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Mudaram as esta¢des, nada mudou
Mas eu sei que alguma coisa aconteceu

Esta tudo assim tao diferente

Se lembra quando a gente chegou um dia a acreditar
Que tudo era pra sempre

Sem saber

Que o pra sempre

Sempre acaba!

Mas nada vai conseguir mudar o que ficou
Quando penso em alguém
S6 penso em vocé

E ai entdo estamos bem

Mesmo com tantos motivos pra deixar tudo como estéa
Nem desistir, nem tentar

Agora tanto faz

Estamos indo de volta pra casa

(Renato Russo)
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RESUMO

Objetivou-se determinar o efeito do aumento de solidos totais (TS) na dieta liquida, durante a
fase de aleitamento, sobre o crescimento da glandula mamaria de bezerras leiteiras. O
aumento dos ST foi obtido com a adicdo de sucedaneo em pé ao leite integral. Bezerras
mesticas Holandés x Gir (n = 60) foram distribuidas em quatro tratamentos, com diferentes
concentragdes de TS: 13.5% (n = 15); 16.1% (n = 15); 18.2% (n = 13) e 20.4% (n = 15). As
dietas foram fornecidas até os 59 dias de idade, sendo todos animais desmamados aos 60 dias
de idade. Dos 60 aos 69 dias os animais receberam o mesmo concentrado da fase de
aleitamento e adgua. Aos 70 dias de idade silagem de milho foi adicionada a dieta. Avaliac6es
da glandula mamaria com uso de ultrassom, com transdutor micro-convexo frequéncia 6
MHz, foram realizadas semanalmente, entre a 5 e 11% semana de idade. As imagens foram
obtidas com o animal em decubito latero-lateral nos quartos anteriores e posteriores, em
posicao padronizada da probe com inclinacéo de 45° em relacdo a insercao do teto, sempre no
sentido caudo-cranial, sendo salvas em formato BMP e transferidas para o programa ImageJ®
para analises. Nessas mesmas semanas foi feito o escore de palpa¢do da glandula mamaria. O
aumento da concentracdo de ST na dieta liquida durante a fase de aleitamento aumentou o
BW das bezerras, porém ndo alterou o crescimento do parénquima mamario, e a deposicao de
tecido adiposo na glandula mamaria avaliada por ultrassonografia. A forma circular do
parénquima mamario foi alterada ap6s os dois meses de idade. No periodo avaliado a glandula
mamaria apresentou crescimento isométrico em relacdo ao crescimento corporal das bezerras.
O escore de palpagdo do parénquima mamario apresentou forte correlacdo com a avaliacdo

ultrassonografica do parénguima mamario.

Palavras-chave: desenvolvimento, area de parénquima, escore de palpacéo
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ABSTRACT
The aim of this study was to determine the effect of increasing total solids (TS) in liquid diet
during preweaning phase on mammary gland development in dairy heifers. The increase in
total solids (TS) was obtained with the addition of milk replacer powder to whole milk.
Crossbreed Holstein-Gyr heifers (n = 60) were distributed in four treatments with different TS
concentrations: 13.5% (n = 15); 16.1% (n = 15); 18.2% (n = 15) and 20.4% (n = 15). The
liquid diets were provided from 5 to 55 d of age. From 56 to 59 d of age, the total amount of
liquid feed was reduced by half, maintaining only morning feedings. Heifers were weaned at
60 d and monitored until 90 d of age. From 60 to 90 days old, the same concentrate of the
preweaning period was supplied. Corn silage was added to the diet at 70 days of age.
Ultrasound mammary gland evaluations were performed weekly between the wk 5 to 11 of
age, using a B-mode ultrasound equipped with micro-convex transducer of 6 MHz frequency.
The images were obtained from the front and rear quarters with the animal laid on lateral
decubitus, with the probe in a standardized position with a 45° inclination in relation to the
teat position, always in caudal-cranial direction. The images obtained were saved in BMP
format and then transferred to the ImageJ® program for analysis. In those same weeks, the
manual palpation of mammary parenchyma was performed. Increased TS concentration of
liquid diet during the preweaning period increased BW of heifers, but did not alter mammary
parenchyma growth and the deposition of adipose tissue in the mammary gland evaluated by
ultrasonography. The oval-shaped structure of mammary parenchyma was altered after two
months of age. In the evaluated period, mammary parenchyma growth was isometric with
respect to the body growth rate. Palpation scoring of mammary parenchyma had a strong

correlation with the ultrasound evaluation of the mammary parenchyma.

Key words: development, parenchymal area, palpation score
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CAPITULO I - REVISAO DE LITERATURA

INTRODUCAO

Atualmente existem dois programas de aleitamento para bezerras leiteiras: o
convencional e o intensivo. Os programas de aleitamento convencionais consistem no
fornecimento restrito da dieta liquida, geralmente 10% do peso vivo do animal (Raeth-Knight
et al., 2009). O desempenho e a eficiéncia alimentar nesse sistema estdo frequentemente
associados a resultados insatisfatorios (Khan et al., 2007). Nos programas intensivos de
aleitamento as bezerras recebem maior volume de leite ou sucedaneo (Jasper e Weary, 2002;
Silper et al., 2014), ou maiores quantidades de sélidos (S) por litro de dieta liquida oferecida,
com teores de s6lidos variando entre 12,5 a 17,5% (Cowles et al., 2006).

Segundo Sejrsen e Purup (1997) e Radcliff et al. (2000) os programas aceleradores de
crescimento utilizados ap6s o desaleitamento geram prejuizos ao crescimento da glandula
mamaria e, consequentemente, menor producdo de leite na primeira lactacdo. Em
contrapartida outros autores ndo relataram influéncia da taxa de ganho de peso sobre o
crescimento mamario quando se fornece dieta com adequado balango entre energia e proteina
as bezerras (Capuco et al., 1995; Dobos et al., 2000; Whitlock et al., 2002 e Albino et al.,
2015).

Os possiveis prejuizos do alto ganho de peso no poés-aleitamento sdo controversos. Por
outro lado, maximizar a taxa de crescimento antes do desaleitamento parece trazer efeitos
positivos sobre o crescimento da glandula mamaria, j& que o aumento no fornecimento de
nutrientes nessa idade quase dobrou a massa de parénquima mamario (Brown et al., 2005b),
indicando que rapido crescimento até o desaleitamento, ndo é prejudicial ao desenvolvimento
da glandula mamaria.

Porém, para confirmar esses efeitos, avaliacbes do crescimento da glandula mamaria e
da producéo de leite na primeira lactacdo devem ser realizadas. Os trabalhos para avaliacdo da
glandula maméria utilizavam o abate dos animais para acessar a glandula mamaria ou
utilizavam bidpsias mamarias, para a quantificacdo de parénguima (PAR), mamary fat pad
(MFP), DNA e RNA (Sorensen et al., 2006). Essas técnicas sdo trabalhosas e de custos
elevados, limitando-se as pesquisas. Trabalhos atuais vém buscando métodos alternativos e
ndo invasivos que reduzam o tempo e custo dessas analises. Como exemplo, cita-se o
ultrassom, que € utilizado na avaliacdo da deposicdo de gordura em carcagas e para avaliar

caracteristicas da glandula mamaéria, como area de PAR e lesdes da glandula maméaria
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(Williams, 2002, Polak et al., 2008; Nishimura et al., 2011; Albino, 2013; Esselburn et al.,
2015).

Segundo Lima (2011), o gado Girolando apresenta peculiaridades quanto a fisiologia da
lactacdo, com destaque para o formato da curva de lactacdo, quando comparada a ragas
especializadas, destacando a raca Holandés. Segundo Teixeira (1984), a composicao corporal
pode ser afetada pela composicdo genética, sexo, alimentacdo e taxa de crescimento, além do
peso corporal (PC) e da taxa de ganho de peso (GP) (Fox e Black, 1984).

Devido ao pequeno numero de trabalhos realizados com a utilizacdo de técnicas
repetidas no mesmo animal, juntamente com as diferencas que o animal mestico apresenta em
sua fisiologia e composicdo corporal, objetivou-se avaliar o crescimento do parénquima
mamario de bezerras leiteiras mesticas (HZ), com uso de ultrassom, da quinta a décima

primeira semana de vida, em resposta ao aumento dos teores de sélidos na dieta liquida.
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REVISAO DE LITERATURA

1. Desenvolvimento da Glandula Mamaria

A glandula maméria € um o6rgdo dindmico que é submetido a varias mudancas
morfofuncionais, com padrdo ciclico ao longo do desenvolvimento da fémea, iniciando seu
desenvolvimento na vida embrionaria. Logo apds o nascimento ocorrem alteracdes no
desenvolvimento que se estendem até pos-lactacdo, sendo o tecido secretor formado no inicio
da vida relacionado a capacidade de producéo futura dos animais (Boesche, 2011).

O maior crescimento mamario ocorre apos 0 nascimento. Em vacas leiteiras a massa de
parénquima mamario aumenta aproximadamente 11.000 vezes do nascimento a lactacdo (pesa
menos que 0,5 g ao nascimento e em média de 5,5 kg durante a lactagdo). O epitélio mamario
diferencia-se a partir de uma rede primitiva de ductos a uma rede l6bulo-alveolar que é capaz
de sintetizar grande quantidade de leite (Capuco e Akers, 2010).

Os processos de desenvolvimento e crescimento sdo hormonalmente regulados, mas
também envolvem grande interacdo de diferentes tipos de células, por exemplo, estromais,
epitéliais, células mioepiteliais, células tronco e células progenitoras, e sdo regulados por
fatores locais paracrinos e autdcrinos. Porém, adequada ingestdo de nutrientes e o equilibrio
entre 0S nutrientes é importante para o desenvolvimento e crescimento mamario, e estes
processos podem ser influenciados por excesso ou restricdo nutricional dos animais. Devido a
interagbes do ambiente com o sistema enddcrino, o desenvolvimento maméario e a
diferenciacdo podem ser influenciados por fatores adicionais, tais como substancias bioativas
em alimentos e pelo fotoperiodo (Capuco e Akers, 2010).

As fases ciclicas de crescimento e involugdo sdo dissociadas e o parénquima mamario
sofre crescimento alveolar, diferenciacdo funcional, regressédo e reconstrugdo na vaca em
lactacdo (Capuco e Ellis, 2013). As fases importantes da vida relacionadas com o
desenvolvimento e crescimento da glandula mamaria em vacas leiteiras de origem europeia
podem ser descritas como: fetal, aleitamento (0-2 meses), pré-puberal (2-9 meses),
peripuberais (a partir dos 9 meses até a concepg¢éo, proximo dos 15 meses de idade), gestacao,

e lactacdo (Esselburn, 2012).

1.1 Desenvolvimento mamario fetal
Comparando o desenvolvimento mamario de varios mamiferos, tem-se a ideia de que a
glandula mamaria surgiu a partir de glandulas sebaceas ou sudoriparas. Os primeiros

anatomistas tentaram definir a origem da glandula mamaria ao classificar o mecanismo de
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secrecdo das células alveolares. Glandulas sebaceas exibem modo de secrecdo do tipo
holécrina, na qual a célula secreta o produto e também é um produto da secrecéo, ja na
secrecdo merdcrina, as células ndo apresentam perda celular (Oftedal, 2002). As ceélulas
mamarias secretoras utilizam ambos os modos de secre¢do (Capuco e Akers, 2010).

Os primeiros sinais de desenvolvimento mamario aparecem como um suave
espessamento do ectoderma ventro-lateral no embrido, quando os membros comecam a
alongar. Estas areas de espessamento sdo conhecidas como banda, faixa, e linha mamaria. O
epitelio mamaério surge a partir do ectoderma germinal e das papilas mamarias primitivas. Nos
bovinos o botdo mamario aparece aproximadamente aos 40 dias de idade gestacional, aos 80
dias surge o teto e a primeira canalizacdo, que forma a cisterna do teto. Em torno dos 90-100
dias aparece o canal secundario e ao nascimento estdo formados o teto, a cisterna do teto e
cisterna da glandula (Capuco e Akers, 2010).

O controle hormonal do desenvolvimento fetal é pouco conhecido. Em geral parece
haver baixa exigéncia hormonal para o desenvolvimento mamario, porém com a participacao

de fatores de crescimento (Tucker, 2000).

1.2 Crescimento mamario do nascimento a puberdade

Ao nascimento, 0 parénquima mamario bovino € constituido por uma rede de ductos
rudimentares conectados a uma pequena cavidade da cisterna da glandula que se conecta a
cisterna do teto e, finalmente, comunica com o canal do teto (Capuco et al., 2002). O tecido
secretor e 0s ductos presentes na glandula mamaria formam o parénquima mamario, e 0
estroma é constituido pelo tecido conectivo e a fat pad (matriz adiposa) que dao suporte ao
parénquima (Capuco e Akers, 2010).

Antes da puberdade, a glandula mamaria passa por duas fases distintas de crescimento.
Do nascimento até mais ou menos trés meses de idade, ela se desenvolve de forma isométrica,
ou seja, em taxas semelhantes ao desenvolvimento corporal (1,5 %) (Meyer et al., 2006a).
Entre o segundo e terceiro meses de idade, periodo em que normalmente as bezerras sdo
desaleitadas, até a puberdade, o crescimento mamario passa a ser mais rapido (3,6%) em
relacéo ao crescimento do corpo, denominado alométrico (Lohakare et al., 2012).

A quantidade de PAR sofre alteracdes ao longo da vida da bezerra. Meyer et al. (2006b)
encontraram, em bezerras recém nascidas com 46 kg de peso vivo, quantidades insignificantes
de parénquima mamario e, aos 30 dias de idade, ainda é dificil localizar o parénquima
mamario por meio de palpacdo no Ubere em desenvolvimento (Filep e Akers., 2000), porém é

possivel visualiza-lo utilizando ultrassom (Esselburn et al., 2015). J&, Brown et al. (2005a)
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citam que bezerras com oito semanas de idade tem quantidade de parénquima mamario de
1,2- 4,5 g, dependendo da dieta. Meyer et al. (2006b) relataram em bezerras aos 100 kg de
peso Vivo, peso de parénquima mamario variando de 17-30 g, dependendo da dieta.

Segundo Meyer et al. (2006b), o desenvolvimento mamario na pré-puberdade consiste
no alongamento e ramificacdo dos ductos mamarios no parénquima, ja as extensas
ramificacdes, o alongamento e, finalmente o aparecimento de células alveolares secretoras,

irdo ocorrer somente apds a concepcao, sob a acdo dos horménios ligados a gestacao.

1.3 Regulacéo Hormonal do Crescimento Mamario até a puberdade

A regulacdo do desenvolvimento mamario pre-puberal é dependente de hormonios e
fatores de crescimento, de natureza sistémica e paracrina. As primeiras pesquisas indicaram
que o crescimento mamario durante o periodo pré-puberal é influenciado principalmente pelo
estrégeno e horménio do crescimento (GH) (Akers, 2006).

Para o crescimento mamario pré-puberal em novilhas é necessario a secrecdo de
estrogeno, principalmente de origem ovariana. A ovariectomia em bezerras interrompe o
desenvolvimento mamario, mas a aplicacdo de estrégeno pode restaurar o crescimento (Berry
et al., 2003). O estrogeno é conhecido por induzir proliferacdo em células epiteliais, enquanto
a progesterona aumenta a proliferacdo somente na presenca de estrogeno, ndo induzindo
proliferacdo diretamente; novilhas pré-puberes somente com o tratamento de progesterona ndo
apresentaram resposta proliferativa, porém isto ndo significa que a progesterona seja um
horménio desnecessario, ela estimula o desenvolvimento Iébulo-alveolar durante a gestacéo
(Tucker, 2013).

Em ratos e camundongos 0 GH € essencial para o crescimento de ductos mamarios,
juntamente com o estrégeno e os glicocorticoides da adrenal (Kleinberg, 1997). Em
ruminantes o GH apresenta similar importancia devido ao fato da aplicacdo exdgena de GH
estimular o crescimento da glandula mamaria em bezerras pré-puberes e ovelhas (Purup et
al.,1993; Radcliff et al., 2004). Os efeitos do GH na glandula maméria sdo mediados
principalmente pelo fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1) (Radcliff et al.,
2004; Capuco e Akers, 2010). Em varias espécies o IGF-1 apresenta efeito mitogénico na
glandula mamaria (Akers et al., 2000). As funcdes reguladas pelo IGF-1 sdo moduladas pela
producdo local de proteinas ligadoras de IGF-1, sendo conhecidas seis proteinas ligantes de
alta afinidade IGFBP 1-6 (Capuco e Akers, 2010).
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1.4 Plano nutricional na fase de aleitamento e sua influéncia na glandula mamaria

Na literatura ha trabalhos que avaliam de diferentes formas, o efeito da dieta sobre o
desenvolvimento da glandula maméria. Estes se baseiam em eventos epigenéticos, histologia
mamaéria, pardmetros de desenvolvimento corporal e taxa de desempenho. Eventos
epigenéticos podem ocorrer durante o periodo pre-desaleitamento, que alteram o potencial de
producdo de leite das bezerras, associada a maior ingestdo de nutrientes pela dieta liquida
fornecida as bezerras (Soberon et al., 2012). Segundo Drackley (2005), Glosson et al. (2015) e
Kiezebrink et al. (2015) para melhor entendimento dos programas de aleitamento intensivos e
0 Seu impacto sobre a criacao de bezerras e novilhas, é necessario que o crescimento adicional
e as medidas de desenvolvimento, tais como as diferencas no pos-aleitamento, idade ao
primeiro parto, producéo e a longevidade dos animais, sejam pesquisados. Ao longo dos anos,
varios estudos tém investigado os mecanismos de controle da disponibilidade e metabolismo
de nutrientes na glandula mamaria, e como alteracbes na dieta podem influenciar esses
processos (Baldi et al., 2007). Mas pouco se sabe sobre o efeito da taxa de ganho ou
componentes alimentares especificos no desenvolvimento mamario em bezerras antes do
desaleitamento com subsequente desempenho na lactagéo (Daniels, 2008).

Dietas para promover ganho de peso (GP) elevado para bezerras, entre dois a 11 meses
de idade, estdo correlacionadas negativamente com o desenvolvimento mamario e producédo
de leite futura (Silva et al., 2008). Este periodo é conhecido como "janela critica", e altas taxas
de GP (> 700 g em bovinos da raga Holandés) levaram a maior deposicédo de tecido adiposo
na glandula mamaria (Daniels, 2004).

Com o objetivo de estudar o impacto da ingestdo elevada de nutrientes no
desenvolvimento mamario de bezerras Holandés, em varios momentos entre o nascimento e a
puberdade, Meyer et al. (2006b) distribuiram 78 fémeas em dois planos nutricionais: elevado
ganho 950 g/d ou ganho restrito 650 g/d. Os animais foram abatidos em diferentes tempos,
levando em consideracdo o peso corporal (PC) dos mesmos. E para relacionar o efeito da dieta
sobre o desenvolvimento da glandula maméria, o intervalo de abate foi de 50 kg, com 100 kg
sendo o tempo 1 e 350 kg o tempo final. Segundo os autores, ao incluir a idade do animal no
momento do abate como covariavel nas analises estatisticas, ndo foram encontradas diferencas
entre 0s tratamentos nos diferentes pesos de abate para as varidveis de peso mamario,
quantidade de DNA e composicao de parénquima e fat pad. Com isso concluiram que a matriz
adiposa é diretamente afetada pela ingestdo elevada de nutrientes, porém, isto ndo ocorre no
parénquima mamario, no desenvolvimento de estruturas epiteliais ou na habilidade destes para

deslocar adipdcitos durante a invasao na fat pad.
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Daniels et al. (2009), seguindo a metodologia de Meyer et al. (2006b), forneceram
quantidades varidveis da mesma dieta, com taxas de ganho de 650 ou 950 g/d e abate das
fémeas com peso entre 100 e 350 kg, e ndo encontraram diferengas na composi¢do do
parénguima mamario, no padrdo de desenvolvimento do parénquima mamario ou dos ductos

em resposta aos tratamentos.

1.5 Influéncia do plano nutricional do desaleitamento até a puberdade no
desenvolvimento da glandula mamaria

A puberdade em novilhas de racas de grande porte ocorre normalmente entre 0s nove e
11 meses de idade, com média de PC de 250 a 280 kg, sendo a puberdade dependente mais do
PC do que a idade dos animais (Macdonald et al., 2005).

Os programas intensivos de nutricdo, da desmama até a puberdade, proporcionam maior
GP, permitindo que os animais alcancem o PC ideal para entrarem na puberdade mais cedo,
podendo reduzir o crescimento mamario e comprometendo o potencial de producéo de leite
futura (Sejrsen et al., 2000), caso o crescimento proporcione aumento da deposi¢cdo de gordura
na glandula maméria das bezerras.

Meyer et al. (2006a e b), trabalhando com novilhas abatidas entre 100 e 350 kg, com
taxas de ganho de 650 ou 950 g/d e alimentadas com quantidades variaveis da mesma dieta,
ndo verificaram efeito da taxa de ganho sobre a composicéo bioquimica e outras medidas do
crescimento do parénquima mamario das novilhas. Segundo os autores, ganhos de 950 g por
dia ndo causaram efeitos biologicos prejudiciais € nem vantajosos para a criacdo de novilhas
leiteiras.

Daniels et al. (2009), avaliando os mesmos animais de Meyer et al. (2006), verificaram
que as diferentes composicdes da area de parénquima ndo diferiram entre os pesos de abate e
nem entre as taxas de GP. Entretanto, segundo os autores, a area ocupada pelo estroma
intralobular foi inferior nos animais abatidos com 100 e 150 kg em comparacdo com novilhas
mais pesadas, sem ser afetado pelos programas nutricionais, demonstrando que planos de
crescimento acelerado ndo causam efeito sobre as caracteristicas dos tecidos ou da
complexidade do desenvolvimento do parénquima mamario.

Brown et al. (2005b) avaliaram o impacto da nutricdo durante oito a 14 semanas de
idade e observaram que o aumento nutricional nessa fase de vida ndo influenciou o
crescimento do parénquima mamario, entretanto, proporcionou maior deposicdo de gordura
dentro do parénquima. Segundo Silva et al. (2002b), dentro de um mesmo tratamento dietético

oferecido a bezerras durante a pré-puberdade, aquelas que cresceram mais rapidamente nao
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apresentaram desenvolvimento mamario prejudicado. Entretanto, aquelas que ganharam
maiores proporcdes de gordura corporal, cresceram mais lentamente e tiveram menor
parénguima mamario a puberdade, demonstrando que o aumento da gordura corporal pode ser
melhor indicador do efeito da nutri¢cdo sobre o desenvolvimento mamario do que o ganho de
peso corporal.

Radcliff et al. (2000) relataram que novilhas alimentadas com dietas para ganhos
superiores a 1 kg/d apresentaram reducdo na idade ao primeiro parto, e a producgéo de leite na
primeira lactacdo foi comprometida. Os efeitos negativos de programas de crescimento
acelerado sobre o desenvolvimento da glandula mamaria reportados até hoje, durante a pré-
puberdade de novilhas, muitas vezes podem ter ocorrido em experimentos que adotaram
diferentes alimentos ou realizaram comparagdes entre novilhas de diferentes idades e,
portanto, diferentes estagios de desenvolvimento mamario (Daniels et al., 2009; Lohakare et
al., 2012). E importante reconhecer que ha probabilidade de efeitos nutricionais afetarem
drasticamente o desenvolvimento mamario, que poderia interagir de forma inesperada com

outros fatores de desenvolvimento corporal dos animais (Daniels et al., 2009).

1.6 Ganho de Peso e impacto na Glandula Mamaria

Durante anos de pesquisas sobre o impacto dos programas de alimentacdo no
desenvolvimento e producdo futura da glandula maméria de novilhas leiteiras, algumas
hipoteses surgiram. Acreditava-se que quando o crescimento das novilhas era acelerado, com
altas taxas de GP, ocorria deposi¢do de tecido adiposo na glandula mamaria em detrimento ao
desenvolvimento do parénquima.

Segundo Daniels et al. (2009), este aumento de tecido adiposo no parénquima mamario
foi relacionado com reducdo do epitélio, mas os dados sugerem que nao ocorrem efeitos
inibitérios sobre os ductos primarios, e sim sobre a extensdo das ramificacbes dos ductos,
podendo influenciar a producéo futura do animal.

A composicdo da dieta, independente da taxa de GP, pode influenciar a deposicdo de
gordura (Capuco et al. 1995). Dietas que afetam a secrecdo de horménios mamogénicos (GH
ou estrogeno), a expressao local do tecido mamario aos hormdnios mamogénicos ou os fatores
de crescimento e 0s seus receptores, possivelmente irdo alterar o desenvolvimento mamario
(Daniels et al. 2009). Assim, tratamentos dietéticos que influenciam a funcdo ovariana ou
hipofisaria s&o susceptiveis de afetarem o desenvolvimento mamario.

Segundo Meyer et al. (2006b), o desenvolvimento do parénquima mamario sera alterado

se 0 periodo de pré-puberdade for reduzido devido aos programas acelerados de crescimento.
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Entretanto, a capacidade da glandula mamaria em produzir leite ira depender do numero de
células epiteliais, que sdo influenciadas pela genética, taxa de proliferacéo e apoptose (Capuco
et al., 2003), e pelo efeito de diferenciacBes sobre a atividade secretoria das celulas epiteliais
(Akers et al., 2006), e ndo pelo tamanho do parénquima mamario que, embora possa ser
reduzido, ndo necessariamente resultaria em menor producdo (Macdonald et al., 2005).

Hipdteses do ponto de vista enddcrino também foram propostas. Uma seria relacionada
ao GH, IGF-1 e ao estrogeno, necessarios para o desenvolvimento mamario, que seriam
reduzidos em situagdes de altas taxas de GP (Knight e Sorensen, 2001), ocasionando reducéo
da proliferacdo celular. Entretanto, 0 GH é mediado pelo IGF-1 e, segundo Brown et al.
(2005a), planos nutricionais altos aumentam a concentracdo de IGF-1, que € um fator de
crescimento que estimula a proliferacdo de epitélio celular mamario em bezerras na pré-
puberdade (Silva et al., 2005).

A leptina foi outro horménio relacionado ao efeito de crescimentos acelerados no
aleitamento e p6s desaleitamento, sobre a producédo de leite futura destes animais. A elevada
ingestdo de nutrientes aumenta a concentracdo desse horménio no tecido mamario (Thorn et
al., 2006) e, segundo Silva et al. (2008), infusbes de leptina intramamaria bloquearam a
proliferacdo celular na glandula durante a pré-puberdade de fémeas bovinas. Por outro lado,
Meyer et al. (2006a) sugerem que aumentos induzidos de leptina plasmatica, em consequéncia
do aumento nutricional da dieta, parecem ndo ter tal atividade de redugédo da proliferacdo
celular da glandula mamaria, e Thorn et al. (2006) demonstraram que a leptina ndo retarda a
proliferacdo das células epiteliais mamarias bovinas, diferente ao verificado por Silva et al.
(2002a), em experimento in vitro, e por Silva et al. (2008) em experimento in vivo.

A producéo de leite é baixa em animais muito jovens e que tiveram altas taxas de GP
(Little e Kay 1977; Park et al.,1998). Outros estudos indicam que as altas taxas de GP antes da
puberdade sdo prejudiciais ao desenvolvimento da glandula mamaria e, consequentemente, a
producdo de leite, porém isto ndo ocorre para taxas de GP elevadas apds a puberdade (Sejrsen,
1978; Sejrsen et al. 1982). Este periodo critico coincide com a fase de crescimento alométrico
da glandula mamaria (Daniels et al. 2009; Capuco e Akers, 2010).

Na avaliacdo de hormonios relacionados ao desenvolvimento da glandula mamaria em
novilhas criadas com dietas para altos ganhos, Sejrsen et al. (1982) encontraram, no soro
sanguineo reduzidas concentracfes de GH e elevadas concentrac@es de leptina. Em roedores,
GH é requerido para crescimento de ductos, e em bovinos, a administracdo de GH aumenta a
quantidade de parénquima mamario (Sejrsen et al. 1986; Radcliff et al. 2004) todavia, a
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infusdo intramamaria de leptina bloqueia a proliferacdo de células epiteliais mamarias de

bovinos pré-puberais (Silva et al. 2003).

2. Historia da utilizacéo do ultrassom na avaliacéo tecidual

Os fisicos franceses Pierre e Jacques Curie, em 1880, descobriram o efeito piezoelétrico.
Ja o fisico francés Paul Langevin tentou desenvolver materiais piezoelétricos de alta
frequéncia como emissores e receptores de distdrbios mecénicos (ondas ultrassom) atraves
dos materiais. Sua aplicacdo especifica foi o uso do ultrassom para detectar submarinos
durante a Primeira Guerra Mundial. Esta técnica de navegacdo e de som variando (sonar)
finalmente se tornou pratica durante a Segunda Guerra Mundial (Hendee e Ritenour, 2003).

Em 1928, com a sugestdo do fisico soviético Sokolov, o ultrassom comecou a ser
utilizado para detectar falhas escondidas em materiais industriais. Na medicina, o uso do
ultrassom data da década de 30 como inicio, onde foi utilizado em aplicacGes terapéuticas, tais
como tratamentos de cancer e terapia fisica para varias doencas. Ja, sua aplicacdo como
diagnostico comegou no final dos anos 1940, por meio da colaboracdo entre médicos e
engenheiros familiarizados com 0 SONAR (Hendee e Ritenour, 2003).

Hendee e Ritenour (2003) citam que a frequéncia sonora que € audivel para o ouvido
humano, € uma onda entre cerca de 20 e 20.000 Hz. J& ondas infrassbnicas, ou seja, abaixo de
20 Hz ndo sdo audiveis para o ouvido humano. O ultrassom para diagnéstico clinico trabalha
com ondas de frequéncias entre 1 e 20 MHz. A maioria das aplicagbes de diagnostico por
meio de ultrassom é feito a partir do uso de ondas ultrassonograficas refletindo a composicéo
da interface entre diferentes tecidos avaliados.

Probes de ultrassom sdo equipadas com transdutores de frequéncias diferentes. As
frequéncias mais comumente usadas em reproducéo bovina sdo de 3,5; 5,0 e 7,5 MHz. Quanto
maior a frequéncia das ondas sonoras transmitidas, melhor a resolucdo da imagem, mas com
menor poder de penetracdo, estas sdo usadas para obter detalhes de estruturas, como por
exemplo, foliculo ovariano e parénquima mamario (Ribadu e Nakau, 1999; Nishimura et al.
2011; Albino et al. 2015; Esselburn, et al. 2015).

Com o ultrassom é possivel a visualizagdo, em tempo real, de varios tecidos. Glandulas
mamarias acometidas com mastite ja foram identificadas com o uso de ultrassom em vacas
(Fléck e Winter, 2006; Abbey, 2009), ovelhas (Franz et al. 2003), porcas (Baer e Bilkei,
2005) e em cadelas (Trasch et al. 2007). Também tem sido utilizado para avaliar a
composicao de carcaca em bovinos (Polak et al. 2008), suinos (Youssao et al. 2002) e ovelhas

(Leeds et al. 2008). Particularmente em vacas leiteiras, tetos e parénquima mamario foram
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examinados através de ultrassonografia, tanto em animais saudaveis (Franz et al. 2001; Klein
et al. 2005; Franz et al. 2009; Nishimura et al. 2011; Albino et al. 2015; Esselburn et al. 2015)
como em casos de doengas (Flock e Winter, 2006; Franz et al. 2009).

A anélise de imagem por computador é baseada na digitalizacdo da imagem, ou seja, a
imagem € transformada em um conjunto de pontos (pixels) que s@o identificados pelo
software, de acordo com suas coordenadas e limiar. A area analisada em uma imagem de
ultrassom apresenta o valor médio de limiar de todos os pontos que formam o local/estrutura
avaliado com o US, o valor determinado nesta area é apresentado como valor de cinza ou grau
de greyness. Com variacdo de 0 a 255 graus da cor cinza; 0 representando 100% coloracéo
preta e 255 representa 100% de cor branca da imagem. A amplitude dos pixels pode ser
definida como ecogenicidade, ou seja, é 0 quanto uma estrutura retém a onda do ultrassom.
Estruturas que tem alto poder de refletir as ondas sonoras (tecido adiposo) séo definidas como
hiperecdicas e, portanto, apresentam maiores valores de pixels. J& as imagens com baixa
capacidade de reflexdo, sdo denominadas como hipoecdicas e tem os menores valores de
pixels (Polék et al. 2008).

Na ultrassonografia do masculo longissimus dorsi (MLD) e da glandula maméria, cor
preta (hipoecoica) representa substancia muscular e parénquima, e cor branca (hiperecoica)
representa a gordura intramuscular, gordura subcutanea, matriz adiposa, 0SS0S € VasoS
capilares (Polak et al. 2008; Esselburn et al. 2015). Liquidos ndo refletem ondas sonoras (e
sd0 ndo ecogénicos ou anecodicos) e sdo representados na tela de visualizagdo como preto
(Ribadu e Nakau, 1999).

3. OBJETIVO GERAL
Esta pesquisa teve como objetivo geral avaliar o crescimento do parénquima mamario
de bezerras leiteiras mesticas (HZ) em resposta ao aumento dos teores de sélidos na dieta

liquida, com adicdo de sucedaneo em p@, fornecido durante os primeiros 60 dias de idade.
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INTERPRETIVE SUMMARY
The effects of increasing amounts of milk replacer powder added to whole milk on
mammary gland measurements using ultrasound in dairy heifers. Furini et al. A
recent strategy to increase heifer performance is the addition of milk replacer powder to
whole milk in a fixed volume, leading to an increase in the total solids content of liquid
feed. There are few studies in literature evaluating the impact of high weight gain rates
during preweaning phase on mammary gland development. Therefore, it is important to
investigate the effects of this nutritional strategy on mammary gland development in

dairy heifers.

ABSTRACT
The aim of this study was to determine the effect of increasing total solids (TS) in the
liquid diet during the preweaning phase on mammary gland development in dairy
heifers. The increase in total solids (TS) was obtained with the addition of milk replacer
powder (MRP) to whole milk (WM). Crossbreed Holstein-Gyr heifers (n = 60) were
distributed in four treatments with different TS concentrations: 13.5% (n = 15); 16.1%
(n = 15); 18.2% (n = 15) and 20.4% (n = 15). The liquid diets were provided from 5 to
55 d of age. From 56 to 59 d of age, the total amount of liquid feed was reduced by half.
Heifers were weaned at 60 d and monitored until 90 d of age. Ultrasound mammary
gland evaluations were performed weekly between the wk 5 to 11 of age, using a B-
mode ultrasound equipped with micro-convex transducer of 6 MHz frequency. In those
same weeks, the manual palpation of mammary parenchyma (PAR) was performed.
Incresed TS concentration of liquid diet during the preweaning period increased BW of
heifers, but did not alters PAR growt and the deposition of adipose tissue in the

mammary gland evaluated by ultrasonography. The oval-shaped structure of PAR was
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altered after two months of age. In the evaluated period, PAR growth was isometric with
respect to the body growth rate. Palpation scoring of PAR had a strong correlation with
the ultrasound evaluation of the PAR.

Key words: development, parenchymal area, palpation score

INTRODUCTION

The conventional calf-feeding program adopted in dairy farm consists of feeding
10% of BW of liquid feed (Raeth-Knight et al., 2009), and this practice is also known to
stimulate starter intake and promote early rumen development (Azevedo et al., 2016a).
However, the performance and feed efficiency of this system are often associated with
unsatisfactory results (Khan et al., 2007). In intensive calf-feeding, higher amounts of
nutrients are provided by increasing the total volume of liquid feed (Silper et al., 2014,
Ledo et al., 2016; Rosenberger et al., 2017), by increasing total solids (TS) in milk
replacer (MR; Terré et al., 2009; Chapman et al., 2016; Hill et al., 2016) or by the
addition of milk balancer (Glosson et al., 2015) or MRP (Azevedo et al., 2016a,b).

According to Sejrsen and Purup (1997) and Radcliff et al. (2000), high ADG rates
before puberty (90 to 320 kg of BW) in Holstein heifers may negatively affect the
development of the mammary gland, with consequent lower milk yield in the first
lactation. Weeler et al. (2016) reported an alteration in mammary development with
increased nutrient intake in pre-pubertal Holstein-Gyr heifers, with gains from 0.5 to 1.0
kg/d. The consequence is an increase in body fat content and fat accumulation in
mammary gland, which may compromise mammary parenchymal growth in heifers.
However, during the preweaning phase (before 2 months of age), this same effect has
not been reported (Daniels et al., 2009). Meyer et al. (2006) and Geiger et al. (2016a,b)

reported greater mammary development in heifers submitted to intensive feeding
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programs. According to Brown et al. (2005), the increased growth rate prior to weaning
seems to have positive effects on mammary gland growth, as the increase in nutrient
supply at that age almost doubled the PAR mass of heifers. This demonstrates that the
rapid growth until weaning is not detrimental to mammary gland development. In this
way the effects of the nutrition plan on mammary gland development seem to differ
between preweaning and prepubertal period, this may be due to the low fat content of
the young calf at birth.

Evaluation of mammary gland development (PAR and mammary fat pad) in
heifers is usually done after the slaughter (Brown et al., 2005; Geiger et al., 2016a,b;
Weller et al., 2016). This technique does not allow for the monitoring the animal during
its development and presents high costs, which limits the research. In this context,
alternative and non-invasive methods to reduce time and cost of such analyzes become
important. Ultrasonography is a widely used technique for assessing fat deposition in
animal carcasses (Arnold et al., 1991) and it has been used to evaluate developmental
characteristics and lesions of the mammary gland in dairy calves and heifers (Nishimura
et al. 2011; Esselburn et al., 2015, Albino et al., 2017). Another alternative used to
monitor the development of the mammary gland in dairy heifers is palpation scoring,
which is easy, does not present a cost in its execution, but is subjective technique
(Esselburn et al., 2015).

The objective of this study was (1) to determine the effect of increasing total
solids of WM by the addition of MRP in the mammary gland development of dairy
heifers from wk 5 to 11 of age, using ultrasonography; (2) to evaluate the relationship
between the weekly measurements of PAR growth using ultrasound with the manual
palpation scoring. Our hypotheses are (1) heifers fed higher total solids contents of

liquid diet will have greater PAR growth in relation to heifers fed lower TS
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concentrations; (2) the palpation scoring may be an option to monitor PAR development

in dairy heifers.

MATERIAL AND METHODS

The Ethics Committee of Embrapa Dairy Cattle, Brazil (protocol no. 06/2014),
approved the study. The trial was conducted at the Embrapa Dairy Cattle Experimental
Farm, located in Coronel Pacheco, Minas Gerais, Brazil.

Animals, Housing, Management, and Performance

Holstein-Gyr crossbred heifers (n = 60) were used; their genetic composition was
5/8 or more Holstein and 3/8 or less Gyr. These heifers were previously part of the
study conducted by Azevedo et al. (2016a) to evaluate the effect of increasing solids
concentration by the addition of milk replacer powder MRP to WM on performance,
intake and health of heifers from 5 to 90 d of age. Detailed descriptions of the facilities,
initial care and dietary composition from preweaning (5 to 59 d of age) to postweaning
(60 to 90 d of age) can be found in Azevedo et al. (2016a). One heifer (treatment 17.5%
TS) was removed from the study in the last week of the postweaning period due to an
accident that led to the fracture of its anterior right leg.

The animals were randomly distributed in four treatments after birth. Preweaning
treatments consisted of increasing amounts of MRP (Sprayfo Violet SSP, Sloten BV,
Deventer, the Netherlands; 20% CP and 33% ether extract) added to WM (12.6 + 0.7%
TS, mean £ SD; Table 1) to adjust the TS to expected concentrations of 12.5% (actual
TS = 13.5 £ 0.53%; N = 15), 15.0% (actual TS = 16.1 £ 0.03%; N = 15), 17.5% (actual
TS = 18.2 £ 0.14%; N = 13) and 20.0% (actual TS = 20.4 + 0.24%; N = 15). The initial
TS content in the WM was measured daily, immediately after milking and before each

feeding, using a Brix refractometer (DD-3 Palm Abbe Digital, Misco, Solon, OH). Brix
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grade values were converted to TS content using the equation proposed by Moore et al.
(2009) [TS =0.9984 x (Brix refractometer reading) + 2.077] and the amount of MRP to
be added to the WM was adjusted to achieve the desired TS content for each treatment.
The MRP was added to the WM immediately before feeding the heifers. The total
volume of treatment (6 L/d) was divided into 2 equal meals (0800 and 1600 h) and
provided to heifers in buckets from 5 to 55 d of age. At 56 d of age, the total volume of
liquid feed was reduced by half (3 L/d, provided at 0800 h only) and heifers were
weaned at 60 d of age. Starter (Soylac Rumen 20% Flocculated, Total Alimentos, Trés
Corag0es, Brazil) and water were offered ad libitum during the preweaning period. At
70 d of age, corn silage was included ad libitum in a separate bucket.

Mammary Ultrasound

Ultrasound images were obtained weekly between wk 5 to 11 of age, always by
the same evaluator, using a B-mode ultrasound equipped with micro-convex transducer
of 6 MHz frequency (DP 2200, Mindray, China). For the evaluation of the mammary
glands (front and rear quarters), the animals were laid on lateral decubitus with the
probe in a standardized position with a 45° inclination in relation to the teat position,
always in caudal-cranial direction (Nishimura et al., 2011). To increase the contact of
the probe with the skin and to improve the visualization of the images, the area to be
evaluated was wetted with 70% alcohol and then the ultrasound gel was placed
(Carbogel ULT®, Sao Paulo, Brazil).

The images obtained were saved in BMP format and then transferred to the
ImageJ® program (National Institutes of Health; http://imagej.nih.gov/ijindex.html) for
further analysis. In ImageJ the scale of pixels per cm (1 cm? = 48,148 pixels) was
calibrated using the “straight” tracer and parenchymal areas were resultant by tracing

the PAR area with the mouse and cursor using the “freehand” tracer.
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Within in PAR area, we used number the pixels to calculate the average pixel
brightness. In 8-bit images, each pixel was numerically represented on a scale of 256
thousand shades of grey (O=black; 255000=white) according to their brightness
(Ferreira and Rasband. 2011). According to Albino et al. (2015) structures with a high
ability to reflect sound waves (fat tissue) are hyperechoic and thus present with a higher
pixel value. Conversely, tissues with a limited ability to reflect sound waves are
hypoechoic and have a lower pixels value (PAR tissue).

The circularity was evaluated using [4n x (Area/Perimeter)’] obtained in ImageJ®
and it ranges from O (infinitely elongated polygon) to 1 (perfect circle) (National
Institutes of Health, Bethesda, MD).

Palpation Scoring

Manual palpation of PAR was performed before all ultrasound evaluations, by a
single evaluator, adapting the methodology of scoring proposed by Esselburn et al.
(2015): (1) small and threadlike, comparable to a small grain of rice; (2) a larger grain
of rice; (3) a small pea; (4) a chickpea; (5) almond sized; (6) larger than an almond; and
(7) a pecan whole. For all variables, the averages of the front and rear glands were
obtained.

Statistical Analysis

Data were analyzed using SAS version 9.0 (SAS Institute Inc., Cary, NC). The
variables were analyzed using a repeated-measures mixed model (PROC MIXED),
including heifer as a random effect and treatment, week, block (genetic group),
mammary gland (front or rear) and their interaction as fixed components. Differences
among treatments were assessed using orthogonal polynomial contrasts to estimate the
linear, quadratic and cubic effects of increasing TS concentrations of liquid feed.

Circularity differences of the mammary gland (front and rear) and differences between
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genetic groups were analyzed, including mammary gland or genetic group as a fixed
effect and using a Tukey adjustment for P-values. Palpation scores by period were
tested as a nonparametric variable using the Kruskal-Wallis test with 95% confidence
intervals for treatment comparisons (PROC NPARIWAY). Least squares means for
each treatment are reported. BW at birth was considered as a covariate. Significance

was declared at P < 0.05.

RESULTS AND DISCUSSION

According the Azevedo et al. (2016a), the difference between the TS content
initially proposed and the values found by laboratory analysis may have occurred
because the equation used to convert Brix grade values to TS content was designed
based on waste milk samples (Moore et al., 2009), which are different from the WM
used in this experiment.

A linear increase (P < 0.05) in body weight (kg) was observed according to the
increase in TS levels of liquid diet between wk 5 to 11 of age (Table 2). As predicted,
the total intake of CP (g/d) and gross energy (Mcal/kg) increased linearly (Azevedo et
al., 2016a) with the concentration of TS. This increasing during the preweaning phase
boosted the development of the skeletal structure and the body tissues in heifers because
of the higher protein and energy intake. Glosson et al. (2015) reported similar results.
Mammary Ultrasound

Interaction (P < 0.05; Table 2) between the TS concentrations and the evaluated
periods for PAR area (mm2/gland) was observed. At the wk 5 of age, the lower
mammary PAR area was observed for the concentration of 17% TS of liquid diet
(quadratic, P = 0.03; Table 3). At week 11, when the animals were already weaned,

there was an increase (linear, P = 0.02; Table 3) in PAR area according to the increase
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of TS concentrations of liquid diet. This result is similar to that observed for the weight
gain and appears to be the result of better nutrition during preweaning period, in
consequence for the incresiang linear in the total CP (g/d) and gross energy intake
(Mcal/kg) according to the increase of TS concentrations in the liquid diets (Azevedo et
al., 2016a).

According to Brown et al. (2005), the increase in CP and energy intake between
the wk 2 to 8 of age increased mammary PAR growth rate of heifers, as well as the
DNA and RNA concentrations, suggesting that the rapid growth is not harmful when
the intraparenchymal fat content is not increased. On the other hand, Esselburn et al.
(2015) did not observe dietary effect on the area and composition of the PAR until the
wk 8 of age in heifers fed three different sources of fat in MR.

Interaction between PAR area and evaluated weeks (P < 0.05; Table 2) was
observed. At the wk 11 of age, the PAR of the rear (61.1mm?/gland) quarters was 12.4%
higher compared to the front (53.5 mm?/gland) quarters (P = 0.05; Table 4). In adult
animals, the front quarters are smaller than the rear glands, with a ratio of 41:59 (Ayadi
et al., 2003). For this study, the ratio between the PAR area of the front and rear glands
was 47:53, which is similar to the observed by Esselburn et al. (2015).

At the wk 5 of age, the PAR area and BW of heifers, regardless of the treatments,
were 11.4 + 4.6 mm? and 53.7 + 4.6 kg, increasing to 28.8 + 9.3 mm? and 73.3 + 4.6 kg,
respectively, at the wk 8 of age. These results show that PAR increased 2.5 times and
BW 1.4 during this period. Complementary, mammary growth rate of 1.8 was observed
in relation to the BW growth rate, which indicates a slightly higher growth rate
compared to the reported by Sinha and Tucker (1969) and Meyer et al. (2006) as an
isometric growth (1.5 times). On the other hand, Esselburn et al. (2015) reported that

before 2 months of age, the PAR growth is allometric with respect to the BW in
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Holstein heifers and the dogmatic assumption that PAR growth is isometric during this
time is not valid. The differences observed for mammary growth between the present
study and the results verified for Esselburn et al. (2015) can possibly be explained by
the different genetic composition and different calf-feeding strategies evaluated.
Therefore, more research is needed to determine the influence of genetics and calf-
feeding strategies on PAR growth in dairy heifers.

In the postweaning period (between the wk 8 to 11 of age), the PAR area and BW
of heifers, regardless of the treatments, were 28.8 + 9.3 mm? and 73.3 + 4.6 kg,
increasing to 40.9 + 20.6 mm? and 82.0 + 10.5 kg respectively, at the wk 8 and 11 of
age. The mammary growth rate of 1.7 was observed in relation to the BW growth rate,
demonstrating that the animals were still in a growth phase slightly higher than that
reported by Sinha and Tucker (1969) and Meyer et al. (2006) as isometric.

The differences observed for mammary growth between the study of Esselburn et
al. (2015) and the results verified in the present study can possibly be explained by the
different genetic compositions and different calf-feeding strategies evaluated. Therefore,
more research is needed to determine the influence of genetics and calf-feeding
strategies on mammary gland development in dairy heifers.

According to Nishimura et al. (2011), at 2 months of age, the mammary gland is
an oval hyperechoic structure. The loss of delimitation and shape of the PAR, as well as
reduction of echogenicity in ultrasound images, occurs after this period. The oval-
shaped PAR structure was similar between the different treatments (Table 2). However,
the rear glands were more circular than the front quarters (P < 0.05, quadratic effect),
with the greater circularity observed at the wk 8 of age (Figure 1). Conversely,
Nishimura et al. (2011) did not verify differences between the ultrasound images

between the front and rear glands.
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No influence of the TS concentration of the liquid diet was observed on the mean
number of pixels in the heifers PAR area (Table 2). According Albino et al. (2015), the
echogenicity is defined by the number of pixels, that is, structures with high capacity to
reflect sound waves are hyperechoic and with more pixels (adipose tissue). On the other
hand, structures with limited capacity to reflect sound waves are hypoechogenic and
have fewer pixels (PAR). Therefore, it is reasonable to assume that the increase in TS
concentrations of liquid diets up to 20.4% did not influence the deposition of fat in the
mammary gland. These results, combined with that observed by Azevedo et al. (2016b),
who reported no change in body composition of male calves fed diets with TS
concentrations similar to those of the present study, support the hypothesis that the same
was true for body composition and heifer mammary gland. Other studies demonstrated
similar results. Esselburn et al. (2015) found no dietary influence on the lipid
composition of the breast fat pad of DM fed heifers with different sources and amousts
of fat. Brown et al. (2015) conclude that high energy and protein intake in heifers during
the preweaning phase does not increase fat deposition in PAR. On the other hand,
Geiger et al. (2016b) observed that the amount of DNA in the breast fat pad was 5.4
times greater, as well as the fat concentration, for heifers (1.13 kg/d RM) than the
restricted heifers (0,45 kg/d of MR). However, in the study of Geiger et al. (2016b), fat
concentration and amount of total fat in PAR were not affected by different calf feeding

strategies.

Palpation Scores
The palpation score of PAR did not differ between the TS concentrations supplied
during the preweaning phase in any of the evaluated weeks (Table 5), ranging from 2.4

+ 1.0 in the wk 5 and 5.2 + 1.1 in the wk 11. The correlation observed between the
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palpation score of mammary parenchyma and the measurements of mammary
parenchyma area (mm?%gland) using ultrasound was positive (R* = 0.71, P < 0.01) and
moderated, and were similar to that reported by Esselburn et al. (2015), which was 0.68
between ultrasound measurements and palpation scoring in week 2 to 8 of age. Both
correlations are considered as medium (Table 3). This correlation indicates that the
palpation score of PAR, although subjective, may be a useful and low-cost tool for
monitoring PAR development and may be used to select animals with better potential
for milk production without the use of ultrasound, even in the early stages of animal
life. However, more studies proving and establishing a guide on how to obtain and

analyze this variable are needed.

CONCLUSIONS

Increasing the concentration of TS in liquid feed up to 20.4% until the wk 8 of age
did not affect PAR development and adipose deposition in the mammary gland when
evaluated using ultrasonography. At 11 wk of age, a linear increase in mammary PAR
growth was observed according to the increased concentration of TS in liquid feed,
without dietary influence on the other parameters. Between the wk 5 to 11 of age, PAR
growth was isometric with respect to the heifers' body growth. The circularity of the
mammary gland was altered after two months of age. Ultrasonography is a noninvasive
technique for monitoring mammary gland development. However, further studies
involving larger numbers of animals and different breeds are suggested to increase the
accuracy of the technique. The palpation score and ultrasound evaluation were

moderately correlated.
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Table 1. Nutrient composition (DM basis, % unless otherwise noted) of whole milk

(WM), milk replacer powder (MRP), starter, corn silage, and treatments

Treatment (% TS in whole

milk)
Corn

Item WM  MRP' Starter silage 135 161 182 204
DM? 12.6 94.7 89.3 31.7 135 16.1 182 20.4
CP 25.6 20.0 21.2 6.7 25.2 238 232 22.9
Ether extract 33.0 13.4 2.1 3.6 330 286 260 237
Ash — 7.3 11.9 5.8 5.8 5.6 5.5 5.3
NDF — — 23.5 56.7 — — — —

ADF — — 10.1 28.6 — — — —

Gross energy — 4.5 3.7 4.1 5.8 5.7 5.6 5.6
(Mcal/kg)

Lactose® 33.9 47.0 — — 315 396 425 448
Calcium - 11 1.5 0.2 1.1 1.0 1.0 1.0
Phosphorus - 0.5 0.5 0.2 0.8 0.8 0.7 0.7
Magnesium — 0.1 0.3 0.2 0.1 0.1 0.1 0.1

'Basic composition: whey, lactose-free whey, lipids of plant origin, wheat gluten
hydrolyzate, folic acid, nicotinic acid, pantothenic acid, betaine, biotin, iron oxide,
magnesium oxide, zinc oxide, sodium selenite, copper sulfate, manganese sulfate,

vitamin A, vitamin B1, vitamin B12, vitamin B2, vitamin B6, vitamin C, vitamin D3,

49
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vitamin E, vitamin K, and probiotic additive (Enterococcus faecium and Lactobacillus
rhamnosus).
2 As fed basis.

3Lactose % of treatments = 100 — CP% - Ether extract % - Ash% - 2 (Drackley, 2008).
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Table 2. Average body weight (kg), parenchyma (PAR) area (mm?*gland), circularity and average number of pixels from 52 to 11% wk of age in
heifers (n = 60) fed different TS concentrations in whole milk (WM) during the preweaning period
Treatment (% TS in WM) P-value'

Item 13.5 16.1 18.2 20.4 T W MG TxW*' TxMG WxMG TXWxMG SEM
Body weight (kg)? 665 704 725 750 001 001 - 001 - - - 0.49
Parenchyma area 0.67
(mglanc) 281 311 288 327 043 001 001 o1 037 0.02 0.98
Circularity 062 063 060 061 032 001 001 o557 73 0.35 0.84 0.004
Average pixel value 68170 64822 67337 68332 038 027 063 g5 093 0.77 085 43149

T = treatment effect; W = week effect; MG = mammary quarter effect; T x W = treatment by week interaction; T x MG = treatment by

mammary gland interaction; W x MG = week by mammary gland interaction; T x W x MG = treatment by week by mammary quarter

interaction.

’Linear effect of treatment (P < 0.05).
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52

443  Table 3. Interaction between treatment and week for parenchyma area (mm?) in heifers

444  (n = 60) fed different TS concentrations in whole milk (WM) during the preweaning

445  period
Treatment (% TS in WM) Contrast, P-value
Week 135 1 182 204 sem  Linear  Quadratic
WK 5 121 107 102 125 042 0.79 0.03
Wk 6 166 147 15, 477 068 0.52 0.11
WK 7 50 238 11 g6 105 0.81 0.11
Wk 9 303 318 31, g5g 100 0.08 0.43
Wk 10 377 41 40 45 136 0.56 0.20
446
447
448
449
450
451
452
453
454
455
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53

456  Table 4. Interaction between mammary gland and week for parenchyma area
457 (mm?gland) in heifers (n = 60) fed different TS concentrations in whole milk during the

458  preweaning period

Mammary gland

Week Front Rear P-value
Wk 5 11.3 11.5 0.84
Wk 6 16.3 15.8 0.72
Wk 7 238 24.4 0.76
Wk 27.4 29.0 0.37
Wk9 31.0 335 0.21
Wi 11 53.5 61.1a 0.05
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54

470  Table 5. Average palpation scores in heifers (n = 60) fed different TS concentrations in

471 whole milk (WM) during the preweaning period

Treatment (% TS in WM)

Week 1350 1610 1820 2040 P-value SEM
WK 5 24 22 oa 26 0.47 0.09
Wk 6 29 28 29 31 0.63 0.10
Wk 7 16 37 35 38 0.8 0.10
Wk 8 3.6 4.0 38 44 0.09 0.09
Wk9 4.2 4.0 43 46 0.26 0.10
Wk10 43 4.9 4.6 4.9 0.16 0.09
Wi 11 4.8 5.4 53 53 0.16 0.10
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Figure 1. Circularity of mammary gland in heifers fed different TS concentrations

(13.5, 16.1, 18.2, and 20.4%) in whole milk during the preweaning period. Error bars

represent SE.
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