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RESUMO

O presente relatdrio, reporta as atividades e o estudo experimental realizados no
ambito do estagio curricular do mestrado integrado em medicina veterinaria. Este estagio
decorreu em regime ambulatério em exploragdes de bovinos leiteiros na regido de Entre-
Douro-e-Minho. Durante 16 semanas acompanhei o trabalho desenvolvido pela Dra.
Helena Maia no servigo de clinica, fertilidade e de gestdo das exploragbes, podendo a
casuistica ser consultada na Tabela A1. Simultaneamente, recolheram-se dados para um
trabalho experimental sobre hipercetonémia em vacas de leite. A cetose é uma patologia
metabdlica comum nas exploracdes visitadas, sendo caracteristica do peri-parto e
provocando prejuizos para o produtor devido aos custos inerentes ao tratamento e também
a diminui¢cdo do desempenho produtivo e reprodutivo dos animais. Assim, delineou-se um
trabalho experimental com o objetivo de estudar a prevaléncia da hipercetonémia no pos-
parto (pp) € a sua relagdo com alguns parametros reprodutivos em vacas leiteiras. Para
isso, 183 vacas de aptidao leiteira, com parto ocorrido entre 23/11/2020 e 23/01/2021,
foram avaliadas individualmente em quatro momentos. O primeiro ocorreu sete dias antes
do parto e fez-se avaliagéo da condigéo corporal (CC). No segundo, realizado aos 14-17
dias pp, fez- se avaliagdo da CC, mediram-se os niveis de beta-hidroxibutirato e realizou-
se um exame clinico-genital com avaliagdo da secregao cérvico-vaginal, grau de involugao
uterina e identificagdo da presenga de corpo luteo (CL) nos ovarios. Por fim, no terceiro
(28-30 dias pp) e quarto (38-40 dias pp) momento, avaliou-se o grau de involugao uterina
e a presenga de CL. Registou-se também, o intervalo Parto-12lA e respetivo diagnostico
de gestagéao. Por fim, procedeu-se a analise dos dados através da analise de componentes
principais.

A prevaléncia de hipercetonémia foi aproximadamente de 20%. A correlagdo mais
importante encontrada para os niveis de BHB foi com a variagao de CC antes e depois do
parto. Quanto as implicagdes de hipercetonémia na deterioracdo de parametros
reprodutivos, ela verificou-se principalmente quando associada a outros fatores tais como

patologias do peri-parto (uterina mais relevantes) e excesso de CC antes do parto.

PALAVRAS-CHAVE:

Balango Energético Negativo; Cetose; Eficiéncia Reprodutiva; Hipercetonémia



AGRADECIMENTOS

Ao longo destes 6 anos de percurso académico, foram varias as pessoas que me
acompanharam e me apoiaram. Gostaria de agradecer em primeiro lugar a professora Dra.
Gracga Lopes pela excelente orientagéo neste projeto, pelo seu empenho e dedicagéo ao
longo destes 6 meses de trabalho arduo.

A Dra. Helena Maia por todo o conhecimento transmitido durante o periodo de
estagio, pela sua paciéncia e dedicacao a este projeto.

Ao Daniel Silva, pela sua amizade.

A todos os colegas e amigos, em especial a Anabela Cunha e a Raquel Pandeirada,
por me terem acompanhado ao longo destes 6 anos e por estarem sempre presentes nos
bons e maus momentos.

Ao meu namorado Fernando, por todo o amor.

A minha familia, em especial meus pais, Fernando e Maria, e ao meu irmao
Fernando Miguel, por todo e apoio que me deram e me tem dado ao longo desta
caminhada.

Aos meus avés, Alvaro e Albertina, pelos ensinamentos transmitidos ao longo da
vida e pelo seu carinho.

Sinto uma enorme gratidao por vos ter comigo e por me ajudarem a crescer pessoal
e profissionalmente.

A todos vos,

Muito Obrigada!



INDICE

1] (e o 11 To= To J 1
Parte I.Revisao Bibliografica..............cccooiiiiiiii e 1
1. CRLOSE ..t b bbbttt h bbbttt 1
1.1 Etiologia € PatofiSiolOgia............curiiririiiiiicireeeeeeee e 1
A O =TT o= o= Lo TS 3
1.3 FatOres de RISCO.......coiiuiiiiieiceeee e 4
1.4 EPIdEMIOIOGIA ... et 5
1.5 DIAGNOSTHICO ..ttt b et 5
1.5.1 Diagndstico em Campo e Laboratorial ..........c.cccooeveininiiniiinncceeeeee 6

1.6 Abordagem Preventiva € Terap@utiCa ..........ccccoevererenenineninenressesee e 7

2. Atividade Reprodutiva em Bovinos de Leite .........ocovveiieeiiieiieeee e 8
2.1 Periodo Pés-Parto e Retoma da Atividade OVArICa ..........ccoeeveneincncineeeneeee 8
2.2 Anestro Pés-parto e os seus Fatores Predisponentes..........ccoccoveevvreiinceneecnneenns 8

3. Impacto da Cetose na Eficiéncia Reprodutiva...........cccccevevevenenisesesecesese e 10
Parte Il. Estudo EXperimental................ccooooiiiiiieeeee s 11
TLODJEEIVOS. ...ttt bbbt b et a e 11
2. Material € MELOAOS ........ocueriiriiiiiiiieieeee ettt e r e 11
2.1. Caracterizagao da AMOSIA.........ccoeiririeieieieeeee et seesnesnesneas 11
2.2 Desenho EXPerimental...........cocovieiiieiieeee et e e 12
2.3 MELOUOS: ...ttt ettt ettt e e n e re e nn e nenae 12
2.3.1 Avaliagao da Condigao Corporal (CC) .......ccevueieierierieeeresese e 13

2.3.2 Medicao dos Valores Séricos de Beta-Hidroxibutirato (BHB)...........c.ccccuc...... 13

2.3.3 Exame CliNiCO GeNItal.........ccueiruiieirieieieicee s 14
2.3.3.1 Registo de Patologias no Peri-Parto (PPP)........cccccoviveininciniee 14

2.3.3.2 Avaliagao da Secrecao Cérvico-Vaginal (SCV) .....ccccvevnevcenenenennne. 14

2.3.3.3 Avaliacao da Involugao Uterina (1U) ........cceoeverrineinineeecneeece 15

2.3.3.4 Avaliacao do Reinicio da Atividade Ovarica (1°CL).......ccccoevevereninennene. 15

2.3.4 Intervalo entre parto e a 12 inseminagao (P-121A) ... 15

2.3.5 Percentagem de Prenhez @ 121A ... 16

2.3.6 Percentagem de Vacas Destinadas para Refugo.........ccccocevevenerenennncnienene 16

2.3.7 Percentagem de Vacas N&o Inseminadas (NI).........cccccveiiinennincincniccnne, 16

2.4 Processamento de dadOS.........ccerueririerinieiniieieeeteeee et 16



B RESUIATOS ...ttt e e e et e e e e e e ettt e eeeeesessaaas s eaeeereeeesssaesasassaseeereeeesesens 17

3.1 Andlise Descritiva dOS DadOsS ...........coeriririiiiieieeeeeeeeee et 17
3.2 Analise de Componentes PrinCipais (PCA) .....cccoiriirireinieereeeseesesee e 18
3.3 Analise de AGrupamENTOS ........cccereririririieieeieeeee ettt 19
4. DISCUSSA0....c..ccuititiatintirieete ettt ettt ettt ettt ettt et ettt e et e b e b e e e b e b e bt e n e e b e nbenb e e b e e e e naeere e 22
5. CONCIUSAO ...ttt b et b et b et b bbbt b bt b e 27
REFEIENCIAS ...ttt ettt ettt 28

Vi



ABREVIATURAS

AGNE
AGV
BEN
BHB
cC
CCAP
CCDP
CL
FSH
GnRH

Acidos Gordos Nao Esterificados
Acidos Gordos Volateis

Balanco Energético Negativo

Beta hidroxido butirato

Condigao Corporal

Condigao Corporal Antes do Parto
Condigao Corporal Depois do Parto
Corpo Luteo

Hormona foliculo estimulante

Hormona libertadora de gonodotrofinas
Inseminagéao Artificial

Fator de crescimento semelhante a insulina
Involugdo Uterina

Hormona luteinizante

Intervalo Parto1° Corpo Luteo (avalia o retorno a atividade ovarica)
Intervalo Parto 12 Inseminacgao Artificial
Pds-Parto

Patologias do Peri-Parto

Palpacao Transretal

Palpagao Transvaginal

Secregao Cérvico-Vaginal

Variagao da Condigao Corporal

vii



INTRODUGAO

O pos-parto (pp) € uma fase dificil para as vacas de aptidao leiteira pela tendéncia
de desenvolvimento de patologias metabdlicas e infeciosas [1]. Durante esse periodo,
ocorrem alteragdes endocrinas e metabdlicas, associadas ao balango energético negativo
(BEN), que surge a partir do momento em que as necessidades energéticas para a
manutencédo e producao de leite excedem a energia proveniente do alimento ingerido [2;3]

Nas semanas que antecedem o parto o crescimento fetal e o desenvolvimento da
glandula mamaria requerem um elevado aporte energético e vitaminico, mas na semana
anterior ao parto a capacidade de ingestdo de matéria seca diminui 30%, reduzindo a
disponibilidade de glicose no organismo e podendo dar inicio a um BEN [4]. Se, apds o
parto e com o inicio da produgao de leite, a ingestdo de hidratos de carbono continua a ser
insuficiente para manter o elevado gasto energético, o organismo vai desenvolver
mecanismos fisioldgicos de adaptagao ao BEN, com o objetivo de poupar a glicose para
orgaos vitais [2;3;4;5]. Simultaneamente, o organismo ativa outra forma de obtengao de
energia, para auxiliar na manutencdo e producgéo de leite, através da metabolizagdo das
reservas corporais [3]. Este mecanismo conduz a formagdo de acidos gordos nao
esterificados (AGNE) que, podem ser utilizados pelos tecidos ou entdo serem captados
pelo figado onde podem ser convertidos em glicose (via gliconeogénese) ou em corpos
cetonicos (via cetogénese) [3]. Quando os mecanismos de adaptagdo ao BEN séao
garantidos, os corpos cetonicos e os AGNE sao diretamente utlizados pelos tecidos como
substrato energético, ndo havendo acumulo em circulagdo. Contudo, devido a varios
fatores (nutrigdo, maneio, ambiente e patologias pods-parto) pode haver falhas no

mecanismo adaptativo ao BEN podendo assim desencadear um quadro de cetose [2].

PARTE I. REVISAO BIBLIOGRAFICA
1. CETOSE

A cetose é uma patologia metabdlica, frequente no puerpério em vacas de leite, e
que se caracteriza por elevados niveis de corpos cetdnicos em circulacdo, causando
efeitos toxicos no organismo bem como danos hepaticos [6]. Em Portugal, a cetose
continua a ser uma patologia metabdlica diagnosticada em muitas exploragdes,
apresentando um elevado impacto na produgao leiteira. Os custos relativos a esta patologia
sdo elevados, o que tem conduzido a um maior esforgo por parte dos produtores para a
melhoria de varios aspetos relacionados com o maneio das vacas no periodo de transicao

de forma a diminuir o BEN caracteristico do peri-parto [7;8].



1.1 Etiologia e Patofisiologia

Para a producdo de leite sdo necessarias grandes quantidades de glicose,
estimando-se que consuma 60 a 85% da glicose disponivel no organismo [9]. No entanto,
algumas vacas durante este periodo, pelas variagcbes hormonais e pelas limitadas
dimensdes do rumen (antes do parto) tem menor capacidade de ingestdo de matéria seca.
Desta forma, os hidratos de carbono ingeridos sao insuficientes para a manutengéo do
organismo e a produgéo de leite [4].

Os bovinos obtém energia através das elevadas quantidades de proteina
microbiana, das proteinas e hidratos de carbono ingeridos que escapam a degradacao
ruminal e principalmente, pela fermentagéo microbiana no rimen, que da origem a acidos
gordos volateis (AGV) [3;4]. Os principais AGV sintetizados denominam-se acido acético,
acido butirico e acido propiénico. O acido acético e o acido butirico sdo cetogénicos,
contribuem para um aumento das concentragdes de Acetil-coA e sdo importantes para a
sintese de gordura do leite [10;3]. O acido propidnico é glicogénico, ou seja, € um precursor
do oxaloacetato, que nas mitocéndrias dos hepatdcitos participa no ciclo de krebs para
sintese de glicose, pela via da gliconeogénese (Figura 1, via A) [11]. Esta via metabdlica
€ responsavel pela produgédo de 90% da glicose do organismo e desta, cerca de 50-60%
provém do acido propionico [4]. As espécies de bactérias presentes no rumen, a sua
quantidade, assim como o tipo de forragem fornecido influenciam a proporgao de AGV
produzidos no rumen [4].

Uma vez que, na vaca leiteira, a sintese de lactose é prioritaria, a energia
proveniente do acido propionico é utilizada principalmente na produgao de leite, diminuindo
a sua disponibilidade para os outros tecidos [3;11]. Desta forma, intensifica-se o BEN e o
organismo € obrigado a mobilizar os depdsitos de gordura corporais (adipdcitos) para a
sintese de energia [8]. Em situa¢des de hipoglicémia os niveis de insulina diminuem e ha
um aumento do glucagon estimulando a gliconeogénese no figado (Figura 1; via A) e a
lipdlise nos adipdcitos [1;12;13]. Embora no figado a gliconeogénese seja estimulada ao
maximo, ha compostos intermediarios que sao produzidos em quantidade limitada como é
0 caso do oxaloacetato, principalmente em situagcées de BEN, nido tendo capacidade de
incorporar toda a acetil-coA no ciclo de krebs ([3]. Desta forma, a acetil-coA é encaminhada
para uma nova reagao, que € também estimulada ao maximo (Figura 1; via B alternativa),
resultando na produgéo de corpos cetédnicos [3;13]. Os corpos cetdnicos sdo um conjunto
de compostos que inclui o acetato, o B-hidroxido-butirato (BHB) e o acetoacetato. Estes
compostos sdo enviados para a corrente sanguinea para serem utilizados como fonte
energética. Quando a produgédo de AGNE e corpos cetdnicos ultrapassa a capacidade de
utilizacao pelos tecidos, estes ficam acumulados atingido concentragbes séricas elevadas
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e que, a partir de determinados niveis, podem conduzir ao aparecimento de sintomatologia

de cetose [2;9].

Hipoglicémia

. Insulina lipolise
Forragem Ingerida no Triglicerl'deosp—’
Periodo de Transicao Gl
ucagon — VLDL —>
Fibra  Proteina [
Hidratos de ® =
carbono '/ CJ?
. B 3000\25- ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, lB-oxidacéo
s Acido !
§Rumen ) acético i Acetil-coA |
: N ! - I
| 4 7 — 1
/. AGVsd [ Addo | 0 V |
! £ 4 P | 1
{M butirico Ciclo de|:’:
! . ! L krebs ‘ '
D Acido ’ 1
1
Fosfopiruvato i
:
1
Glicose i
N :
1
. . Corpos
Gliconeogénese Ceténicos

Figura 1: Metabolismo energético de uma vaca em produgéo com balango energético negativo. Adaptado de [3].

1.2 Classificagao

Com base na patogénese que Ihe esta subjacente, cetose pode ser classificada em
cetose tipo I, tipo Il e tipo 111 [14].

A cetose tipo | ou cetose primaria, € o tipo de cetose mais comum, e ocorre
predominantemente no periodo de 3-6 semanas pos-parto, proximo da altura do pico da
producao de leite e, consequentemente, também do gasto de energia para esta finalidade
[9]. Assim, sempre que, ha alguma deficiéncia no maneio nutricional, os animais nao
conseguem responder a este aumento de necessidade de energia e entram em BEN.
Como tal, a cetose de tipo |, esta mais relacionada com um BEN intenso, que leva a faléncia
dos mecanismos adaptativos ao BEN [2], tal como explicado no capitulo 1.1. Nestas
condi¢bes, as concentragbes de corpos cetdnicos no sangue aumentam enquanto as
concentracdes de glicose no sangue baixam. Adicionalmente, neste tipo de cetose tipo |, a
insulina é baixa devido a uma hipoglicemia crénica resultado da falta de precursores de
glicose [9].

A cetose tipo Il, também denominada de “lipidose hepatica”, ocorre sobretudo nas
duas primeiras semanas pp, e esta geralmente associada a vacas com excessiva CC ao
parto (>3,5). Vacas gordas estdo em maior risco para este problema porque sao mais
propensas para diminuir a ingestdo de matéria seca perto do parto, mas vacas mais magras

também podem estar em risco se 0 maneio nutricional durante o peri-parto nao for
3



adequado [5,14]. Assim, todas as vacas que desenvolvem BEN e comecem a mobilizar a
gordura corporal antes ou no momento do parto podem desenvolver cetose do tipo Il [9].
Estes animais, além de apresentarem niveis elevados de corpos cetdnicos no sangue,
também tém concentracdes elevadas de insulina no sangue e as concentra¢des de glicose
no sangue também est&o altas, embora provavelmente apenas transitoriamente [9]. Neste
tipo de cetose, a gliconeogénese e a cetogénese sao limitadas e sempre que ocorrem
periodos de anorexia, muitos AGNE sao captados pelo figado onde sofrem re-esterificagao
e se acumulam sobre a forma de triglicerideos e dando origem a “lipidose hepatica” [9].
Esta condigdo, juntamente com o BEN, além de prejudicar a gliconeogénese também
deprime o sistema imunolégico o que segundo alguns autores, pode justificar a associagao
deste tipo de cetose com outras patologias, em particular infeciosas tais como metrites e
mamites [6;9).

Por fim, o aparecimento de cetose tipo lll, esta particularmente associada a uma
alimentacao rica em corpos cetdnicos ou seus percursores, como € 0 caso, por exemplo,
as silagens mal conservadas e ricas em acido butirico [9;14].

Independentemente dos fatores etioldgicos associados, as manifestagdes clinicas
de cetose vao depender do nivel de corpos cetdnicos em circulagdo, da hipoglicemia e das
alteracbes hepaticas [9]. Assim, também se considera que ha duas formas de
apresentacdo desta patologia: a cetose subclinica e a cetose clinica. A cetose subclinica
caracteriza-se por um aumento da concentracdo de corpos cetdnicos, sem 0s animais
apresentarem sintomatologia evidente [8;9]. Geralmente, os niveis de BHB na cetose
subclinica, encontram-se, de acordo com a maioria da bibliografia consultada, entre 1,2 e
2,9 mmol/L, havendo, contudo, alguma variagao entre estudos [6]. Na cetose clinica, os
animais apresentam uma diminui¢cao do apetite e da quantidade de matéria seca ingerida,
com diminui¢cdo da condigao corporal e decréscimo da produgéao de leite (forma digestiva)
[6]. A cetose clinica pode ainda surgir com sinais neurolégicos quando os corpos cetdnicos
ultrapassam a barreira hematoencefalica com agao tdxica sobre o sistema nervoso central,
mas é uma sindrome menos frequente [8]. No caso da cetose clinica, o limiar de
concentracao de BHB séricos que lhe esta associado, também n&o € consensual, contudo

na maioria da bibliografia consultada estava definido em 3mmol/L [6;15].

1.3 Fatores de Risco

Numerosos fatores contribuem para o desenvolvimento de cetose e no quadro B1
estdo registados alguns dos mais importantes a ter em conta.

Dois destes fatores sdo a condigdo corporal e a duragcdo do periodo seco.

Geralmente, uma pontuagéo de CC ao parto superior a 3,25 (escala de 1-5) esta associado
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a um maior risco de desenvolvimento de cetose [5]. Além disso, alguns estudos também
sugerem uma correlagao direta entre a variagdo da CC antes e depois do parto e o risco
de cetose [16]. Quanto ao periodo seco, alguns estudos encontraram um aumento do risco
de cetose em animais que tém um periodo de seca maior [17]. Do mesmo modo, também
um maior numero de lactacdes e nivel de producio de leite parecem aumentar o risco de
desenvolvimento de cetose [6;8].

Adicionalmente, muitos outros fatores de maneio podem afetar o risco de cetose,
como por exemplo 0 maneio nutricional da vaca no periodo de transigéo, a existéncia de

parques pré-parto, a densidade de animais e outros [9]

1.4 Epidemiologia

A cetose é uma patologia frequentemente encontrada em ruminantes, em que mais
de 90% dos casos ocorrem nos primeiros dois meses pp [18]. Segundo Suther et al [7], a
prevaléncia de cetose clinica e subclinica em 10 paises europeus foi em média 3,7 e
21,8%, respetivamente. Portugal registou uma prevaléncia de cetose clinica de 6,6% e de
cetose subclinica de 29,5% [7]. Segundo alguns autores, 40% dos animais apresentam
cetose subclinica pelo menos uma vez durante o periodo de lactacdo, enquanto a cetose
clinica afeta em média apenas 5% do efetivo em producgao [12]. A cetose subclinica
também pode evoluir para cetose clinica, representando cerca de 20-30% desses casos
[8]. A prevaléncia de cetose, dependendo do tipo de alimentacdo e do maneio existente

em cada exploracdo, pode ter uma variagado de cerca de 12% [8].

1.5 Diagnéstico

O diagnostico de cetose é geralmente baseado na epidemiologia, historia clinica,
anamnese e nos sinais clinicos expressos pelo animal no momento da avaliagcédo [14].
Enquanto a cetose clinica pode ser diagnosticada com base na histéria clinica e na
observagao dos sinais clinicos, tal como ja referidos no capitulo 1.3, no caso de cetose
subclinica, por ndo apresentar sinais clinicos caracteristicos, tem sido importante o
desenvolvimento de analises bioquimicas e testes de doseamento de corpos cetdnicos
para auxiliar no diagnéstico dessa complexa patologia [6;12]. Esta medigdo de corpos
cetonicos pode ser realizada em campo ou no laboratério, podendo utilizar-se para a
medigdo sangue, leite ou urina [8]. Foi demostrado que analises ao sangue correspondem
a menor fonte de erro em comparagao com analises efetuadas ao leite e a urina, pois estas
estdo dependentes ndo apenas da concentracdo de corpos cetdnicos no sangue, mas
também da quantidade de leite produzido e da excrec¢ao de urina [8]. Dos corpos cetdnicos

apresentados, o BHB é o mais estavel na circulacdo sanguinea e o que estd em maior



quantidade, sendo considerado o teste “golds tandard”, e por isso 0 mais avaliado em

testes de diagnéstico [6;7].

1.5.1 Diagnéstico em Campo e Laboratorial

Os testes realizados em campo sdo mais econémicos e proporcionam resultados
fiaveis e imediatos [8;12]. A amostra de sangue pode ser recolhida tanto na veia jugular
como na coccigea, evitando a veia mamaria pelo facto de os valores da concentragédo de
corpos cetonicos serem inferiores aos retratados por outros locais de colheita [19]. A
concentragdo de BHB é medida por um dispositivo eletroquimico (Figura 2) a que se
acoplam tiras de teste, e onde depois se coloca uma gota de sangue [20]. E um método de
monitorizacdo de cetose que garante elevada sensibilidade e especificidade [12;15].
Concentragdes séricas de BHB =1,2mmol/L e <3 mmol/L sdo usualmente indicativas de
cetose subclinica. Uma concentragdo sérica de BHB =3 mmol /L esta frequentemente

associada a cetose clinica [6;15].

oxidacé@o

: Amostra de
Enz.l(rjna BHB sangue rica
esidrogenase em BHB

NAD+ NADH NAD+

Figura 2: Detegcdo de BHB em amostras de sangue através de dispositivos de medi¢do eletroquimicos
Adaptado de [20].

A concentracdo de BHB podera também ser medida através de amostras de leite,
com auxilio de tiras reagentes, como o keto-test (Laboratério Elanco; Figura B1). O
fundamento do teste é semelhante ao anterior, embora neste ocorra mudanca de cor
guando na presenca de valores de BHB. A cor obtida deve ser comparada com a tabela de
cores presente na embalagem, sendo uma determinagédo semi-quantitativa [21].

Para a detecdo de corpos cetonicos na urina ha disponiveis comercialmente tiras
reagentes (Multistix do laboratério Bayer) contendo nitropussionato de soédio [8]. O
nitropussionato de sédio ao reagir com o acetoacetato presente na urina, forma em meio
alcalino uma cor purpura que € avaliada segundo varios graus de intensidade de cor tal
como no teste anterior, apresentando elevada sensibilidade e baixa especificidade para
determinar cetose subclinica [8]. A prevaléncia de cetose subclinica em exploragdes
também pode ser avaliada pela razdo gordura/ proteina do leite. Em situagdes de BEN
intenso, a gordura do leite aumenta e a percentagem em proteina diminui devido a redugao
da taxa de ingestdo. Sempre que a razdo de gordura/proteina for superior a 1,5 ha uma

forte correlagao de existir cetose subclinica no efetivo testado [12].



Em laboratério, os métodos de eleigao para avaliar os niveis de corpos cetdnicos
sdo a espectrometria de infravermelho por transformada de Fourier, catalise enzimatica,
ressonancia magnética nuclear, cromatografia liquida e fluorometria [12]. No quadro B2

estdo registadas as principais caracteristicas de cada método laboratorial.

1.6 Abordagem Preventiva e Terapéutica

A prevengao da cetose, em vacas leiteiras, deve ser feita tendo em consideragao
dos fatores de risco associados a esta patologia, mas de uma forma geral, pode-se
considerar que um fator fundamental a ter em consideragao é o maneio nutricional durante
o periodo de transicao [8;14;18].

A CC das vacas no final da lactagao deve ser controlada por forma a evitar o
aparecimento de animais com CC excessivas (CC=3,5), pois sdo animais com maior
predisposicdo para desordens metabdlicas, como é o caso da hipercetonémia [5]. Da
mesma forma, a variagéo da condigao corporal (VCC) no pp nao deve ser = a 0.5 pontos
de forma a nao produzir os efeitos negativos que o BEN exerce sobre alguns parametros
reprodutivos [22].

Outra area critica para prevengao da cetose € manter e promover o consumo de
racao, pois as vacas tendem a reduzir o seu consumo nas ultimas 3 semanas de gestagao.
A introducao na dieta de concentrado nas semanas que antecedem o parto, também deve
ser progressivo de forma a garantir uma adaptagdo gradual da flora ruminal/
gastrointestinal a dieta pp com vista a minimizar o BEN e a fortalecer o sistema imunitario.
[18]

Podem ainda ser utilizados alguns para prevencao de cetose alguns aditivos nas
ragdes. Por exemplo, o fornecimento de melago e de aminoacidos essenciais protegidos
da agado ruminal (niacina, metionina e colina) que parecem contribuir para o bom
funcionamento hepatico [23]. A administragdo por via oral de ionéforo de monensina 3,
semanas antes do parto também parece contribuir para a diminuicdo dos casos de cetose
subclinica, segundo alguns autores [8;23].

Adicionalmente, a selecdo de linhagens genéticas com curvas de lactagédo
persistente e com alta capacidade de ingestdo, podera também, mas a longo prazo,
traduzir-se, na diminui¢cado de incidéncia de cetose subclinica nas exploragdes [18]

Relativamente ao tratamento da cetose, ele € fundamentado na necessidade de
restabelecimento da glicémia normal e em reduzir as concentracbes séricas de corpos
cetonicos. Um tratamento consiste em administragdes IV de solu¢des de dextrose. Este
geralmente resulta numa recuperagao rapida do animal, mas frequentemente tem apenas

um efeito transitério, sendo comum ocorrerem recaidas [14]. Nesse sentido, a combinacao
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da administragdo de dextrose com glicocorticéides IM (dexametasona) e protetores
hepaticos (aminoacidos esséncias) pode resultar numa resposta mais sustentada,
podendo ser repetida diariamente se necessario por varios dias (3-4 dias) [8;14]. Outro
tratamento eficaz, e bem documentado, como terapia de cetose é a administracao, por via
oral, de propilenoglicol que atua como precursor de glicose e permite manter a glicémia e

os niveis de insulina elevados, importantes para o normal funcionamento hepatico [8;14].

2. ATIVIDADE REPRODUTIVA EM BOVINOS DE LEITE

2.1 Periodo Pos-Parto e Retoma da Atividade Ovarica

Apbs o parto, inicia-se o processo de involugdo uterina que geralmente esta
completo por volta das seis semanas. Durante esse periodo, também o eixo hipotalamo-
hipofise retoma a secregdo hormonal ciclica, estimulando nos ovarios a emergéncia, o
desvio, a dominancia e a ovulagao de foliculos, bem como a retoma da ciclicidade ovarica
[14;24] Em condigdes fisioldgicas, a secregao de FSH comega a aumentar ao 3°-5° dia pp,
emergindo a primeira onda de crescimento folicular enquanto a retoma da sintese de LH
se inicia as 2-3 semanas pp . Assim, a primeira ovulagao pds-parto tende a ocorrer durante
as seis primeiras semanas pp em cerca de 30-80% das vacas leiteiras [22;24]. De referir,
que geralmente esta primeira ovulagdo pp néo € acompanhada de manifestagdo de cio
[22;24].

2.2 Anestro Pés-Parto e os seus Fatores Predisponentes

O anestro define-se por um periodo de auséncia de atividade ciclica, devendo
distinguir-se o anestro “comportamental” e o anestro “verdadeiro”. O anestro
“comportamental” ou “sub-estro”, define-se por um periodo em que ocorre atividade ovarica
ciclica mas nao & acompanhado por manifestagbes comportamentais de cio [24]. No
anestro pp “verdadeiro”/”’patolégico”, ndo ha atividade ovarica ciclica e, esta aciclicidade,
pode ser classificada com base na dindmica folicular e luteica presente em diferentes tipos
de anestro (tipo LII, lll e IV), cujas principais carateristicas sao indicadas na tabela C1 [24].

No periodo pp, o BEN pode ser estimado através da avaliagdo da CC. A avaliagéo
da CC é fundamental para averiguar o estado de saude e maneio nutricional de bovinos de
alta produgao e é feita de forma qualitativa pela escala de condigéo corporal (Figura D1)
sendo um critério subjetivo aceite internacionalmente [25;26]. Segundo Bisla et al., [26] e
Walsh et al. [26], a CC pode estar relacionada com o desempenho reprodutivo. As vacas
que ao parto surgem com CC< 2,75 ou que pelo contrario, apresentem CC> 3,25 com uma
perda acentuada da CC no periodo pp, a quantidade de foliculos presentes, o tamanho e

crescimento do foliculo dominante estdo reduzidos. Com a diminuicdo da CC das vacas
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leiteiras, no pp, a energia e nutrientes essenciais sdo encaminhados para 6rgdos cuja
necessidade energética é superior, diminuindo o fornecimento energético aos ovarios [24].
O BEN também conduz a diminuicdo da expressdo dos recetores da hormona de
crescimento no figado e por este motivo, a sintese do fator de crescimento semelhante a
insulina (IGF-I) é reduzida [27]. O IGF-I desempenha um papel fundamental no crescimento
dos foliculos justificando também a limitagao do crescimento folicular nesse periodo [24].
Quando o crescimento do foliculo dominante esta reduzido, a produgéo de estrogénios e a
amplitude e frequéncia dos pulsos de LH também diminuem, com inevitavel impacto numa
menor expressao de cio e consequentemente no menor sucesso da inseminacgao artificial
[24;25;26].

No periodo pp, um maneio nutricional cuidado é imprescindivel para combater o
BEN marcado, sobretudo em bovinos de alta performance produtiva. Ao fornecer aos
animais uma dieta pobre em energia e nutrientes, o BEN intensifica-se, diminuindo
rapidamente a CC [25]. O BEN exerce um efeito negativo sobre o reinicio da atividade
folicular, limitando o crescimento bem como o tamanho dos foliculos, aumentando o
periodo de anestro [24]. Quando a dieta fornecida aos animais € mais rica em concentrado
(sobretudo para colmatar o défice energético responsavel pelo desenvolvimento de
doengas no peri-parto), ha um incremento do metabolismo dos esteroides por aumentar a
perfusdo hepatica. Posto isto, ocorre a diminuicdo da concentragcdo plasmatica dos
estrogénios e de progesterona, explicando o facto de vacas em alta produgao e com
elevados consumos de concentrado apresentarem foliculos que ndo ovulam, ou anestros
comportamentais [26].

No verao, o stress térmico reduz o apetite que consequentemente podera ainda
agravar a perda de CC no periodo pp [26]. Além deste efeito indireto, o stress térmico
também parece ter um efeito mais negativo sobre o reinicio da atividade folicular, uma vez
que é gerado um feedback negativo no eixo hipotalamo-hipofise, atrasando o retorno a
ciclicidade [25].

A presencga de patologias no peri-parto (metrite, mamite, claudicagao, etc) também
esta implicada no atraso no retorno a ciclicidade ovarica. Vacas em BEN no periodo pp,
apresentam grau de imunossupressao que aumenta o risco de desenvolvimento de
patologias [25]. A contaminag¢do bacteriana do utero no apés o parto € normal e inevitavel,
sendo que a grande maioria das vacas consegue controlar a infegdo sem desenvolver
metrites. No entanto 20% das vacas no pp acabam por desenvolver patologias uterinas
[26]. Alguns autores, sugerem que a resposta inflamatoria decorrida de infegbes uterinas
podem suprimir a libertagdo de hormonas gonodotréficas do eixo hipotalamo-hipdfise.

Desta forma, a libertagdo de FSH e LH ficaria comprometida e a retoma a ciclicidade

9



ovarica atrasaria [24;26]. Por outro lado, as mamites clinicas quando surgem nos primeiros
28 dias pp também parecem condicionar o retorno a ciclicidade [25]. Por fim, as
claudicagdes no periodo pp das vacas leiteiras parecem também estar associadas com
periodos de anestro pp mais prolongados, sendo que varias hipoteses foram sugeridas

para explicar este efeito [25].

3. IMPACTO DA CETOSE NA EFICIENCIA REPRODUTIVA

Existem opinides controversas quanto ao efeito da cetose na eficiéncia reprodutiva
[6]. No estudo de Rutherford et al. [28] a cetose subclinica nas primeiras duas semanas pp
reduz a duragao e o pico de atividade (cio), aumenta os intervalos P-1°cio, P-1°IA e a taxa
de concegao ao primeiro servigo em comparagao com animais saudaveis. Pelo contrario,
segundo McArt et al. [29] a taxa de concegao ao primeiro servigco nao mostrou diferengas
significativas entre os dois grupos de animais. Muito embora a literatura disponivel seja
muito concordante em relatar que a concentracdo elevada de BHB no sangue € prejudicial
ao desempenho reprodutivo [6], Ospina et al. [30] destacou que a concentragao de AGNE
€ um indicador mais forte de diminuigéo da eficiéncia reprodutiva do que o BHB. A forte
associagao entre os elevados niveis de AGNE e a diminuigao eficiéncia reprodutiva devem-
se a relagdo mais direta entre os AGNE e o BEN, em termos fisiolégicos. Em situagéao de
BEN, ha hipoglicémia que de forma direta aumenta os niveis de glucagon e diminui os
niveis de insulina, aumentado a lipdlise dos triglicerideos e consequentemente os niveis
de AGNE. Embora as concentragées de BHB também estejam relacionadas ao BEN, a
relagdo néao é direta, sendo regulada por varios fatores [30].

Quer seja pela variagdo da CC, BEN ou pela influéncia das concentragdes séricas
de AGNE ou de corpos cetdnicos, a maioria dos estudos apontam que a reducado da
eficiéncia reprodutiva tem um impacto significativo nas exploragées leiteiras. Assim, no
capitulo seguinte, é apresentado o trabalho realizado durante o estagio curricular, no qual
foram recolhidos dados de 183 vacas de aptidao leiteira, que iniciaram a producao de leite
no periodo compreendido entre 23/11/2020 e 23/01/2021, por forma a averiguar, a
prevaléncia da hipercetonémia no aos 14-17 dias pp e a sua relagdo com alguns
parametros reprodutivos em vacas leiteiras. Adicionalmente, foram também estudadas,
para esta amostra, as correlagdes entre hipercetonémia e alguns dos fatores de risco

associados com cetose e aciclicidade pp.

10



PARTE Il. ESTUDO EXPERIMENTAL
1.0BJETIVOS

O objetivo geral deste estudo é o de avaliar o impacto de hipercetonémia aos 14-
17 dias pp na performance reprodutiva em bovinos de leite em exploragbes da regido de
Entre-Douro-e-Minho.
Quanto aos objetivos especificos do trabalho experimental eles consistiram em:
o Determinar a prevaléncia de hipercetonémia em vacas de leite primiparas e
multiparas (2 ou mais partos) aos 14-17 dias pp;
o Determinar a associacao entre hipercetonémia e:
o Paridade;
o CC antes do parto (7 dias), depois do parto (14-17 dias) e sua diferenga;
o Ocorréncia de patologias do peri-parto (até 14-17 dias pp);
o Grau de involugao uterina (aos 14-17 dias pp);
o Pontuagao da secregéo vaginal (aos 14-17 dias pp);
o Reinicio da atividade ovarica (1° CL pp) e intervalo entre parto e a 12IA;

¢ Avaliar o impacto da hipercetonémia na percentagem da prenhez a 121A e de refugo.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Caracterizagcao da Amostra

Neste estudo, foi feita uma selegao aleatéria de 183 vacas de aptidao leiteira, que iniciaram
a producéo de leite no periodo compreendido entre 23/11/2020 e 23/01/2021. Os animais
pertenciam a oito exploragbes agropecuarias da regido de Entre-Douro-e-Minho. As
exploragdes apresentavam semelhancas no que diz respeito ao clima, ao tipo de
estabulagéo, periodo voluntario de espera (PVE=50-60 dias pp), periodo de secagem (<
60dias), numero de ordenhas diarias (2) e a distribuicdo diaria de alimento. Todos os
animais tinham a disposi¢céo agua ad libidum e alimento de qualidade, podendo alimentar-
se livremente a qualquer hora do dia. Nas oito vacarias do estudo, a alimentagéao era feita
e distribuida pelo unifeed, permitindo uma mistura homogénea das matérias-primas e
impedindo a selegao de alimento pelo animal. Contudo, os constituintes da mistura bem
como a quantidade de matérias-primas adicionadas ao unifeed variam entre exploragdes e
as formulas adotadas em cada exploracdo sdo da competéncia do acompanhamento
nutricional feito geralmente por zootécnicos. Ao lote de animais que estdo no pré-parto e
na maternidade é fornecido o mesmo alimento das vacas em lactagdo, de forma a se
preparem para o parto. No que diz respeito a dimensao da vacaria e a algumas atividades

de maneio havia diferencas entre as exploragdes, tal como indicado na Tabela 1. De referir
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em particular, que 59 dos 183 animais amostrados foram sujeitos a protocolos preventivos
de cetose, e estes animais pertenciam as explorag¢des indicadas na Tabela 1 embora o

numero de animais tratados por exploracao fosse muito variavel.

Tabela 1: Variagcdes de maneio e infraestruturas entre as exploragdes amostradas.

Exploracéo A B C D E F G H
Animais em producéao 120 90 80 150 57 70 60 60
Boxes de suplementagao nao sim nao nao sim sim nao nao
Parque pré-parto sim sim sim nao nao nao nao nao
Maternidade sim sim sim sim sim nao nao sim

2.2 Desenho Experimental

O estudo decorreu entre 23/11/2020 e 15/03/2021, tendo uma duragéo total de 16
semanas. Durante este periodo, cada animal foi avaliado em quatro momentos distintos,
como indicado na Figura 3. O primeiro momento de avaliagdo ocorreu aos sete dias antes
da data prevista de parto, e foi feito o registo da identificagdo do animal, da paridade e foi
avaliada a Condigao Corporal (CCAP). O segundo momento de avaliagao, teve lugar entre
os dias 14 e 17 pp, altura em que foi novamente avaliada a CC (CCDP), foi determinado o
valor sérico de BHB e realizado um exame clinico-genital. O exame clinico-genital consistiu
na avaliagdo da secregao cérvico-vaginal (SCV) da involugéo uterina (IU) e da retoma da
atividade ovarica ciclica (1°CL). Por fim, no terceiro e no quarto momento de foram
realizadas novamente a avaliagdo da IU e da presenga do 1° CL. Apds o ultimo momento
de avaliagao, os registos de cada vacaria foram consultados por forma a obter a data da

12lA bem como, passados cerca de 30 dias desta data, o resultado do diagndstico de

gestacao.
-7 0 14 17 28 30 38 40 .
Dias
- 1 ------ 1- ------------- -l ------ :l --------------- ‘ ----- I ---------------------- >
1° Momento 2° Momento 3° Momento 4° Momento
Avaliagéo da CCAP - Avaliagéo da CCDP Avaliagdo reprodutiva: Avaliagdo reprodutiva:
-Medigéo dos valores séricos de BHB PTR e registo do 1°CL PTR e registo do 1°CL

-Avaliagéo reprodutiva (PTV, PTR e avaliagéo

ecografica com registo do 1°CL.

Figura 3: Esquema cronoldgico dos momentos de avaliagdo. PTV- Palpagéo transvaginal; PTR- Palpacao
transretal; 1°CL-1° Corpo luteo CCAP- Condigao corporal antes do parto; CCDP- Condic&o corporal depois do
parto.

2.3 Métodos:
Em cada exploragao foi deixada uma folha de registos, onde se anotou a data do

parto e, no caso de haver, as patologias no peri-parto. Nos quatro momentos de avaliagéo,
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foram registados todos os dados referentes aos parametros indicados no desenho

experimental tendo sido seguido para cada um deles os métodos descritos de seguida.

2.3.1 Avaliacao da Condigao Corporal (CC)

A avaliacao de CC, teve por base a escala elaborada por Edmonson et al., [31;32],
que atribui uma pontuagao de 1 a 5, usando uma subdivisdo de 0,25 pontos de acordo com
os critérios indicados na Figura D1. Esta avaliagao foi realizada sempre pela mesma
pessoa, uma semana antes do parto e novamente aos 14-17 dias pp. A diferenga entre

estes dois valores para o mesmo animal (VCC), foi calculada e também incluida na analise.

2.3.2 Medicao dos Valores Séricos de Beta-Hidroxibutirato (BHB)

De acordo com alguns autores, o pico de prevaléncia de cetose é atingido nas duas
primeiras semanas pp, tornando-a a altura ideal para monitorizar os niveis de corpos
cetonicos [33]. De facto, num estudo realizado por Samiei et al. [34] demostrou-se que o
intervalo de 14-17 pp era o ideal para a dete¢ao de cetose clinica e subclinica. Com base
neste estudo, selecionou-se esse intervalo para fazer o doseamento de BHB sérico,
utilizando um dispositivo que permite a sua realizagdo diretamente no campo. Para isso,
foi recolhida uma amostra de sangue, na veia coccigea com auxilio de uma agulha de 21G
e uma seringa de 3 ml (Figura 4). A colheita das amostras foi realizada em horarios
diferentes entre exploragdes, dependendo das rotinas de maneio. Apds a pungao venosa,
foi feito o doseamento de BHB, num dispositivo Freestyle Precision Neo® (Laboratério
Abbot), de acordo com as indicagbes do fabricante. De forma resumida, coloca-se uma fita
reagente para pesquisa de BHB (fornecida pelo fabricante) no dispositivo de medigéo
eletroquimico e de seguida deposita-se nessa fita uma gota do sangue a analisar. Apos
cerca de 10 segundos, a concentracdo de BHB €& exibida no ecrd do dispositivo em
unidades de mmol/L (Figura 4). O dispositivo Freestyle Precision Neo® foi o escolhido por
apresentar resultados muito similares aos do método de laboratério padrdo para BHB
[15;35]. Também com base no método de laboratoério padrdo para BHB e de acordo com a
maioria dos estudos, as vacas neste estudo foram categorizadas como normal, quando o
nivel de BHB foi <1,2mmol/L, e com hipercetonémia, quando a concentragao de BHB era
=1,2 mmol/L [15;35]. Os valores indicativos de hipercetonémia podem ser subdivididos em
21,2mmol/L e <3 mmol/L, geralmente ndo acompanhados de sinais clinicos e, com tal,
indicativos de cetose subclinica, e em = 3mmol/L, geralmente acompanhados de sinais
clinicos e, como tal, indicativos de cetose clinica [15]. Neste trabalho ndo se utilizou esta
categorizacdo pela auséncia de um diagnostico clinico consistente em todos os animais

quando se realizou a medigao dos niveis de BHB.
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Figura 4. Recolha de sangue e medicao de corpos
ceténicos. (Fotografias Mendonga, Al 2021.)

2.3.3 Exame Clinico Genital

No exame clinico genital do pp pretendeu-se verificar a progressao da U, e registar
o momento de aparecimento do 1°CL. Nesse sentido, o exame clinico genital consistiu na
realizagdo de uma PTV aos 14-17 dias pp , na PTR e ecografia reprodutiva aos 14-17, aos
28-30 e também aos 38-40 dias pp.

2.3.3.1 Registo de Patologias no Peri-Parto (PPP)

A recolha da informagdo das PPP presentes nos animais amostrados foi feita
através da consulta da folha deixada na exploragdo desde o primeiro momento de
avaliagdo até aos 14-17 dias pp. Assim, estas patologias incluiram: retencdo de
membranas fetais, metrites, mamites, deslocamento de abomaso, claudicacdo, cetose

clinica, pneumonia e hipocalcémia.

2.3.3.2 Avaliagao da Secregao Cérvico-Vaginal (SCV)

Esta avaliagao foi feita aos 14-17 dias pp e consistiu, apés a limpeza da zona vulvar
para evitar contaminagdes, na PTV, com luva, e na recolha da SCV presente. O aspeto da
secregao foi depois classificado seguindo os critérios de Sheldon et al., [36] e apresentados

na Tabela 2.

Tabela 2: Classificacdo da secregao cérvico-vaginal aos 14-17 dias pp. Adaptado de [36].

Pontuagao Caracteristicas
0 Muco translucido e inodoro.
1 Muco transltcido com presencga de alguns flocos de pus e inodoro.
2 Mucopurulento em que o pus representa menos de 50% da secregéo
3 Mucopurulento em que o pus representa mais de 50% da secregéo
4 Hemorragico com odor fétido
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2.3.3.3 Avaliagao da Involugao Uterina (IU)

Este procedimento foi realizado aos 14-17 dias pp por PTR e ecografia. O utero foi
avaliado para a sua localizacido, tamanho, presenca de linhas de involugéo, existéncia de
conteudo e a simetria dos cornos uterinos. A classificagéo do grau de U foi feita de acordo
com as caracteristicas indicadas na Tabela 3 [36;37]. Estes parametros foram também
avaliados aos 28-30 e 38-40 dias pp para seguimento da IU, contudo esses dados nao
foram utilizados neste trabalho.

Tabela 3: Classificagéo da involugdo uterina aos 14-17 dias pp. Adaptado de [36;37]

Pontuacao Caracteristicas

-Utero localizado maioritariamente na cavidade pélvica, com um comprimento

correspondendo a cerca de metade do Utero no final de gestagao, e linhas de

Involugéo Normal involugdo uterina claramente palpaveis;

0 -Ligeira assimetria dos cornos uterinos;
-Auséncia de conteudo intrauterino.

-Utero localizado maioritariamente na cavidade abdominal, de grandes

dimensdes e linhas de involugdo nao percetiveis a palpagao;
Involugao Incompleta . ) ) .

-Assimetria entre cornos uterinos muito marcada;

- Auséncia de conteudo intrauterino.

Involugao Incompleta . As mesmas caracteristicas de 1Ul, mas que adicionalmente apresenta algum

com Contetido contelido intrauterino palpavel e visivel a ecografia
2

2.3.3.4 Avaliacao do reinicio da atividade ovarica (1°CL)

A semelhanca do parametro anterior, a monitorizacdo da atividade ovarica foi
realizada aos 14-17, 28-30 e 38-40 dias pp através de PTR e ecografia, sendo que neste
caso foi registado o momento de detegéo do 1°CL pp. Apds a analise dos dados, elaborou-
se um registo em que para cada animal foi atribuida uma pontuagéo de acordo com o
momento da avaliagdo em que se detetou o 1°CL do pp (Tabela 4).

Tabela 4. Momento de avaliagdo em que se identificou o 1°CL

Pontuagdo Momento de detecdo do primeiro CL pp

1 14-17 dias
2 28-30 dias
3 38-40 dias
4 Nao foi visto até aos 40 dias

2.3.4 Intervalo entre Parto e a 12 Inseminacgao Artificial (P-121A)

De acordo com a consulta do registo da exploragao foi contabilizado e anotado o
numero de dias entre P-12IA, para as vacas da amostra que foram inseminadas. Este
intervalo varia consoante o PVE estipulado por cada produtor, e que, como referido

anteriormente, nesta amostragem variou entre 50 a 60 dias.
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2.3.5 Percentagem de Prenhez a 1%1A
O diagnéstico de gestagéao foi realizado, por PTR, com auxilio de ecografo, cerca
de 30 dias apos a 12lA. Este parametro corresponde ao numero de animais que ficou

gestante apds a 12 A a dividir pelo total de vacas inseminadas.

2.3.6 Percentagem de vacas destinadas para Refugo
Corresponde a proporgado de animais da amostra, que por decisao do produtor, e

devido a problemas reprodutivos ou de produgao, foram destinadas para refugo.

2.3.7. Percentagem de vacas Nao Inseminadas (NI)

Proporgcédo de vacas que, no final da recolha dos dados, ndo tinham ainda sido
inseminadas, mas que o produtor ndo tem intengdo de enviar para refugo. Isto deveu-se
principalmente ao fato de as vacas nao estarem a ciclar ou terem alguma patologia

reprodutiva pois todas estavam com mais de 95 dias pp.

2.4 Processamento de Dados

Foi feito um registo dos dados em formato Excel utilizando os valores de pontuagéo
atribuidos para cada um dos parametros com o descrito anteriormente, e com os niveis de
corpos cetonicos e os dias desde o P-11A.

Houve a necessidade de fazer uma analise PCA, pois € o modelo de analise
estatistica que nos permite distribuir o total de animais (183) em diferentes dimensbées
(componentes principais), tornando possivel uma analise visual mais detalhada, de forma
a encontrar padrdes (caracteristicas em comum) nos dados avaliados, sem que haja perda
significativa de informacdo de todas as varidveis. Em cada dimensédo é avaliada a
variabilidade dos dados que sera tanto maior, quanto maior for a contribuicdo de cada
variavel em estudo. Neste caso em particular, € fundamental que as dimensdes criadas
tenham elevada contribuicao destas variaveis, pois permite ter maior certeza da correlagcao
estabelecida entre elas.

Por outro lado, foi feita uma analise de agrupamentos permitindo identificar grupos
de animais que partilham as mesmas caracteristicas, tendo em conta as variaveis usadas,
e permitindo compara-los tendo em conta fatores relevantes para a pratica clinica. Foram
incluidas no modelo desta analise as seguintes variaveis:

1- NUumero de partos;

2-Condigao Corporal antes do parto (CCAP; 7 dias antes do parto);
3-Condigao corporal no pos-parto (CCDP; 14-17 dias pp);

4-Variagao da condigao corporal entre os dois momentos anteriores (VCC);

5-Valor de Corpos cetonicos (BHB) séricos medido aos 14-17 dias pp;
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6-Ocorréncia e numero de patologia do puerpério até 14-17 dias pp;
7. Tipo de secrecgao ceérvico-vaginal observado aos 14-17 dias pp;
8- Grau de involucéo uterina aos 14-17 dias pp;
9. Momento de detecéo do 1° corpo luteo pp;
10. Dias decorridos do parto até 12 inseminacao artificial (P-121A).
Esta analise foi feita através do Software “R”, que € um programa de analise
estatistica de uso livre [38]. As médias e o desvio padrao das variaveis de CCAP, CCDP,

VCC, nivel de BHB sérico e intervalo de dias P-12lA foram determinadas em Excel.

3. RESULTADOS

3.1 Analise Descritiva dos Dados

Dos 183 animais que constituem a amostra, 36 (19,7%) apresentaram valores de
BHB compativeis com cetose (= 1,2mmol/L). Do total de vacas amostradas, 31 (16,9%)
apresentaram valores de BHB compativeis com cetose subclinica (21,2 e < 3 mmol/L)
enquanto em 2,7% (N=5) os valores eram indicativos de cetose clinica (= 3 mmol/L). A
percentagem de vacas que ao primeiro parto apresentaram hipercetonémia foi de 6,8% (4
em 59) e em vacas com 2 ou mais partos, esta percentagem foi de 25,8% (32 em 124).

Relativamente a CCAP apenas 1,1% (N=2) dos animais apresentavam pontuagao
abaixo do valor minimo desejado (<2,75), mas 41,5% (N=76) tinham uma CCAP acima da
pontuagdo maxima desejada (>3,25). Quanto a VCC apenas 17,5% (N=32) das vacas
tiveram um valor superior a 0,5 de CC.

No que diz respeito a patologias no peri-parto, 27,9% (N=51) das vacas
apresentaram pelo menos uma destas patologias sendo que destas 31,4% (N=16)
apresentavam hipercetonémia. Foi registada uma das patologias uterinas (RMF, Metrite)
na maioria dos animais com patologias no peri parto (62,8%; N=32). A segunda patologia
mais comumente identificada, foi a mastite, mas numa percentagem bastante mais baixa
(17,7%, N=9). As restantes 19.5% (N=10) vacas apresentaram pelo menos uma das outras
oito patologias indicadas.

Do total de 183 vacas da amostra, 162 foram inseminadas (88,5%) e destas 80
(49,4%) ficaram gestantes a 12lA, faltando ainda diagnosticar cerca de 5% (N=8) das vacas
inseminadas.

Ao longo do trabalho alguns animais foram destinados a refugo, devido a baixa
producao de leite ou a presenga de patologias, tendo no total sido 11 animais (6%).
Adicionalmente, dois animais morreram por causas nao diretamente relacionadas com os

parametros aqui avaliados. Nao obstante, estes animais foram incluidos na analise de PCA
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pois foram obtidos os dados até aos 40 dias pp, mas ndo entraram na analise do intervalo

P-121A nem de prenhez a 12lA.

3.2 Analise de Componentes Principais (PCA)

De acordo com o resultado de PCA (Figura D2), podemos verificar que a primeira
componente principal (Dim 1) explica 25,6% da variabilidade dos dados enquanto a
segunda componente principal (Dim 2) explica cerca de 20,5%. Embora juntas estas duas
dimensdes permitam ja explicar quase 50% da variagdo dos dados, € ainda necessario
acrescentar a terceira e quarta componente principal para podermos explicar mais do que
70% da variagdo cumulativa dos dados. As restantes dimensdes (5 a 10) apenas
contribuem, cada uma, para explicar menos de 10% da variagao dos dados e como tal ndo
foram consideradas.

Na Figura 5, € apresentada a correlagdo de cada variavel com cada dimenséao, e
podemos verificar que as variaveis que mais contribuem para a dimensdo 1 sio o tipo de
secrecao vaginal, a presenca de PPP e o grau de IU aos 14-17 dias pp. Adicionalmente, a
VCC e os niveis de BHB aos 14-17 dias pp, também contribuem para esta dimensdo, mas
em menor grau. Ja no que diz respeito a dimensao 2, as variaveis que mais contribuem
séo a CCAP seguida pela VCC e por fim pela CCDP. Na dimensao 3, ha um conjunto de
variaveis, relacionadas entre si, que contribuem de forma mais ou menos semelhante para
a variancia dos dados, e que sao a Paridade, CCDP, niveis de BHB, SCV, IU e o intervalo
P-12lIA. Por fim para a dimensdo 4, apenas contribuem duas variaveis, mas bem
correlacionadas entre si, a Paridade e o intervalo Parto-1°CL.

Pela observacdo da Figura D3, na qual estdo representadas as duas dimensodes
principais (dim 1 e dim 2), podemos verificar que a VCC e o nivel de BHB estédo
positivamente correlacionados, o que significa que vacas com maior VCC entre o parto e
os 14-17dias pp apresentaram valores mais elevados de BHB. No que diz respeito a CCAP
esta também esta positivamente correlacionada com a VCC e os niveis de BHB, mas em
menor grau que as duas ultimas entre si. Por outro lado, a presenca de patologias no peri-
parto, o tipo de SCV e o grau de U estao muito associadas entre si e também positivamente
relacionadas com o tempo decorrido entre o P-1°CL bem como com o numero de dias entre
o P-1°1A.
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Figura 5: Contribuigdo de cada variavel para cada dimens&o. Quanto maior € a intensidade da cor e o didmetro
do circulo, maior é a correlagéo explicando a variancia da amostra em cada dimensdo. CCAP- Condic&o corporal
antes do parto ; CCDP-Condig&o corporal depois do parto, CondCorp- variagdo da condi¢éo corporal, SVaginal-
Secregao cervico-vaginal, CCetonicos- Corpos cetonicos, Patolg- Patologias do peri-parto, InvUterina-Involugao

uterina , X1CL- intervalo parto-1°CL; P-1lA-intervalo parto 12 inseminagéo.

3.3 Analise de Agrupamentos

Ap6s a analise de agrupamentos é possivel verificar que o Grupo 1, 2 e 3, contém,
respetivamente, 24% (N= 44) e 44,8% (N=82) e 18% (N=33) dos animais do estudo e sédo
0s grupos mais homogéneos, dada a menor dispersdo dos casos/animais (Figura 7). Ja o
Grupo 4, que representa apenas 13,1% (N= 24) dos animais do estudo, apresenta uma
maior dispersédo dos casos sendo o0 menos homogéneo. Os animais incluidos no Grupo 1
nao partilham caracteristica com os do Grupo 3 nem 4, apenas com Grupo 2. Ao contrario,
os animais incluidos ao Grupo 4, nao partilham caracteristica com os do Grupo 1 e 2,
apenas com o 3. Por outro lado, como pode ser visto também na Figura 7, ha uma maior
sobreposicao entre Grupo 2 e 3.
As principais caracteristicas, referentes as variaveis estudadas, de cada grupo séo
apresentadas na Figura 7 e na Tabela 5.

Pela analise dos dados de cada grupo, podemos verificar que, 31,8% dos animais
do Grupo 1 sdo vacas primiparas, sendo este o grupo em que a média de paridade/vaca é
mais baixo (2,27 partos). Seguem-se lhe o Grupo 2 e Grupo 3 com uma média de paridade
semelhante (2,38 e 2,39 respetivamente), mas o Grupo 2 apresenta maior proporgéo de
vacas primiparas (37,8%), sendo mesmo o grupo com a propor¢gdo mais elevada. Pelo
contrario, o Grupo 4 foi o que apresentou menor percentagem de vacas primiparas (20,8%)

e, assim, também foi o grupo com a média de paridade/ vaca mais elevada (2,83).
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No que diz respeito a CCAP e a VCC, as vacas do grupo 4 e do Grupo 1 tiveram,
respetivamente, o primeiro (CCAP=3,52; VCC= 0,76) e o segundo (CCAP=3,44; VCC=0,5)
valor médio mais elevado. No que diz respeito a CCDP, estes dois grupos inverteram a
ordem, sendo que o Grupo 1 teve um valor médio de CCDP mais elevado (2,94) que o
Grupo 4 (2,76). De salientar que no Grupo 4, mais de 90% dos animais apresentavam-se
ao parto com CC acima de 3,5 valores. O Grupo 2 e o 3, apresentam, valores médios de
CCAP, CCDP e VCC, semelhantes entre si, e inferiores aos do Grupo 1 e 4.

Relativamente aos niveis sérico de BHB, nos Grupos 1, 2 e 3 o valor médio
encontra-se abaixo do valor de referéncia de 1,2 mmol/L para se considerar existéncia de
hipercetonémia (Tabela 5). Ao contrario, o valor médio de BHB no Grupo 4, é o mais
elevado (1,85) de todos e esta acima do valor de referéncia. Este € também o grupo com
maior percentagem de animais (54,2%) em que os niveis de BHB ultrapassam o valor de
referéncia. Nos restantes trés grupos a percentagem de animais com niveis BHB acima de

1,2 mmol/L é semelhante e varia entre 13,4 e 15,9%.

Grupo 1 N % Grupo 4 N %
Primiparas 14 31,8% Primiparas 5 20,8%
Preventivo de cetose 23 52,27% Preventivo de cetose 4 16,6%
Prenhez 12I1A 26 59,1 %“ ) Prenhez 121A 5 20,8%
CK>1,2mmol/L 7 15,9% e CK>1,2mmol/L 13 54,2%
Auséncia Patologia 41 932% ’ ' 8 |Auséncia Patologia 6 25%
IU Normal 39 o ,”  1UNormal 5 20,8%
S. Vaginal (0-1) 40 ,/ S. Vaginal (0-1) 8 33,3%
leCL(<28-30diaspp) 39 88,6% i i o 19CL (<28-30 dias pp) 13 54,2%
fieiueo L 2 Refugo 2 8,3%
pt "2
Grupo 2 N % &7 : Sl TR RS Grupo 3 N %
Primiparas 31 37,8% ’ . Tha Primiparas 9 27,3%
Preventivo de cetose 22 26,8% e Preventivo de cetose 10 30,3%
Prenhez 12I1A 35 42,7 % Prenhés 121A 11 33,3%
CK>1,2mmol/L 11 13,4% CK>1,2 mmol/L 5 15,15%
Auséncia Patologia 74 90,2% Auséncia Patologia 11 33,3%
IU Normal 75 91,5% IU Normal 0 0%
S. Vaginal (0-1) 74 90,2% S. Vaginal (0-1) 2 6,1%
1°CL(<28-30 dias pp) 52 63,4% 19CL( <28-30 dias pp) 16 48,5%
Refugo 6 7,3% Refugo 3 9,1%

Figura 7: Representac&o dos 4 grupos nas duas dimensodes principais e as suas principais caracteristicas.
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Tabela 5: Média + desvio padrédo das variaveis Paridade, CC antes do parto (CCAP), CC depois do parto
(CCDP); variagéo da condigao corporal VCC) e nivel sérico de BHB para cada um dos quatro grupos.

Paridade CCAP CCDP VCC BHB (mmol/L) Parto-121A
Grupo 1 2,27+1,17 | 3,44+0,24  2,94+0,18 0,5+0,19 0,83+0,41 66,65+15,68
Grupo 2 2,38+1,53 = 2,94+0,16 | 2,67+0,16 | 0,27+0,19 0,77+ 0,47 72,86+24,15
Grupo 3 2,39+1,20 @ 2,95+0,15 2,65+0,18 = 0,30+0,17 0,66+0,36 88,27+27,64

Grupo 4 2,831,652 | 3,52+0,24 2,76x0,26 | 0,760,21 1,85+1,32 76,30+£24,50

Uma vez que, em 3 exploragbes, algumas vacas foram sujeitas a protocolos
preventivos de cetose, verificamos também a distribuicdo destes animais pelos quatro
grupos. Assim, cerca de metade (52,1%) dos animais no Grupo 1 foram sujeitos a este tipo
de protocolos, sendo o grupo com maior propor¢ao de vacas sujeitas a protocolo preventivo
de Cetose. Em oposi¢do, o Grupo 4, teve a percentagem mais baixa, sendo que apenas
16% destes animais receberam protocolo preventivo de cetose. Nos Grupo 2 e 3 a
percentagem destes animais teve um valor intermédio aos outros dois grupos, € muito
semelhante entre si, sendo de 26,8 e 30,3%, respetivamente.

No que se refere aos dados de PPP, SCV e grau de IU, em mais de 88% dos
animais do Grupo 1 e 2 a involugao uterina aos 14-17 dias era normal, a pontuagéo de SCV
nao ultrapassava o 1 e também ndo apresentaram qualquer patologia do peri-parto. Ao
contrario, no Grupo 3 a maioria dos animais (67%) apresentou uma ou mais PPP e mais
de 90% apresentaram atraso na IU e uma SCV com pontuagéao igual ou superior a 2 aos
14-17 dias pp. No Grupo 4, a percentagem de animais que apresentaram PPP foi superior
(75%) ao Grupo 3, contudo a percentagem de animais com U atrasada e com indice de
SCV maior que 2, foi menor (79% e 67% respetivamente).

Quanto aos dados do P-1° CL verificamos que o Grupo 1 é o que apresenta maior
percentagem de animais em que o 1° CL pp foi observado antes dos 28-30 dias (88,63%),
seguindo-se lhe do Grupo 2 (63,4%) e por fim, com percentagens semelhantes, o Grupo 4
(54,1%) e o Grupo 3 (48,5%). Como a variavel P-1°CL esta bem correlacionada com Parto-
12lA, a ordem relativa dos grupos para esta ultima € igual. Assim, o Grupo 1 (66,65 dias)
foi o que teve a média de dias entre Parto-12IA menor, seguindo-se-lhe o Grupo 2 (72,86
dias), depois o Grupo 4 (76,3 dias) e por fim, com o maior intervalo, o Grupo 3 (88,27 dias).
De referir ainda que no Grupo 1, 90% das vacas foram inseminadas antes do dia 90 pp
(Tabela 5 e Figura?).

O n° de vacas inseminadas foi superior a 95% em todos os grupos, sendo que foi
superior no Grupo 1 (97,7%) relativamente aos restantes (96,97% Grupo 2, 96,3 Grupo 3

e 95,8% Grupo 4). No Grupo 1, do total de vacas inseminadas, 59,1% ficaram gestantes,

21



sendo o grupo com melhor percentagem de vacas gestantes. O Grupo 2 foi o que obteve
a segunda melhor percentagem de vacas gestantes com 42,7%, seguindo depois o Grupo
3 com 33,3%. Por fim, no Grupo 4 apenas 21% ficaram gestantes, sendo o pior grupo neste
parametro. De referir, que a percentagem de vacas que ainda ndo tém diagndstico de
gestagao (inseminagédo a menos de 30 dias) € de 2,3% para o Grupo 1, 6,1 % no Grupo 2
e 3 e no Grupo 4 nao falta nenhum diagndstico.

Por fim, a percentagem de vacas que foram destinadas para refugo em cada grupo
foi de 8,3% para o Grupo 4, sendo este o valor mais alto, seguindo-se os Grupos 2 e 3 com

7% e 6% respetivamente, e por fim no Grupo 1 ndo houve nenhuma vaca para refugo.

4. DISCUSSAO

Neste trabalho a prevaléncia de hipercetonémia foi de 19,7%, sendo que destes
16,9% correspondiam a valores de BHB compativeis com cetose subclinica e os restantes
2,7% com cetose clinica. Estes valores estao dentro do intervalo reportado na bibliografia
de prevaléncia, para cetose subclinica e/ou hipercetonémia (11,2% a 47,2%) mas nao para
cetose clinica (3,7% a 11,6%) [6]. Esta grande variagao de prevaléncia de hipercetonémia
(subclinica e/ou clinica) na bibliografia deve-se, sobretudo, ao fato dos estudos nem
sempre utilizarem os mesmos critérios de amostragem, método de detegao, fluido bioldgico
e limiar do nivel de BHB para hipercetonémia. A prevaléncia de cetose (subclinica ou
clinica) também depende do periodo de lactagdo pois como a hipercetonémia é
principalmente consequéncia do BEN que ocorre na vaca pp, a maior prevaléncia de
hipercetonémia acontece nas primeiras duas semanas de lactacdo, diminuindo muito
depois disso [6]. Além disso, alguns autores também sugerem, em particular para vacas
Holstein, uma relacéo direta entre o aumento da paridade e hipercetonémia [6]. Assim, para
interpretar e comparar corretamente a prevaléncia de hipercetonémia entre estudos, estes
fatores devem ser levados em consideracéo.

Deste modo, comparando os valores obtidos neste trabalho, com os reportados
para vacarias portuguesas no estudo de Suthar et al. [7], verificamos que este ultimo tem
uma prevaléncia de cetose subclinica e clinica superior (29,5% e 6,6% respetivamente).
Porém, esta diferenga, pode dever-se a utilizagdo de critérios de amostragem distintos,
pois no estudo de Suthar et al. [7] apenas foram incluidos animais com patologias do pp
(geralmente também vacas com maior numero de partos), enquanto no presente trabalho
nao foi feita essa selegdo. Ja no que se refere ao periodo de recolha de sangue para o
doseamento dos niveis de BHB ele ocorreu nas primeiras duas semanas de lactacido em
ambos os trabalhos, contudo no de Suthar et al. [7] o intervalo de tempo utilizado foi mais

longo (2-15 dias pp vs 14-17 pp), incluido assim animais que apresentaram hipercetonémia
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ainda antes dos 14 dias pp. Quanto ao tipo de amostra, dispositivo utilizado e o limiar
minimo de concentracdo de BHB considerado, os dois estudos sao analogos.
Adicionalmente, € importante notar que a amostragem deste trabalho decorreu numa area
geografica mais restrita (Entre-Douro-e-Minho) e com um menor numero de exploragdes
(N=8) e de animais (N=183) comparativamente ao do trabalho de Suthar et al. [7], que
obteve dados de 113 exploracbes e de 1000 vacas, distribuidas por todo o territério
Nacional, podendo por isso ser também uma amostragem mais heterogénea.

Como referido, alguns autores indicam que, em particular nas vacas Holstein, ha
uma relagao direta entre o nimero de partos e a ocorréncia de hipercetonémia [6]. Os
resultados obtidos neste trabalho, em que a maioria das vacas amostradas sdo Holstein,
também sugerem uma maior prevaléncia de hipercetonémia em vacas com dois ou mais
partos em comparagdo com vacas primiparas (6,5% vs 25,8%, respetivamente). Isto,
segundo alguns autores, em particular nas vacas de elevada producao leiteira, ocorre
devido ao facto de ndo haver ao longo das sucessivas lactagbes um aumento satisfatorio
da ingestao de alimento, pois em animais multiparos ha um maior incremento do BEN logo
no inicio da lactagao devido, principalmente, a elevada producéao de leite ao parto [39]. Na
analise de componentes principais deste trabalho, a paridade ndo foi uma variavel
relevante para a variancia observada nas duas dimensdes principais (a 1 e 2). Todavia,
observando a Figura D2, verificamos que a dimensao 3 (que representa 18% da variancia
dos dados) tem o contributo de diversas variaveis, mas em baixa proporgao cada. Entre
elas, estdo o numero de partos, o nivel de BHB e a CCDP, que assim estdo correlacionados
nesta dimensao. Assim, também na analise de PCA, se verificou que o niumero de partos
tem alguma correlagdo com a presenga de hipercetonémia, mas outras variaveis deste
estudo estdo mais bem correlacionadas com os niveis de BHB e contribuem para a
variancia dos dados de forma mais significativa.

Os trés parametros de CC avaliados (CCAP, VCC e CCDP), fazem parte desse
grupo de variaveis, e em particular a CCAP e a VCC. Estes dois parametros além de
estarem bem correlacionados entre si, estao também correlacionados de forma direta com
o nivel de BHB sérico. No entanto, a VCC (Figura D3) esta mais correlacionada com os
niveis de BHB do que a de CCAP. Logo, quanto maior for a VCC maior sera o nivel de BHB
séricos, mas a associacdo entre uma excessiva CCAP e o aumento de corpos cetdnicos é
mais fraca tal como verificado no estudo de Rathbun et al. [40].

Por outro lado, os dados de CCAP, evidenciam um maneio cuidado por parte dos
produtores, por forma a nao ter vacas demasiado magras no pré-parto (<2,75) pois a
percentagem destes animais foi de apenas 1%. Pelo contrario, a percentagem de vacas

com CCAP acima do ideal foi bastante elevada (41%). Nao obstante, a grande maioria das
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vacas (83%) perderam pouca CC (<0,5) entre os 7 dias antes do parto e os 14-17 dias pp,
o que pode ser indicativo dos produtores utilizarem no peri-parto algum tipo de suplementos
energéticos e/ou vitaminicos para auxiliar no arranque produtivo destes animais.

Outras variaveis muito relevantes para explicar a variancia dos resultados obtidos,
em particular para a dimensao 1 e 3, sdo o numero de PPP, o grau de IU e o tipo de SCV.
Estas trés variaveis, estdo extremamente bem correlacionadas (Figura D3) significando
gue poderiam mesmo ser analisadas como uma so. Assim, verificou-se que quanto maior
for a prevaléncia de PPP (de 7 dias antes do parto até 14-17 dias pp), maior a pontuagao
do tipo de SCV observado (mais patoldgico) e maior o atraso na IU aos 14-17 dias pp. A
boa associacdo entre estas trés variaveis prende-se com o fato da maioria das PPP
identificadas neste trabalho serem metrites clinicas, que de acordo com a definicdo do
termo, deve ser usado para vacas nos primeiros 10 dias pp que apresentarem |U retardada
e SCV fétida, podendo ou nao apresentar febre (<21 dias pp) [36]. Esta boa correlagao
entre patologia uterina, SCV e IU pode ser mais débil apds os 21 dias pp, pois nessa altura
ja se considera uma endometrite, cuja definicdo € menos clara que a da metrite [36].

Relativamente a correlacdo observada entre estas variaveis e os niveis de BHB
séricos, ela ndo é muito elevada, mas ocorre na dimenséo 1 e 3. Assim, o nivel de BHB
séricos parece aumentar, a medida que aumenta o numero de patologias presentes no
animal durante o peri-parto, bem como com a pontuacio do tipo de secregcdo cérvico-
vaginal observado (mais patolégico) e com maior atraso na involugao uterina pp aos 14-17
dias, ou vice-versa. A analise de PCA, ndo nos permite saber se é o aumento dos valores
de BHB que determinam maior risco de desenvolvimento de patologias, ou o contrario. De
fato, a relagéao entre hipercetonémia e outras patologias que ocorrem no inicio da lactagao
€ ainda pouco clara. Alguns autores citados por Benedet et al. [6] bem como Mellado et al.
[41] sugerem que a condigao de BEN no inicio da lactagao e o stress fisioldgico que ocorre
durante a hipercetonémia tem um papel na depressdo do sistema imunoldgico e como
consequéncia, vacas com hipercetonémia tém maior risco de serem afetadas por metrite e
claudicagdo. Contudo, Jae-Kwan et al., [42] observou que vacas que apresentavam
patologias uterinas tinham maior risco de desenvolvimento de cetose em comparagao com
vacas sem patologias uterinas.

Em relagao a mastite, estudos citados por Benedet, et al [6] indicam que vacas com
hipercetonémia tém maior probabilidade de ter mastite no primeiro més de lactagdo em
comparagdo com vacas saudaveis, mas outros observaram que a inflamagéo do ubere
causou o aumento da concentragao de BHB no leite e outros ainda ndo encontraram
associacao entre hipercetonémia e mastite. Relativamente ao deslocamento de abomaso,

a maioria dos estudos sugere que a hipercetonémia é a causa do deslocamento de
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abomaso [6]. Porém, McArt et al. [29] verificou que algumas vacas tiveram deslocamento
do abomaso antes de ser diagnosticadas com hipercetonémia.

Os parametros reprodutivos incluidos na analise de PCA, P-1°CL e P-12IA estéao
diretamente e muito bem correlacionados entre eles. Assim, a identificacdo do 1° CL depois
do dia 28-30 pp, parece ser um indicador para um intervalo P-12IA mais longo. Por outro
lado, estes pardmetros reprodutivos estdo mais bem correlacionados com os trés
parametros ligados a PPP e a patologias uterinas (SCV e IUl), pois estdo no mesmo
quadrante e na mesma dimensao, do que com as variaveis de VCC e niveis de BHB
séricos. Desta forma, a medida que temos mais PPP e caracteristicas de SCV e IU mais
patoldgicas, o intervalo P-1°CL aumenta e, consequentemente, também aumentam os de
dias em aberto. Estes resultados estdo em acordo com a maioria os estudos publicados,
que indicam que vacas leiteiras com distocia, RMF, metrite, mamite ou outras doencgas que
ocorrem geralmente nos primeiros 45 dias pp tém mais dias em aberto e influenciam
negativamente o desempenho reprodutivo [25;26]. Ainda relativamente ao paradmetro P-
1°CL, na dimensao 4, é visivel uma boa associagao entre esta variavel e a paridade. Esta
relagdo podera ser explicada pela maior incidéncia de SCV patoldgica e IU incompleta a
medida que aumenta a paridade e que, de acordo com alguns estudos, podera estar
relacionada com atraso no reinicio da ciclicidade ovarica [43]

Com base nas quatro dimensbes mais relevantes, o conjunto inicial de 183 vacas
foi distribuido por quatro grupos distintos que serdo aqui analisados tendo em conta o
objetivo geral deste estudo, que € o de avaliar o impacto de hipercetonémia aos 14-17 dias
pp na performance reprodutiva em bovinos de leite.

Verificamos que o Grupo 1 e 2 foram os que apresentaram melhores resultados nas
variaveis relacionadas com os parametros reprodutivos. Assim, nestes dois grupos a
grande maioria das vacas reiniciou a atividade ovarica pp até aos 30 dias, teve o menor
numero de dias em aberto e (Parto-12lA,) e a maior percentagem de vacas gestantes a
18]A. Simultaneamente, mais de 88% dos animais destes grupos sédo saudaveis, nao
apresentando qualquer patologia de peri-parto nem uterina. Apesar destas semelhancas
nos parametros reprodutivos, a diferenga na CCAP e VCC entre estes grupos € muito
notdria. Pois enquanto o Grupo1 é constituido principalmente por vacas com CC ao parto
considerada excessiva (CCAP=3,5) e com uma VCC também acima do recomendado (<
0,5), no Grupo 2 estes dois parametros, séo inferiores, e estdo muito ajustados aos valores
recomendados. O padrao do grupo 1, é considerado na literatura como um importante fator
de risco para desenvolvimento de hipercetonemia [5]. Do mesmo modo, também no
presente trabalho se detetou uma boa associacdo entre hipercetonémia e estas duas

variaveis. Apesar disto, no Grupo 1, a semelhanga no Grupo 2, o nivel médio de BHB sérico
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encontra-se abaixo do limiar de referéncia de hipercetonémia (=1,2mmol/L) e a proporgao
de individuos que apresentaram valores acima deste limiar € semelhante nos dois grupos
e menor que 16%. Este resultado, podera ser explicado pelo facto no Grupo1 os produtores
das exploracbes terem em consideracao a elevada CCAP e como tal forneceram aos
animais preventivos de cetose (aminoacidos essenciais, glicose € monensina) com o
objetivo de reduzir o risco de desenvolvimento de Cetose. E, de fato, mais de 50% dos
animais do grupo 1 foram submetidos a algum tipo de protocolo preventivo de cetose,
sendo o grupo com maior propor¢ao destes animais.

Esta possivel associacdo, é ainda suportada pelo facto de no Grupo 4, que a
semelhanga do Grupo 1 inclui maioritariamente vacas com CCAP elevada (CCAP= 3,4) e
com VCC acima do recomendado (> 0,5), mas onde apenas 16,6% dos animais do Grupo
foram sujeitos a protocolos preventivos de cetose, o valor médio de BHB sério esta acima
do valor de referéncia para hipercetonémia e a percentagem de animais que apresentaram
valores de BHB compativeis com hipercetonémia foi a mais elevada com 54%.
Simultaneamente, no Grupo 4 a prevaléncia de patologias peri-parto e uterinas foram mais
elevadas que no Grupo 1 e os valores dos parametros reprodutivos foram piores, sendo
mesmo O grupo com pior percentagem de vacas gestantes a1? IA.

Num estudo realizado por Walsh et al., [25], em que se comparou dois grupos de
animais com hipercetonémia em que um foi sujeito a tratamento com monensina e o outro
nao (grupo controlo), concluiu-se que a monensina reduziu significativamente os niveis
seéricos de BHB. Adicionalmente, os animais do grupo tratado com monesina também
apresentaram melhores parametros reprodutivos que o grupo nao tratado, especificamente
menor intervalo P-1%ovulagdo e melhor percentagem de gestagdo a 1°%1A [25].
Simultaneamente, ao fornecer outros tratamentos preventivos como vitaminas e glicose, o
sistema imunitario fica mais reforcado e pode reduzir o aparecimento de patologias
associadas, sendo uma boa pratica na gestdo das exploragoes.

Por fim o Grupo 3 apresentou valores muito semelhantes aos do Grupo 2 nas trés
variaveis de CC, paridade e mesmo nivel sérico de BHB, todavia no que diz respeito a
percentagem de vacas com SCV e Ul indicativos de patologia uterina aos 14-17 dias, este
foi o grupo com piores resultados, ndo incluindo mesmo nenhuma vaca avaliada com U
normal. Deste modo, como poderia ser expectavel, este foi também o grupo com a média
mais elevada de P-12lA e a segunda percentagem mais baixa de prenhez a 12 IA.

Diversos estudos citados por Benedet et al. [6], indicam a existéncia de uma
associagao entre patologias uterinas e hipercetonémia, embora a definigdo de causa ou
efeito seja disputado. No presente estudo esta associagdo nao foi clara, pois no Grupo 4

temos uma associagao entre PPP (entre as quais uterinas) e elevada proporgao de animais
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com hipercetonémia, mas 0 mesmo nao ocorre no Grupo 3, onde também temos elevada
percentagem de PPP mas a propor¢do de animais com hipercetonémia é bastante mais
baixa e o valor médio de BHB é inferior ao limiar de referéncia. Contudo, isto pode também
ser explicado, a semelhanga do que foi dito anteriormente, pela maior percentagem de
animais que tiveram tratamento preventivo de cetose no Grupo 3 (30%) comparativamente
com o Grupo 4 (16%). Independentemente disso, nestes dois grupos com os piores
parametros reprodutivos, € claro o contributo das patologias uterinas (maioria) e da
hipercetonémia para estes resultados, tal como também, para a percentagem de vacas
destinadas para refugo. Estando esta observagéo, em concordancia com um estudo de
Walsh et al. [25] que sugere que patologias uterinas mesmo quando tratadas
convenientemente, reduzem a taxa de concecao em cerca de 20% e mais de 3% das vacas
ficam inférteis em comparagao com animais que ndo apresentam patologias uterinas. Do
mesmo modo, outro estudo também sugere que em vacas com hipercetonémia na segunda
semana pp a probabilidade de prenhez a 12 IA, é reduzida em pelo menos 20%, em
comparagao com animais sdos [44].

No estudo aqui apresentado, verificou-se que as rotinas e maneios nutricionais
entre as exploragdes estudadas eram diferentes. Contudo, na analise dos dados optou-se,
a semelhancga de outros estudos sobre Cetose, por considerar a vaca como a unidade
experimental e ndo as exploragdes. Por outro lado, dificuldade de acesso a informagodes
como a produgdo média/vaca/dia e medigbes do teor de acido butirico nas silagens nas
exploragdes, ndo possibilitou fazer uma analise mais exaustiva dos fatores de risco de
cetose. Por ultimo, o tipo de analise utilizada (PCA), € do tipo exploratério permitindo
estabelecer um grau de associagdo entre muitas variaveis, e a distribuicdo dos animais,

mas nao permite quantificar, essas relagoes.

5. CONCLUSAO

Neste estudo, verificamos que ha uma boa associagao entre a hipercetonémia aos
14-17 dias pp, e uma CCAP excessiva ao parto e, também com a VCC (antes e pds-parto).
Os resultados também sugerem que, no caso de animais com CCAP excessiva, a adogao
de medidas preventivas, tais como maneio nutricional e em particular protocolos
preventivos de cetose, ao evitarem uma grande VCC e ocorréncia de hipercetonémia aos
14-17 dias pp, parecem impedir a deterioracdo dos parametros reprodutivos.
Adicionalmente, as variaveis associadas a patologias uterinas identificadas até aos 14-17
dias pp foram, dentro das variaveis estudadas, as que que mais contribuiram para a
diminuicao do desempenho reprodutivo.
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Anexo A

Tabela A1: Casuistica do Estagio

Bovinos de Leite

Sistema Reprodutivo N° casos
Visitas de fertilidade e acompanhamento reprodutivo 660
Metrite 73
Retencao placentaria 63
Fetos mumificados 2
Partos distocicos 8
Torgbes uterinas 5
Fetos enfisematosos 2
Auxilio na preparacao e execucéo de tratamentos intrauterinos 5
Sistema Locomotor/ Masculo-esquelético N° casos
Laceragdes no membro 4
Traumatismos na espinhal medula 2
Lesdes no plexo braquial 2
Lesdes nervo ciatico 1
Luxacdes da articulacdo coxofemoral 3
Fratura da articulagdo coxofemoral 2
Sistema Respiratorio N° casos
Pneumonia simples 25
Pneumonia por aspiragédo em bovinos adultos 2
Pneumonia em Vitelos 20
Pneumonia por aspiragdo em vitelos 3
Glandula Mamaria N° casos
Mamites 43
Sistema Digestivo N° casos
Timpanismo em vitelos 4
Indigestdes lacteas e vitelos 12
Diarreia em Vitelos 60
Clostridiose em Vitelos 1
Timpanismo em Bovinos adultos 2
Indigestbes Simples 40
Diarreia em bovinos adultos 10
Clostridioses em bovinos adultos 12
Reticulo pericardite traumatica 4
Peritonite 3
Cirurgia N° casos
Deslocamento de Abomaso a esquerda (DAE) - piloropexia e omentopexia 10
Deslocamento de Abomaso a direita (DAD) - piloropexia e omentopexia 3
Enucleacao de globo ocular 1
Disturbios metabolicos e Desequilibrio Anionico N° casos
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Cetose clinica 15
Lipidose Hepatica/ Figado Gordo
Hipocalcémia clinica 9
Hipomagnesiémia 1
Dermatologia N° casos
Dermatofitose 3
Profilaxia N° casos
Vacinagao do efetivo leiteiro (BVD; IBR; PI3) 10
Vacinagao do efetivo leiteiro- Clostridium 5
Vacinagao do efetivo leiteiro - Mamites 2
Diagnéstico Laboratorial N° casos
Recolha de fezes de vitelo para pesquisa de agente 6
N° casos
Necropsias 4
Bovinos de Carne
Sistema Reprodutivo N° casos
Visitas de fertilidade 6
Caes e Gatos
Profilaxia N° casos
Vacinagao 20
Desparasitacao 10
Neoplasia N° casos
Fistula perianal 2
Hemangiossarcoma 1
Processos traumaticos N° casos
Abcesso maxilar 1
Suinos
Dermatologia/ Infeciologia N° casos
Mal Rubro 1
Sistema respiratério N° casos
Pneumonia 1
Sistema digestivo N° casos
Anorexia 2
Ovinos
Sistema Nervoso Central N° casos
Meningoencefalite 1
Disturbio nutricional N° casos
Letargia 1
Caprinos
Sistema Respiratorio N° casos
Pneumonia 1

33




Sistema Reprodutivo N° casos

Visitas de fertilidade 5
Sistema Digestivo N° casos

Diarreia 3
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ANEXO B

Quadro 1: Fatores de risco para o desenvolvimento de cetose
= CC ao parto > 3,25 e perda de CC [5].

= Partos gemelares e periodos de secagem prolongados (> 2 meses) [17].
= Elevada produgéo de leite no pp [8]

= Doencas do peri-parto associadas a BEN (mamites, metrites, retencédo placentaria, deslocame
abomaso) [8].

= Paridade =1 ou> 3, dependendo do tipo de raca [6].
= Racga Jersey mais predisposta a cetose que a raca Holstein [6].
= Ingestéo de silagens mal conservadas contendo elevadas concentragdes de acido butirico [9].

Figura B1: keto-test para medi¢éo do BHB no leite. (Em http://www.agrodistribution.fr/ra/lowres)

Quadro B2: Métodos de diagnostico laboratorial [12]

Simples, pouco dispendioso, rapido;

Usado em grande escala; Detecao de acetato e BHB em amostras de leite

Mede BHB em amostras de sangue e leite para @ sangue;
detecdo de CSC;
Maior sensibilidade e especificidade para detetar

CSC nas amostras anteriormente referidas.

RMN apresenta sensibilidade e especificidade de
69% e 92%, respetivamente.

Mede BHB em amostras de sangue e leite;

Detecao de BHB no soro de leite/sangue

Requer uso de espectrofotometro

Teste padrao para determinagdo de cetose em
vacas de leite
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Anexo C

Quadro C1:Tipos de anestro pp

Anestro tipo |
- Ocorre crescimento folicular com emergéncia, sem ocorrer desvio e/ ou desenvolvimento de foliculo
dominante (Peter et al., 2009).

- Geralmente associado a periodos de caréncias nutricionais e vitaminicas (Peteret al.,2009)

Anestro tipo Il

- Ocorre emergéncia, desvio e crescimento do foliculo ndo acompanhado de dominancia, culminando em
regresséo folicular (Peter et al., 2009).

- Regresséo do foliculo geralmente consequéncia de uma nova onda de crescimento folicular (Peter, et
al 2009).

Anestro tipo lli

- Ocorre contrario dos restantes, emergéncia, desvio, crescimento e estabelecimento do foliculo
dominante.

- Nao ocorre ovulagéo (Crowe et al., 2014; Peter et al., 2009).

- Converséo numa estrutura folicular persistente podendo converter-se em quisto cujo didametro é
superior a 20mm. (Quisto) (Crowe et al., 2014; Peter et al., 2009;).

Anestro tipo IV

- Possui fase lutea prolongada apoés ter ocorrido ovulagéo de um foliculo dominante.
- Pode estar relacionado com auséncia de um foliculo dominante secretor de estradiol incapaz de induzir
a produgéo de prostaglandina pelo Utero (Crowe et al., 2014; Peter, 2009).
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Anexo D

Linha entre a tuberosidade isquiatica (Tl) e a

coxal em forma de ” V" ’

Tuberosidade coxal Tuberosidade coxal Tlproeminentee  Auséncia de gordura na TI CC<2,50

arredondada angular angular CC<2,75  Presencade ov!dulagées pouco visiveis
cc=3 CC<2.75 Presenca de almofada N Parte superior das costelas
de gordurana Tl CC=2,25 Presenga de ondulagdes
\ I CC=2,50 (3/4) visiveis na parte superior das
Y costelas CC=2.0
Coluna em forma de dente de serra
1 0 2 o 3 o €c<2.0.

r
Linha entre a tuberosidade isquiatica (TI) e a
coxal em forma de ” U”

) 7 Processos transversos pouco visiveis- CC=4,25
Lignmentoncroilinco pouco Plano da Articulagdo coxofemoral e TI
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Figura D1- Avaliagdo da Condigcdo Corporal de 1-5 e utilizando as subdivisbes de V2 de ponto, segundo
Edmonson et al., (1989). Imagem retirada de Elanco, (1997)
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Figura D2: Numero de dimensdes e as respetivas percentagens das variancias dos dados

37



PCA - Biplot

. ceap i
c2ssv : cos2
: 09
08
4- § 07
06
2- F48V, 50P
~BOTOP
8 (3 H5809SP
¢ “ AS39IND _g
] 7 DaosP T

Gegs1P , /
+ o—C234SV

1104 : . s, E42ND
: X1cL i W
2 . Fe6V H G232ND
.- £ !
) DB004Y D84P : RaTeP
A4TOV . :
C126SR : — gL
1 6931ND
: i :
-5.0 00 25

-2.5
Dim1 (25.6%)

Figura D3: “Plot” de animais (pontos e cores) e variaveis (vetores) nas dimensdes 1 e 2 mostrando
a correlagao entre variaveis (vetores proximos).
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