UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL

FACULDADE DE AGRONOMIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ZOOTECNIA

NAIANE TEIXEIRA DE ANDRADE

TEMPERAMENTO DE FEMEAS BOVINAS DE CORTE SUBMETIDAS A
INSEMINACAO E RELACOES COM INDICADORES DE PRODUCAO: REVISAO
SISTEMATICA E META-ANALISE

Porto Alegre
2021



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL

FACULDADE DE AGRONOMIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ZOOTECNIA

TEMPERAMENTO DE FEMEAS BOVINAS DE CORTE SUBMETIDAS A
INSEMINACAO E RELACOES COM INDICADORES DE PRODUCAOQ: REVISAO
SISTEMATICA E META-ANALISE

NAIANE TEIXEIRA DE ANDRADE
Zootecnista/UNIPAMPA

Mestre em Zootecnia/ UFRGS

Tese apresentada como requisito para obtencdo do Grau
de Doutor em Zootecnia, na Faculdade de Agronomia, da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Area de
concentracdo: Producdo Animal

Orientador: Julio Otavio Jardim Bacellos

Co-orientadora: Maria Eugénia Andrighetto Canozzi

Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil
Abril de 2021



CIP - Catalogacio na Publicacio

Andrade, Naiane
) TEMFERAMENTO DE FEMEAS BOVINAS DE CORTE SUBMETIDAS
A INSE.MINHI:}.G E RELAI;‘EIES COM INDICADORES LE PRDDU':.E.’D!

REVISED SISTEMATICA E METR-ANALISE / NWaiane Andrade.
-—— 2021.
93 f£.

Orientador: Julie Otdvio Jardim Barcallos.

Coorientadora: Maria Eugénia Andrighetto Canozzi.

Tese (Doutorado) -- Universidade Fedaral do Rio
Grande do Sul, Faculdade de Agronomia, Programa de
Pos-Graduacdo em Eootecnia, Porto Alegre, BR-RS, Z0Z1.

1. meta-analise. 2. bovinocultura de corte. 3. bem

estar animal. 4. temperamento. 5. reproducds. I.
Jardim Barcellos, Jualioc Otavio, orient. II.
Andrighette Canozzi, Maria Eugénia, coorient. III.
Titule.

Elaborada pelo Sistema de Geragdo Automatica de Ficha Catalografica da UFRGS com os
dadaos fornecidos pelo(a) autor(a).




Naiane Teixeira de Andrade
Mestre em Zootecnla

TESE
Submetida como parte dos requisitos
para obtencgdo do Grau de
DOUTORA EM ZOOTECNIA
Programa de POs-Graduacdo em Zooctecnia
Faculdade de Agronomia
Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Porto Alegre (RS), Brasil

Aprovada em: 13.04.21 Homologado em: 05/05/2021
Pela Banca Examinadora Por

/‘. Py s f Lty |
.

JULIC OTAVIC JARDIM BARCELLOS DANILO PEDRO STREIT JR.
PPG Zootecnia/UFRGS Coordenador do Programa de
Orientador Pos-Graduagdo em Zootecnia

PR

Dicgo Magnabosco
Univeraidade Federal do Rio Grande do Sul

’(:I‘. J : "v"_ ~n l
Cassio Ca‘ssal Brauner
Universidade Federal de Pelotas

Dars Cils tup Ahat Flho

Dari Celestino Alves Filho
Universidade Federal de Santa Maria

CARLOS SSANI
Diretor Faculdade de Agronomia



AGRADECIMENTOS

Agradeco inicialmente aos meus pais, Joarez e Regina,
modelos de coragem e forga, por todo o incentivo e amor incondicional.
Por me incentivarem a buscar meus objetivos incansavelmente, e
acreditar que posso. A minha melhor amiga, irma que eu pude escolher
Bruna Poletti que sempre esteve ao meu lado me apoiando.

Agradeco ao professor Julio Barcellos, por todas as
oportunidades que me foi concedida, por cada ensinamento, pela

dedicacdo, e principalmente por sempre acreditar no meu potencial.

Agradeco a Maria Eugénia, por sempre estar disposta a me

ensinar e pelo apoio sempre oferecido.
Aos colegas do NESPro, muito obrigada pela amizade.

Agradeco, a UFRGS, seu corpo docente e funcionarios, por
proporcionarem um ambiente de aprendizado de alta qualidade. Agradeco
também a CAPES pelo apoio financeiro que me permitiu a dedicacéo

exclusiva a este trabalho.



TEMPERAMENTO DE FEMEAS BOVINAS DE CORTE SUBMETIDAS
A INSEMINACAO E RELACOES COM INDICADORES DE
PRODUCAO: REVISAO SISTEMATICA E META-ANALISE?

Autora: Naiane Teixeira de Andrade
Orientador: Julio Otavio Jardim Bacellos
Co-orientadora: Maria Eugénia Andrighetto Canozzi

Resumo: Este estudo avaliou o efeito do temperamento de vacas de corte
calmas e excitaveis/reativas, submetidas a inseminacao artificial (IA) ou a
inseminacao artificial em tempo fixo (IATF), nas perdas durante a
gestacédo, taxa de prenhez, taxa de desmame e cortisol. Foi conduzida
uma revisdo sistematica da literatura e uma meta-andlise (MA) a partir de
guatro bases de dados eletronicas: Scopus (Elsevier, 1960-2020), Web of
Science (Thompson Reuters, 1945-2020), Pub Med (Elsevier, 1960-2020)
e Science Direct (Elsevier, 1960-2020). Meta-analise (MA) para efeitos
randomizados foi realizada para cada indicador separadamente. Para
avaliacdo do temperamento, foram usados as pontuacfes de movimento e
velocidade de fuga. Foram avaliados 15 estudos e um total de 7.150 vacas
primiparas e multiparas. Para as variaveis-resposta perdas na gestacao e
taxa de desmame né&o foi possivel realizar MA. A MA sobre a taxa de
prenhez mostrou um risco relativo (RR) de uma vaca com temperamento
excitavel ficar prenha de 0.951 vezes menor em relacdo as vacas de
temperamento calmo (IC 95% = 0.873 - 1.036; P = 0.254; 12 = 78.0%). As
vacas com temperamento excitavel submetidas a IATF apresentaram um
RR de ficarem prenhas 0,900 vezes menor que aquelas com
temperamento calmo (IC 95% = 0.831 - 0.976: P = 0.010: 12 = 17.8%).
Todos os estudos inclusos na meta-analise mostraram que fémeas
bovinas de temperamento calmo, possuem concentracdo de cortisol
inferior quando comparadas as fémeas bovinas de temperamento reativo
(DM= -7.364, IC 95%= 10.187, - 4.540; P=0.00000, 2= 99.7%).Vacas de
temperamento excitavel apresentam 10% menos chances de emprenhar
gue vacas consideradas calmas, mesmo com uso de técnicas
reprodutivas, como IA e IATF. Vacas de temperamento reativo submetidas
as biotécnicas reprodutivas apresentam maior concentracdo de cortisol,
guando comparadas as vacas de temperamento calmo, portanto, o
temperamento reativo tem efeitos prejudiciais na eficiéncia reprodutiva de
fémeas de corte, que sdo provavelmente mediados por concentracdes
elevadas de cortisol.

Palavras-chave: temperamento; cortisol; inseminacdo artificial;
inseminacao artificial em tempo fixo; taxa de prenhez.

1Tese de Doutorado em Zootecnia — Producdo Animal, Faculdade de
Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre,
RS, Brasil. (92 p.) Abril, 2021.



TEMPERAMENT OF BEEF COWS SUBMITTED TO
INSEMINATION AND RELATIONSHIP WITH PRODUCTION
INDICATORS - AMETANALYSIS?

Author: Naiane Teixeira de Andrade
Adviser: Julio Otavio Jardim Barcellos
Co-adviser: Maria Eugénia Andrighetto Canozzi

Abstract: This study evaluated the effect of the temperament of calm and
excitable / reactive beef cows, submitted to artificial insemination (IA) or
fixed-time artificial insemination (FTAI), on loss during pregnancy,
pregnancy rate, rate weaning, and cortisol. A systematic literature review
and meta-analysis (MA) was conducted from four electronic databases:
Scopus (Elsevier, 1960-2020), Web of Science (Thompson Reuters, 1945-
2020), Pub Med (Elsevier, 1960-2020) and Science Direct (Elsevier, 1960-
2020). Meta-analysis (MA) for random effects was performed for each
common indicator. For the evaluation of temperament, kick score and exit
speed were used in the tests. 15 studies were obtained and a total of 7,150
primiparous and multiparous cows. For the response variables, losses in
pregnancy and weaning rate, it was not possible to perform MA. The MA
on pregnancy rate showed a relative risk (RR) of a cow with an excitable
temperament to become pregnant by 0.951 times lower compared to calm-
tempered cows (95% CI = 0.873 - 1.036; P = 0.254; 12 = 78.0%). Cows
with excitable temperament submitted to FTAI independent an RR of
becoming 0.900 times lower than those with calm temperament (95% CI =
0.831 - 0.976: P = 0.010: 12 = 17.8%). All studies included in the meta-
analysis regardless of whether cattle with a calm temperament have a
lower cortisol concentration when compared to cattle with a reactive
temperament (DM = -7.364, 95% CI = 10.187, -4.540; P = 0.00000, 12 =
Excitable temperament cows are 10% less likely to conceive than cows
considered calm even with the use of reproductive techniques, such as IA
and FTAIL Reactive temperament cows subjected to reproductive
techniques has the highest concentration of cortisol when compared to
cows of calm temperament, therefore, the reactive temperament has
detrimental effects on the reproduction of cut, which are proven mediated
by elevated cortisol.

Keywords: temperament; cortisol; artificial insemination; fixed-time
artificial insemination; pregnancy rate.

1 Doutoral thesis in Animal Sience — Animal Production, Faculdade de
Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre,
RS, Brazil. (92 p.) April,2021.
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1. INTRODUCAO

O termo temperamento animal € antigo e amplo, pois envolve
definicbes de ordem fisiologica, social, psicolégica e comportamental. O
temperamento de bovinos de corte tem sido reconhecido como uma
caracteristica importante dentro da indUstria pecuéria, devido a sua relagdo com
o desempenho produtivo e reprodutivo, além de questdes relacionados ao bem-
estar.

O temperamento animal pode ser caracterizado a partir das
diferencas do individuo no comportamento na sua fase inicial, mas que
persistem ao longo da vida, envolvendo diversas caracteristicas (Bate, 1989).
Neste sentido, pesquisadores tém aprofundado estudos tentando compreender
a forma de melhorar o bem-estar animal, otimizar técnicas e estruturas de
manejo e maximizar a eficiéncia produtiva com uso de animais com
temperamento menos reativo (Morbeg, 1985; Voisinet et al.,1997; Toates, 2000;
Lanier et al., 2000). A importancia crescente dada ao temperamento de bovinos
de corte traz diversas explicacdes, principalmente pela atual evidéncia que o
temperamento reativo afeta a produtividade dos animais, como taxas de
crescimento reduzidas (Nkrumah et al., 2007), menor ganho de peso, escore de
condicao corporal inferior, pesos mais leves no abate, carne com coloracao
mais escura (King et al.,2006; Behrends et al., 2009; Cafe et al., 2011).

O desempenho reprodutivo € um fator essencial para a eficiéncia e
rentabilidade do sistema de cria. Sabe-se que uma diversidade de componentes
afeta a eficiéncia reprodutiva de bovinos de corte, e que a medida de avaliacéo
de sucesso dentro do rebanho é por meio da taxa de prenhez (Freetly e Cundiff,
1998). No entanto, atingir um alto nivel de eficiéncia reprodutiva, requer
compreensao dos processos que envolvem todo ciclo de reproducédo da fémea
bovina, desde o inicio a puberdade, idade do primeiro parto, intervalos entre
partos e concepcao e taxa de prenhez (Toates, 2000). Uma das alternativas
para melhorar a eficiéncia reprodutiva, aumentar a taxa de servico e promover
melhoramento genético sem a necessidade de deteccdo de cio € a
sincronizacdo da ovulacdo para a inseminacdo em tempo fixo (IATF). Além
disso, a IATF tem o potencial de diminuir a estagcdo de monta, produzir bezerros

uniformes e simplificar o uso da inseminacéo artificial (1A).



De acordo com diversos estudos, o temperamento afeta diretamente
o desempenho reprodutivo de fémeas bovinas de corte (Cooke et al.,2009a,
2009b, 2010; Kasimanickam et al., 2014a, 2014b; Haskell et al., 2014;
Sant’Anna et al., 2015; White et al., 2016), porém ainda ndo ha quantificacao
desta interferéncia . Uma das formas de mensurar o temperamento animal, é
através da reatividade que é definida como a reacdo do animal contido em um
ambiente, onde animais mais reativos sdo denominados animais agressivos e
excitaveis, enguanto animais menos reativos sdo animais calmos e mansos.

O temperamento reativo, caracteriza-se por prejudicar as fungdes
reprodutivas por Vvarios mecanismos, como diminuicdo de ingestdo de
alimentos, queda no estado nutricional e estresse neuroenddcrino, perturbando
0s processos fisiologicos associados a fertilidade (Dobson et al., 2001 e Curley
et al., 2008, Cooke et al.,2009).

As vacas com temperamento reativo estimulam a fungdo do eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal, aumentando a sintese e concentragdes circulantes
de cortisol (Curley et al.,2006). Esse hormoénio esta relacionado ao estresse, e
prejudica os mecanismos necessarios para a fertilidade, como a retomada do
ciclo estral, ovulacéo e estabelecimento da prenhez (Dobson et al., 2001). Este
processo ocorre em resposta a alteracdes na funcdo reprodutiva atraves do
eixo hipotalamo-pituitaria-gonadal, inibindo a secrecdo do hormonio liberador de
gonadotrofinas (GnRH) e, consequentemente, interferindo na liberacdo do
horménio foliculo estimulante (FSH) e do horménio luteneinizante (LH) e
alterando o efeito estimulatério das gonadotrofinas na secrecdo de esteroides
sexuais (Toates, 2000).

Apesar de sua relevancia e dos esfor¢cos crescentes, as formas
detalhadas pelas quais o estresse influéncia na reproducdo de rebanhos de
corte ainda ndo sdo bem compreendidas. Medo e ansiedade séo caracteristicas
emocionais, relacionadas ao temperamento, indesejaveis em animais
domeésticos, que causam reducdo do bem-estar por meio do aumento do
estresse; além de acarretar perdas econémicas para a propriedade. Com base
no exposto, este estudo busca contribuir com a clareza e apontamento dos
avancos feitos em relacdo a compreensao do temperamento de fémeas bovinas
de corte, e sua influéncia em parametros relacionados a reproducéo e fisiologia

do cortisol.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Temperamento animal

O temperamento animal representa a singularidade e intensidade
individual, as quais estdo biologicamente baseadas e ligadas as caracteristicas
genéticas de cada individuo (Rothbart, 2007), além da manipulagdo homem-
animal (Cooke et al., 2009a; Krohn et al., 2001). O temperamento animal pode
ser decorrente de processos fisiol6gicos, acdes enddcrinas de horménios,
variacbes do ambiente ou pelas pessoas que trabalham diretamente no manejo
com 0s animais.

A resposta ao estresse € definida como a reacdo do animal a fatores
internos e externos a ele impostos, que influenciam sua homeostase. Animais
gue apresentam dificuldade em lidar com esses fatores séo classificados como
reativos, sendo animais de temperamento mais agressivos e excitaveis
(Moberg, 2000, Dobson e Smith, 2000). Assim, bovinos de temperamento mais
reativo experimentam mudancas em seu sistema neuroenddocrino e eixo
hipotalamico-hipofisario-adrenal que resulta no aumento da sintese de cortisol,
horménio considerado primordial a resposta neuroenddcrina ao estresse
(Sapolsky et al., 2000).

Albright e Arive (1997) tiveram dificuldades na definicdo e
interpretacdo do termo temperamento, que tem sido usado para se referir as
caracteristicas dos animais relacionadas ao nervosismo, quietude,
excitabilidade, individualidade, libido e emocédo. O impacto do temperamento
animal vem sendo estudado ha mais de cinquenta anos. Durante esse periodo,
foram identificados estudos revelando que animais com temperamento mais
reativo foram relacionados com menores taxas de concepcdo (Pound e
Firebaugh,1956) e maiores exigéncias energéticas (Hafez e Lindsay,1965),
ligando o temperamento animal aos aspectos econémicos e produtivos.

Inimeras pesquisas demonstraram que o temperamento afeta
diretamente caracteristicas de producdo, crescimento animal, respostas
imunoldgicas, qualidade da carcaca e reproducdo (Voisinet et al.,1997a;
Burdick et al., 2011b, Cooke et al., 2009a).



Fatores ambientais, genéticos, sexuais, idade e manejo influenciam o
temperamento do gado de corte (Fordyce et al., 1982; Voisinet et al., 1997Db).
Animais com temperamento mais reativo, quando manejados, alteram suas
respostas fisiol6gicas, aumentando o estresse em compara¢do com o0s bovinos
de temperamento mais calmo (Burdick et al., 2011a).

Segundo Curley et al., (2008) animais de temperamento mais reativo
guando estressados demoram mais tempo para retornarem aos niveis basais
de cortisol. Portanto a melhoria no temperamento dos animais de um rebanho,
seja por selecdo genética ou pela relacdo homem-animal durante o manejo,
proporcionaria uma redugdo no temperamento reativo e consequentemente
melhorias produtivas.

O temperamento dos bovinos tem sido medido de varias formas,
sendo predominante o uso de escalas com a definicdo de escores que medem
as suas reacOes (intensidade e frequéncia de movimentos, respiracao,
vocalizagdo) ao manejo. Em um dos extremos dessas escalas estariam 0S
animais de melhor temperamento e no outro, os de pior; ha também medidas
em escalas de intervalo ou de razédo (quantitativos), com destaque para as
medidas de distancia de fuga (Fordyce et al., 1982), velocidade de fuga (Burrow
et al., 1988) e a medida de agitacdo na balanca, feita a partir de um
equipamento que mede a intensidade e a frequéncia de movimentagcdo com o
animal contido.

A velocidade em fuga é medida quando o animal € liberado do tronco
de contencado ou da balanca, sendo que, os animais com maior velocidade sao
classificados como os de pior temperamento. Muitas pesquisas utilizam esta
medida, principalmente devido a facilidade de sua aplicacdo e das altas
correlacdes com indicadores produtivos. Inicialmente a velocidade de fuga foi
descrita e utilizada por Burrow et al. (1988) e depois foi utilizada por varios
autores, que estudaram as relacfes entre esta medida e parametros genéticos

e produtivos (Fordyce et al., 1982; Sant’'anna et al., 2015).



2.2 Fatores que influenciam o temperamento

A interacdo entre fatores ambientais e genéticos determinam o
temperamento animal (Grandin, 1998 e Gauly et al., 2001). Diversas pesquisas
vém sendo desenvolvidas para estimar os parametros genéticos relacionados as
caracteristicas de temperamento em bovinos de corte. Os valores de
herdabilidade variam de baixo a moderado (0,25 a 0,40) para velocidade de
saida, escore de reatividade no tronco de contencdo e distancia de fuga
(Hearnshaw e Morris, 1984; Burrow et al.,1988).

A interacdo direta entre o ambiente e o animal, incluindo o seu
comportamento, ocorre principalmente através do sistema nervoso (Jensen et
al.,1997). As informagdes sobre o ambiente externo séo transferidas por varias
rotas para uma regido do cérebro, as quais sao transmitidas para outras regides
cerebrais, como o hipotalamo e o tronco cerebral (Hearnshaw e Morris, 1984).

Entende-se que os bovinos sdo capazes de reconhecer diferencas
individuais entre os humanos com os quais interagem (Taylor e Davis, 1998),
utilizando diferentes recursos tais como a face (Rybarezyk et al., 2001) ou até
mesmo a cor da roupa (Munksgaard et al.,, 1997), apresentando reacdes
especificas para cada um deles em funcdo do tipo de interacdo estabelecida
(Paranhos da Costa, 1987). O uso constante de tratamentos negativos pode
motivar a sensacdo de medo, presumivelmente por um processo de
aprendizado, no qual aprendem a associar 0 manejo aversivo com uma pessoa
(Hemsworth, 2003) ou situacédo em particular (Rushen et al., 1998).

O modo como a interagcdo homem- animal se estabelecera depende
de fatores inerentes ao animal, ao homem e ao proprio ambiente. Acredita-se,
gue existam periodos mais sensiveis para a definicdo de relacdes positivas entre
humanos e bovinos (Raussi, 2003), mas as experiéncias prévias (Waiblinger et
al., 2004) e a regularidade das interacfGes positivas (Boissy e Bouissou, 1988)
também parecem ser importantes.

Com relacéo ao ser humano, estudos sugerem que a qualidade da
interacdo pode ter efeitos diretos sobre o bem-estar dos tratadores por afetar,
por exemplo, a motivacéo e a satisfacdo com o trabalho (Hemsworth e Coleman,

1998). Além disso, o contato com os animais pode oferecer outros beneficios



importantes, tais como companhia e comprometimento, produzindo um senso de
satisfacdo que se refletird no proprio individuo e naqueles que o cercam
(Hemsworth, 2007).

Nas ultimas décadas de pesquisa sobre os efeitos do estresse nos
animais mostrou que o modelo padrao ndo esta completo, e que as respostas ao
estresse sdo intimamente ligadas a forma como os animais percebem os
agentes estressores e a medida em que podem agir de maneira funcional em
resposta a eles. Consequentemente, as respostas de estresse dependem dos
mecanismos que controlam o comportamento considerado normal. O estresse €,
portanto, um elo importante entre ambiente, comportamento, distdrbios e
doencas (Broom e Johnson, 1993; Ladewig e Matthews,1996). A relacao
homem-animal pode ser faciltada quando animais mais mansos Ss&o
selecionados, uma vez que estes sdo mais faceis de serem manejados e se
estressam menos que animais com temperamento mais reativo. Sendo assim &
importante a compreensdo de como o0 temperamento interfere na eficiéncia
reprodutiva de fémeas bovinas de corte (Breen e Karsch, 2004; Fordyce e
Burrow, 1992).

2.3 Fisiologia reprodutiva

O conhecimento da fisiologia da reproducéo é imprescindivel para a
compreensao dos eventos responsaveis pela producdo do odcito e ovulagéao e
pelo comportamento sexual das fémeas. De acordo com Albuquerque et al.,
(2004), o ciclo estral é controlado, principalmente, por hormdnios produzidos pelo
hipotalamo (GnRH), hipoéfise anterior (FSH e LH), ovarios (estradiol e
progesterona) e utero (PGF2a). Esses horménios controlam o momento da
ovulacdo que pode ser seguida por uma gestacédo, caso ocorra a fecundacéao, ou
por um novo ciclo estral (Niciura, 2008). Assim, o conhecimento da fisiologia da
reproducdo assegura a compreensao dos eventos que ocorrem durante o ciclo
estral da fémea, permitindo identificar o momento adequado de realizacdo da
inseminacdo ou da monta natural, a data provavel de ocorréncia de um novo cio
e a data de paricao (Passani e Beltran, 2009).

Os ovarios sdo as gonadas femininas e possuem fungdes exocrina,



ou gametogénica, e enddcrina. Nas fémeas, a multiplicacdo das células
germinativas, que leva a formacao dos foliculos ovarianos e dos odcitos, inicia-se
durante o periodo fetal, a partir do terco inicial da gestacéo, e cessa antes do
nascimento (Santos et al., 2012). Assim, ao nascimento, ja existe, no ovario, um
namero definido de foliculos que pode chegar a ovulagdo. Os o0d4citos,
localizados no interior dos foliculos ovarianos, ficam parados (fase de repouso)
durante a vida fetal e pré-pubere e s6 voltam a se desenvolver na puberdade
(Niciura, 2008).

Na fase adulta, o desenvolvimento dos foliculos até a ovulacao é
dependente de varios horménios. Nos bovinos, em cada ciclo estral, ha 2 ou 3
ondas de crescimento folicular; em média, a primeira onda é detectada no dia
zero, a segunda, até o dia 10, e a terceira, até o dia 17 (Greenwald et al., 1988).
Em cada onda, ha recrutamento (crescimento inicial) de 10 a 50 foliculos, mas s6
um desses é selecionado e ovulado (Looney et al., 2006). O foliculo destinado a
ovular, isto é, a liberar um odcito, € o foliculo dominante, presente no ovario na
Ultima onda do ciclo estral de cada fémea, e possui a capacidade de ovular, além
de impedir a ovulacéo dos outros foliculos (subordinados) que entram em atresia
(BO et al, 2014). Apos a ovulacédo, as células do foliculo sofrem luteinizacéo e
formam o corpo lateo. A funcdo endocrina desempenhada pelos ovarios diz
respeito a producdo de hormdnios esteroides: estradiol e progesterona
(MacMillan e Burke, 1996). O estradiol € produzido pelas células dos foliculos
ovarianos, atua no Sistema Nervoso Central induzindo o comportamento de cio
na fémea e promovendo, no Utero, aumento da massa do endométrio (camada
interna do Utero) e da contratilidade muscular (Moreno et al., 2001). Além disso,
determina o aparecimento das caracteristicas sexuais secundarias, estimula o
desenvolvimento da glandula mamaria e controla a liberacdo dos horménios
foliculo estimulante (FSH) e luteinizante (LH). A progesterona € secretada pelas
células luteinicas do corpo lateo, e atua no endométrio, assegurando a
implantacdo do embrido, a manutencdo da gestacdo e contribui para o
desenvolvimento da glandula maméaria (Greenwald et al., 1988). De acordo com
Nogueira et al., (2002), altos niveis de progesterona inibem o cio e a onda pré-
ovulatéria de LH.

Os eventos envolvidos durante o ciclo estral sdo controlados pelos

horménios produzidos pelo hipotdlamo, pela hipofise anterior e pelos ovarios, por



meio do eixo hipotalamo-hipofise-ovarios (Niciura, 2008). O hipotalamo produz o
horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH), a hipdfise anterior produz as
gonadotrofinas horménio foliculo estimulante (FSH) e hormdnio luteinizante (LH),
e 0s ovarios produzem os esteroides (estradiol e progesterona) como

demonstrado na Figura 1.

HIPOTALAMO

GnRH GnRH |

HIPOFISE ANTERIOR

L ] FsH LH
FOLICULO OVARIANO CORPO LUTEQ
ESTRADIOL PROGESTERONA
Estimule Inibicéo

Figura 1. Controle hormonal do ciclo estral de fémeas pelo eixo
hipotalamo-hipdéfise-ovarios (FSH - horménio foliculo estimulante; GnRH-
horménio liberador de gonadotrofinas; LH - hormonio luteinizante).
(Adaptado de Niciura, 2008)

A secrecdo de GnRH desencadeia a liberacdo de FSH e LH, que
atuam nos ovarios; o FSH promove o recrutamento folicular e estimula o
crescimento inicial dos foliculos ovarianos, enquanto o LH é responséavel pelo
crescimento final do foliculo dominante, pela ovulacdo e pela formacé&o do corpo
lateo (Niciura, 2008). Assim, sob estimulo do FSH e do LH, h& producéo e
liberacdo de estradiol, pelo foliculo ovariano, enquanto que, apds a ovulacao, o
LH promove secrecao de progesterona, pelo corpo luteo (Dahlen et al., 2014). O
estradiol inibe a secrecédo de FSH e estimula a de LH, que aumenta 3 dias antes
da ovulacao. Por outro lado, a progesterona inibe o LH e estimula o FSH.

O ciclo estral é caracterizado em duas fases: uma fase folicular,
com elevada secrecéo de estradiol, e uma fase luteinica, com elevada secrecéo

de progesterona (Moreno et al., 2001). Os periodos de proestro e estro



compdem a fase folicular, enquanto o diestro ocorre na fase luteinica. De acordo
com diversos autores (Alexander et al., 2002; Barusseli et al., 2002; Barusseli et
al., 2004; Grahan et al., 2016), o pico pré-ovulatorio do LH ocorre nas primeiras 6
horas ap6s a aceitacdo da primeira monta, e a ovulacdo, cerca de 20 apés o
pico; ou seja, em bovinos a ovulacdo ocorre, em média, 27 + 5 horas apos o
inicio do cio. Apés a ovulagdo, as células do foliculo ovariano que liberou o
o0cito sofrem luteinizacdo, dando origem ao corpo lateo que inicia a secrecao de
progesterona, que é mantida até a fase de reconhecimento materno da gestacéo
(Pansani e Beltran, 2009). Em caso de gestacao positiva, o corpo liteo continua
a sintetizar progesterona, funcdo que €, posteriormente, desempenhada pela
placenta; em caso de auséncia de gestacdo, ocorre a lise do corpo luteo
(lutedlise), por meio da acdo da prostaglandina F2a (PGF2 a) produzida no
endométrio (Plasse et al., 1960). Em consequéncia, a sintese de progesterona &
cessada e um novo ciclo estral tem inicio.

O proestro € o periodo compreendido entre a lutedlise e a primeira
aceitacdo de monta, sendo caracterizado por crescimento folicular (fase folicular)
e aumento da atividade dos 6rgéos reprodutivos (Santos et al., 2012). Nessa
fase, ha o crescimento folicular final e a regresséo do corpo Iuteo do ciclo estral
anterior, além de aumento do Utero e da atividade secretéria das glandulas.
Durante este periodo a mucosa vaginal torna-se hiperémica, assim como a
vulva, que também se torna edemaciada e umida (Colazo e Mapletoft, 2014). A
fémea apresenta alguns sintomas, como inquietacdo, cauda erguida, miccao
constante, eliminacdo de muco cristalino e transparente pela vulva e perda de
apetite.

O periodo de cio, ou estro, em racas européias, dura de 16 a 18
horas, e em zebuinas, 10 a 11 horas. Durante o cio, sdo observados 0s mesmos
sintomas descritos para o proestro, entretanto, esse periodo difere do anterior
pois € nele que a fémea demonstra aceitacdo de monta pelo macho e até
mesmo por outras fémeas do rebanho. A ovulacao ocorre em, aproximadamente,
12 horas ap6s o final do estro (Albuguerque et al., 2004).

O metaestro é a fase que sucede o estro e é caracterizado pelo
inicio da formacao do corpo Iuteo e pela reducdo da secrecdo das glandulas do
trato reprodutor feminino, tem duracdo média de 2 a 4 dias; nesse periodo, as

fémeas podem apresentar sangramento pela vulva, que independe da ocorréncia



ou ndo de monta, inseminacgéo ou fecundacao (Looney et al., 2006).

No diestro, o corpo Iuteo é ativo e existe a predominancia hormonal
da progesterona, e dura em média 16 dias. Em caso de auséncia de gestacao, a
lutedlise ocorrerd apds o este periodo, desencadeando uma nova fase de
proestro e inicio de um novo ciclo estral (Dobson et al., 2000).

Em caso de estabelecimento de gestacdo, a producdo de
progesterona é mantida, em principio pelo corpo liteo e depois pela placenta, e
ndo haverd inicio de um novo ciclo estral (Whates et al., 2007). Ap6s o parto o
periodo, normalmente, necessario para que o Utero volte ao tamanho e ao
estado fisioldgico normal (involugcdo uterina), permitindo o estabelecimento de
uma nova gestacao, é de 35 a 40 dias (Niciura, 2008).

O temperamento reativo dos animais ou condi¢cbes que geram
estresse podem causar alteracdes fisiologicas como a reducao da secrecao do
GnRH, e consequentemente dos hormdnios FSH e LH, prejudicando a fertilidade
dos animais (BARUSELLI et al., 2006); além de afetar de forma negativa a

eficiéncia do rebanho e os resultados das técnicas bioreprodutivas empregadas.

2.4 Aspectos reprodutivos relacionados ao temperamento

Plasse et al. (1970) foram os primeiros pesquisadores que tentaram
associar o temperamento de novilhas com o desempenho reprodutivo, usando a
classificacdo de escore de temperamento. Esses autores relataram que o
temperamento calmo foi correlacionado positivamente com o desempenho
reprodutivo e negativamente com a duracdo do estro. Contudo, os efeitos
praticos de fémeas com temperamento excitavel ainda precisam de mais
investigacfes. Mais recentemente, Cooke et al. (2012) demonstraram que 0s
temperamentos excitaveis de fémeas bovinas de corte ndo prejudicaram apenas
o desempenho reprodutivo, mas também afetaram a eficiéncia do sistema de
cria.

A manipulacdo humana aos procedimentos de manejo e interacao
humano-animal melhorou parcialmente o temperamento de novilhas
consideradas mais reativas, assim como as concentragbes circulantes de

hormoénios e metabdlitos relacionados ao estresse foram reduzidos sem afetar a



puberdade dos animais (Cooke et al. 2012). Isso demonstra que a aclimatacao
das novilhas ao manejo apés o desmame pode ser uma alternativa para
melhorar o desempenho reprodutivo e aumentar a eficiéncia do desenvolvimento
desses animais (Cooke et al. 2012). Assegurar a boa qualidade dessas
interacdes de manejo € um importante passo para aumentar a produtividade e
diminuir riscos de acidentes (Grandin, 1993). O manejo constante mostrou
melhorar o temperamento de bovinos jovens independente da raca (Krohn et al.,
2001; Curley et al., 2006). Esses resultados foram atribuidos, pelo menos em
parte, a alteracdo neuroenddcrina a respostas de estresse associadas ao
temperamento que podem interromper o0s processos fisiol6gicos necessarios
para fungcdo reprodutiva (Dobson et al., 2001). Uma maior concentragédo
circulante de cortisol durante 0o manejo estimula a mobilizacdo da gordura
corporal e o catabolismo muscular esquelético, levando a reducédo da atividade
das gonadotrofinas nas fémeas bovinas (Elsasser et al., 1997; Da Rosa e
Wagner, 1981; Li e Wagner, 1983). Fica evidente que um dos principais
mecanismos pelo qual o temperamento mais reativo afeta as caracteristicas
produtivas é através do sistema neuroendocrino, que controla a reacdo do
estresse.

As biotécnicas reprodutivas inovaram o cenario mundial da
producdo animal e estdo amplamente difundidas no Brasil. Porém, ainda ha
fatores limitantes na sua aplicacdo, sendo o principal problema da inseminacao
artificial a deteccao de estro (Galina et al., 1996), cuja falha pode ser causada
por fatores como o calor ou manejo (Dobson, Smith, 2000). Nesse sentido o
manejo pode ser algo estressante para o animal pelo contato com humanos,
cades e instalacdes prejudicando ainda mais 0s animais com temperamentos
mais excitaveis. A inseminacéao artificial em tempo fixo (IATF), permite que um
grande numero de fémeas possa emprenhar logo no inicio da estacdo, pois
todas as vacas com idade poOs-parto superior a 40 dias estdo aptas a serem
sincronizadas. Outra grande vantagem da IATF € a utilizacdo de touros provados
na inseminacao artificial, o que permite aumentar o mérito genético da prole, e
no futuro do proprio rebanho, esse aumento pode ser traduzido na reducéo do
tempo das novilhas para atingirem a puberdade e maior ganho de peso dos
animais destinados ao abate (Bearden et al., 2000). Atualmente existem

inimeros protocolos de sincronizagdo, normalmente estes protocolos possuem



como base uma fonte de progesterona, associado a utilizagdo de fontes de
estradiol (benzoato e ciprionato de estradiol), prostaglandina e gonadotrofina
coridnica equina (eCG). A utilizacdo dos protocolos de sincronizagéo possibilita
gue um grande numero de animais torne-se gestante logo no inicio da estagéo
de monta, como pode ser observado em um trabalho realizado por Baruselli et al.
(2002). A técnica de inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF), por exemplo,
demonstra um intenso contato entre 0 homem e os animais e dependendo da
gualidade desta interacdo pode haver consequéncias negativas para a eficiéncia
reprodutiva (Graham e Vitor, 2016). Burrow et al. (1988) reportaram maior
frequéncia de deteccdo de cio em novilhas de corte com temperamento mais
docil em manejo de inseminacao artificial em relacdo a novilhas de
temperamento mais excitavel e concluiram que os animais doceis foram mais
tolerantes ao observador de cio em relacdo aos mais excitaveis, sendo
inseminados no momento mais apropriado e resultando em maiores taxas de
concepcgao.

O impacto do estado nutricional de vacas de corte afeta a
reproducdo de um rebanho, sendo, portanto, essencial o fornecimento de uma
dieta que contém todos os nutrientes de maneira balanceada, atendendo as
exigéncias de producédo e reproducdo dos animais. O estado nutricional dos
animais tem efeitos positivos e negativos na reproducdo, mediados diretamente
por nutrientes da dieta ou indiretamente, via sistema endocrino, que atua
principalmente no eixo hipotalamo-hipdéfise-ovariano (Alexander et al.,2002;
Bellows et al 2001).

Os horménios envolvidos na reproducdo sao de suma importancia
para a estruturacdo do ciclo estral das fémeas bovinas. Sem o funcionamento
correto dos eixos fisiolégicos que controlam estes hormdnios, a ovulacédo e,
consequentemente, a prenhez, ndo ocorre (El et al., 1995) e o néao
funcionamento pode ser atribuido a elevacdo do nivel de cortisol, que esta
intimamente relacionado as taxas hormonais que afetam diretamente a funcéo
reprodutiva da fémea bovina de corte.

O estresse de animais com temperamento mais reativo, afeta
diretamente a frequéncia e pulso de LH po6s-parto, podendo deste modo também
afetar o momento da ovulacdo (Dobson; Smith, 2000; Breen; Karsch, 2004). O

mecanismo pelo qual o animal tem seu comportamento modificado frente a uma



situacao considerada “estressora” afeta a reproducao e esta relacionado a taxas
hormonais que modificam diretamente as funcdes do sistema reprodutor da
fémea. O hipotalamo, regido cerebral que comanda os processos metabdlicos
tenta equilibrar as atividades neuronais reagente a situagbes incomodas aos
animais e atividades sexuais fazendo com que os efeitos do corpo, provenientes
desses fatores se relacionem. Essas altera¢cdes acontecem por diversas reacdes
neuroquimicas encarregadas de proteger o corpo contra influéncias externas que
viriam a prejudicar o organismo com o aumento do cortisol sintetizado em
situacdes de estresse, menor quantidade de colesterol é disponivel para sintese
de esteroides (Dobson, Smith, 2000). A sintese de varios hormbénios esterodides
ocorre nas glandulas adrenais, nos testiculos e ovéarios, como o colesterol é o
precursor de todos os esterdides e também do cortisol existe uma via comum
para a sintese destes (Hafez, 2004).

Outra via fisiolégica de acao do estresse sobre a reproducéo é pelo
aumento da secrecdo do hormonio liberador de corticotrofina (CRH) ativado pelo
aumento do cortisol sanguineo, que atua promovendo a reducao na secrecao do
GnRH. Esta reducédo ativa a glandula adeno-hipéfise, fazendo com que ocorra o
aumento da liberacdo do horménio adrenocorticotrofico (ACTH). O aumento do
ACTH atinge as gonadas reduzindo a secrecao das gonadotrofinas, sendo elas,
o hormoénio luteinizante (LH) e o hormdnio foliculo estimulante (FSH) (Moberg,
1991).

A sensibilizacdo comportamental € uma forma de aprendizado
caracterizado pelo aumento da resposta depois de repetidos estimulos ao longo
do tempo (Broom e Johnson, 1993). O processo de sensibilizacao
comportamental de um animal € influenciado por varios fatores, como o
temperamento, a memoria de manejos anteriores e as acdes exercidas durante o
manejo (Rybarezyk et al., 2001). Outro fator importante a ser considerado na
avaliacdo do temperamento € a idade dos animais. Aguilar (2007), trabalhando
com doadoras de embrides, observou que novilhas apresentaram piores médias
de temperamento que vacas, provavelmente em decorréncia da experiéncia
adquirida pelas vacas durante o0s manejos constantes do programa de
transferéncia de embrides, resultado do aprendizado decorrente das sucessivas
exposicfes aos mesmos procedimentos de rotina. Isso € importante, uma vez

gue os animais mais reativos tém mais dificuldade de aprendizagem e, sendo as



novilhas mais reativas que as vacas, pode-se concluir que a aprendizagem em
novilhas possivelmente é mais complexa e dificil que em vacas.

Existem argumentos para a importancia do temperamento como
contribuinte da otimizagdo da producdo animal, pois medo e ansiedade sao
estados emocionais indesejaveis nos animais domésticos, resultando em
estresse e consequente reducdo de seu bem-estar (Boissy e Bouissou, 1988;
Cooke et al.,2009; Del Campo et al.,2010; Fell et al.,1999 e Fordyce et al.,1982).

2.5 Influéncia do cortisol no temperamento e na reproducéo

Uma das primeiras definicbes ao estresse definiu uma relacédo de
uma resposta do corpo a qualquer tipo de demanda (Seyle, 1936), o estresse
pode ser agudo quando ocorre a persisténcia do fator estressante por minutos ou
até mesmo por dias, provocando nos animais uma resposta de luta ou fuga
(Hughes et al.,2014). Existe também os fatores estressores de longo prazo,
podendo levar os animais a estresse cronico, considerado um disturbio de saude
(Brown et al.,2017).

O estresse agudo pode vir a se tornar estresse crénico para o0s
animais, dependendo do tempo que estes animais sdo expostos a este fator que
causa 0 estresse e da capacidade de o mesmo lidar com essa situacdo
desafiadora (Hughes et al.,2014). Quando um animal ndo consegue lidar com um
cenario de estresse, 0 eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) produz
metabalitos, a partir disso a energia gerada € usada para desencadear alguns
comportamentos. O eixo HPA induz o hipotdlamo a secretar a liberacdo do
horménio corticotropina (CRH) e vasopressina (VP) (Mormede et al.,2007), esses
dois horménios induzem a glandula pituitaria a liberar o hormbénio
adrenocorticotrofico (ACTH). ACTH faz com que o cértex adrenal secrete
glicocorticoides, principalmente o cortisol (Chen et al.,2015).

O cortisol é transportado pelo sistema circulatério, quando o
hipotalamo e a hipéfise anterior detectam concentragcfes altas do cortisol, elas
exercem feedback negativo, inibindo a liberacdo do cortisol pelo adrenal cortex,

tentando encerrar assim a resposta ao estresse (Coller et al.,2015). O cortisol



nos bovinos regula o equilibrio entre o anabolismo e o catabolismo, e sob
condicdes estressantes, ocorrem mudangas como, por exemplo, a diminui¢éo do
nivel do hormonio liberador de gonadotrofina (Dobson et al.,2000). Porém,
guando um fator estressante persiste o préprio eixo HPA ndo consegue controlar
seus efeitos, é considerado que a homeostase ndo pode mais ser recuperada,
resultando numa sobrecarga alostatica (Lynch et al.,2010; Brown et al.,2017).
Altas concentragbes de cortisol em bovinos de corte com temperamento
excitdvel reduzem o GnRH e LH, prejudicando o desempenho reprodutivo,

consequentemente, prolongando o anestro pos-parto (Cooke et al.,2009).

3. HIPOTESE

O temperamento reativo prejudica a taxa de prenhez, a taxa de
paricdo, a perda gestacional e incrementa o nivel de cortisol plasmatico de
fémeas bovinas de corte submetidas a IA e IATF, quando comparadas as de

temperamento calmo.

4. OBJETIVOS

4.1 0bjetivo geral

O objetivo principal da presente tese foi avaliar os efeitos do
temperamento sobre o desempenho reprodutivo em fémeas bovinas de corte

durante a execucdao de protocolos de IA ou IATF

4.2 Objetivos especificos

» Realizar uma meta-andlise sobre o temperamento de fémeas
bovinas de corte e suas respostas reprodutivas;

» Avaliar os efeitos do temperamento em fémeas bovinas de corte
sobre a taxa de prenhez, a taxa de paricdo e a perda gestacional;

» Avaliar os efeitos do temperamento em fémeas bovinas de corte



sob o parametro fisioldgico cortisol, quando submetidas a IA e IATF.

5. METODOLOGIA GERAL

A revisdo sistematica (RS) busca responder a uma pergunta de
pesquisa, mediante o uso de métodos transparentes e sistematicos, a fim de
identificar, selecionar e avaliar os estudos de maneira critica (Castro, 2001). Por
isso, sintetiza os resultados de estudos originais utilizando estratégias para
diminuir a ocorréncia de erros aleatorios e sistematicos (Berwanger et al.,
2007), reduzindo possiveis vieses que ocorreriam em uma revisao tradicional. A
RS, juntamente com a meta-andlise (MA) e a meta-regressao (MR), tém
contribuido para a pesquisa na producdo animal. Essas analises funcionam
como uma importante ferramenta para sintetizar o efeito dos tratamentos,
particularmente, quando as respostas apresentam grande variabilidade, seja
por sua natureza biolégica ou por demandarem um elevado nimero amostral
(Donner et al., 2001; Duffield et al., 2012,Cernicchiaro et al., 2016).

5.1 Revisado sistematica

5.1.1 Protocolo e pergunta de pesquisa

A presente revisdo sistematica foi realizada para identificar se
existem efeitos do temperamento calmo e excitavel sobre perdas na gestacao,
taxa de prenhez e taxa de desmame de bovinos de corte submetidas a IA e
IATF.

O protocolo de revisdo utilizado teve como base protocolos
previamente publicados por Sargeant et al. (2005) e Higgins & Green (2011). A
pergunta de pesquisa, no presente trabalho, foi formulada com base em

populacao (P), intervencéo (1) e resultado (R):



i) Populacéo
A populacdo estudada foi constituida com base na espécie animal
(bovinos), no sexo (fémeas) e na aptidao (corte).

i) Intervencgéo
Foram consideradas a inseminagao artificial e inseminagéo artificial
em tempo fixo; para grupos comparativos considerou-se grupos semelhantes

de animais submetidos ao mesmo tratamento com ou sem intervencao

iil) Resultado
Os resultados de interesse avaliados foram taxa de prenhez, taxa de

desmame, perda gestacional e nivel de cortisol plasmatico.

Os trabalhos considerados relevantes deveriam conter, pelo menos,
um dos resultados de interesse. Um protocolo de busca foi desenvolvido, sendo
cada ferramenta de triagem adaptada de formularios previamente utilizados
(Mederos et al.,, 2012; Canozzi et al., 2017) e testado antes de sua

implementacéao.

5.1.2 Estratégia de busca na literatura

Uma lista de termos de pesquisa e algoritmos norteadores da

pesquisa foi criada pela equipe de pesquisadores ( Tabela 1).

Foram utilizadas quatro bases de dados eletrbnicas: Scopus
(Elsevier, 1960-2020), Web of Science (Thompson Reuters, 1945-2020), Pub
Med (Elsevier, 1960-2020) e Science Direct (Elsevier, 1960-2020). A busca foi
realizada em agosto de 2019 e atualizada em dezembro deste mesmo ano por
intermédio daUniversidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Todas as
referéncias foram exportadas para o software EndNote Web para organizacao e

remocdao das referéncias duplicadas.



Tabela 1. Termos de busca para populacao, intervencédo e resultado utilizados na

revisao sistematica.

Acrénimo Descritores

"beef heifeir" or " beef cattle" or cow* or "beef cow" or "beef female"

Populagao or heifer or primiparous or multiparous

Intervencgéo "timed artificial insemination” or FTAI or temperament or "artificial
insemination” or "temperament tests" or Al

Resultado "pregnancy rate" or reproduction or "pregnancy loss" or "calving

rate" or cortisol

5.1.3 Critérios de selecao dos estudos e triagem

Quatro revisores foram treinados para a avaliagcdo da relevancia dos
estudos a partir da analise de 30 resumos. Nessa etapa, foi realizada a
identificacdo de estudos potencialmente relevantes. Apds todos 0S resumos
serem avaliados, de forma independente, por dois revisores, mediante leitura
do titulo, do resumo e das palavras-chave. A citacdo que era considerada
relevante quando aprovadas apds passarem por um questionario que incluia as

seguintes perguntas:

1. O resumo avaliado é um trabalho original?

2. Este trabalho investiga o temperamento de fémeas bovinas de
corte sobre caracteristicas de reproducao?

3. Este trabalho investiga o temperamento de fémeas bovinas de
corte submetida a uma das seguintes técnicas reprodutivas
(IA ou IATF)?

4. Este trabalho investiga um dos seguintes indicadores: taxa de



prenhez, perda gestacional, taxa de pari¢ao e cortisol?

Foram incluidos todos o0s estudos randomizados e néo
randomizados. Nesta etapa nenhuma restricdo de idioma e ano de publicacéao foi
imposta.

Quando a resposta de ambos os revisores fosse “ndo” para uma ou mais
guestdes, a referéncia era eliminada. Eventuais divergéncias foram solucionadas
através de consenso e, na auséncia de um consenso, outro revisor era consultado.
Em todas as etapas da revisao sistematica RS, que consiste em uma investigacado
cientifica que reune estudos relevantes sobre uma questao formulada, foi utilizado

0 software Microsoft Excel®.

5.1.4 Avaliacdo metodoldgica e processo de coleta dos dados

O formulario de extracdo de dados (ED) foi construido conforme
modelo de estudos prévios. O pesquisador principal foi o responsavel pela
extracdo de dados dos manuscritos selecionados. Publicacées com mais de um
desenho experimental foram duplicadas e os dados extraidos como estudos

independentes a fim de obter o maximo de detalhes possivel.

Antes da avaliacdo do viés de publicacéo e da ED, a relevancia dos
estudos selecionados pela avaliagdo do resumo foi confirmada através da
leitura da publicacdo na integra, verificando se o estudo possuia um grupo
controle adequadoe se os resultados foram relatados com detalhes suficientes
para conduzir extracdo quali e quantitativa dos dados. As informacdes extraidas
foram estratificadas em gerais, populacdo do estudo, intervencao, indicadores
avaliados, resultados e informacdes relativas ao manuscrito (nome dos autores,

ano de publicacéo e idioma original).

Para cada variavel resposta avaliada foi construido um banco de
dados, com informacGes sobre o niumero de vacas de temperamento calmo

prenhas e vazias, 0 numero de vacas de temperamento excitavel prenhas e



vazias, numero total de vacas de temperamento calmo e excitaveis para a taxa
de nascimento e namero total de vacas com temperamento calmo e excitaveis
para as perdas gestacionais. As fémeas avaliadas foram classificadas através
de dois testes: chute score e exit velocity. O primeiro teste é realizado através
de uma avaliacao subjetiva e cada animal é classificado em uma escala, de 1
(calmo e silencioso) a 5 (extremamente nervoso e selvagem) (Fordyce et al.,
1982). J4 o segundo teste é a velocidade (m/s) no qual um animal percorre uma
distancia conhecida apés sair de uma balanca( Curley et al.,2006). Para a
nossa MA, no uso de um teste ou de ambos, 0s animais eram classificadas
como vacas de temperamento calma ou vacas de temperamento excitavel,
todos os animais foram testados e ap6s eram classificadas como animais de
temperamento calmo ou animais de temperamento excitavel, apdés essa

classificacdo os animais eram inseminados.

5.1.5 Coletae processamento dos dados

Para cada variavel resposta avaliada um banco de dados individual
foi construido. Nesse banco continha a média (em unidade padrdo), o erro
padrdo da média ou outra medida de dispersdo disponivel, o valor de
probabilidade e o numero de animais avaliado em cada grupo (controle e

tratado).

A ferramenta de risco de viés da colaboracdo Cochrane (Cochrane
Collaboration Risk of Bias Tool) (Higgins e Green, 2011) foi utilizada para

avaliar o risco de viés de publicacdo nos estudos incluidos nesta MA.

5.2 Avaliacdo da qualidade e do viés de publicacéo

A Ferramenta de Risco de Viés da Colaboracdo Cochrane
(Cochrane Collaboration Risk of Bias Tool) (Higgins & Green 2011) foi utilizada
para avaliar o risco de viés de publicacdo nos estudos incluidos na MA. Para
isso, foram utilizados como critério: randomizacdo (geracdo de sequencia
aleatoria), sigilo de alocacédo, perdas por segmento, descricdo das perdas e

exclusdes, interrupcdo precoce por beneficio e relato seletivo dos resultados.



Os critérios foram classificados como baixo, alto ou incerto em produzir viés de
publicacdo (Higgins & Green, 2011). O viés pode ser classificado como viés de
selecdo, de performance, de deteccgéo, de atrito ou de relato.

5.2.1 Viés de selecao

Geracdo de sequéncia aleatéria Estudos que ndo descrevessem
distribuicdo aleatéria das vacas nos grupos foram classificados como tendo risco
incerto de viés para este dominio. Para aqueles estudos com distribuicdo aleatéria
das vacas nos tratamentos, mas sem nenhuma descricdo do processo, foi
considerado como baixo risco de viés. Para estudos com descricdo do tipo de
distribuicdo aleatoria, o viés também foi classificado como baixo risco. Sigilo de
alocacdo Estudos que nado descrevessem distribuicdo aleatéria das vacas nos
grupos foram classificados como tendo risco incerto de viés. Para os estudos com
distribuicdo aleatoria, foram consideradas duas possibilidades: i) se 0 método fosse
descrito em detalhes que permitisse determinar que o sigilo de alocacao poderia ter
sido previsto antes ou durante a selecédo, o risco de viés continuou sendo avaliado
como baixo risco, alto risco ou risco incerto de viés (Higgins & Green, 2011) e ii) se a

descricao foi insuficiente o estudo foi considerado como tendo risco incerto de viés.

5.2.2 Viés de performance

Foi verificado se nos estudos estavam descritas medidas que
encobrissem o0s profissionais envolvidos de qual intervencdo um participante
recebeu e se o cegamento planejado foi efetivo (cegamento de pessoal). Se o
método usado para cegar foi descrito em detalhes suficientes para fazer uma
determinacdo de sua eficacia, o risco de viés continuou sendo avaliado como de
baixo risco, alto risco ou risco incerto (Higgings & Green, 2011). Se a descri¢édo

fosse insuficiente, o estudo foi considerado como tendo risco incerto de viés.

5.2.3 Viés de deteccéo

A relevancia do cegamento foi avaliada com relagcdo a avaliagdo do



resultado. Inicialmente fez-se um julgamento sobre quais resultados eram

considerados de alto ou baixo risco de viés de deteccéo.

5.2.4 Viés de atrito

O viés de atrito identifica diferencas sistematicas decorrentes da perda
de dados, pela retirada ou morte de animais de um grupo. Esse risco foi considerado
baixo se ndo houvesse perda de dados dos resultados ou se essa perda nao
estivesse relacionada com o resultado de interesse, ou se poucos dados fossem
perdidos, ndo influenciando na diferenca das meédias. Porém, quando a simples
inclusdo de dados foi feita de maneira inapropriada, ou quando a razao para perda
de dados estivesse relacionada ao resultado de interesse, podendo influenciar na
medida de efeito observada ou provocar desequilibrio no nimero de participantes, o
risco de viés foi considerado alto. Quando esse tipo de informacdo nao era

suficiente, o risco de viés foi considerado incerto.

5.25 Viés de relato

O risco de relato informa o viés que surge pela falta de inclusdo de
resultados nao significativos. Quando se suspeitou que os resultados nédo foram, ou
foram parcialmente, reportados porque a comparacdo dos tratamentos ndo era
significativa (P > 0,05), o risco de viés foi considerado alto. Quando se suspeitou de
gue o resultado ndo foi mensurado, foi mensurado mas ndo analisado, ou foi
mensurado e analisado mas nao foi parcialmente relatado, por alguma razdo sem
conexao com os resultados obtidos, o risco de viés foi considerado baixo. J& o risco
incerto foi considerado para casos em que se conhecia o resultado, mas 0 mesmo
nao foi mensurado ou analisado, ou sabia-se que estava sendo mensurado e
analisado, mas a razdo para auséncia de relato ou relato parcial ndo tinha como

motivo a auséncia de significancia.

53 Meta-analise

Os estudos incluidos na MA foram aqueles que relataram dados



guantitativos suficientes para estimar a diferenca na MA considerou-se, como
pressuposto, a existéncia de heterogeneidade entre o0s estudos. A
heterogeneidade pode ser consequéncia de diferencas metodologicas e clinicas
conhecidas entre 0s ensaios ou de caracteristicas ndo conhecidas ou néo
registadas (Thompson, 2001). Para isso, foi utilizado o método DerSimonian &
Laird (1986) para estimar a heterogeneidade existente entre os estudos.

Devido ao numero insuficiente de estudos para as variaveis perdas
durante a gestacao e taxa de desmame nao foi possivel realizar MA. Para taxa de
prenhez, por se tratar de um estudo que relata resultado binario (vaca prenhe ou
vaca vazia), a medida de efeito utilizada foi o risco relativo (RR), ou seja, risco de
uma vaca ndo emprenhar quando for classificada com temperamento excitavel
(Dohoo et al.,, 2003) . O uso do log RR garante que as estimativas sejam
compativeis com o evento no nivel de taxa de intervalo do estudo (0,1)
(Bakbergenuly et al.,2018).

Os estudos incluidos reportaram dados quantitativos suficientes para
estimar o RR entre os grupos controle e tratado e seu intervalo de confianca a 95%
(IC 95%). Como pressuposto da existéncia de heterogeneidade entre os estudos,
uma vez que possuem diferentes conceitos experimentais, tanto a meta-analise
como meta-regressao considerou o método de DerSimonian e Laird (1986). Todas
as analises estatisticas foram realizadas no software Stata V 14.0 (StataCorp.,
Texas, USA).

Para cada variavel resposta, foi gerada a medida de efeito combinado
RR e o0 IC 95% (Forest plot). O Q de Cochran (teste de heterogeneidade qui-
guadrado) e |2 (porcentagem de variacdo total entre os estudos, devido a
heterogeneidade e ndo ao acaso) foi calculado com base no temperamento calmo
(TC) e temperamento excitavel (TE) das fémeas bovinas de corte submetidos a Al
e FTAI na taxa de prenhez. No presente estudo, o resultado foi avaliado como o
risco de uma vaca nao emprenhar quando for classificada com temperamento
excitavel.

A magnitude do 12 foi interpretada na ordem de 25, 50 e 75%,
considerada como baixa, moderada ou alta heterogeneidade, respectivamente
(Higgings et al., 2003).

5.4  Viés de publicacéo



O viés de publicagédo foi avaliado visual e estatisticamente através do
funnel plot e dos testes de correlagdo de Begg’s e regresséo linear de Egger’s para
cada indicador. Foi considerada a presenca de viés se ao menos um dos métodos
estatisticos fosse significativo (P<0,10). Se alguma evidéncia de viés de publicacao
estivesse presente, independente da analise, o método “trim e fill” (Duval & Tweedie,
2000) foi usado para estimar a quantidade e a magnitude dos estudos perdidos,
além do efeito estimado para o viés. Com a aplicacdo deste ultimo método é
possivel localizar o centro do funil, estudos omitidos podem ser repostos e estudos

perdidos recolocados ao redor da regido central (Sterne et al., 2001).

5.5 Meta-regresséo

Para explorar as fontes de heterogeneidade dos dados foi realizada
a andlise de meta-regressdo univariada, através do método-de-momentos
(Borenstein et al., 2009). Foram avaliadas as seguintes variaveis: randomizacao
(sim ou néo), agrupamento (ndo aplicavel, sistematico, conveniéncia ou
proposital, randomizado, nédo reportado), identificacdo e controle de fatores de
confusdo (ndo, sim ou nao aplicavel), ano de publicacdo do estudo, continente
(América do Norte, América do Sul, Asia, Oceania, Europa), grupo das vacas

(Bos taurus taurus - Britanica, Bos tuaurus indicus e cruzas).

5.6 Meta-analise acumulativa e analise de sensibilidade

Uma das analises mais realizadas na MA acumulativa é a
cronoldgica, que permite atualizar a medida do efeito global a cada momento
em que resultados de um novo estudo sdo publicados. Essa andlise permite
identificar o momento em que o efeito do tratamento foi significativo em relacéo

ao controle (Egger et al., 2001; Borenstein et al., 2009).

A andlise de sensibilidade verifica se determinados estudos possuem
impacto na medida de efeito. Foi realizada com a retirada manual de um estudo
por vez e posterior avaliacdo se o RR variou em 30%, para mais ou para

menos, antes da retirada desse estudo e inser¢cdo do préoximo.



CAPITULO IIt

1Elaborado conforme as normas da Theriogenology.
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ABSTRACT: Using a systematic meta-analysis review, the present study evaluated the effect of
temperament in calm (CT) and excitable (ET) beef cows, subjected to artificial insemination (Al) or
fixed-time artificial insemination (FTAI), on pregnancy losses, pregnancy, and weaning rates. Four
electronic databases were used: Scopus (Elsevier, 1960-2020), Web of Science (Thompson Reuters,
1945-2020), Pub Med (Elsevier, 1960-2020), and Science Direct (Elsevier, 1960-2020). Meta-analysis
(MA) for randomized effects was performed for each indicator separately. For temperament
evaluation, chute score and exit velocity tests were analyzed. A total of 1,573 publications was
evaluated, which included 8 studies and a total of 4,977 primiparous and multiparous cows. For the
response variables pregnancy losses and weaning rates, a MA was not possible. The MA on
pregnancy rate showed the relative risk (RR) of a cow with ET of become pregnant 0.951 times lower
compared to CT cows (95% Cl = 0.873, 1.036; P = 0.254; I* = 78.0%). Cows with ET subjected to
FTAI showed a RR of becoming pregnant 0.900 times lower than those with CT (95% CI = 0.831,
0.976: P = 0.010: I> = 17.8%). Cows with excitable temperament present 10% fewer chances of

conceiving than cows considered calm, independent of reproductive techniques such as Al and FTAI.

Keywords: bovine behavior, performance, animal-human relationship
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INTRODUCTION

Beef cow temperament has been recognized as an important characteristic in the production
systems, due to its relationship with the productive capacity of the animals. Temperament, involving
several characteristics [1], can be manifested from differences in the individual's behavior in the early
stages of life, but which can persist. The increasing importance of this parameter in beef cattle is a

consequence of reports that the excitable temperament negatively affects the animals' performance

[2].

Reproductive performance is an essential factor for the efficiency and profitability of the cow-
calf systems and is dependent on variables genetic and environmental. The main measure of
evaluation of reproductive success within the herd is the pregnancy rate [3], along with pregnancy
loss and, consequently, the weaning rate. To achieve high pregnancy rates, with less pregnancy loss
and a satisfactory number of births, it is necessary to understand the processes of the cow's
reproductive cycle, from the onset of puberty, age at first calving, the interval between parturition,

parturition-to-conception interval, and conception rate [4].

One of the alternatives for improving reproductive efficiency, increasing the pregnancy rate,
coinciding with a positive weaning rate and less pregnancy loss during this process, is through
genetic improvement and the use of artificial insemination (Al). This technique allows shortening the
interval between generations, obtaining greater genetic gains, crossbreeding interbreeds, controlling
reproductive diseases, increasing the number of offspring of a bull, and standardize the herd [5].
With advances in our knowledge of the physiology of the estrous cycle, associated with the use of
drugs, fixed-time insemination (FTAI) has emerged, which makes possible the inseminate of a large
number of cows, without the need for detection of estrus [6]. But regardless of the type of artificial
insemination, the technique requires more intensive management of the herd [7], resulting in greater

human-animal interaction and thus influencing animal temperament [8].

Previous researches have described the influence of temperament on milk production [9],
meat quality, growth rates [10,11], reproductive performance [12,13,14], and longevity within the
herd [15]. The excitable beef cows have decreased feed intake [16], show a drop in nutritional status
[17], and exhibit neuroendocrine stress [12], all these disturbing the physiological processes

associated with fertility. One way to measure animal temperament is through the assessment of
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reactivity, which is the reaction of the animal when restrained in an environment; the more reactive
animals termed aggressive and excitable and less reactive animals, calm and tame [18,19,20]. [21]
highlighted the importance of using a variety of tests or measures in the evaluation of temperament
and, therefore, suggest the use of two tests in the evaluation of cattle (chute score and exit velocity)
to reduce bias in the evaluation of animals, when classified according to their temperament. Animal
handling is associated with human presence, and this would be the appropriate time to improve
temperament [22], to reduce serum cortisol levels [23,24]. Artificial insemination requires high
interaction between cow and operator, exposing the cattle to a different environment and the
presence of other animals from the same or another social group. [25], when evaluating the handling
of females subjected to Al, observed an improvement in temperament, minimizing the negative

physiological effects related to the excitable temperament during reproduction.

A study with FTAI carried out by [2], observed a reduction in the pregnancy rate for females of
excitable temperament, attributing this result to neuroendocrine stress during reproductive
management. Fear and anxiety are emotional characteristics, related to temperament, undesirable in
domestic animals, which cause reduced well-being through increased stress. The need to produce
more cannot be permitted to result in losses caused by failures in reproductive processes. However,
the effects of temperament on reproductive variables in beef cattle subjected to breeding
biotechniques remain contradictory . This study aimed to assess whether there are temperament
effects, calm versus excitable, on pregnancy, pregnancy losses, and weaning rates of beef cows

subjected to Al or FTAL.
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MATERIALS AND METHODS

Research question and protocol
This study sought to identify the effects of the temperament of beef cows, subjected to Al and FTAI,
on pregnancy and weaning rates and losses during gestation. The research strategy was based on

population, intervention, and outcome (Table 1).

Table 1. Search terms for population, intervention, and outcome used in the systematic review.

Acronym Search string

Population “beef heifer" or " beef cattle" or cow* or "beef cow" or "beef female" or heifer or
primiparous or multiparous
Intervention "timed artificial insemination" or FTAI or temperament or "artificial insemination" or

"temperament tests" or Al

Outcome "pregnancy rate” or reproduction or "pregnancy loss" or "calving rate”

The population studied consisted of primiparous or multiparous beef cattle. As an intervention,
artificial insemination and fixed-time artificial insemination were considered. For comparative groups,
similar groups of animals under the same treatment with or without intervention were considered. The
results evaluated were pregnancy rate, weaning rate, and pregnancy loss. The works considered
relevant should contain at least one of the results of interest. A search protocol was developed, with

each screening tool adapted from previously used forms [26,27] and tested before its implementation.

Research methods for identification of studies

A list of search terms and final algorithms was summarized in components of the population,
intervention, and outcome. Four electronic databases were used: Scopus (Elsevier, 1960-2020), Web
of Science (Thompson Reuters, 1945-2020), Pub Med (Elsevier, 1960-2020), and Science Direct
(Elsevier, 1960-2020). The search was carried out in August 2019 and updated in December of the
same year. All references were exported to the EndNote Web software for organization and removal

of duplicate references.



109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138

Criteria for selecting studies and selecting relevance

Four reviewers were trained to assess the relevance of the studies based on the analysis of 30
abstracts. At this stage, the identification of potentially relevant studies was carried out. Then, all
abstracts were independently evaluated by two reviewers, who read the title, abstract, and keywords.
The citation was considered relevant when approved after going through a questionnaire that
included the following questions: Does this abstract investigate primary research? Does this abstract
investigate the temperament in beef female on reproduction traits? In this abstract, the beef cow was
subjected to one of the following reproductive techniques ( Al or FTAI)? Does this abstract investigate
one of the following indicators (preghancy rate, praghancy loss, calving rate)? There were no
restrictions on language and year of publication. When the answer of both reviewers was “no” to one
or more questions, the reference was eliminated. Any divergences were resolved through consensus
and, in the absence of one, another reviewer was consulted. Microsoft Excel® software was used in
all stages of the systematic review (RS), which consists of a scientific investigation that brings together

relevant studies on a question.

Evaluation methodology and data extraction process

The data extraction form was built according to models already used in other studies. Publications
with more than one experiment were duplicated and the data extracted as independent studies to
obtain as much detail as possible. The extracted information was stratified in general (study
population, intervention, evaluated indicators and results) and those related to the manuscript (hname

of authors, year of publication and original language).

Data collection and manipulation considerations

For each response variable evaluated, a database was built, with information on the number of
pregnant and open calm cows, the number of pregnant and open excited cows, the total number of
calm and excitable cows for the rate of birth, and the total number of cows with a calm temperament
and excitable for pregnancy losses. The evaluated females were classified using two tests: chute
score and exit velocity. The first test is carried out through a subjective evaluation, and each animal is
classified on a scale from 1 (calm and silent) to 5 (extremely nervous and wild) (Fordyce et al.,

1982).The second test, on the other hand, is the speed (m / s) at which an animal travels a known
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distance after exiting a scale (Curley et al., 2006). For the present MA, through the use of one or both
tests, all animals were tested and classified as animals of calm temperament or animals of excitable
temperament, after this classification the animals were inseminated (colocar escala de calmo e

reativo, ate quanto é calmo).

Data quality assessment
The Cochrane Collaboration Risk of Bias Tool [28] was used to assess the risk of publication bias

in the studies included in this MA.

Meta-analysis

Due to the insufficient number of studies for the variables losses during pregnancy and weaning
rate, it was not possible to perform MA. For pregnancy rate, as it is a study that reports a binary result
(pregnant or open cow), the measure of effect used was the relative risk (RR), that is, the risk of a cow
not becoming pregnant when it is classified with temperament excitable [29]. The use of log RR
ensures that the estimates are compatible with the event at the study interval rate level (0.10) [30].The
studies included reported sufficient quantitative data to estimate the RR between the control and
treated groups and their 95% confidence interval (95% CI). As an assumption of the existence of
heterogeneity between studies, since they have different experimental concepts, both meta-analysis
and meta-regression are considered the method of[31]. All statistical analyzes were performed using
the Stata V 14.0 software (Stata Corp., Texas, USA). For each response variable, the combined effect
measure RR and the 95% CI (Forest plot) were generated. Cochran’s Q (chi-square heterogeneity
test) and 1° (percentage of total variation between studies, due to heterogeneity and not by chance)
were calculated based on the calm temperament (CT) and excitable temperament (ET) of cows ready
to be slaughtered subjected to Al and FTAI in pregnancy rate. In the present study, the result was
assessed as the risk that a cow will not become pregnant when it is classified as having an excitable
temperament.

The magnitude of 1* was interpreted on the order of 25, 50 and 75%, considered as having low,

moderate, or high heterogeneity, respectively [32].
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Publication bias
Publication bias was assessed in graphical (funnel plot) and statistical (Begg's correlation tests and
Egger's linear regression) for the response of interest variable. In the presence of some evidence of

bias, the “trim and fill” method was used [33].

Meta-regression

To explore the sources of heterogeneity of the data, univariate meta-regression analysis was
performed, using the moment-method [34]. The following variables were evaluated: randomization
(yes or no), grouping (not applicable, systematic, convenience or purposeful, randomized, not
reported), identification and control of confounding factors (no, yes or not applicable), year of
publication of the study, continent (North America, South America, Asia, Oceania, Europe), group of

cows (Bos taurus taurus - British, Bos taurus indicus and crosses).

Cumulative meta-analysis and sensitivity analysis

One of the most performed analyzes in cumulative MA is the chronological one, which allows
updating the measure of the global effect at each moment when results of a new study are published.
This analysis allows identifying the moment when the treatment effect becomes significant in
comparison to the control [34,35].
The sensitivity analysis verifies if certain studies have an impact on the measure of effect, it was
performed with the manual withdrawal of one study at a time and subsequent evaluation if the RR

varied by 30%, more or less, before the withdrawal of that study and insertion of the next one.

Results

Selection of studies

The study identified 1,573 citations, of which 429 were selected for full reading, 395 of which were
excluded from methodological validation and data extraction (Appendix 1). Finally, this RS-MA
included eight publications on the pregnancy rate, two publications on pregnancy loss and two

publications on the birth rate. A total of 4,977 cows were evaluated.



199 The main characteristics of the studies included in this RS and MA are presented in Tables 2 and
200 3.
201



202  Table 2. Descriptive summary of each relevant study included in this MA and meta-regression to assess pregnancy rate (8).

Reference Comparative group (control/treatment) Intervention Number of studies/sample size Country

- AP’ 1(395) USA
4 FTAI' 1(761)

USA
. A 10433) USA

USA
130} Al 1(88)
37 Calm temperament / USA
[37] excitable temperament Al 1(432)
138] FTAI 1 (967) USA
[39]

Al 1 (1311) USA

[40] FTAI 1 (749) USA

203  'FTAI = fixed time insemination; * Al = .artificial insemination.



204  Table 3. Descriptive characteristics of eight publications reporting eight studies included in MA.

Number of
Variable Categories publications
(studies)
Study design Control studies 8 (7)
Intervention Al 5(8)
FTAI 3(8)
Year of publication 2009-2015 6 (8)
2015-2020 2 (8)
Order of parturition Primiparous 4 (8)
Multiparous 3(8)
Nort reported 1(8)
Breed grouping Bos indicus 2(8)
Bos taurus 3(8)
Cross 3(8)
Type of test Chute score
Temperament score 1(8)
Chute score and exit velocity
7(8)
Response assessed Transrectal ultrasonography
Rectal palpation 7 (8)
1(8)
Sample size n<50 1(8)
n>100 7(8)
205
206  Risk of bias
207
208 The risk of bias due to blinding was considered “low”, because the result evaluated was pregnancy

209 rate, which has a low probability of error. The assessment of the risk of bias using the Cochrane
210 criteria and the methodological assessment in the included studies are shown in Table (4) and
211  Appendix 3, respectively.

212

213

214
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Table 4. Methodological quality assessment of the risk of bias (classified as low, not clear and high) of
the 8 studies included in the meta-analysis on pregnancy rate, pregnancy loss and calving rate in

cows subjected to Al and FTAI according to their temperament: calm or excitable.

Sequence Allocation Selective Outcome Blinding  of Incomplete

Reference Generation concealment reporting measurement outcome outcome
assessment data
[40] Low Low Unclear pregnancy rate Low Low
[36] Low Low Unclear pregnancy rate Low Low
[36] Low Low Unclear pregnancy rate Low Low
[37] Low Unclear Unclear pregnancy rate Low Low
[12] Low Low Unclear pregnancy rate Low Low
[38] Low Low Unclear pregnancy rate Low Low
[39] Low Low Unclear pregnancy rate Low Low
[2] Low Low Unclear pregnancy rate Low Low
[40] Low Low Unclear calving rate Low Low
[36] Low Low Unclear calving rate Low Low
[36] Low Low Unclear pregnancy loss Low Low
[40] Low Low Unclear pregnancy loss Low Low

Meta-analysis

For MA, eight publications were included, corresponding to eight studies and eight essays, that is,
one essay per publication (Table 2). In general, all studies (n = 8 trials) showed that the risk of a cow
with an excitable temperament being pregnant is RR = 0.951 times lower than cows with a calm
temperament (RR = 0.951, 95% CI = 0.873, 1.036, P = 0.254), with high heterogeneity between
studies (1> = 78.0%). Excitable temperament cows, submitted to FTAI and classified by the kick score

and exit velocity tests showed a 0.900 times greater risk of not becoming pregnant (n = 8 trials; 95%
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Cl = 0.831, 0.976 P = 0.010) compared to calm temperament cows, with low heterogeneity between
studies (I° = 17.8%).

In FTAI protocols lasting three days, cows with an excitable temperament showed a higher risk of
not becoming pregnant (n = 2 trials; RR = 1.045, 95% CI = 0.945, 1,155 P = 0.389) compared to those

with a calm temperament, with zero heterogeneity (I2 = 0.0%).

Publication bias

There is no evidence of bias in the studies included in this MA on pregnancy rate. Also, it shows that
excitable-temperament cows have a higher risk of not becoming pregnant when compared to calm-
temperament cows. The statistical tests of Egger and Begg were not significant and neither were the

“trim and fill” imputed studies.

Meta-regression

The results for meta-regression have a very low number of studies so comparisons should be
observed with caution, where they demonstrated that 78.05% of the variation between studies was
due to chance. The covariate sample size significantly alters the risk of the cow becoming pregnant:
for an increase of one unit in the sample size, the predicted value for the risk of the cow becoming

pregnant increases to a level of 0.99.

Cumulative meta-analysis and sensitivity analysis

In the cumulative meta-analysis for pregnancy rate, no trend was evident over the years. None of
the included studies for pregnancy rate was identified, by sensitivity analysis, as influencing the results
obtained.

DISCUSSION

The studies evaluated showed a reduced risk of pregnancy (n = 4,977; primiparous and
multiparous) of 5% for cows with excitable temperament subjected to Al or FTAI breeding techniques,
when compared to cows with a calm temperament. Cooke (2009), states that calm-temperament cows
have a better chance of success for pregnancy rate when compared to those of excitable
temperament, confirming the importance of this characteristic within the herd. Excitable temperament

has detrimental effects on the reproduction of cattle and, possibly, a direct relationship with the genes
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that control reproductive functions [11,41,16,42,43]. Besides, cattle with an excitable temperament
also have altered metabolism and nutrient partition, which results in further reductions in the

availability of nutrients necessary for metabolism and, of course, for reproduction [44,45].

It is known that nutritional status largely determines reproductive performance; therefore, the
excitable temperament can indirectly impair the reproduction of heifers and cows, as evidenced in this
MA. In addition, hormones produced during a stress response, particularly cortisol, disrupt the
physiological mechanisms that are responsible for regulating female reproduction, such as ovulation,
conception and the establishment of pregnancy [43]. Combined with genetics, management that
causes low levels of stress at a certain moment in the life of this cow can benefit its reproductive
efficiency [18], that is, adaptation to human management is an important factor that must be
considered. Studies have shown that animals adapted to management improved their temperament,
becoming calmer, decreasing their serum cortisol concentration and increasing LH concentrations

[46,47].

The Al and FTAI techniques work directly with a large number of animals, whether from the same
sample or different samples, at the same time, in an environment that may or may not be foreign to
them. [47] evaluated beef cattle temperament in an extensive system and found no relationship
between group size (dominance function) with temperament. We must consider that animals in
extensive systems are more likely to have an excitable temperament, due to less frequent interaction

with humans [47].

Our study found that cows subjected to FTAI with excitable temperament were 25% less likely to
become pregnant. [48], identified that the pregnancy rate in cows subjected to Al is different according
to temperament: 62.8 and 50.6% for cows with a calm versus reactive temperament, respectively. This
same author points out that more reactive cows have compromised synchronization of ovulation, so
they have a greater risk of presenting a reduced number of follicles, increasing the chances of

fertilization failure [38].

[2] demonstrated a 17% reduction (35.3 vs 42.8%) in the pregnancy rate with the use of FTAI in

excitable-temperament cows when compared to calm-temperament cows.
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These studies are in agreement with the results found in this MA and make it evident that the use
of reproductive techniques neither equal nor maximize the pregnancy rate among excitable cows
compared with the calm-temperament ones. The temperament tests considered here are practical
and can be applied during the management routine with cattle [12] and identify a set of excitatory or
inhibitory reactions, through an activity level, persistent habits, emotion and state of alertness [49,50].
As in our study, [51] demonstrated that cows with an excitable temperament had a lower percentage
of pregnancy (52.11% vs 42.19%).

[2], showed the impact on reproductive performance in cows subjected to FTAI and with
temperament classified by the chute score and exit velocity tests. There was a 25% reduction (36% vs
48.2%) in the pregnancy rate in cows with excitable temperament versus calm. In handling cows that
would be confined to undergo FTAI three times in eleven days, [12] noted an improvement in the
behavior of extremely aggressive cows.It is clear that the characteristics of each herd must be
considered, such as the difference between individuals, the design and structure of the facilities and

the management used during temperament tests [11].

In our study, we did not observe any influence on the number of days in the FTAI protocol, but
the heterogeneity was zero compared to a sample of 958 cows in two trials. We observed that the risk
of a cow with an excitable temperament not becoming pregnant is 0.45% higher when compared to
those of calm temperament. This aggressive behavior of cows with an excitable temperament can
directly affect the insemination process [12], due to the alteration of the stress-related metabolism to

which the animal is being subjected [41].

As already mentioned, the calm temperament of a cow is a positive reproductive
characteristic, but it can hinder the survival of cattle in more difficult environments, especially in the
presence of predators [12]. These same authors mention that calm cows may not take proper care of
their calves, as they have a docile disposition, while excitable cows are more predisposed to defend
their calves in a stressful situation. Despite this, cows with an excitable temperament have

characteristics that are detrimental to performance, reproduction and health [52].

The limitations found in the present study are mainly due to the chosen theme: temperament of
cows subjected to Al and FTAI. These are reproductive techniques used all over the world wide but

are more frequent in establishments with greater technological knowledge. Most of the studies that
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research temperament in beef cattle found in this search, evaluated characteristics about carcass,
transport and handling, justifying the reduced number of studies found for this study. Excitable
temperament is a behavioral response related to fear and has detrimental effects on the reproductive
function of beef cattle. This temperament directly changes the endocrine and physiological system
necessary for adequate ovulation and conception. In a practical way, the farmer can, during handling,
evaluate the temperament of their cattle, and can adopt strategies, either of selection or adaptation, of

the females to improve their general behavior.

Conclusion

Cows with an excitable temperament are less likely to become pregnant than cows with a
calm temperament, decreasing the final pregnancy rate of the herd. The use of reproductive
biotechniques, such as artificial insemination, cannot guarantee a higher pregnancy rate in more
excitable cows. Therefore, adaptation to the management and genetic selection of calm-tempered

cows are strategies that can be applied to maximize the reproductive efficiency of the herd.
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APPENDIX 1. Flow diagram indicating the number of abstracts and publications included and
excluded AT each level of the systematic review on the pregnancy rate, pregnancy loss and weaning
rate according to temperament , adapted from [53]. All search results are included in the diagram to

allow better understanding of the total number of records found
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Appendix 2. Summary of the evaluation for the methodological validity of 8 publications that reported

the studies included in this MA

Number of publications (studies)

Variable Evaluation
Pregnancy rate

Was the sample size justified? Yes 8 (8)
No 0(0)

How were cows assigned to groups?  Random® 4(8)
Reported random? 4(8)
Systematic® 0(0)
Convenience or unreported®  0(0)

Has the intervention protocol been

described in sufficient detail to be

replicated? Yes 8(8)
No 0(0)

0(0)

Did the author report whether blinding

was used to assess the outcome? Yes 0 (0)
No 8(8)

Based on the study design, was the

cluster® considered appropriate for the

analysis? Yes 8 (8)
No 0(0)
Not applicable 0(0)
Yes, in the analysis® 0 (0)

Have controlled or tested confounding Yes, on inclusion /

factors been identified? exclusion’ . 0 (0)
Yej, in correspondence 0(0)
No . 8(8)
Not applicable 0(0)
Yes

Has the statistical analysis been

properly described so that it can be

reproduced? 8(8)
No 0(0)
Reference document 0 (0)
Statistical  analysis  not
performed 0 (0)

T Computer or table of random numbers defined a priorl, stratified random sample, cluster random sample.

2 Author (s) random report, without description of randomization.

3 "n" samples obtained at x intervals or stratified by certain characteristics.

4 The indicated convenience sampling or sampling was not reported in the work.



5The grouping was assessed when repeated measures were reported.

6 Author identified and controlled the confounding factors in the analysis

7The confounding factors were identified and included / excluded a priori.

8The confounding factors were controlled a priori by correspondence in certain characteristics.

9 No adjustments were made for confounding factors / effect modifiers, etc., identified by the author.

10The confounding factors were not identified by the author or randomization was used to control the confounding factors.
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Highlights

e Vacas de temperamento reativo apresentam maior circulagdo de cortisol
plasmatico.

e O estresse emvacas provoca mudancas comportamentais, metabdlicas e
fisiologicas.

e Altas concentracdes de cortisol plasmatico afetam o desempenho reprodutivo.

RESUMO: O presente estudo avaliou, através de uma revisdo sistematica e meta-
analise, o temperamento de fémeas bovinas de corte (calmas e reativas) submetidas
a inseminacao artificial (IA) e inseminacao artificial em tempo fixo (IATF) em seu
desempenho reprodutivo, associando a resposta ao cortisol. Foram utilizados
guatros bases de dados eletrdnicas, Scopus (Elsevier, 1960-2020), Web of Science
(Thompson Reuters, 1945-2020), Pub Med (Elsevier, 1960-2020) e Science Direct
(Elsevier, 1960-2020), além da conferéncia de revisGes bibliograficas sobre o tema.
Os critérios de inclusdo foram estudos completos, com fémeas bovinas de cortes
classificadas com temperamento calmo e temperamento reativo, submetidas a
técnicas reprodutivas associando o desemprenho reprodutivo a circulacdo do
cortisol. . Meta-analise para efeitos aleatérios foi realizada para o indicador de
interesse com a média dos grupos controle e tratado Um total de 2.173 vacas
primiparas e multiparas foram avaliadas. Os testes chute score e exit velocity foram
usados para avaliar o temperamento dessas vacas. Todos os estudos incluidos na
meta-analise mostraram que fémeas bovinas de temperamento calmo possuem
concentragcdo de cortisol inferior quando comparadas as de temperamento reativo
(DM= -7.364, IC 95%= 10.187, -4.540; P=0.00000, I°= 99.7%). O temperamento
reativo tem efeitos prejudiciais na reproducdo de fémeas de corte, que séo,
provavelmente, mediados por concentracdes elevadas de cortisol.

Palavras-chave: vacas, estresse, inseminacao artificial, inseminacéo artificial em
tempo fixo
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INTRODUGCAO

O temperamento é a maneira pela qual um animal reage a uma
situacdo desconhecida ou desafiadora, sendo resultado tanto de seu
temperamento inerente quanto de seu ambiente, incluindo o manuseio e o
treinamento. Como o temperamento pode ser hereditario, os animais com

temperamento reativo passardo essa caracteristica para sua progénie..

A importancia de se controlar a presenca de vacas com
temperamentos reativos dentro do rebanho esta ligada a alguns fatores que podem
trazer prejuizos futuros ao rebanho. Os bovinos de temperamento reativo tendem a
ter niveis elevados de cortisol no sangue, horménio do estresse, o que pode afetar

a sua saude, reproducéao e o crescimento (Curley et al.,2006, Palme et al.,1999).

Em condicdes ideais, os animais devem estar livres de sede, fome,
desnutricdo, desconforto, dor, lesédo, doenca, medo e angustia; além de possuirem
liberdade de expressar os seus comportamentos naturais. A perda de alguma
dessas liberdades acarreta em perda de bem-estar e estressa 0s animais, 0 que
diminui o desempenho produtivo e reprodutivo do rebanho (Von Borell, 2007;
Cooke et al 2012; Kasimanickam et al 2014). Aliado a estes fatos ha a
conscientizacdo do consumidor atual, que exige praticas que garantam melhor
bem-estar animal e menor estresse no sistema produtivo (Rioja et al., 2020). Deste
modo, além de interferir em fatores produtivos e reprodutivos de uma propriedade,

0 estresse afeta também a economia e sustentabilidade da mesma.

Apesar de sua relevancia e dos esforcos crescentes, as formas
detalhadas pelas quais o estresse influéncia na reproducéo de rebanhos de corte
ainda ndo sdo bem compreendidas. Tentando contribuir para a clareza e
analisando os enormes avancos feitos em relagdo ao tema, realizou-se uma
revisao sistematica e meta-andlise para compreender os efeitos do temperamento
de fémeas bovinas submetidas a inseminacao artificial (IA) ou a inseminacéo

artificial a tempo fixo (IATF) e sua relacdo com o cortisol.
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MATERIAL E METODOS

Questao e protocolo de pesquisaEste estudo buscou identificar o efeito
do temperamento de fémeas bovinas de corte, submetidas a IA e IATF, aos niveis
de cortisol. A estratégia de pesquisa foi definida baseada em populacao,
intervencéo e resultado (Tabela 1).

Tabela 1. Termos de pesquisa para populacao, intervencdo e desfecho usados na

revisdo sistematica.

Acroni

mo Descritores

Popula “beef heifeir" or " beef cattle" or cow* or "beef cow" or "beef female" or heifer
cao or primiparous or multiparous

Interve "timed artificial insemination” or IATF or temperament or “artificial
ncdo  insemination” or "temperament tests” or 1A or Al or FTAI

Result

Cortisol
ado

A populacdo estudada foi fémeas bovinas de corte primiparas ou
multiparas; a intervencao, avaliacdo do temperamento quando submetidas a IA ou
IATF; como grupos comparativos considerou-se grupos semelhantes de animais

submetidos ao mesmo tratamento com ou sem intervencao; e o resultado, cortisol.

Um protocolo de busca foi desenvolvido, sendo cada ferramenta de
triagem adaptada de formularios previamente utilizados (Mederos et al., 2012;

Canozzi et al., 2017) e testado antes de sua implementacao.

Métodos de pesquisa para identificacdo de estudos

Uma lista de termos de pesquisa e algoritmos finais foi resumida em
componentes populacionais, de intervencao e de resultado: (“beef heifeir" or " beef
cattle" or cow* or "beef cow" or "beef female" or heifer or primiparous or multiparous )
AND ("timed artificial insemination" or IATF or temperament or “artificial

insemination" or "temperament tests" or IA or Al or FTAI) AND (cortisol). Foram
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utilizadas quatro bases de dados eletronicas: Scopus (Elsevier, 1960-2020), Web of
Science (Thompson Reuters, 1945-2020), Pub Med (Elsevier, 1960-2020) e Science
Direct (Elsevier, 1960-2020). Todas as referéncias foram exportadas para o software
EndNote Web para organizacao e remocao das referéncias duplicadas.

Critérios de selecdo dos estudos e selecdo da relevancia

Quatro revisores foram treinados para a avaliagdo da relevancia dos
estudos a partir da andlise de 30 resumos. Nessa etapa, foi realizada a identificacdo
de estudos potencialmente relevantes. Os resumos foram avaliados, de forma
independente, por dois revisores, mediante leitura do titulo, do resumo e das
palavras-chave. Nao foram aplicadas restricbes quanto ao idioma e ano de

publicacéo.

Quando a resposta de ambos os revisores fosse “ndo” para uma ou mais
guestdes, a referéncia era eliminada. Eventuais divergéncias foram solucionadas
através de consenso e, caso nao houvesse consenso, outro revisor era consultado.
Foram incluidos estudos randomizados e ndo randomizados. Em todas as etapas da

revisao sistematica (RS) foi utilizado o software Microsoft Excel®.

Metodologia de avaliacdo e processo de extracdo dos dados

O formulario de extracdo de dados foi construido de acordo com
modelos ja utilizados em outros estudos. Publicacdes com mais de um experimento
foram duplicadas e os dados extraidos como estudos independentes a fim de obter o
maximo de detalhes possivel. As informacfes extraidas foram estratificadas em
gerais (populacdo do estudo, intervencéo, indicadores avaliados e resultados) e
aguelas relacionadas ao manuscrito (nome dos autores, ano de publicacéo e idioma

original).

Consideracdes sobre a coleta e a manipulacdo dos dados
Para cada variavel resposta avaliada foi construido um banco de dados,
com informacfGes sobre o numero total de vacas de temperamento calmo, e o

namero total de vacas de temperamento reativo.
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Avaliacdo da qualidade dos dados
A Ferramenta de Risco de Viés da Colaboracédo Cochrane (Cochrane
Collaboration Risk of Bias Tool) (Higgins & Green 2011) foi utilizada para avaliar o
risco de viés de publicacdo nos estudos incluidos na MA.
Meta-analise
Os estudos incluidos nesta MA foram aqueles que reportaram dados
guantitativos suficientes para estimar a diferenca de médias (DM)entre 0s grupos
controle e tratado e intervalo de confianca de 95% (IC 95%). Como pressuposto, por
serem estudos com diferentes conceitos experimentais, considerou-se a existéncia
de heterogeneidade entre eles. Para estimar a heterogeneidade existente entre os
estudos foi utilizado o método DerSimonian e Laird (1986). Todas as analises
estatisticas foram realizadas no software Stata V 14.0 (StataCorp., Texas, USA).
Para a variavel resposta de interesse, foi gerada a média e o IC 95%
(Forest plot). O Q de Cochran (teste de heterogeneidade qui-quadrado) e I?
(porcentagem de variagéo total entre os estudos, devido a heterogeneidade e ndo ao
acaso) foram calculados com base no temperamento dos animais submetidos a IA e
IATF e nos niveis de cortisol. A magnitude do I*foi interpretada na ordem de 25, 50 e
75%, considerada como baixa, moderada ou alta heterogeneidade (Higgings et al.,
2003).

Viés de publicacéo

O viés de publicacdo foi avaliado na forma grafica (funnel plot) e
estatistica (testes de correlagdo de Begg’s e regressao linear de Egger’s) para a
variavel resposta de interesse. A presenca de viés foi considerada com base na

avaliacdo visual do grafico e se, pelo menos, um dos testes estatisticos fosse

significativo (P < 0,10). Na evidéncia de viés, o método " ‘trim-and-fill"" foi usado para

estimar e corrigir um eventual viés de publicacdo (Duval e Tweedie 2000).

Meta-regressao

Para explorar as fontes de heterogeneidade dos dados foi realizada a
analise de meta-regressdo univariada, com o uso do método-de-momentos
(Borenstein et al., 2009). Foram avaliadas as seguintes variaveis: randomizac¢ao (sim
ou nao), agrupamento (ndo aplicavel, sistematico, conveniéncia ou proposital,

randomizado, n&o reportado), identificacdo e controle de fatores de confusao (néo,



162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189

sim ou ndo aplicavel), ano de publicacdo do estudo, continente (América do Norte,
América do Sul, América Central, Asia, Oceania, Europa e Africa), grupo das vacas
(Bos taurus taurus — Continental, Bos taurus taurus - Briténica, Bos tuaurus indicus e

cruzas).

Meta-analise acumulativa e analise de sensibilidade

A MA acumulativa busca avaliar a presenca de alteracdo na DM toda
vez que um novo resultado potencial € publicado. Essa analise € conduzida, com
maior frequéncia, com o sorteio cronolégico dos estudos, permitindo identificar o
momento em que o efeito do tratamento foi significativo em relagdo ao controle
(Egger et al., 2001; Borenstein et al., 2009).

A analise de sensibilidade foi realizada para verificar se um determinado
estudo possui impacto na medida de efeito, DM. A analise foi realizada através da
retirada manual de um estudo por vez e avaliagdo se a DM variou em 30%, para

mais ou para menos, antes da insercao desse estudo e retirada do préximo.

Resultados

Selecao de estudos

O estudo identificou 2.470 citacdes, das quais 529 foram selecionadas
para leitura na integra, sendo 490 excluidas a partir da validacdo metodoldgica e
extracdo de dados (Apéndice 1). Por fim, nesta RS-MA foram incluidas seis
publicacbes sobre o nivel de cortisol em vacas submetidas a IA e IATF e
classificadas de acordo com seu temperamento, calmo ou reativo.

Nesta MA foi avaliado o nivel de cortisol em vacas com temperamento
calmo ou reativo submetidas a IA e IATF. O numero total de vacas incluidas nesta
MA foi de 2.173. As principais caracteristicas dos estudos incluidos séao

apresentadas nas Tabelas 2 e 3.



190 Tabela 2. Resumo descritivo de cada estudo relevante incluido nesta meta-analise e meta-regresséao (6)

191
Grupo comparativo . Tamanho da _ ]
Intervencédo Referencia Pais
(controle/treatmento) amostra
IATF! 953 EUA
Cooke et al., 2017
IA® 433
Cooke et al., 2012 EUA
Temperamento A 88 Cooke et al., 2012 EUA
calmo/
. EUA
Temperamento IA 204 White et al., 2016
reativo
IA 80 EUA
Cooke et al., 2009
IA 20 _
Price et al., 2014 EUA

192 *IATF = inseminac&o artificial em tempo fixo; 1A = inseminac&o artificial.



Tabela 3. Caracteristicas descritivas das seis publicagdes que relataram sete

estudos incluidos na meta-analise

Numero de
Variavel Categorias publicacdes
(estudos)
Desenho do estudo Estudo controle 6 (7)
. 1A 6 (7)
Intervencéao
IATF 1 (7)
L 2009-2012 3(7)
Ano de publicacdo
2012-2020 3(7)
) Primipara 2(7)
Categoria ]
Multipara 2(7)
N&o reportado 3(7)
_ Bos indicus 2 (7)
Grupo racial
Bos taurus 3(7)
Cruza 2 (7)
Tipo de teste Chute score saida de velocidade 6 (7)

1 |ATF = inseminacéo artificial em tempo fixo;  IA = inseminacao artificial.

Risco de viés

A avaliacdo do risco de viés usando os critérios da Colaboracao
Cochrane e a avaliacdo metodolégica dos estudos incluidos sdo mostrados na

Tabela 4 e Apéndice 3, respectivamente.



Tabela 4. Avaliacdo da qualidade metodologica do risco de viés (classificado como
baixo, ndo claro e alto) nos sete estudos incluidos nesta MA sobre a concentracao

de cortisol em vacas submetidas a IA e IATF conforme seu temperamento: calmo ou

reativo.
Cegamento
Geracao de Ocultacao de
_ _ . _ Resultado
Referencia  sequencia de Selecdo Resultado avaliadores
. . incompleto
aleatoria  Alocacéao dos
resultados
Cooke et al., _ . ) )
2017 Baixo Baixo Nao claro cortisol Baixo Baixo
Cooke et al., _ . - . . .
Baixo Baixo N&o claro cortisol Baixo Baixo
2012
Cooke et al., . . . . ) )
Baixo Baixo N&ao claro cortisol Baixo Baixo
2012
Price et al., . . . . ) )
Baixo N&o claro Nao claro cortisol Baixo Baixo
2014
Cooke et al., . , N ) .
009 Baixo Baixo Nao claro cortisol Baixo Baixo
White et al., . , N ) .
2016 Baixo Baixo Nao claro cortisol Baixo Baixo
Cooke et al., . . . . ) )
2009 Baixo Baixo Nao claro cortisol Baixo Baixo

Meta-analise

Para MA foram incluidas seis publicacdes, correspondendo a sete
estudos e sete ensaios (Tabela 2). Cada publicacdo pode ter mais de um estudo,

sendo cada estudo € composto por um ou mais ensaios.



Todos os estudos (n = 7) incluidos na MA mostraram que em vacas
submetidas a IA, a concentracdo de cortisol foi significativamente inferior naquelas
com temperamento calmo em relagcédo as de temperamento reativo (DM= -7.364, IC
95%= 10.187, -4.540; P=0.00000), com alta heterogeneidade entre os estudos ( I*=
99.7%). Para as fémeas submetidas a IATF, somente somente uma publicagéo
avaliou esti técnica e, por esse motivo, ndo foi possivel realizar uma andlise

guantitativa

Viés de publicacao

Né&o foi evidenciado a presenca de viés de publicacao.

Meta-regressao

Foi observado que 100% da reducédo da variancia total entre os estudos
€ devido & covariavel tamanho da amostra. O tamanho da amostra foi
significativamente associado ao resultado: para o aumento de uma unidade na
amostra avaliada, o valor predito do nivel de cortisol diminuiu a um nivel de 0.04.
Apesar de a meta-regressao nao ser indicada quando ha menos de dez estudos
(Borestein, 2009), inumeras publicagdes mostraram resultados reais e factiveis
(Canozzi et al., 2019).

Discussao

Este estudo avaliou um total de 2.173 vacas (primiparas e multiparas), e
os resultados desta meta-analise mostram que o temperamento de fémeas bovinas
de corte calmas, submetidas a inseminacdo artificial, possuem concentracdo de
cortisol inferior quando comparadas as de temperamento reativo submetidas a
mesma técnica reprodutiva ( DM= -7.364, IC 95%= 10.187, -4.540; P=0.00000, I1*=
99.7%). Uma das definicbes mais aceitas, referentes ao estresse, diz respeito a um
resultado de um evento ou condicdo externa (estressor), que coloca uma pressao
sobre um elemento biolégico ( Collier et al., 2017).

Os eventos estressores podem ser fisicos, psicolégicos e de manejo

(Chen et al., 2015); no presente estudo, os mesmos podem ser classificados como



endogenos, uma vez que sao de origem genética, pois estamos estudando o
temperamento desses animais quando sdo submetidos a técnicas reprodutivas. Nao
foi um dos objetivos deste trabalho avaliar parametros relacionados ao manejo, e
sim compreender de que forma o temperamento desses animais, previamente
classificados como calmos ou reativos, vai interferir na reproducdo, através da
compreensao da circulagéo de cortisol durante a inseminacdo. No geral, os fatores
gue causam estresse nesses animais provocam mudangas comportamentais,
metabdlicas e fisiolégicas (Collier et al., 2015).

O cortisol nos bovinos regula o equilibrio entre o anabolismo e o
catabolismo, e sob condicdes de estresse, alteram a expressdo de genes
relacionadas a glicolise e captacdo de glicose induzida por insulina (Chen et al,;
2015). Nosso estudo mostra que vacas de temperamento calmo quando submetidas
a IA demonstraram menor concentracdo de cortisol quando comparadas as de
temperamento reativo, indicando que na presenca de glicocorticoides, como 0
cortisol, o nivel de hormdnios esteroides gonodais pode diminuir durante horas ou
até mesmo por dias (Sapolsky et al.,2000), e esse declinio perturba a fisiologia
reprodutiva (Hein et al.,1992). Os glicocorticoides podem influenciar uma ampla
gama de respostas imunes inatas e adquiridas. Quando um estressor persiste e 0
eixo HPA ndo consegue controlar seus efeitos, a homeostase ndo pode ser
restaurada, resultando em sobrecarga alostatica (Lynch et al.,, 2010 e Moberg et
al.,2000), essa sobrecarga quando cronica, prejudica o sistema imunolégico e o
sistema reprodutivo (Von Borell et al.,2007 e Kumar et al.,2012).

Os estressores desencadeiam a secrecdo de cortisol, que inicia uma
resposta de luta ou fuga, acarretando no aumento da frequéncia cardiaca e
respiratéria (Hughes et al.,2014; Aich et al .,2007); esse estresse apresentado pelo
animal pode ser cronico, medo do contato humano ou hierarquia. Ndo podemos
deixar de reforcar que o temperamento em bovinos de corte tem um forte
componente genético (Heamshaw et al.,1979, Schmutz et al.,2001 e Kasimanickam
et al.,2018), mas que pode ser trabalhado para melhorar através do manejo
adequado e contato humano.

Cooke et al.(2012) avaliando o impacto do temperamento de fémeas
bovinas de corte no desempenho reprodutivo, observaram que 0s animais de
temperamento excitdvel apresentavam concentragbes mais altas de cortisol

plasmatico, reduzindo as taxas de prenhez, de parto e de desmame, além de reduzir



0 peso do bezerro ao nascer e ao ser desmamado; corroborando com os resultados
encontrados neste estudo, e demonstrando que fémeas bovinas de corte quando
classificadas com temperamento mais agressivo possuem maior concentracao de
cortisol em comparagéao com as de temperamento calmo.

Outro resultado constatado neste trabalho foi que o temperamento
excitavel em fémeas bovinas de corte, quando submetidas a técnicas reprodutivas
como a IA podem interferir na reproducéo, pois a maior concentracdo dos niveis de
cortisol nos animais interfere de forma negativa 0 momento da reproducao,
diminuindo a taxa de prenhez e atrasando a puberdade . Concentragcbes mais altas
de cortisol em fémeas excitaveis reduzem GnRH e LH, prejudicando seu
desempenho reprodutivo, e consequentemente, prolongando o anestro pés-parto
(Dobson e tal.,2000; Cooke et al.,2009). Ainda podemos associar que as fémeas de
temperamento excitavel sdo mais sensiveis as ameacas ambientais e mostram
sinais de sofrimento crénico, diminuindo o consumo de ragéo e, portanto, um menor
indice de escore de condi¢cédo corporal; fato que, em um futuro muito préximo, pode
criar um balangco energético negativo, influenciando alguns processos fisioldgicos,
como a reproducao, de forma negativa (Café et al.,2011).

A utilizacdo de técnicas reprodutivas como a inseminacéao artificial esta
sendo cada vez mais aplicada em rebanhos de corte, com o intuito de melhorar o
ganho genético e o desempenho reprodutivo do rebanho (B0 et al.,2014; Looney et
al.,2006). Kasimanickam et al. (2014) mostraram que a taxa de prenhez foi
significativamente maior em fémeas de temperamento calmo do que nas de
temperamento excitavel, demonstrando que nos animais de temperamento excitavel
houve uma inibicdo do pico LH e a ovulacdo. Os mesmos autores reforcaram que,
mesmo quando a ovulacdo ocorre em fémeas de temperamento excitavel, o corpo
IUteo resultante surge de um foliculo menor impedindo a producéo de progesterona
suficiente para que haja sustentacgdo inicial para o embriéo.

Fica evidente que animais com temperamento excitavel alteram o
metabolismo e a particdo de nutrientes, a fim de sustentar a resposta ao estresse,
resultando numa diminuicdo de disponibilidade de nutrientes que apoiam as funcdes
corporais (Cooke et al.,2009). O estado nutricional determina o desempenho
reprodutivo (Hafez e Lindsay,1965), portanto, fémeas de temperamento excitavel
dentro do rebanho podem prejudicar indiretamente na reproducdo, uma vez que 0S

horménios produzidos durante uma resposta ao estresse, particularmente o cortisol,



interrompem diretamente os mecanismos fisioldgicos que regulam a reproducéo
desses animais, como a ovulacdo, concepcdo e o estabelecimento da prenhez
(Lamb, 2013). Cooke et al.,(2009) reportaram que até mesmo na monta natural, com
a utilizacdo exclusivamente de touros, sem manejo ou interagdo humana, as vacas
de temperamento excitavel apresentaram diminuicdo no desempenho reprodutivo.
Os autores afirmam que a maior concentracdo de cortisol plasmatico dos animais
resultam em desempenho inferior nas respostas neuroendrocrinas, independentes

do tipo de raga, manejo reprodutivo e status nutricional (Dobson et al.,2001).

Concluséao

Em sintese, os resultados obtidos sugerem que o temperamento pode
ser usado como uma ferramenta no processo de selecdo dos animais que vao
compor o rebanho, oportunizando uma melhora no gerenciamento, por meio de
estratégias que envolvam a selecdo de animais de temperamento reativo e de
temperamento calmo. Ao implementar biotecnologias reprodutivas, o controle do
estresse (cortisol) dos animais podem ser usados como estratégia para melhorar os
resultados reprodutivos.

Este estudo compilou os dados da literatura sobre o temperamento de
fémeas bovinas de corte classificadas como calmas e reativas, submetidas a
técnicas reprodutivas, mostrando que as de temperamento calmo apresentam menor
concentragao circulante de cortisol durante esse periodo, portanto, o temperamento
reativo tem efeitos prejudiciais na reproducdo de fémeas bovinas de corte, que séo

mediados por concentracdes elevadas de cortisol.
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APENDICE 2. Resumo da avaliac&o para a validez metodolégica de 6 publicacdes que relataram 7

estudos incluidos nesta MA.
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CAPITULO IV



1. CONSIDERACOES FINAIS

Um dos principais objetivos da revisdo sistemética e da meta-analise é
reduzir o grau de incerteza sobre um determinado assunto. Essas ferramentas
permitem que se obtenham resultados a partir da compilacdo de dados disponiveis
na literatura, com reducédo do risco de viés de publicacdo e sintese ponderada dos
resultados. O presente trabalho identificou algumas limitagcbes durante as
avaliacbes. Na revisdo sistematica, a ndo avaliacdo da literatura cinza (teses,
dissertacdes e anais de congressos) pode ser considerada uma limitacdo. Também
foram identificadas falhas na descricdo da metodologia utilizada nos trabalhos, como
nos procedimentos utilizados para alocacdo dos animais nos tratamentos, além de
informacdes que facilmente séo obtidas em situacdes experimentais, como peso das
vacas. Algumas publicacbes ndo forneceram dados necessarios para o objeto de
estudo, e tiveram que ser descartados. Frente a essas constatacdes, € importante
gue os pesquisadores atentem para a importancia do fornecimento completo dos
dados experimentais em suas publicacbes, para que elas possam ser
completamente entendidas, repetidas e utilizadas em futuros estudos.

Os resultados obtidos nesse estudo estdo de acordo com a hipodtese
inicial. Ficou evidente que que fémeas bovinas de corte classificadas com
temperamento reativas/excitadveis demonstram menor potencial reprodutivo quando
submetidas a inseminacéao artificial e inseminacao artificial em tempo fixo para as
respostas: taxa de prenhez e circulagdo de cortisol plasmatico, quando comparadas
as fémeas bovinas de corte classificadas com temperamento calmo. Em sintese, 0s
resultados obtidos sugerem que o temperamento pode ser usado como uma
ferramenta no processo de selecdo dos animais que vao compor o rebanho,
oportunizando uma melhora no gerenciamento, por meio de estratégias que
envolvam a selecdo de animais de temperamento reativo e de temperamento calmo.
Ao implementar biotecnologias reprodutivas, o controle do estresse (cortisol) dos
animais podem ser usados como estratégia para melhorar os resultados.

Diante da importancia desse tema, sugere-se que trabalhos semelhantes
a esse sejam realizados no futuro. Além disso, outros parametros produtivos podem
ser avaliados sob o ponto de vista do temperamento de bovinos de corte,

destacando-se as fung¢des nutricionais.
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