida a etiologia e terapéuticas
desenvolvidas para esta sindrome multifatorial com grande importancia na fertilidade bovina e
producdo de leite. De facto, para controlo da sindrome de repeat breeding, é crucial realizar uma
investigacdo minuciosa para identificar as causas subjacentes, que podem incluir problemas de saude,
nutricdo inadequada, disturbios hormonais, infe¢cdes uterinas ou questdes de maneio. Resolver estes
problemas é fundamental para otimizar a eficiéncia reprodutiva e a produtividade na fileira dos
bovinos leiteiros. As exploragGes agricolas precisam de ser altamente eficientes e rentaveis, e a
identificacdo de animais ndo produtivos é uma prioridade para evitar perdas econdmicas. A
abordagem sistemdtica na identificacdo e resolu¢cdo destas causas é essencial para melhorar o
desempenho reprodutivo dos animais e garantir a sustentabilidade e o sucesso econémico das

exploragoes.

2. DEFINIGAO DE REPEAT BREEDING

Como referido, repeat breeding é um termo utilizado na reprodugao bovina para descrever vacas que
ndo concebem apds vdrios ciclos de IA ou cobricao (repetidamente nao ficam gestantes apds pelo
menos trés tentativas), sendo subdividido em "early repeats" (repeticdes iniciais) e “late repeats”
(repeticGes tardias). No caso das "early repeats", a mortalidade embriondria ocorre antes do
reconhecimento materno da gestacao, levando as vacas a retornarem ao estro entre 18 e 22 dias apds
monta ou IA. Enquanto as “late repeats” ocorrem quando a mortalidade embrionaria acontece apds o
reconhecimento materno de gestacao, fazendo com que essas vacas retornem ao estro mais de 25
dias apds cobricdo ou IA. Como a taxa de perda embriondria é mais alta durante o primeiro ciclo éstrico
apods reproducdo, as “early repeats” sdo mais comuns do que “late repeats” (Dochi et al., 2008;

Yaginuma et al., 2019; Lopez-Gatius et Garcia-Ispierto, 2020).

3. CAUSAS DE REPEAT BREEDING

O desempenho reprodutivo bem-sucedido em vacas depende da interagdo complexa de diferentes

fatores, incluindo padrdes hormonais, dinamica ovarica, comportamento de estro, fun¢des uterinas e
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acasalamento ou IA. Vdrios fatores enddgenos que atuam no ovario, no oviduto ou no Utero podem
afetar a qualidade do ovécito e do embrido, influenciando assim a incidéncia de RB em vacas leiteiras.
A sindrome de RB é complexa. Autores como Salasel, Mokhtari et Taktaz (2010) apontam infe¢des no
trato reprodutivo e inflamacgdo uterina crénica como contribuintes, enquanto Sood et al. (2015)
identificam desequilibrios hormonais. O maneio inadequado, incluindo a nutricdo inadequada e as
falhas na detecdo do estro, também contribuem significativamente (Wathes et al., 2004; Walsh et al.,
2011). Além disso, o stress térmico, proveniente de condigdes climaticas extremas (Ferreira et al.,
2011) ou ambientes inadequados e stressantes na produg¢do (Magnier, 2020), também contribuem
para esta sindrome. Sartori, Bastos et Wiltbank (2010) e Nowicki (2021) destacam que a falha na
fertilizagdo e a morte precoce do embrido sdo eventos-chave, sendo influenciados por diversos fatores

resumidos na Figura 1.
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Figura 1: Causas do repeat breeding (Adaptado de Nowicki, 2021).

3.1. PROCEDIMENTOS DE INSEMINAGAO ARTIFICIAL INCORRETOS

A |A é uma técnica comum usada na reproduc¢do em bovinos leiteiros, mas vdrios problemas podem
surgir, impactando na eficacia reprodutiva, e originando RB (Walsh et al., 2011). Hanzen et al. (1999)
identificou uma maior frequéncia de mortalidade embrionaria em animais inseminados (mais de trés
vezes superior) quando comparados com a cobrigdo natural. Estes autores reportaram que novilhas

com RB apresentam uma percentagem significativamente maior de embriGes degenerados ou
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anormais em comparacao com novilhas normais. Numa exploracao, a identificacdo de mais de 15% de

animais inseminados mais de duas vezes sugere infertilidade de grupo e a causa deve ser investigada.

Por exemplo, a aplicacdo inadequada da técnica de IA por deposicdo incorreta do sémen no trato
reprodutivo da vaca ou no momento errado do ciclo éstrico pode levar a ndo concegdo (Sartori, Bastos
et Wiltbank, 2010). A identificacdo precisa do estro é crucial, e a IA deve ser realizada durante o
periodo de recetividade sexual da vaca: dura de 8 a 18 horas. A ovulacdo ocorre por volta das 28h apds
o inicio do estro (+/- 6h) e o ovicito tem uma vida de 8 a 12 horas. Por outro lado, os espermatozoides
tém uma viabilidade média de 30 horas e para alcangarem a maior capacidade de fertilizacdo, devem
permanecer pelo menos seis horas na regidao do istmo. Assim, a deposi¢ao de sémen 12 horas apds o
inicio do estro assegura o encontro de um espermatozoide com capacidade fertilizante e um ovécito
com o maximo potencial para desenvolver um embrido saudavel (Diskin, 2018). A regra AM/PM ¢é a
pratica mais comum nas exploracdes leiteiras. Assim, quando uma fémea é identificada em
comportamentos de estro pela manh3, esta é inseminada a noite, e vice-versa. Caso seja possivel
realizar uma palpacgdo retal antes da IA e a textura do foliculo indicar que se estd distante da ovulagao,
a IA dupla é recomendada, separada por 12 horas (Pérez-Marin, Moreno et Calero, 2012). As vacas
com RB apresentam frequentemente estros com duragado inferior a 6 horas, sugerindo que o tempo
de espera antes da IA deve ser reduzido. No entanto, algumas destas vacas podem apresentar atraso
na ovulagao, tornando dificil determinar o momento exato da mesma, o que frequentemente leva a
inseminacdes ndo fertilizantes, seguidas por refugo por infertilidade (Descoteaux, 2012).
Classicamente, a observagdo de comportamentos de estro é realizada no minimo duas vezes por dia
(pela manha e ao final da tarde), com um periodo de 30 minutos para cada observagdo. Deve ser
realizada por pessoas qualificadas, sendo crucial para melhorar os indices de gestacdo. Além disso,
poderdo ser utilizados rufides para auxiliar na detecdo de fémeas em estro. Atualmente existem alguns
métodos auxiliares, como pedémetros, que registram a atividade da vaca, bem como bastdes coloridos
e detetores eletrdnicos que indicam o estro, como o “heat watch” e o “chin ball” (Fesseha et Degu,
2020). A ma detecdo do estro é uma das principais causas de RB e infertilidade em bovinos (Pérez-
Marin et Espafia, 2007). Inseminadores experientes identificam o estro através de comportamentos
como aumento de atividade e tentativas de monta. Sinais comportamentais e fisicos incluem mic¢do
frequente, cauda levantada e mudancas externas visiveis na regido genital, como edema e congestdo

vulvar, e corrimentos mucosos (Iftikhar et al., 2009).
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O técnico responsavel pela IA deve receber formacao adequada. Além disso, é fundamental manter
boas praticas de manipulacdo do equipamento de IA para evitar a sua contaminacao e a introducdo de
agentes infecciosos no trato reprodutivo da vaca, com efeitos prejudiciais a reproducdo: vacas com
infecdo uterina no inicio do periodo pds-parto geralmente tém concec¢des mais baixas na reproducao
subsequente (Pérez-Marin, Moreno et Calero, 2012). Assim, deve lavar bem as maos e usar luvas
limpas durante o procedimento. O equipamento de IA como o pistolet de IA, deve estar em boas
condigbes de funcionamento e devidamente limpo e desinfetado entre utiliza¢gdes. A vulva da vaca
deve ser mantida limpa e deve evitar-se a entrada de fezes na vagina durante a IA (Selk, 2004). A
realizacao de exames veterindrios para avaliar a salide reprodutiva de vacas nao gestantes pode ajudar

a identificar problemas, como infe¢Ges uterinas ou problemas estruturais, que podem causar RB.

Ainsercdo do pistolet deve ser realizada suavemente, evitando lesdes no trato reprodutivo da vaca (o
sangue é espermicida, portanto, se a IA provocar mesmo que um leve sangramento, a fertilidade do
sémen é comprometida) e o sémen deve ser depositado no uUtero (Selk, 2004). Gebremedhin (2008)
destacou que o local de deposicao do sémen é um fator importante no sucesso da IA em bovinos, ou
seja, a deposicdo de sémen no corpo uterino resultou numa taxa de ndo retorno 10% maior do que a
deposicdo cervical. As vacas sdo inseminadas principalmente no corpo uterino. Quando o sémen é
depositado no colo do Utero ou introduzido mais profundamente, a fertilidade pode ser bastante
reduzida. No primeiro caso, o sémen ndo consegue subir corretamente até aos cornos uterinos e no
segundo caso, a IA pode causar danos aos cornos, prejudicando a fertilidade. A reducdo da fertilidade
é a consequéncia de ambos os erros mencionados (O’Connor, 2003).

Por outro lado, o sémen de baixa qualidade, caracterizado por baixa concentracdo e/ou baixa
motilidade, pode resultar em falha de fertilizagdo (Sartori, Bastos et Wiltbank, 2010). A armazenagem
e 0 manuseamento adequados do sémen s3o essenciais para manter a sua viabilidade, e qualquer
problema durante o armazenamento ou descongelacdo pode afetar a eficacia da IA (Selk, 2004). Além
disso, as vacas detetadas em estro devem ser inseminadas usando sémen descongelado a 37°C por 30

segundos (Iftikhar et al., 2009).

Para identificar problemas precocemente, é essencial manter registos detalhados de todas as
inseminagodes, incluindo informacgdes como a data, o touro utilizado e outros dados relevantes sobre a
vaca. No entanto, para maximizar as hipoteses de sucesso na IA, diminuir o RB e melhorar a eficiéncia

reprodutiva em exploragGes de vacas leiteiras, é também essencial proporcionar condi¢cées de maneio
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adequadas, incluindo nutricdao balanceada, alojamento confortavel, ambiente com o minimo de stress,

e ter um acompanhamento por um médico veterinario (Selk, 2004).

3.2. PATOLOGIAS UTERINAS: FATORES DE RISCO E CONSEQUENCIAS NA FERTILIDADE

As patologias uterinas, como metrites e endometrites, impactam gravemente a saude reprodutiva das
vacas leiteiras, com reducdo significativa da fertilidade. Especialmente, o periodo pds-parto é
amplamente reconhecido como primordial para os resultados reprodutivos futuros das vacas, e os
disturbios uterinos sdo frequentemente associados ao maneio inadequado durante este periodo
(Yusuf et al., 2010). As infegOes uterinas tém extrema importancia na etiopatogenia da sindrome de
RB. Por exemplo, um caso de metrite resultou no aumento de dias abertos (16,4 + 1,2) e nimero de

inseminagdes (0,1 + 0,0) por concegdo na exploragdo (Mahnani, Sadeghi-Sefidmazgi et Cabrera, 2015).

A endometrite, especialmente subclinica, € uma condi¢do frequentemente presente em vacas com RB.
Evidéncias indicam um aumento na mortalidade embrionaria, relacionado a danos endometriais,
aumento de toxinas bacterianas e de mediadores inflamatdrios, como prostaglandinas, éxido nitrico,
espécies reativas de oxigénio e citocinas (Sheldon et al., 2006; Salasel, Mokhtari et Taktaz, 2010). A
retencdo da placenta, outra condicdo uterina, também desencadeia inflamacdo e infecOes,
prejudicando a regeneragdo uterina e a capacidade de concepgdo. Esta condicdo é frequente no
puerpério, e deve ser considerada como um sinal clinico de varias outras condi¢Ges que podem ter
origem infecciosa (aborto), metabdlica (hipocalcemia, cetose, sindrome da vaca gorda), deficiéncias

nutricionais (selénio e vitamina E) e erros de maneio (intervengao excessiva no parto) (Hanzen, 2016).

A metrite puerperal, ocorrendo geralmente nos primeiros 10 dias pds-parto, e é caracterizada por
involugdo uterina retardada, secre¢des fétidas no limen uterino e sinais de doenca sistémica, como
temperatura retal elevada. Fatores de risco incluem partos distécicos, retencdo de placenta, condicdo
corporal inadequada, stress de maneio e nutricdo inadequada. A metrite pode afetar a salde do Utero
e a sua capacidade de cicatrizar e recuperar normalmente apds o parto, prolongar o anestro pés-parto,
resultando num retorno mais lento a ciclicidade reprodutiva e menor taxa de concep¢do durante a IA

(Selk, 2004; Drillich et Wagener, 2018; Markos, Aloto et Geinoro, 2019).

A endometrite, diagnosticada pela presenca de secrecdo vulvar purulenta ou mucopurulenta trés
semanas apods o parto, e a endometrite créonica ndo estdo associadas a temperatura elevada e os

animais ndo apresentam sinais sistémicos de doenga ou atitude deprimida. Embora o termo
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endometrite esteja bem estabelecido para vacas com corrimento vaginal, ha evidéncias claras de que
a origem do pus na vagina nem sempre é o endométrio, mas também pode ser o colo do Utero ou a
vagina. Para definicao e diagndstico de endometrite subclinica ou citolégica, sdo retiradas amostras
citoldgicas do endométrio para determinar a percentagem de células polimorfonucleares (PMN) nos
esfregacos. Uma proporcao de 5% de PMN pode ser considerada diagndstica para endometrite
subclinica. Estd associada a fatores como assisténcia ao parto, balanco energético negativo pré e pos-
parto, hipocalcemia, entre outros (Drillich et Wagener, 2018; Markos, Aloto et Geinoro, 2019). A
prevaléncia de endometrite clinica varia, afetando cerca de 10% a 27% das vacas leiteiras (Baranski et
al., 2013). A avaliagdo do microbioma vaginal revela potencial para intervengdes terapéuticas na
sindrome de RB. Proteobactérias foram encontradas em vacas subférteis, associadas a disbiose
durante o periodo pds-parto, e uma abundancia de Porphyromonas e Pasteurellaceae foi encontrada
na sindrome de RB. As bactérias associadas mais frequentemente a processos inflamatdrios sao
Arcanobacterium pyogenes, Fusobacterium necrophorum e Escherichia coli (Martins et Borges, 2011;

Moreno et al., 2022).

As hormonas esterdides ovaricas estimulam a producdo local de fatores de crescimento e os seus
recetores, regulando, assim, a funcdo uterina. Estudos, como o de Katagiri et al. (2004), destacam a
importancia do fator de crescimento epidérmico (EGF) na fungdo uterina, observando alteragdes na
producao de EGF em vacas com sindrome de RB. Foi também observada a normalizacdo dos perfis de
EGF apds o tratamento para restaurar a fertilidade dessas vacas. Niveis anormais de EGF foram
associados a disfuncdo uterina, sendo a analise dos niveis de EGF (entre os dias 3 e 14 de gestacao)
considerada util no diagndstico de vacas com RB. VariagGes nesses niveis podem indicar assincronia

entre o Utero e o blastocisto, afetando o desenvolvimento embrionario (Katagiri et al., 2004; 2006).

As principais hormonas envolvidas na defesa uterina sdo a prostaglandina F2a (PGF2a), estrogénios
(E2) e progesterona (P4). A P4, com propriedades imunossupressoras, retarda a involucdo uterina,
predispondo o Utero a infe¢Ges. A PGF2a, pré-inflamatdria, (promovendo a sintese de leucotrienos B4
gue atraem células de defesa) esta elevada nos primeiros sete dias pds-parto, e estimula a involugdo
uterina. Assim, como esta é essencial para a involugdo uterina, sdo utilizados analogos de PGF2a no
tratamento de infe¢Bes uterinas pds-parto (Martins et Borges, 2011). Em vacas com endometrite
subclinica, as concentracdes de PGF2a foram significativamente mais baixas em comparacdo com

vacas saudaveis, indicando uma relacdo entre esta hormona e a saude uterina (Baranski et al., 2013).
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A contratilidade uterina é crucial para facilitar a progressao dos espermatozoides, eliminar contetddos
uterinos anormais e superar inflamacées. Comprometimentos na contratilidade podem reduzir a
fertilidade, evidenciando a importancia deste mecanismo. Acumulac¢do de liquido no lumen uterino
pode interferir na implantacdo do embrido (Jaureguiberry et al., 2017). Durante o estro, o aumento do
E2 promove o fluxo sanguineo uterino, estimula a producdao de muco e facilita a contracdo do

miométrio, contribuindo para a defesa uterina contra infe¢ées (Martins et Borges, 2011).

O diagndstico da RB em vacas leiteiras envolve diversas abordagens, como avaliagdo vaginal, palpagao
transretal, ecografia, testes hormonais, citologia endometrial ou culturas bacterianas uterinas
(Sharma, 2015). Estratégias terapéuticas incluem otimizagdo do momento da IA, tratamentos
hormonais, tratamento de infe¢des por meio de infusdo de antibidticos, antissépticos ou lavagem
uterina e uso de antibidticos sistémicos (Azawi, 2008). Além disso, a prevengdo de inflamagGes uterinas
e a preservacao da fertilidade requerem boas praticas de maneio, nutricdo adequada e monitorizagdo
regular da salde reprodutiva das vacas. Isso inclui manter instalagdes limpas (evitar a exposicdo a
fontes potenciais de infecdo, como a dgua contaminada ou dreas sujas), reduzir o stress fisico e
emocional, e detetar precocemente casos de retengao placentaria e patologias uterinas, contribuindo

para a prevencao de problemas reprodutivos.

3.3. ANOMALIAS E LESOES CONGENITAS OU ADQUIRIDAS DO APARELHO REPRODUTOR

O sistema reprodutor das vacas desempenha um papel crucial na fertilidade e conce¢do bem-
sucedidas. Diversas anomalias e lesdes neste sistema contribuem para a sindrome de RB, afetando a
saude reprodutiva das vacas leiteiras. Uma avaliagao reprodutiva adequada é essencial para descartar
doencgas congénitas ou defeitos adquiridos relacionados com essa sindrome (Pérez-Marin, Moreno et

Calero, 2012).

Endometrite e metrite crénicas podem resultar na regenerac¢do inadequada do Utero, tornando-o
menos recetivo a implantacdo do embrido. Além disso, a presenca de pus no Utero pode dificultar a
implantacdo e a sobrevivéncia do embrido, contribuindo para o RB (Shresta et al., 2004). Mudancas na
mucosa vaginal (cor, brilho) refletem condicGes gerais, enquanto inflamagdes podem ter origens nos
fatores fisicos (parto, exploragdo manual, pneumovagina, urovagina, corpo estranho) ou infeciosos.
Algumas fémeas podem ter cérvix duplo ou, pelo contrario, auséncia de cérvix e hipoplasia ou aplasia

dos cornos uterinos (fémeas free-martin). A consisténcia pastosa do Utero ao exame retal é um sinal
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de infecdo uterina. A parede uterina pode apresentar formacdes cicatriciais. A mobilidade pode estar
diminuida devido a aderéncias formadas entre o omento maior, a parede abdominal e/ou érgios
adjacentes (apds cesariana, por exemplo). A salpingite frequentemente leva a obstrucdo do oviduto,
pois causam espessamento dos ovidutos e protuberancias irregulares. Durante a hidrossalpinge ou
piossalpinge, observa-se um aumento do seu diametro com consisténcia liquida ou pastosa. Estas
salpingites sdo por vezes acompanhadas de bursite ovarica, o que leva a formacdo de aderéncias e

predispde a acumulagdo de liquidos (Sharma, 2015; Hagen et Nouvel, 2020).

Anomalias anatémicas, como os septos uterinos, interferem na capacidade do Utero de suportar uma
gestacdo normal, podendo dificultar a implantagdo do embrido ou levar a abortos recorrentes.
Aderéncias uterinas, resultantes de lesdes ou inflamag¢Ges anteriores, prejudicam a expansdo
adequada do utero durante a gesta¢cdo. Tumores, como pdlipos ou fibromas, podem interferir no
desenvolvimento fetal ou bloquear o trato reprodutivo, levando a problemas de concepgao e abortos
recorrentes (Pérez-Marin, Moreno et Calero, 2012). A estenose cervical, caracterizada pelo
estreitamento do cérvix do utero, dificulta a passagem do sémen e a entrada dos espermatozoides no
utero, resultando em problemas de fertilizacdo e concepc¢do (Sharma, 2015; Garrido et al., 2020).
Disturbios infeciosos alteram o pH vaginal e a flora bacteriana, afetando a vitalidade espermatica.
Defeitos de conformagdao como a urovagina e pneumovagina, e infe¢des, como a vaginite também
podem modificar a fungao reprodutiva normal (Perez-Marin et al., 2012; Sharma, 2015). Quistos
ovaricos, com diametro superior a 2,5 cm, afetam 5 a 10% das vacas, principalmente no pés-parto

(Hagen et Nouvel, 2020).

A identificacdo e tratamento adequado dessas anomalias sdo essenciais para resolver problemas de
RB. A assisténcia de um veterinario experiente, utilizando exames clinicos, ecografia e outras
avaliacGes, é recomendada para identificar a causa subjacente. Monitorizar o desempenho

reprodutivo, acompanhando o ciclo éstrico, datas de IA e resultados, é crucial (Hagen et Nouvel, 2020).

Outras estratégias poderdo ter por base a manutencdo do ambiente limpo e a reducdo do risco de
contaminacdo, bem como a tentativa de evitar um maneio agressivo e implementar programas de
prevencdo de lesGes. O tratamento pode envolver terapias antimicrobianas, procedimentos cirdrgicos
ou tratamentos hormonais. Apds o tratamento, permitir a recuperagao uterina adequada antes das
inseminagdes é essencial. A revisdo do protocolo de IA e a escolha de touros sdo sugeridos para

aumentar as possibilidades de conce¢do. Em casos graves, o refugo ético de vacas com lesGes
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irreversiveis pode ser considerado para garantir o bem-estar dos animais e a eficiéncia reprodutiva da

exploracao.

3.4. ALIMENTACAO

Nas exploracOes leiteiras de alta producdo, ha mais de 30 anos que o RB é o segundo problema
reprodutivo mais prevalente apds o anestro pds-parto. Este fendmeno resulta em perdas econdmicas
significativas para o produtor, refletidas em custos adicionais como inseminagdes, intervalo entre

partos prolongado e aumento nas taxas de refugo de vacas da exploragdo (Lafi et al., 1992).

A nutri¢cdo desempenha um papel critico na manutencgdo da eficiéncia reprodutiva (Khosa, 2020). Esta
claramente demonstrado que tanto a obesidade como a desnutricdo podem levar a disfungao
reprodutiva e a subfertilidade, como resultado de uma fun¢do metabdlica inadequada, intimamente
ligada a gestdo e homeostasia das reservas adiposas e a func¢do neuroenddcrina (Guzel et Tanriverdi,

2014).

A condicdo corporal (CC) é uma medida indireta do estado nutricional da vaca, avaliando a massa
muscular e o nivel de gordura corporal, numa escala de 1 a 5, sendo 1 muito magra e 5 obesa. Vacas
com CC abaixo de 2,5 podem ter dificuldades para ovular regularmente e conceber, enquanto vacas
com CC acima de 3,5 podem ter menor eficiéncia de ovulagdo. Nestes casos, o excesso de gordura
corporal pode interferir no processo de ovula¢do, tornando-o menos eficiente. Além disso, estes
animais estdo predispostos a sofrer de doengas metabdlicas (acidose, figado gordo, cetose,
deslocamento do abomaso) que aumentam a incidéncia de mastite, laminite e endometrite,
contribuindo para reduzir a eficiéncia reprodutiva (Walsh et al., 2011; Jaureguiberry, Madoz et De La
Sota, 2015). Manter as vacas dentro da faixa ideal de CC (2,5 a 3,0) é crucial para a eficiéncia
reprodutiva. Uma CC muito alta ou baixa antes do parto é prejudicial, sendo a CC ideal no parto de 3,5
(Wathes et al., 2004). Também deve ser quantificada a perda de CC apds o parto: vacas com grande
perda de CC entre o parto e as dez semanas apods, tém, quando incluidas em programas de producdo
de embriGes, maiores nimeros de embrides degenerados e menores taxas de embriGes vidveis. A
perda de CC ndo deve ultrapassar 1,5 e deverdo ser tomadas medidas para a recuperar (Carvalho et

al., 2012).

Estudos referenciados por Butler em 2003 mostraram que vacas com CC médias (2,75-3,5) ou baixas

(<2,5) apresentavam maior prevaléncia de subfertilidade em comparacdo com aquelas com CC mais
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alta (>3,75). O balanco energético negativo (BEN) nas vacas com CC mais baixa resulta numa reducdo
na libertacao hormonal, implicando falhas de fertilizacdo e mortes embriondrias precoces, e como tal
maior propensdo ao RB. A perda excessiva de peso no pds-parto devido a falta de ingestdao adequada
de nutrientes neste periodo, pode levar a perda excessiva de peso corporal e atrasar o retorno a
ciclicidade e a ovulacdo regular. Apds o parto, as vacas leiteiras enfrentam uma demanda crescente de
energia para produzir leite e recuperar do parto. Se ndo receberem uma dieta adequada para atender
a essas necessidades, podem comegar a perder peso rapidamente. O BEN refletiu-se na perda de peso
corporal, estando associado a baixos niveis de proteinas, minerais, vitaminas e/ou energia (Butler,

2003).

A pontuagdo de CC de muitas vacas com RB tende a aumentar a medida que permanecem abertas e,
eventualmente, ganham peso nas tentativas subsequentes de reprodugao, especialmente na quinta
(ou mais) tentativas. As vacas que conseguem ficar gestantes no final do periodo de lactagdo tém uma
probabilidade maior de serem candidatas ao abate na préoxima lactagao devido ao risco aumentado de

disturbios metabdlicos no seu préximo periodo periparto (De Vries et Marcondes, 2020).

O BEN ocorre durante o periodo periparto, principalmente na ultima semana de gesta¢do e nos
primeiros dois meses apds o parto. Durante esta fase, as vacas apresentam baixas concentragdes
séricas de glicose e insulina, o que estimula a mobilizagao do tecido adiposo, resultanto no aumento
de 4cidos gordos ndo esterificados (AGNE), utilizadas como fonte de energia. No entanto, niveis
elevados e prolongados de AGNE e RB-hidroxibutirato podem impactar negativamente o desempenho
reprodutivo, levando a anovulagdo, taxas de gestacdo reduzidas e maior perda de embrides (Santos,
Rutigliano et S4 Filho, 2009), devido aos seus efeitos prejudiciais na imunidade e na salde pés-parto
(Bisinotto et al., 2012; Khosa, 2020). Estudos in vitro confirmaram que os AGNEs tém efeitos adversos
na sintese de interferdo-gama e IgM, bem como na funcionalidade de leucécitos polimorfonucleares
(Lacetera et al., 2004). Além disso, deficiéncias em antioxidantes e vitaminas (A e E), que
desempenham um papel na resposta imunoldgica das vacas, tém sido associadas ao aumento da
suscetibilidade a doencgas pds-parto (LeBlanc et al., 2004). O BEN reduz a competéncia oocitaria,
aumenta a apoptose das células do cumulus, prejudicando a fertilizacdo, a clivagem e o
desenvolvimento do blastocisto. Além disso, perturba a fungdo hormonal, alterando a sintese de
GnRH, LH e outras hormonas, e resulta numa menor concentragdo de progesterona (Robinson et al.,

2006; Bisinotto et al., 2012).
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Além de aumentarem as reservas de energia, os acidos gordos (AG) afetam a producdo de
prostaglandinas, a esteroidogénese, a manutencao das propriedades da membrana celular e o
metabolismo do colesterol. A suplementacdo dietética com acidos gordos poliinsaturados n-3 (PUFA
n-3), normalmente encontrados no dleo de peixe, tem sido recomendada para reduzir a incidéncia da
sindrome RB. Estudos indicam que a administracdo de PUFA n-3 durante duas semanas antes e depois
da IA melhora as func¢des Utero-ovaricas e a sobrevivéncia embriondria em vacas leiteiras pds-parto,
pois induz um maior crescimento do foliculo pré-ovulatdrio, niveis mais elevados de progesterona
sérica e um aumento na abundancia de mRNA de genes estimuladores da producdo de interferdo (Teeli
et al., 2019). Esta suplementacdo dietética de PUFA n-3 tem ainda efeito antiltteolitico ao inibir a
libertagdo pulsatil de PGF2a do endométrio e melhora a sobrevivéncia embriondria (Gulliver et al.,
2012). A alimentagdo com sementes de linhaga ricas em acido alfa-linolénico durante 28 dias antes da
reprodugdo, induz o aumento no didmetro do foliculo pré-ovulatério e reduz as perdas de gestagao

em vacas Holstein (Ambrose et al., 2006).

A suplementac¢do com dleo de peixe do 302 ao 1602 dia pds-parto reduz a perda da gestacdo na
primeira IA e melhora a taxa global de gestacdo (Silvestre et al., 2011). Como a mortalidade
embrionaria precoce é a principal causa de RB em vacas, foram desenvolvidos trabalhos de
investigacdo como aquele de Teeli et al. (2019), sobre o efeito da suplementacdo dietética de n-3 PUFA
(acido eicosapentaendico (EPA) e 4cido docosahexaendico (DHA)) éleo de peixe rico de -2 a +2 semanas
de IA no tamanho do foliculo pré-ovulatdrio, progesterona sérica e abundancia relativa do mRNA dos
genes estimulados por interferdo que codificam essas proteinas nos leucécitos nas vacas com RB. A
dieta do grupo controlo foi suplementada com éleo de palma. Os resultados indicaram que as
concentragdes séricas de EPA e DHA foram 4,6 e 3,5 vezes maiores, respetivamente, nas vacas RB do
grupo com dleo de peixe (Fish oil — FO). O diametro do foliculo pré-ovulatério foi maior em 2,2mm no
grupo FO. No entanto, a progesterona sérica ndo variou do 142 ao 202 dia apds IA, mas os conceptos

do dia 20 produziram mais IFN-t.

Sinedino et al. (2017) relataram que a alimenta¢do com algas marinhas ricas em DHA dentre os dias
27 a 147 pés-parto regulou positivamente genes estimulados pelo IFN nos leucécitos do sangue
periférico e aumentou a taxa de gestagdo em vacas primiparas e multiparas, o que foi atribuido ao

melhor desenvolvimento do concepto com producdo aumentada de IFN-t.
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De acordo com Pérez-Marin e Quintela (2023), a leptina, uma proteina produzida pelos adipdcitos e
modulada por diferentes fatores, incluindo a insulina, glicocorticoides e esteroides sexuais,
desempenha um papel essencial ao fornecer informacdes ao cérebro sobre as reservas de energia
disponiveis. Além disso, esta hormona inibe a producdo do neuropeptideo hipotalamico, um poderoso
fator estimulante do apetite. Um estudo realizado durante o periodo pds-parto relatou concentragoes
mais baixas de leptina nas vacas com RB em comparagdo com vacas férteis (Guzel et Tanriverdi, 2014).
O reinicio da atividade ovarica depende do maneio adequado durante o periodo pés-parto (Mann et
al., 2005). Niveis baixos de leptina podem induzir comportamento de jejum alimentar, resultando na
redugdo do consumo alimentar, e altera¢do da fun¢do ovarica, devido a reduc¢do dos recetores de LH
e da sintese de estrogénios pelas células da granulosa (Odle et al., 2018). A manutengdo ou aumento
de CC, entre o dia da IA e o dia 30 depois, estd associada a uma maior fertilidade em comparagao com
aquelas que perdem CC nesse periodo. Mudancgas na CC estdo positivamente correlacionadas com as
concentragdes séricas de insulina, IGF-I (fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1) e leptina.
Estas hormonas atingem o hipotdlamo e modificam a frequéncia de secrecdo do GnRH e,

consequentemente, de LH.

A nutricdo pode influenciar os niveis de insulina e vérios fatores de crescimento, que impactam no
desenvolvimento folicular, a esteroidogénese, a maturacdo dos odcitos e o desenvolvimento
embrionario, aumentando assim a incidéncia de RB. Com base nesse entendimento, a insulina tem
sido sugerida como uma terapia alternativa para atenuar as falhas reprodutivas. Vacas tratadas com
insulina de acdo prolongada nos dias 8, 9 e 10 do ciclo éstrico tiverem um incremento ligeiro no
desempenho reprodutivo, mas os efeitos benéficos ndo foram claramente demonstrados (Pérez-Marin

et Quintela, 2023).

Por outro lado, a producdo excessiva de moléculas oxidantes e a deficiéncia de substancias
antioxidantes (como selénio, vitamina E e B-carotenos) leva a acumulagdo de ROS e a danos celulares,
conhecido como stress oxidativo, que com efeitos deletéricos na eficiéncia reprodutiva, reduz a sintese
de hormonas esteroides, a taxa de fertilizacdo e o desenvolvimento embriondrio inicial. A
suplementacdo com substancias antioxidantes, antes e depois do parto, tem mostrado reduzir
complicagBes puerperais e melhorar a fertilidade em vacas leiteiras de alta producdo. Além disso, a

inclusdo de B-carotenos na dieta beneficia a fertilidade em vacas sob stress térmico (Da Silva, 2022).
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Recomendagdes para prevenir problemas de RB envolvem praticas de maneio alimentar adequadas, o
gue inclui uma dieta equilibrada, monitorizacao da CC das vacas, evitar perda excessiva de peso pos-
parto, suplementar nutricionalmente quando necessario e gerir efetivamente o stress térmico. A
colaboragdo com nutricionistas animais e a implementacdo de estratégias de maneio nutricional
durante o periodo de transicdo sdao fundamentais para garantir a saude reprodutiva das vacas. Vacas
bem alimentadas tém maior probabilidade de manter a CC ideal, promovendo uma saude reprodutiva
robusta e, consequentemente, reduz a incidéncia de RB e melhora o desempenho reprodutivo nas

exploragdes leiteiras.

3.5. MORTALIDADE EMBRIONARIA PRECOCE

A mortalidade embrionaria, responsavel por uma considerdvel taxa de falha reprodutiva em
ruminantes, apresenta uma variacdo entre 20% e 50% (Diskin et Morris, 2008). A mortalidade
embrionaria precoce é comum em bovinos leiteiros, representando a perda de embriGes nos estadios
iniciais, geralmente antes do reconhecimento materno da gestacao e antes da detecao da gestacao
por ecografia (Kowalczyk, Czerniawska-Pigtkowska et Wrzeciriska, 2021). A incidéncia desse fenédmeno
varia de 10,6% a 39,7% (Pérez-Marin, Moreno et Calero, 2012). Em vacas leiteiras de alta producao, a
taxa de mortalidade embrionaria é mais proeminente na primeira semana pds-concegao (Diskin et
Morris, 2008). As causas da mortalidade embrionaria precoce até o 72 dia apds a conce¢do estdo
relacionadas com a qualidade inadequada do odcito ou um ambiente uterino desfavoravel, associado
a fatores como nutricdo, stress térmico, desequilibrios enddcrinos e doencas uterinas (Souza et al.,

2014).

Apesar de o desenvolvimento embriondrio em bovinos se estender até o 452 dia de gestacdo, a
mortalidade embriondria precoce, entre 0 e 18 dias, contribui significativamente para 70% a 80% das

perdas totais. Esta mortalidade ndo altera a duragao do ciclo éstrico (Hanzen et al., 1999).

O reconhecimento materno da gestacdo em bovinos é um processo fisioldgico em que o concepto
sinaliza a sua presenca ao sistema materno, prolongando a vida do corpo Idteo (CL). O IFN-T
desempenha um papel crucial, estimulando genes e regulando fatores essenciais para a preparagao
uterina para a implantacdo e o desenvolvimento fetal. A atividade antiltteolitica do IFN-t mantém a
funcdo do CL e secrecdo de progesterona, essencial para o crescimento embrionario e fetal. A falha

dos efeitos antiltteoliticos do IFN-t é uma das principais causas de mortalidade embrionaria em
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bovinos. As células trofectodermicas mononucleares de embrides de ruminantes secretam IFN-t, com
propriedades antiviral, antiproliferativa eimunomoduladora. O alongamento do embrido é crucial para
garantir a secrecao adequada de IFN-t e o reconhecimento materno, enquanto falta de alongamento
pode implicar a perda do embrido. Assim, o alongamento também visa aumentar a area maxima de
troca vascular com os tecidos maternos apds a implantacdo (Robinson et al.,, 2006; Kowalczyk,

Czerniawska-Pigtkowska et Wrzecinska, 2021).

A regulagdo da composicao do ambiente uterino é também imprescindivel, devendo existir um
aumento significativo de glicose, proteina total, e equilibrio no cdlcio, magnésio e potdssio. Nos
animais RB, foram observadas concentragdes uterinas mais baixas de proteina, sddio, fésforo, glicose,
mas maiores concentragdes de cdlcio, potdssio e magnésio do que em animais normais (Hanzen et al.,

1999).

Fatores como desequilibrios hormonais, especialmente baixas concentra¢cdes de progesterona
durante a fase lUtea, sdo suspeitos de contribuir para o RB. Os resultados obtidos no estudo de
Husnurrizal et al. (2021), mostraram que a concentragdo de progesterona nas vacas normais foi maior
do que nas vacas RB, o que pode ser a razdo pela qual as vacas normais conseguiram manter a
gestacdo. Altas concentragbes de progesterona estdo intimamente relacionadas ao processo de
alongamento do concepto em bovinos e ao aumento da producdo de IFN-t. A concentragdo
significativamente maior de progesterona nas vacas normais no 152 dia pds-IA pode contribuir para o
sucesso na concepgao, promovendo o crescimento embrionario enquanto vacas que ndao conseguem
conceber normalmente apresentam uma diminuicdo de P4 no 152 dia pds-IA. A suplementacdo de P4
tem mostrado aumentar as taxas de gestacdo em vacas com RB. Um nivel alto de progesterona

estimula o crescimento embrionario durante esta fase critica da gestacao.

Além disso, também contribuem para a sindrome RB, fatores como a baixa qualidade do sémen, tempo
inadequado de IA, deficiéncias nutricionais, disfun¢des imunoldgicas (podem resultar na rejeicdo do
embrido pelo organismo da mae), infeges uterinas, stress fisico, anomalias genéticas e até mesmo o
stresse emocional das vacas podem afetar negativamente o desenvolvimento embrionario e contribuir
para a mortalidade embrionaria (Selk, 2004; Sheldon et al., 2006; Sartori, Bastos et Wiltbank, 2010;

Souza et al., 2014; Magnier, 2020).

E importante destacar que a mortalidade embrionaria precoce é um fendmeno natural na reproducio

animal, onde a sele¢do natural atua para eliminar embriGes ndo vidveis. No entanto, quando a taxa de
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mortalidade embrionaria é excessivamente alta, é imperativo realizar investigagdes detalhadas para
identificar as causas especificas e implementar medidas de maneio e saude reprodutiva para minimizar

impactos negativos na eficiéncia reprodutiva da exploracao.

3.6. PERFIL HORMONAL ASSOCIADO A SINDROME DE RB

Diversos estudos destacaram a relacdo entre os niveis de cortisol e azoto ureico no sangue e a
ocorréncia de RB em vacas leiteiras. Diah et al. (2019) observaram que vacas RB apresentavam niveis
significativamente elevados de cortisol em comparagdo com vacas férteis: o grupo de RB (6,860+1,427
ng/mL) e o grupo fértil (3,145+1,103 ng/mL) (normal: 3.8-4.4 ng/mL). Além disso, os niveis de azoto
ureico (BUN) também foram maiores em vacas RB (31,45+4,70 mg/dL) do que em vacas férteis
(27,30+2,69 mg/dL). Esses resultados sugerem que altos niveis desses compostos podem contribuir

para a ocorréncia de RB em vacas leiteiras.

Prasad et al. (2016) associaram o aumento dos niveis de glucocorticoides, como o cortisol (devido ao
stress crénico), com falhas reprodutivas. O stress durante o estro pode levar a secre¢cdo aumentada de
hormona adrenocorticotropina (ACTH), estimula a libertagdao de cortisol do cdrtex adrenal, inibindo a
libertacdo de LH e a producdo de estrogénios, o que pode resultar em atraso ou impedimento da
ovulagdo (Singh et al., 2005; Etim et al., 2013; Lucassen et al., 2014). Altos niveis de cortisol também
podem comprometer a producdo de P4, contribuindo para ciclos éstricos repetidos devido a

mortalidade embrionaria precoce (Whirledge et Cidlowski, 2010).

Como referido, a dieta desempenha um papel crucial no ambiente uterino, e o excesso de proteina
pode aumentar os niveis de amdnia no sangue e no Utero das vacas. Estudos como o de Butler (1998)
indicam que o aumento de proteinas ndao degraddveis no rimen pode aumentar a concentracdo de
amonia, afetando negativamente a fertilidade. A analise de metabolitos sanguineos, como ureia
plasmatica, € uma ferramenta util para avaliar o metabolismo do nitrogénio ruminal e detectar
possiveis desequilibrios no nivel de proteina (disponibilidade) que podem interromper a secrecdo de
gonadotrofinas afetando a fun¢do reprodutiva (Budiasa et Pemayun, 2015). As concentragdes elevadas
de ureia plasmatica e amdnia foram associadas a falhas na gestacdo (Chaveiro et al., 2011; Bisinotto
et al., 2012). Além disso, afeta a progesterona em condi¢Ges microuterinas (Butler, 2005; Weiner,
Mitch et Sands, 2015). Altos niveis de ureia no sangue e no fluido uterino podem impactar

negativamente na qualidade do fluido uterino, resultando em efeitos tdoxicos no endométrio e
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influenciando a expressdo génica relacionada a fertilidade (Gunaretnam, Pretheeban et
Rajamahendran, 2013). Por outro lado, também demonstraram aumentar a secre¢do das hormonas
PGF2a e PGE2, o que dificulta a criacdo de condi¢des ideais para o desenvolvimento embriondrio

(Butler, 1998).

Barson et al. (2019) destacaram variagées significativas nos niveis de glicose, ureia e colesterol em
vacas com RB. Niveis mais baixos de glicose sérica foram associados a uma diminuicdo na taxa de
fertilidade. Além disso, niveis elevados de ureia e colesterol estiveram presentes em vacas com RB,
sugerindo uma influéncia direta do estado nutricional na fertilidade e ciclicidade em bovinos. Maior
concentragao de ureia esta relacionada a disturbios de fertilidade, diminui¢cdo do nivel de energia,

causando perdas econdémicas (Setiadi, Widyobroto et Rustamaji, 2003).

Alteragdes na producdo e libertagdo de hormonas esterdides, como estradiol e progesterona, sdo
observadas em vacas com RB. Niveis elevados dessas hormonas durante a ovulagdo podem levar a
disfungao lutea e assincronia entre embrides e o ambiente uterino. Niveis elevados de progesterona
antes da ovulagao podem causar ovulagao retardada, irregular ou ausente. Além disso, a presenca de
foliculos persistentes, caracterizados por niveis prolongados e/ou elevados de estradiol, pode
acontecer durante o desenvolvimento de embrido, levando a sua morte precoce. Niveis de
progesterona inferiores a 2 ng/mL até o 82 dia pds-ovulagdo indicam baixa qualidade litea e
aumentam a probabilidade de sindrome de RB (Pérez-Marin et Espafia, 2007). A presenca de quistos
ovaricos em vacas com RB é observada, como resultado de disturbios hormonais ou uterinos
anteriores (Sood et al., 2017). A presenca de niveis suprabasais de progesterona perto do estro,
geralmente decorrentes de falha parcial da lutedlise, pode prolongar o periodo de crescimento do
foliculo ovulatdrio e promover o envelhecimento do odcito, reduzindo assim a sua capacidade para a
fertilizacdo (Pérez-Marin et Espafia, 2007; Sharma, 2015). Consequentemente, pode ser observada
assincronia entre a |IA e a ovulacdo (que é atrasada ou impedida), desequilibrios hormonais (estradiol
elevado), formacdo de CL moderado e altera¢des endometriais (Pérez-Marin, Moreno et Calero, 2012).
E relatado que as vacas com RB exibem sinais comportamentais de estro mais intensos e niveis mais
elevados de estradiol em comparagdo com vacas férteis, embora o diametro folicular seja comparavel
em ambos os grupos. Isto sugere aumento da atividade esteroidogénica nas vacas com RB, o que

poderia afetar negativamente a qualidade e o desenvolvimento dos odécitos. Também foi relatado que
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exibem um curto periodo de proestro e um padrao de secrecdo de LH moderado antes do pico (Sood

et al., 2015).

A baixa concentracdo de P4, devido ao metabolismo aumentado em vacas de alto rendimento,
empobrece o ambiente uterino, afetando o desenvolvimento embriondrio inicial, como mencionado
anteriormente. A avaliacdo da concentracdo de progesterona por volta do dia 19-21 apds IA é
apontada como um método eficaz para detectar falhas na gestacdo. O radioimunoensaio (RIA) e o
imunoensaio enzimatico (ELISA) sdo as técnicas analiticas usuais para determinagdo de esteroides em

fluidos bioldgicos, permitindo elaborar estratégias terapéuticas adequadas (Pérez-Marin et al., 2012).

3.7. FATORES DE STRESS QUE INFLUENCIAM A SINDROME DE RB

Diversos autores relataram o efeito do stresse térmico e da humidade na redugdo da fertilidade em
vacas RB (Hanzen et al., 1999; Ferreira et al., 2011; Wankhede, 2018). De acordo com De Rensis e
Scaramuzzi (2003), as altas temperaturas modificam a dindmica folicular ovérica, levando a
codominancia folicular, diminuindo a dura¢do do ciclo éstrico e a competéncia dos odcitos para se
tornarem blastocistos. Vacas RB mostraram maior sensibilidade ao stresse térmico, evidenciada por
maior fragmentacdo de blastocistos durante o verdo. Um ambiente quente também foi associado a
um numero reduzido de cépias de DNA mitocondrial e aumento da apoptose em odcitos de vacas RB
(Ferreira et al.,, 2011). Esta situacdo é preocupante face as presentes alteragdes climaticas com
aumento da intensidade e durag¢do das ondas de calor prejudicando a eficiéncia reprodutiva (Capela
etal., 2022). A diminuicdo na taxa de concepgao durante a estacdo quente pode variar entre 20 e 30%
em comparag¢do com a estacao de inverno. A transferéncia de embrides em vacas RB foi sugerida como
uma abordagem para atenuar estes efeitos negativos. Podem também ser tomadas outras estratégias
para mitigar o stresse térmico que incluem sombreamento, ventilacdo forcada, banhos em tanques,
aspersdo de agua, e aumento da disponibilidade de agua para abeberamento (De Rensis et Scaramuzzi,
2003; Wankhede, 2018; Reddy et al., 2023). Por outro lado, o stresse térmico pode reduzir os sinais de
cio pela reducdo dos niveis de estrogénio no verdao comparativamente ao inverno, ou pela reducdo do
nivel de LH. O aumento da temperatura exterior foi associado a mais odcitos ndo fertilizados e
embrides degenerados. O embrido de bovino é mais sensivel ao aumento da temperatura durante as
primeiras 24 horas, mas o stresse térmico também afetou a sintese de trofoblastina e aumentou a
producdo de prostaglandinas pelo endométrio e pelo embrido (Hanzen et al., 1999; Kawano et al.,

2022).
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O stresse em novilhas e vacas pode ser desencadeado por situacdes imprevisiveis ou fora de controlo
e é cumulativo. Assim, impacta no seu metabolismo, aumentando as necessidades energéticas em
detrimento da sintese do leite, da musculatura e do sistema imunoldgico. Varios fatores podem induzir
stress, como mudancas bruscas no consumo de alimento, falta de dgua ou alimento, transporte,
maneio, vacinacdo, desparasitacao, primeiro parto, primeira ordenha, e fatores ambientais como
variacOes de temperatura, humidade, luz, ventilacdo. Sdo também de considerar os fatores sociais
como mudangas de grupo, isolamento, densidade animal, desmame e fatores ligados as patologias.
Todos eles podem levar a redugdo da fertilidade e fecundidade, aumento da suscetibilidade a doencgas,

reducdo da ingestdo e ruminagdo e comprometimento do desempenho zootécnico (Magnier, 2020).

4. NOVAS ESTRATEGIAS APLICADAS NO CONTROLO E PREVENGAO DE REPEAT BREEDING

4.1. INTERVENGOES GENETICAS

A reducdo do RB por meio de intervengdes genéticas é uma drea de investigacdo importante na
pecudria leiteira, enfrentando desafios complexos devido a interacdo entre fatores genéticos e
ambientais. Estratégias de abordagem incluem a selec¢do criteriosa de touros com base em avaliagGes
de fertilidade, considerando o desempenho reprodutivo das filhas. Além disso, a identificacdo de
marcadores genéticos associados a resisténcia a doencgas reprodutivas, qualidade do sémen,
resisténcia ao stress térmico e genes relacionados com a saude uterina sdo consideradas para
aprimorar a eficiéncia reprodutiva (Boichard, 2023). As tecnologias gendmicas, como a selecao
gendmica, podem ser usadas para identificar animais com caracteristicas reprodutivas desejaveis com

base no seu perfil genético.

A concepcdo do primeiro servico e a taxa de gestacdo sdo usadas para indicar a fertilidade em novilhas.
A selecdo genética, embora desafiante devido a baixa heritabilidade de caracteristicas reprodutivas
femininas e a natureza poligénica das caracteristicas de fertilidade, pretende melhorar a fertilidade
em novilhas e nas exploraces. A implementacdo de praticas de maneio adequadas aumenta a
probabilidade de sucesso reprodutivo (Peters et al., 2013; Dickinson et al., 2019). A utilizagdo de touros
para produzir vitelos maiores pode ser considerada como uma melhoria genética ou, em oposicao,
como um problema. Isto porque pode ser a causa de partos distdcicos ou doengas pds-parto, como

metrite, infertilidade ou estro repetido (Pérez-Marin, Moreno et Calero, 2012).
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Vacas altamente selecionadas para producdo de leite apresentam mudancas metabdlicas visando
atender as necessidades energéticas durante a lactacdo. No entanto, essas adaptacdes podem
impactar negativamente a funcdo reprodutiva, resultando em atrasos entre o parto e a primeira
ovulagdo. A influéncia genética na baixa fertilidade dos efetivos leiteiros € menor em comparagao com

fatores relacionados com a intensificacdo do maneio nas explora¢gdes modernas (Da Silva, 2022).

Anomalias cromossdmicas, como translocacdes 1/29 e 7/21, tém impacto na fertilidade bovina,
causando reducdo significativa na fertilidade (3 a 8%), principalmente a translocacdo 1/29, que é
hereditaria, e que pode resultar mais facilmente em mortalidade embriondria do que na auséncia de
fertilizagdo. Tratamentos de fertilizagao in vitro ou superovulagdao podem aumentar a frequéncia

dessas anomalias (Hanzen et al., 1999).

Apesar dos esforgos na selegao genética, é crucial destacar que essa abordagem ndo é uma solucgdo
imediata, necessitando de tempo para observar resultados. Assim, a selecdo genética deve ser
complementada por praticas de maneio adequadas, nutricdo balanceada e cuidados veterindrios para
maximizar a eficiéncia reprodutiva em vacas leiteiras. O entendimento da interagdo complexa entre
fatores genéticos e ambientais é fundamental para o desenvolvimento de estratégias integradas e

sustentdveis na busca pela reducdo do RB.

4.2. TRATAMENTO DO RB COM PLASMA RICO EM PLAQUETAS E LISADO DE PLAQUETAS PARA
PRODUGAO DE EMBRIOES IN VITRO

O plasma rico em plaquetas (PRP) é um componente biolégico derivado do sangue, concentrando
plaguetas apds a remocao de células vermelhas e, parcialmente, de células brancas (Zhu et al., 2013).
As plaquetas contém fatores de crescimento, citoquinas e metabolitos ativos que melhoram o
ambiente endometrial, impactando positivamente a implantacdo embriondria (Hassaneen et al.,
2023). A cultura in vitro de células endometriais bovinas com lisado de plaquetas (PL) demonstrou que
o PL reduziu fortemente a expressao génica de fatores pro-inflamatérios (Marini et al., 2016). Em
medicina veterinaria, o PRP e o PL tém sido utilizados como terapias inovadoras, mostrando resultados

promissores (Hassaneen et al., 2023).

Hosseini et al. (2017) investigaram o efeito da injecdo intraovarica de PRP autélogo na fertilizagdo in
vitro (FIV) e formacdo de blastocistos, observando melhoria na fungdo ovarica em pacientes humanos

gue receberam PRP intraovarico. Outro estudo avaliou o efeito da adicdo de PRP ativado (PL alogénico)
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na maturacao in vitro de odcitos bovinos, no desenvolvimento embrionario e o efeito da infusao
intrauterina de PL autologo nas vacas RB (Hassaneen et al., 2023). Os resultados indicam que o PL
alogénico foi eficaz em estimular a maturagao in vitro e o desenvolvimento embrionario de odcitos
bovinos de boa e baixa qualidade (melhorou a taxa de clivagem de odcitos de baixa qualidade e
melhorou a taxa de blastocistos em odcitos bovinos de boa qualidade). Pds-inseminacdo, infusdo
intrauterina de PL autélogo derivado de PRP com alta contagem de plaquetas foi recomendada para o
tratamento de vacas RB, verificando-se que vacas RB gestantes tratadas com PL tiveram uma contagem
de plaquetas sanguineas mais alta do que as nao gestantes. Estes autores recomendam o uso in vivo
de PL autdlogo e in vitro de PL alogénico como alternativas seguras e benéficas em comparagao com
terapias sintéticas e hormonais, ressaltando a promissora contribuicdo do PRP e PL no tratamento de

condigGes reprodutivas adversas, especialmente em bovinos.

4.3. TRANSFERENCIA EMBRIONARIA E “OVUM PICK UP”

A transferéncia embrionaria (TE) emerge como uma ferramenta crucial na pecuaria, visando aumentar
o numero de animais de alto rendimento e geneticamente superiores (Nowicki, 2021). A TE, ao
minimizar os efeitos adversos da baixa qualidade de odcitos e ambientes uterinos desfavoraveis, em
vacas com histdrico de RB, especialmente durante os primeiros sete dias apds a ovulagao, melhorou

significativamente as taxas de gestacdo nestes animais (Dochi et al., 2008; Yaginuma et al., 2019).

Diversos estudos exploraram a TE como uma estratégia para aprimorar a fertilidade em vacas RB,
obtendo consistentemente taxas de gestac¢do superiores em comparagao com IA isolada. Por exemplo,
Rodrigues et al. (2007) revelou taxas de gestagdo substancialmente superiores apds TE (41,7%) em
comparagdo com IA isolada (17,9%). Esse incremento foi atribuido ao aumento da libertacdo de IFN-tT
pelos embriGes transplantados, apoiando o reconhecimento materno da gestacdo (Nowicki, 2021). O
IFN-t desempenha um papel crucial (ver 2.5), suprimindo a lutedlise e mantendo a gestacao ao inibir
a liberagdo de PGF2a do utero (Spencer et al., 2004). Dochi et al. (2008) investigaram o sucesso da IA
isoladamente ou em combinagdo com a TE. Em vacas RB, a taxa de gesta¢do apenas para IA foi de
30,0% enquanto a IA combinada com transferéncia de embrides produzidos in vivo resultou numa taxa
de 52,6%. No estudo de Yaginuma et al. (2019), em 1.122 vacas RB foram implantados embrides FIV
apos IA anterior. A implantagdo apds a IA resultou numa taxa de gestagdo de 46,9% em vacas RB. Os

embrides adicionados aumentaram a expressdo de mRNA de genes estimulados por interferdo,
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indicando esta via como o principal mecanismo que leva a sobrevivéncia dos embrides, resultando

numa maior taxa de gestacao.

A aplicagdo pratica da TE em casos de RB envolve a escolha de vacas dadoras, geralmente aquelas com
valor genético elevado, enquanto as novilhas ou vacas saudaveis servem como receptoras dos
embriGes (Figura 2). Os tratamentos de sincronizagdo do crescimento folicular podem ser classificados
em 3 grupos: protocolos com base de estradiol (proibidos na Unido Europeia), protocolos com base de
GnRH e protocolos com base de progesterona (Colazo et Maplefort, 2014). A superovulagdo (Figura 3)
€ um passo critico, envolvendo protocolos com FSH e/ou eCG (equine chorionic gonadotropin) para
desenvolvimento de vdrios foliculos, seguido por IA e lavagem uterina para obter os embrides (B6,
Cedefio et Mapletoft, 2019; Nowicki, 2021). As fémeas recetoras tém de estar sincronizadas com a

idade dos embrides.

Vaca dadora valiosa Vacas receptoras
Sincronizacao dos
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Figura 2: Método da transferéncia de embrides em bovinos (Adaptado de Rodriguez Jimenez, 2013).
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Figura 3: Exemplo de protocolo de superovulagdo (Ferreira et al., 2014).

Os embrides sao colhidos no sétimo dia pds IA da dadora, utilizando técnicas como a lavagem uterina,
seguida da recuperacao e filtragem da solugdo tampdo enriquecida para obter os embrides. A
avaliacdo da qualidade embriondria envolve critérios morfoldgicos, como aspeto morfoldgico, estadio
de desenvolvimento e a auséncia de degenerescéncias celulares (Robertson et Nelson, 2009; Pinto,
2022). Apds a analise, os embrides podem ser congelados, utilizando crioprotetores, em azoto liquido,
ou transferidos para as vacas recetoras. A coloca¢do dos embrides no corno uterino, ipsilateral ao
corpo luteo, segue procedimentos semelhantes a IA, com diagndstico de gestagdo realizado
aproximadamente aos 30 dias para verificar a implantagao (Dufour, 2019). Também se pode fazer a

sexagem do embrido por PCR antes da transferéncia (Ponsart et al., 2007).

Espera-se que 75%—90% das vacas respondam ao tratamento de superovulagdo. No entanto, 20% a
30% nao produzem embrides transferiveis de qualidade. Para vacas que respondem com sucesso ao
tratamento com FSH, ainda existe uma variabilidade na producdo de embriGes de boa qualidade (de 0
a >20 por lavagem). Uma producdo de 5 a 7 embrides de boa qualidade (transferiveis) por colheita de

embrides é considerado um resultado adequado (Pinto, 2022).

A técnica de "Ovum-pick up” (OPU) associada a FIV permite a producdo de embrides in vitro. Neste
método, uma sonda ecogréfica é utilizada para a pungdo de foliculos ovaricos, seguida pela maturacdo,
fecundacdo e cultura in vitro dos odcitos aspirados até atingirem o estadio de mdrula ou blastocisto.
A colheita dos odcitos é realizada por puncdo transvaginal, podendo ser repetida uma ou duas vezes
por semana, durante varios meses, sem aparentemente afetar a fertilidade subsequente dos animais.
Essa técnica tem vantagens sobre a colheita de embrides in vivo, permitindo a producdo de blastocistos

de fémeas consideradas inférteis, mantendo assim o pool genético de animais em programas de
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selecdo genética. A tecnologia de OPU permite obter aproximadamente 5 vezes mais embrides
transferiveis por unidade de tempo do que a TE tradicional (Colleau, 2004). Os odcitos assim obtidos
entram entdo no ciclo cldssico de maturacdo — fertilizacdo — cultura in vitro até que sejam obtidos
embrides vidveis que possam ser congelados ou transferidos em fresco (Ponsart et al., 2007; Hasler et
Barfield, 2021). A qualidade dos odcitos é determinada por exame a lupa utilizando critérios
morfoldgicos como o grau de compactacao das células do cumulus ou a homogeneidade e opacidade

do citoplasma do oécito (Hanzen et al., 1999).

A TE, seja de embrides produzidos in vivo ou in vitro, e o OPU representam estratégias valiosas para
melhorar a eficiéncia reprodutiva, contribuindo para programas de selegao e conservagdo genética

assim como para tratamento de vacas RB.

5. CONCLUSAO

A gestdo do repeat breeding em vacas leiteiras é um desafio multifacetado que exige uma
compreensdo abrangente dos diversos fatores envolvidos. A inadequacdo da IA, patologias uterinas,
anomalias do aparelho reprodutor, alimentagao inadequada, mortalidade embrionaria precoce, perfil
hormonal e fatores de stress desempenham papéis significativos na ocorréncia do RB. A abordagem
diagndstica e varias solugGes possiveis de implementar sdo resumidas na Figura 4. Lidar com a
sindrome de RB necessita de solu¢Ges abrangentes e inovadoras: as intervenc¢des genéticas oferecem
possibilidades promissoras para melhorar a fertilidade das vacas, enquanto o tratamento com PRP e
LP para producdo de embrides in vivo e in vitro representam estratégias emergentes e eficazes. A
transferéncia embriondria e o “ovum pick up” sdo técnicas avancadas que mostram potencial para
superar as limitagGes associadas ao RB. InvestigacGes recentes tém contribuido significativamente
para o desenvolvimento de alternativas mais eficazes e sustentaveis no maneio do repeat breeding. E
imperativo continuar a explorar e implementar solugdes alternativas, visando otimizar o bem-estar

das vacas leiteiras, a sustentabilidade e o sucesso econémico das exploragdes.
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