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tempo de rasgar e tempo de remendar;

tempo de ficar calado e tempo de falar.

Ha tempo de amar e tempo de odiar

tempo de guerra e tempo de paz.
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RESUMO - Obijetivou-se determinar o efeito do aumento de sélidos totais (TS) na
dieta liquida composta por leite integral adicionada de sucedaneo em pd no pré-
desaleitamento sobre o desempenho, idade a puberdade, idade a primeira inseminacéo,
metabolismo de glicose e mammary fat pad de novilhas leiteiras. Novilhas mesticas
Holandés x Gir (n = 58) foram distribuidas em quatro diferentes tratamentos durante o
aleitamento, os quais consistiram de dietas liquidas com diferentes concentracfes de TS:
13.5% (n = 15); 16.1% (n = 15); 18.2% (n = 13) e 20.4% (n = 15), fornecidas até os 59
dias de idade. Dos 60 aos 89 dias de idade os animais receberam o mesmo concentrado
da fase de pré-aleitamento, e silagem de milho foi adicionada a dieta aos 70 dias de
idade. Dos 90 aos 104 dias os animais foram adaptados a dieta de pds-desaleitamento.
Aos 105 dias de idade os animais foram distribuidos em quatro piquetes coletivos, com
cochos e bebedouros eletronicos (Intergado® Ltd., Minas Gerais, Brazil) e receberam a
mesma dieta total a vontade. Avalia¢Ges individuais do consumo de alimentos e de &gua,
do peso corporal e do desenvolvimento corporal foram realizadas até a inseminagdo
artificial (1A) das novilhas aos 350 kg de BW. Avalia¢des da glandula mamaria com uso
de ultrassom foram realizadas de 120 dias de idade até a puberdade. Puberty was
considered to have occurred when plasma progesterone concentrations of 1 ng/mL were
present in 2 consecutive samples. The date of puberty was recorded as the time the first
of these samples was collected. Teste de tolerancia a glicose foi realizado aos 280 dias
de idade. O aumento da concentracdo de ST na dieta liquida durante a fase de
aleitamento nédo afetou o consumo de matéria seca, o desempenho, a idade a puberdade,
a idade a primeira 1A, o metabolismo de glicose, e 0 mammary fat pad da glandula
mamaria. Porém, aumentou linearmente as medidas de largura de garupa e de perimetro

torécico até os 150 e 240 dias de idade, respectivamente.



Palavras chave: idade a primeira inseminacdo, efeitos de longo prazo, glandula

mamaria, puberdade



ABSTRACT - The aim of this paper was to determine the effect of increasing total
solids (TS) on the liquid diet composed of whole milk with addition of milk replacer
powder in preweaning on performance, age at puberty, age at first insemination, glucose
metabolism and mammary fat pad of dairy heifers. Crossbreed Holstein x Gyr heifers (n
= 58) were distributed in four different treatments during preweaning period, which
consisted of liquid diets with different TS concentrations: 13.5% (n = 15); 16.1% (n =
15); 18.2% (n = 13) and 20.4% (n = 15), provided up to 59 d of age. From 60 to 89 d of
age the animals received the same starter from the preweaning period and corn silage
was added to the diet at 70 d of age. From 90 to 104 d of age the animals were adapted
to the postweaning diet. At 105 d of age, the animals were distributed in 4 collective
paddocks, with electronic feed and water bins (Intergado® Ltd., Minas Gerais, Brazil)
and received the same total diet ad libitum. Individual evaluations of feed and water
intake, body weight and body development were performed until artificial insemination
(Al) of heifers at 350 kg BW. Ultrasound mammary gland evaluations were performed
from 120 d of age until puberty. Puberty was considered to have occurred when plasma
progesterone concentrations of 1 ng/mL were present in 2 consecutive samples. The
date of puberty was recorded as the time of the first of these samples were collected.
Glucose tolerance test was performed at 280 d of age. The increased TS concentration
of liquid feed during the preweaning period did not affect dry matter intake,
performance, age at puberty, age at first Al, glucose metabolism and fat pad of the
mammary gland. However, measurements of hip width and heart girth linearly increased

up to 150 and 240 d of age, respectively.

Key words: age at first artificial insemination, long-term effects, mammary gland,

puberty.
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1. INTRODUCAO

A cria e recria de animais na bovinocultura leiteira € uma fase que demanda muito
investimento principalmente durante a fase de aleitamento. Para reduzir os custos, 0
fornecimento restrito de leite (10% do peso corporal) (Appleman e Owen, 1975) e 0
desaleitamento precoce (30 dias de idade) (Kertz et al., 1979) foram preconizados.
Porém, com o intuito de reduzir as taxas de mortalidade, a nutricdo nas fases iniciais da
vida se tornou foco de estudos. Trabalhos com bezerros aleitados a vontade ou de forma
intensiva demostraram ganhos de peso corporal (GMD) superiores ao tradicionalmente
alcancado em sistemas convencionais (Jasper e Weary, 2002), além de serem observadas
melhorias no desenvolvimento corporal (Moallem et al., 2010), na salde (Foote et al.,
2006), bem como a expressao de comportamento animal mais proximo do natural, sem
estereotipias e comportamentos tipicos de fome (Miller-Cushon et al., 2013).

Porém, apesar desses beneficios, a administracdo de grandes quantidades de dieta
liqguida vem sendo questionada devido a possivel reducdo da ingestdo de alimentos
solidos no periodo de pré-desaleitamento (Terré et al., 2007), proporcionado
desenvolvimento ruminal mais lento (Khan et al., 2007), e possiveis perdas de peso no
pos-aleitamento (Weary et al., 2008).

O desenvolvimento da glandula mamaria, a reproducdo e a produtividade futura
dos animais aleitados intensivamente é outro ponto questionado. Os estudos de
desenvolvimento da glandula mamaria de fémeas que receberam ou ndo nutricdo
intensiva tem sido realizados com o abate dos animais, ndo permitindo o
acompanhamento dos mesmos durante a puberdade e as lactacBes seguintes. A
ultrassonografia metodologia ndo invasiva, com potencial de acompanhamento do
animal em longo prazo e consequentemente com capacidade para avaliar 0 impacto da
nutricdo sobre o desenvolvimento da glandula mamaria vem atualmente sendo utilizada
(Nishimura et al., 2011; Esselburn et al., 2015; Albino et al., 2015). Do ponto de vista
produtivo e reprodutivo, os estudos demonstram beneficios das maiores taxas de
crescimento na fase de aleitamento sobre idade a puberdade, idade ao primeiro parto e
producdo de leite futura das fémeas (Moallen et al., 2010, Davis-Rincher et al., 2011).
No entanto, outros estudos ndo encontraram resultados para indices reprodutivos (Yunta
et al., 2015) ou produtivos (Morrison et al., 2009, Raeth-Knight et al., 2009, Terré et al.,
2009) das novilhas.
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Diante dos resultados controversos encontrados na literatura em relacéo aos efeitos
de programas de aleitamento e os seus efeitos em longo prazo, estudos que incluam a
avaliacdo da glandula maméria nas diferentes fases de crescimento, associados com 0s
dados de reproducdo e desempenho, podem auxiliar a definicdo de melhores programas
de aleitamento.

Com a evolugéo do conceito de Zootecnia de precisdo, novos sensores, com diversas
aplicacdes estdo sendo criados e testados. A utilizacdo de informagdes provenientes de
sistemas automatizados é de grande importancia para viabilizar a utilizacdo dos
mesmos, uma vez que melhora seu custo-beneficio. Por isso € importante a realizacao
de estudos que visam explorar melhor as informacGes dos sensores. Estudos que
avaliam o comportamento de ingestdo de alimentos e o relacionam com evento de estro
sdo importantes para avaliar se esses parametros tem potencial para auxiliar na detec¢édo

do estro.

1. OBJETIVO

Avaliar o desempenho, a idade a puberdade e o desenvolvimento da glandula
mamaria ap6s os 90 dias de idade de fémeas mesticas alimentadas com diferentes teores
de solidos totais na dieta liquida durante o aleitamento e avaliar o consumo de alimento
e de agua, e o comportamento de ingestdo de alimentos de fémeas em estro através de

equipamentos eletrénicos.

1.1  Objetivos especificos

Avaliar o efeito em longo prazo do aumento dos teores de sélidos totais da dieta liquida
durante o aleitamento sobre:

e Consumo de agua, alimentos, ganho de peso médio diario e eficiéncia alimentar;

e Desenvolvimento corporal (altura de cernelha e de garupa, circunferéncia

torécica e largura de garupa);

e Desenvolvimento da glandula mamaria;

e Idade a puberdade;

e Idade em que atingiu 350 kg (Idade a primeira 1.A); e

e Auvaliar o comportamento e o consumo de ingestdo de alimentos e agua e a sua

relagdo com o estro.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Planos alimentares na criacéo de fémeas leiteiras

Em revisdo sobre os estudos em nutricdo de fémeas leiteiras, Drackley (2004)
relatou que desde o estabelecimento da industria leiteira nos EUA, pesquisadores,
produtores e técnicos avaliam a melhor forma de criacdo de fémeas, a qual deve ser
tecnicamente adequada, mas também financeiramente viavel. Nesse contexto surgiram a
criacdo individualizada, afastando as fémeas das mdes logo ap6s o nascimento, 0
aleitamento artificial e a substituicdo de leite por sucedaneo. Além disso, era
financeiramente interessante retirar a dieta liquida do animal o mais rapido possivel
transferindo-o para dieta solida, a base de concentrado e forragem, 0s quais sdo
alimentos mais baratos em relacdo a dieta liquida.

A recomendacdo de restricdo de leite surgiu a partir de uma revisdo realizada por
Appleman e Owen (1975) e o desaleitamento precoce, aos 28 dias de idade, foi
discutido em uma revisédo de literatura logo em seguida por Kertz et al. (1979). As duas
praticas visavam rapido aumento do consumo de alimentos sélidos e menor impacto na
adaptacdo durante a fase de desaleitamento, sendo denominado aleitamento
convencional, com restricdo da dieta liquida em torno de 10% do peso corporal (PC)
dos animais. Apesar desse sistema ter sido preconizado por muito tempo e sendo ainda
utilizado em todo o mundo, técnicos nos EUA comecaram a questionar se as taxas de
mortalidade de 10,8% relatadas pelo National Animal Health Monitoring System (2003)
estavam de alguma forma ligadas a esse sistema de criacdo. Diante disso pesquisas
sobre dieta liquida voltaram a ser realizadas. Nos sistemas de aleitamento artificial a
vontade, os bezerros consomem até 10 kg/d de dieta liquida (Jasper e Weary, 2002;
Sweeney et al., 2010) e nos sistemas que 0s bezerros sdo criados mamando nas maes,
em dois turnos de 2 h/d, ingerem 6,5 kg/d de leite na primeira semana de vida e 12,5
kg/d na nona semana (de Passillé et al., 2008), demonstrando que a quantidade de dieta
liquida fornecida no aleitamento convencional é bem menor do que o0 consumo a
vontade. Além disso, 0 GMD também ¢ diferente, podendo chegar a 63% a mais em
animais aleitados de forma intensiva do que aqueles em sistema convencional de
aleitamento (Jasper e Weary, 2002).

Segundo Drackley (2004) a ideia de estudar aleitamento intensivo versus
convencional ndo é nova, porém, a perspectiva de beneficios difere muito nos estudos

atuais frente aos estudos antigos. Em estudos mais antigos os sucedaneos fornecidos ndo
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eram de boa qualidade, ndo tinham proteina de qualidade para permitir maiores taxas de
crescimento e nem fontes energéticas que permitissem total aproveitamento desse
componente. Além disso, quando o animal era desaleitado, ndo tinha acesso a
concentrado e forragem adequados que permitissem bons GMD, o que atrapalhava os
resultados de um possivel beneficio de maiores taxas de crescimento no inicio da vida
(Drackley, 2004).

Atualmente, além de serem encontrados sucedaneos de Otima qualidade, que
permitem taxas de crescimento préximas ao fornecimento de leite integral (Davis e
Drackley, 1998), os estudos ndo estdo preocupados apenas com os efeitos diretos no
GMD, sendo apontados beneficios do aleitamento intensivo sobre o sistema imune
(Foote el al.,2006, Ballou et al., 2015), enddcrino (Bartlett, 2001, Smith et al., 2002) e
desenvolvimento corporal (Moallem et al., 2010, Davis-Rincker et al., 2011), além de
possiveis efeitos nos indices produtivos em longo prazo como a idade reprodutiva mais
precoce e a maior producdo de leite futura (Davis-Rincker et al., 2011).

Porém, apesar dos possiveis beneficios, alguns pesquisadores questionam a
administracdo de grandes quantidades de dieta liquida devido a possivel reducdo da
ingestdo de alimentos solidos no periodo de pré-desaleitamento (Terré et al., 2007;
Weary et al., 2008), proporcionando desenvolvimento ruminal mais lento (Khan et al.,
2007), e possiveis perdas de PC e de GMD no pés-aleitamento (Terré et al., 2007;
Budzynska e Weary, 2008; Weary et al., 2008).

Outro problema do fornecimento de maior quantidade de dieta liquida sem o
aumento da frequéncia de fornecimento, foi apontado por Bach et al. (2013) que
demonstraram resisténcia a insulina aos sete, 30 e 60 dias de idade em fémeas que
receberam 8 L/d de sucedaneo, em duas refeicGes diarias. Os animais precisaram
secretar mais insulina por mol de glicose consumida para controlar a glicemia, quando o
leite é fornecido em grande volume duas vezes ao dia. Segundo esses autores, a
alteracdo no metabolismo da glicose pode interferir tanto no desempenho, quanto no
metabolismo futuro desses animais, principalmente durante o periodo de transicéo.
Yunta et al. (2015) também levantaram essa questdo da resisténcia a insulina, mostrando
que animais recebendo 8 L/d de leite, em duas refei¢des, ttm menor eficiéncia alimentar
dos 35 aos 63 dias de idade, frente aos que estava recebendo 6L e 4L/d, possivelmente
em resposta a alteracdo no metabolismo de glicose e a maior deposi¢cdo de gordura, o

gue ndo é desejavel para animais em crescimento.
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Tentando resolver em parte esses problemas, varias estratégias estdo sendo
estudadas para garantir desaleitamento eficiente, por exemplo o desaleitamento de
acordo com o consumo de concentrado (Leaver e Yarrow, 1972; Greenwood et al.,
1997; Roth et al., 2009; de Passillé e Rushen, 2012), reducdo gradual da ingestdo de
dieta liquida até o desaleitamento conhecido como step-down (Khan et al., 2007, Silper
et al., 2014), extensdo do periodo de desaleitamento (Terré et al., 2006; Sweeney et al.,
2010; Hill et al., 2012) e aumento da idade ao desaleitamento para aumentar o consumo
de concentrado (Eckert et al., 2015).

A adicdo de sucedaneo ao leite, com o objetivo de aumentar a concentracdo de
solidos totais (ST) por litro de leite sem aumentar o volume (Glosson et al., 2015),
buscando reduzir o impacto da saciedade por distensdo do trato gastrointestinal tem sido
ainda pouco explorada.

Apesar de algumas dificuldades de estabelecimento do aleitamento intensivo,
principalmente no que se diz respeito a melhor manejo de desaleitamento e transigdo
dos animais para nao ocorrer perdas no pés-aleitamento, os beneficios dessa estratégia
refletidos no desempenho dos animais ao desaleitamento sdo visiveis. Porém, poucos
estudos foram publicados relacionando a nutri¢cdo no inicio da vida com os efeitos na
produtividade em longo prazo, sendo que aqueles publicados possuem diferencas
metodoldgicas tanto de plano nutricional quanto de avaliacdo que dificultam o
entendimento do custo-beneficio de utilizacdo dessas estratégias, além de poucas
analises financeiras terem sido feitas. Apesar de alguns indicarem maiores producdes de
leite futuras e menor idade a reproducdo mais estudos acompanhando a producéo dos
animais precisam ser realizados, buscando encontrar o ponto 6timo de nutri¢cdo que ndo

prejudique o animal e que seja financeiramente viavel.

3.1.1 Efeitos de médio e longo prazo do aleitamento intensivo

Desde que os estudos sobre aumento do aporte nutricional, principalmente
proveniente da dieta liquida reiniciaram, uma importante vertente foi também iniciada,
que ¢ o estudo sobre os efeitos em longo prazo dessas estratégias, principalmente efeitos
sobre reproducéo e produgéo de leite.

Raeth-Knight et al. (2009) trabalharam com 133 fémeas da raga Holandés,
provenientes de trés fazendas, distribuidas em cinco tratamentos: sucedaneo
convencional (20% de proteina (PB), 20% de gordura (G), a 13,9% de sélidos totais
(ST)), sucedaneo convencional acidificado (20% de proteina (PB), 20% de gordura (G),
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a 13,9% de solidos totais (ST)), ambos em 3,5 litros, aleitamento intensivo com
sucedaneo (28% PB, 18% G, 680 g de sucedaneo/dia até os 10 dias e 1000 g de
sucedaneo/dia até os 42 dias) a 16,7% ST em 3,4 litros, aleitamento intensivo com
sucedaneo (28% PB, 18% G, 680 g de sucedaneo/dia até os 10 dias e 1000 g de
sucedaneo/dia até os 42 dias) a 12,5% ST em 4,76 litros de dgua e grupo que recebeu
sucedaneo intensivo a 16,7% de ST em maior volume (5,10 litros - grupo alto
consumo). Os grupos foram desaleitados aos 42 dias, exceto o grupo alto consumo, que
foi desaleitado aos 49 d. Concentrado foi oferecido & vontade desde o 2° dia de vida.
Animais dos tratamentos convencionais recebiam concentrado de 20,2% PB, ja nos
tratamentos intensivos foi oferecido um concentrado de 25% de PB. Aos 56 dias de
idade os animais foram transferidos para baias e alimentados com racbes de
crescimento. Animais em aleitamento convencional receberam concentrado de 18% PB
e animais em aleitamento intensivo 21%PB. Apo6s os 112 dias de idade os animais
passaram a ter a mesma dieta. Dados de lactagdo de 95 animais desse experimento
foram analisados. Nao foram observadas diferencas entre os grupos no desempenho
produtivo da primeira lactacdo. As vantagens de desempenho dos animais em
aleitamento intensivo ndo foram mantidas até o final do crescimento das novilhas.
Porém, animais no grupo intensivo alto consumo foram 27,5 dias mais precoces ao
parto do que os animais dos tratamentos convencionais.

Segundo Soberon et al. (2012), ha caréncia potencial de sensibilidade na
determinacdo de diferencas de producdo de leite no trabalho de Raeth-Knight et al.
(2009), uma vez que, ap0s a fase de aleitamento as fémeas foram criadas em fazendas
diferentes da utilizada durante a fase de aleitamento. Sendo dificil separar os efeitos de
rebanho, estacdo, dias em lactacdo, dias de gestacdo, e outros fatores ambientais, entre
as fazendas.

Morrison et al. (2009) também conduziram experimento para avaliar diferentes
planos de aleitamentos. Um total de 153 animais (88 fémeas e 65 machos) foram
alocados em um dos quatro tratamentos ao nascimento: um fatorial 2 x 2 foi desenhado
para avaliar dois planos de fornecimento de sucedaneo: 5 ou 10 litros/dia de dieta
liquida constituida de 120 g/sucedaneo por litro de agua, que poderia ser de um
sucedaneo com 210 g/PB/kg de matéria seca (MS) ou 270 g/PB/kg de MS. Todos 0s
animais foram aleitados do dia 5 aos 56. Os animais foram alojados em baias com
alimentadores automaticos. Agua e concentrado com 22% PB foram administrados &

vontade para todos os grupos. Apds o desaleitamento todos os animais passaram a
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receber a mesma dieta. Os animais foram inseminados aos 13,5 meses com 315 kg de
peso corporal. Dados de 88 animais na primeira lactacdo e 66 animais na segunda
lactacdo foram avaliados. N&o houve diferenca entre os grupos em idade e peso ao
primeiro parto. Nao houve diferenca em producéo de leite nas lactacdes avaliadas.

Terré et al. (2009) realizaram um estudo com 60 animais comparando aleitamento
convencional e aleitamento intensivo, 31 fémeas foram utilizadas no aleitamento
convencional (AC) e 29 no aleitamento intensivo (Al). A primeira semana de
experimento foi de adaptacdo, os animais em AC receberam 4L/dia a 12% de sélidos
totais (ST) e Al receberam 4L a 12% durante quatro dias e a 15% durante 0s outros
quatro dias. Ap6s a adaptacao os animais do AC receberam 4L a 12% de MS durante os
27 dias experimentais, e de 28 até 34 dias experimentais (50 dias de idade), 2 litros a
12%, quando foram desaleitados. Os animais do Al receberam 4 litros a 18% de MS nos
primeiros seis dias experimentais, dos dias 7 aos 13 6 litros a 18%, dos dias 14 a 20 7
litros a 18%, dos dias 21 aos 27 6 litros a 18%, dos dias 28 aos 34 3 litros a 18%, foram
desaleitados no 35° dia experimental (50 dias de idade). Os animais receberam 0 mesmo
sucedaneo (25% PB e 19% de gordura) e 0 mesmo concentrado (21% PB). Agua foi
fornecida a vontade. Ap6s o desaleitamento 0s animais passaram a receber a mesma
dieta. A lactacdo de 14 animais por tratamento foi avaliada e nenhuma diferencga foi
observada para producéo de leite e idade ao primeiro parto. Nesse estudo, a auséncia de
diferenca (P = 0,21) para producdo de leite pode ter sido devida ao pequeno numero de
animais (n = 14) avaliados.

Davis-Rincker et al. (2011) estudaram o efeito do aleitamento intensivo sobre o0
crescimento, idade a puberdade, idade ao primeiro parto e producéo de leite, fizeram
também andlise econdmica das estratégias. Foram avaliados 40 animais em cada grupo
experimental. O aleitamento convencional com sucedaneo (21,5% de PB, 21,5%
gordura) a 1,2% peso vivo (PV) na MS seca foi comparado com aleitamento intensivo
com sucedaneo (30,6% PB e 16,1% gordura) administrado a 2,1% PV na MS. Os
animais foram desaleitados aos 42 dias de idade. O grupo de AC recebeu concentrado
com 20% PB e Al concentrado com 24% PB. Apés o desaleitamento os animais foram
submetidos ao mesmo manejo sendo liberados para IA com 405 kg. Os animais em Al
foram 31 dias mais precoces a puberdade do que os animais em AC. Porém, essa
diferenca ndo se manteve, e a idade e peso ao primeiro parto e a producéo de leite ndo
foram diferentes entre os tratamentos, assim como ndo houve diferenca em produgéo de

leite. Quando foi avaliado o mérito genético dos animais houve tendéncia (p=0,08) para
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maior producdo de leite nos animais em Al. Os autores desse trabalho consideraram
essa tendéncia na avaliagdo econdmica, e ndo encontraram diferenca de custo entre os
tratamentos, deixando a cargo do produtor a escolha do melhor manejo nutricional das
fémeas.

Soberon et al. (2012) fizeram anélise de dados de duas fazendas distintas que
possuiam manejos parecidos. Uma aleitava os bezerros com sucedaneo (28% PB e 15%
ou 20% de gordura) e eram desaleitados aos 50 dias. Na outra, eram fornecidos 900 g/d
de sucedaneo comercial em volume final 3,8 litros (28% PB e 15% de gordura) sendo
0s animais desaleitados também aos 50 dias. Nesse trabalho, foram avaliados 0 GMD
durante o aleitamento, a ingestdo de energia proveniente do sucedaneo, além de outras
variaveis no modelo “Test day” para avaliar a influéncia do GMD no periodo de
aleitamento sobre a lactacdo futura das fémeas. Segundo os autores o plano nutricional
durante o aleitamento contribui com 22% da varia¢do na producéo de leite na primeira
lactacdo, mostrando que os planos nutricionais durante o aleitamento possuem efeito na
producdo dos animais.

Yunta et al. (2015) avaliaram os efeitos em curto e médio prazo, do fornecimento
de 4, 6 ou 8 L/d de sucedaneo duas vezes ao dia, sobre o desempenho e metabolismo de
glicose fémeas da raca Holandés. O sucedaneo foi preparado para conter 15% de sélidos
totais (ST) (22,8% PB e 19,4% gordura). Segundo 0s autores, 0s animais que receberam
6 ou 8 L/d de sucedaneo tiveram maior GMD durante o aleitamento e atingiram maior
PC, porém, durante o desaleitamento eles ndo conseguiram compensar a perda dos
nutrientes provenientes do sucedaneo com o aumento do consumo de alimentos sélidos,
0s animais que receberam 4 L/d passaram entdo a apresentar maior GMD. Por outro
lado, os animais que receberam 6 ou 8 L/d foram mais precoces a primeira I.A, ndo
sendo observada essa diferenca para idade a prenhes e taxa de concepcao.

Kiezebrink et al. (2015) utilizaram 152 fémeas da raga Holandés em dois
tratamentos: 4 versos 8 L/d de leite integral e relataram que ao desaleitamento as fémeas
alimentadas com 8 L/d apresentaram maiores PC e eram mais altas, porém, essas
diferencas desapareceram aos 112 dias de idade, ndo sendo observada nenhuma
diferenga nos parametro reprodutivos ou de producédo de leite na primeira lactacdo em
relacdo aos animais aleitados convencionalmente.

Em sintese, os resultados sdo controversos e as conclusdes mostram que aumentar
0 aporte nutricional no inicio da vida ndo garante um aumento da producdo de leite

futura. Existem muitos fatores de confundimento entre os trabalhos avaliados que
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dificultam a elaboracdo de uma conclusdo sobre o tema. Mais trabalhos devem ser
realizados buscando contornar esses fatores para maior seguranca das recomendag0es de
aleitamento. Fatores de manejo dentro da propriedade devem ser observados para
avaliar o grau de desafio dos animais em aleitamento, buscando utilizar uma dieta que
atenda aos requisitos nutricionais dos animais, de forma a melhorar a saude, o bem estar
e o desempenho. Além disso, fatores econdmicos devem ser levados em consideragao

para a tomada de decisao.

3.2 Puberdade de novilhas

A puberdade é definida como a manifestacdo da competéncia reprodutiva, evento
que marca o inicio da vida produtiva do animal, ocorrendo frequentemente, em novilhas
com a idade de 10 a 15 meses (Bos taurus) e de 15 a 17 meses (Bos indicus)
(Chenoweth, 1994).

Existem varios métodos para a deteccdo da puberdade em novilhas, sendo a
observacdo do comportamento de estro o método mais utilizado nas fazendas. A
puberdade pode também ser detectada pela palpacdo do primeiro corpo luteo e/ou a
primeira dosagem de progesterona no plasma ou soro com concentracdo acima de
Ing/mL (Gasser et al., 2006).

A primeira ovulacdo e a puberdade ndo sé@o sempre coincidentes, uma vez que
ovulacdes silenciosas de fase lGtea curta podem ocorrer na fase pré-pubere (Moran et
al., 1989). Por isso, Moran et al. (1989) definem puberdade como ovulacdo que resulta
em fase lGtea de duracdo normal, uma vez que, ovulacdo com fase litea reduzida pode
ndo ser uma ovulacao fértil, ou seja, ndo resulta em prenhes ja que ocorre liberacdo de
prostaglandina F 2a (PGF 2a)) antes do reconhecimento materno da gestacao.

Apdbs a puberdade o processo de maturacdo sexual, continua por algum tempo,
como evidenciado pelo aumento expressdo comportamental no estro e aumento da
fertilidade (Bagley, 1993).

3.2.1 Eventos enddcrinos ligados a puberdade

A puberdade envolve a maturacdo do eixo hipotaldmico-hipofisario-gonadal, e é
dependente de secrecdo adequada de hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH) e,
consequentemente de hormonio luteinizante (LH). Antes do inicio da puberdade a

secrecdo do GnRH esté inibida pelo feedback negativo do estradiol circulante. Opidides
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enddgenos também parecem fazer regulacdo conjunta com o estradiol na regulacdo da
secre¢édo das gonadotrofinas (Wolfe et al., 1992).

A medida que as novilhas se aproximam da puberdade a concentracdo de
receptores de estradiol encontrados na parte anterior e média do hipotadlamo sofre
declinio e o feedback negativo do estradiol diminui gradativamente (Day et al., 1987).
Durante essa fase de declinio do feedback do estradiol, ocorre aumento na frequéncia de
pulsos de LH, aproximadamente 50 dias antes da puberdade, essa fase é chamada
periodo peripuberal (Day et al., 1987) e esse comportamento do LH é uma das
caracteristicas mais importantes das mudancas hormonais que resultam na puberdade. A
alta frequéncia de pulsos de LH estimula a maturacgéo folicular, o que gera aumento no
estradiol circulante. Essa elevacdo do estrogeno causa feedback positivo no GnRH
resultando em ovulacdo (Gonzalez-Padilla et al., 1975).

A concentracdo de progesterona aumenta rapidamente imediatamente antes da
puberdade. Este aumento pré-plbere de origem lGtea resulta da primeira ovulacdo néo
fértil. Esse aumento causado pela fase lutea curta auxilia a regular os receptores de
progesterona no utero e na prevencao de liberagdo prematura da PGF2a resultando em
ciclos estrais de duracdo normal (Garverick et al., 1992).

Até a puberdade o trato reprodutivo das novilhas passa por mudancas, levando ao
aumento do tamanho e peso do Utero, cérvix e vagina, rapidamente antes da puberdade
(Honaramooz et al., 2004). Este rapido crescimento do trato reprodutivo ocorre,

parcialmente, devido a estimulacdo do aumento das concentracGes de estrdgeno.

3.2.2 Estimulos endécrinos e neuroldgicos para puberdade

A secrecdo em concentracdes adequadas de GnRH é preponderante para a
ocorréncia da puberdade, porém, os mecanismos que levam ao aumento da secre¢do
episddica de GnRH ainda ndo séo totalmente conhecidos. O GnRH é produzido pelos
neurdnios que se originam no nervo craniano olfativo e migram para o cérebro anterior
durante a vida embrionaria (Wray et al., 1989). Em ruminantes domésticos, a baixa
frequéncia de liberagdo de GnRH/LH antes da puberdade em fémeas, pode ser
consequéncia da alta sensibilidade do eixo neuroenddcrino para o efeito inibitério do
estradiol (Foster e Ryan, 1979).

Na fase pré-pubere, elevadas concentragdes de estradiol fazem efeito estimulador
sobre o0 eixo hipotalamo-hipéfise, promovendo os picos pré-ovulatérios de GnRH

(Yoshioka et al., 2001). Apesar do importante papel do estradiol no controle da secre¢do
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de GnRH, os neurdnios liberadores de GnRH nao contém o receptor a de estrogeno e
outros tipos de receptores encontrados ndo tem funcéo clara no controle de liberagdo de
GnRH (Noel et al., 2009). Por isso, uma variedade de sinais inibitorios e excitatorios
tém sido estudados para entender o controle da atividade de GnRH podendo afetar a
funcdo por mecanismos sinapticos e nao sinapticos.

O &cido gama-aminobutirico (GABA), e opiodides enddgenos neuropeptideo Y
(NPY) sdo moléculas inibidoras que influenciam diretamente a secrecdo de GnRH. O
glutamato, kisspeptina, neuroquinina B, e fator de crescimento semelhante a insulina 1
(IGF-1) sdo fatores estimulantes. Uma alteracdo de sinais inibitorios para excitatorios
esta envolvida no aumento da frequéncia de pulsos GnRH (Ojeda e Skinner, 2006). O
Acido gama aminobutirico (GABA) ¢ considerado o principal neurotransmissor inibidor
para secrecdo de GnRH antes da puberdade em primatas, em ovinos ele parece suprimir
a sintese e a liberacdo do GnRH (Ciechanowska et al., 2009).

Peptideos opidides enddgenos também enviam sinais inibitorios para neurénios
liberadores de GnRH. A administracdo do inibidor do opidide naloxona, estimula a
liberacdo de LH em ovelhas e novilhas pré-paberes (Wolfe et al., 1992). O NPY, é
conhecido por seu envolvimento no controle de diversas funcGes do hipotalamo.
Axonios contendo NPY sdo observados ao longo do cérebro (Fetissov et al., 2004). Nos
ruminantes, o0 NPY tem efeito inibitorio sobre a liberacdo de LH e de GnRH na presenca
e na auséncia de estradiol. Ja o glutamato € conhecido como um estimulador da
liberacdo de GnRH (Ojeda e Skinner, 2006). O glutamato induz liberacdo de LH em
ovelhas pré-puberes e a puberdade em cabras (Meza-Herrera et al., 2011).

A kisspeptina, um produto do gene KISS1, é um estimulador potente da liberagdo
de GnRH e tem sido considerado um “gatilho” importante da maturagdo reprodutiva em
mamiferos (Kauffman, 2010). J& o IGF-1 é um hormdnio que tem atividade de
promocdo de crescimento, propde-se que seja um dos fatores derivados da glia que
estimulam a liberacdo de GnRH (Ojeda et al., 2008). Os neurdénios de GnRH contém
receptores do IGF-1, e o IGF-1 pode ter acdo na expressao e liberagcdo de GnRH

facilitando o processo de puberdade (Hiney et al., 1996).

3.2.3 Fatores que afetam a idade a puberdade
A idade a puberdade é influenciada por varios fatores incluindo: peso e
composi¢do corporal, raga, nutricdo e genética. Além disso, quaisquer fatores de

impacto negativo como incidéncia de doencas e condigdes climaticas desfavoraveis



26

podem causar reducdo no desempenho e, portanto, atrasar a puberdade. Schillo et al.
(1992) demonstraram que a puberdade é influenciada mais pelo PC do que pela idade.
Porém, animais de diferentes potenciais de tamanho adulto (frame size), podem ter o
mesmo PC e ndo entrarem juntos na puberdade, o que indica que a composi¢éo corporal
é importante, principalmente a quantidade de gordura na carcaca. Embora o mecanismo
molecular que ligue a nutricdo a funcdo reprodutiva ndo seja completamente
compreendido, este pode envolver a sinalizacdo por hormonios que incluem a insulina,
horménio do crescimento, IGF-1, grelina e a adiponectina (Cheng et al., 2011). A raca é
outro fator importante na diferenca de idade e peso a puberdade. Geralmente, racas que
possuem maior tamanho a idade adulta sdo mais pesadas e mais velhas a puberdade
(Laster et al., 1972). Um fator muito importante para a puberdade é o plano nutricional
em que o animal foi submetido. A leptina pode ter papel fundamental na programacéo
das vias do hipotalamo que controlam funcdes neuroenddcrinas (Pinto et al., 2004).

Com o avango da biologia molecular estdo sendo descobertos marcadores
genéticos que indicam se o animal tem maior ou menor probabilidade de ser precoce a
puberdade, sendo essa linha de pesquisa muito estudada para novilhas de corte (Fortes
etal., 2010).

3.3 Desenvolvimento da glandula mamaria e influéncia da nutricdo sobre o seu
desenvolvimento

O desenvolvimento da glandula mamaria das fémeas tem inicio antes do
nascimento. No primeiro dia de vida do animal ja é possivel identificar o parénquima
mamario, que nessa fase € composto por um sistema de ductos rudimentares. O
parénquima (PAR) é circundado por tecido adiposo (fat pad) (Turner, 1930). O fat pad
¢ um conjunto de tecido conjuntivo, adiposo, vasos sanguineos e linfaticos e nervos
(Turner, 1930). Do nascimento até em torno dos 2-3 meses de idade o conjunto de
tecidos que formam a glandula mamaria crescem na mesma taxa do corpo (crescimento
isométrico) (Meyer et al., 2006).

Apbs essa primeira fase de crescimento, o animal entra em uma fase de
crescimento alométrico. Nessa fase, que vai de 2-3 meses até a puberdade o paréngquima
cresce a uma taxa mais rapida do que o corpo (Meyer et al., 2006). Apos a puberdade a
glandula mamaéria passa por mais uma fase de crescimento isométrico até a gestacéo.
Nesse ponto o ciclo estral € o maior estimulador do desenvolvimento mamario, sendo

que a cada estro do animal o parénquima passa por uma fase de crescimento (Sinha e
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Tucker, 1969). Durante a gestacdo e principalmente no terceiro trimestre da prenhes,
ocorre 0 maior desenvolvimento da glandula mamaria com a diferenciacdo das células
epiteliais do parénquima em células produtoras de leite, formando os alvéolos (Sinha e
Tucker, 1969). A proliferacdo e diferenciacdo dessas células estdo quase completas ao
parto (Sejrsen et al., 2000). Apos o parto, proliferacdo celular ocorre a taxa isométrica
para renovacdo celular ao longo da lactagdo. Apoptose celular (morte celular
programada) também ocorre, e quando a taxa de apoptose € maior que a taxa de
renovacdo, ocorre reducao na producdo de leite, sendo melhor observada ao fim da
lactacdo (Capuco et al., 2001).

O GMD excessivo na fase de crescimento alométrico da glandula mamaria, que
coincide com o pds-aleitamento, tem sido alvo de pesquisas de longa data, muitos
autores associam maiores taxas de ganho nessa fase com desenvolvimento prejudicado
da glandula mamaria e menor producéo de leite na primeira lactacdo (Sejrsen & Purup,
1997; Radcliff et al., 2000). Outros trabalhos sugeriram que ndo ha efeito negativo
quando a dieta tem equilibrio entre proteina e energia (Capuco et al., 1995; Dobos et al.,
2000; Whitlock et al., 2002) e Meyer et al. (2006) ndo encontraram efeito prejudicial
quando a idade dos animais é colocada na analise estatistica como covaridvel, uma vez
que animais em planos nutricionais mais altos sdo mais precoces.

Os resultados na literatura séo controversos e podem estar associados a diferencas
nos métodos de avaliacdo (Lohakare et al., 2012).

Ja o impacto da nutricdo durante o aleitamento sobre o desenvolvimento da
glandula maméria (fase de crescimento isométrico) ganhou mais relevancia nos Gltimos
anos devido a estudos que demonstraram aumento na producgéo de leite quando maior
aporte nutricional é dado durante o periodo de aleitamento (Soberon et al., 2012).
Segundo Esselburn et al. (2015) é crenca geral de que o aumento do plano de ingestdo
de nutrientes durante os primeiros dois meses de vida ndo prejudica o crescimento do
parénquima mamario, e pode realmente aumentar o crescimento independente do ganho
de peso do animal. Brown et al. (2005) demonstraram que 0 aumento nutricional nessa
idade levou a maior desenvolvimento do paréngquima mamario.

A quantidade de leite que uma vaca produz esta correlacionada positivamente com
0 numero e funcdo de células epiteliais mamarias (Boutinaud et al., 2004), e isso pode
estar relacionado com a formagdo do tecido mamaério no periodo pré-puberal. O
potencial produtivo de um animal esta relacionado a genética, mas o manejo que ele

esta inserido pode alterar a expressao dessa caracteristica. Dentro dessa légica, estudos
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tém sido feitos para entender como a nutricdo no periodo de aleitamento pode afetar o
desenvolvimento da glandula mamaria, principalmente o PAR, e se isso pode ou néao
impactar na producéo futura.

Estudos que visam entender a nutricdo e seu impacto no desenvolvimento do PAR
tém sido prejudicados pela limitacdo de técnicas para obter informacgdes sobre a
glandula mamaria. Para obter essas informacGes era necessério abater os animais,
impedindo os pesquisadores de estudar as implicagdes em longo prazo da quantidade de
PAR no inicio da vida, por exemplo sua relacdo com a producéo de leite (Esselburn et
al., 2012). Avancos na tecnologia de ultrassom com melhor resolugcdo de imagens tém
permitido que os pesquisadores realizem esse tipo de analise.

Nishimura et al. (2011) realizaram um trabalho comparando as imagens de
ultrassom da glandula mamaria com as caracteristicas encontradas no abate, validando
essa técnica.

Diferengas no desenvolvimento da glandula mamaria no inicio da vida do animal
podem ser a explicagcdo para o aumento na producdo de leite de fémeas que foram
submetidas a maior plano nutricional. Diante dos resultados controversos encontrados
na literatura sobre esse possivel aumento, estudos que incluam a avaliacdo da glandula
nas diferentes fases de crescimento associado com os dados de producéo de leite podem
ajudar a definir melhor se a nutri¢do no inicio da vida pode influenciar a produtividade

futura do animal.
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5. SITUAC}AO DOS ANIMAIS NO PERIODO PRE-EXPERIMENTAL:

Foram utilizadas 60 fémeas mesticas Holandés x Gir em grupos genéticos ¥
Holandés, 7/8 Holandés a Holandés puro por cruza (PPC). Os animais foram
distribuidos aos tratamentos mantendo balanceamento quanto a composicdo genética,
peso ao nascimento e concentracdo de proteina total serica. Nasceram de abril a junho
de 2014 e tiveram peso médio de 34,5 * 4,6 kg. Foram alojados em abrigos individuais
sobre pastagem tropical (Cynodon sp). Até 56 dias de idade, as fémeas receberam

quatro diferentes dietas liquidas em relacdo aos solidos totais (ST): 13,5% (n=15),
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16,1% (n=15), 18,2% (n=13), 20,4% (n=15). Todos os animais receberam de 5 a 56 dias
de idade 6L de leite integral em duas refeigdes iguais em baldes as 08 e 16 h. A
correcdo de ST feita com adicdo do sucedaneo Sprayfo Violeta SSP. Concentrado
comercial (Soylac Rumen 20% floculado, Total Alimentos) e agua foram fornecidos a
vontade. O desaleitamento iniciou-se aos 56 dias de idade com o fornecimento da
metade do volume inicial pela manhd. Aos 60 dias os animais foram desaleitados e
permaneceram individualizados recebendo &agua, e 0 mesmo concentrado, sendo
introduzida a dieta silagem de milho a partir dos 70 dias de idade. Todos os alimentos
foram fornecidos a vontade em baldes com capacidade para 8 litros. Apds o
desaleitamento ndo houve diferenca (p<0,05) no consumo de concentrado, agua e
silagem para os animais experimentais. Aos 90 dias, o peso corporal, as medidas de
desenvolvimento corporal e a eficiéncia alimentar estdo apresentados na tabela 1. Dois
animais do tratamento 18,2% ST foram retirados do experimento por motivo de morte e

fratura de membro.

Tabela 1. Peso corporal (kg), eficiéncia alimentar (g/g) e medidas de crescimento

corporal (cm) de novilhas aleitadas com diferentes % ST durante o aleitamento até os 90

dias de idade

Grupos, % ST P-valor!
Item 135 16,1 182 204 EPM T P TxP
PC (kg) 101,5 104,9 107,1 110,7 2,36 0,01 <0,01 0,91

Medidas de crescimento corporal (cm)

Altura de cernelha 919 924 936 94 0,2 0,06 <001 0,53
Perimetro toracico 100,5 101,5 103,9 1043 0,3 <0,01 <0,01 0,29
Largura de garupa 23,7 243 246 246 01 0,03 <0,01 0,89
Eficiéncia alimentar 032 031 030 029 001 052 <0,01 0,99

6. ARTIGO CIENTIFICO
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Increasing amounts of milk replacer powder added to whole milk and the post-
weaning effects on performance, reproduction, glucose metabolism and mammary
fat pad in dairy heifers.
ABSTRACT

The aim of this paper was to determine the effect of increasing total solids (TS) on the
liquid diet composed of whole milk with addition of milk replacer powder in
preweaning on performance, age at puberty, age at first insemination, glucose
metabolism and mammary fat pad of dairy heifers. Crossbreed Holstein x Gyr heifers (n
= 58) were distributed in four different treatments during preweaning period, which
consisted of liquid diets with different TS concentrations: 13.5% (n = 15); 16.1% (n =
15); 18.2% (n = 13) and 20.4% (n = 15), provided up to 59 d of age. From 60 to 89 d of
age the animals received the same starter from the preweaning period and corn silage
was added to the diet at 70 d of age. From 90 to 104 d of age the animals were adapted
to the postweaning diet. At 105 d of age, the animals were distributed in 4 collective
paddocks, with electronic feed and water bins (Intergado® Ltd., Minas Gerais, Brazil)
and received the same total diet ad libitum. Individual evaluations of feed and water
intake, body weight and body development were performed until artificial insemination
(Al) of heifers at 350 kg BW. Ultrasound mammary gland evaluations were performed
from 120 d of age until puberty. Puberty was considered to have occurred when plasma
progesterone concentrations of 1 ng/mL were present in 2 consecutive samples. The
date of puberty was recorded as the time of the first of these samples were collected.
Glucose tolerance test was performed at 280 d of age. The increased TS concentration
of liquid feed during the preweaning period did not affect dry matter intake,

performance, age at puberty, age at first Al, glucose metabolism and fat pad of the
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mammary gland. However, measurements of hip width and heart girth linearly increased
up to 150 and 240 d of age, respectively.
Key words: age at first artificial insemination, long-term effects, mammary gland,

puberty

INTRODUCTION

Different strategies for increasing nutrient intake of liquid feed diets in the
preweaning and their effects on the performance (Omidi-Mirzaei et al., 2015; Azevedo
et al., 20164, b; Overvest et al., 2016), health (Obeidat et al., 2013; Ballou et al., 2015),
behavior (Miller-Cushon et al., 2013; Guindon et al., 2015; Jensen et al., 2015),
postweaning performance (Terré et al., 2009; Kiezebrink et al., 2015; Azevedo et al.,
2016a), insulin resistance (Bach et al., 2013; MacPherson et al., 2016) and mammary
gland development (Esselburn et al., 2015; Geiger et al., 20164, b) of dairy heifers have
been evaluated. These strategies aim to increase nutrient intake of the liquid diet
compared to conventional liquid diet feeding (10% of BW at birth) for improving the
future productivity of animals. Studies investigating the long-term effects of preweaning
calf management with higher growth rates in reproductive traits, performance and gland
development have shown variable results (Raeth-Knight et al., 2009; Yunta et al., 2015;
Gelsinger et al., 2016). According to Bach et al. (2013), the supply of liquid diet twice a
day intensively (8 L/d) led to lower insulin sensitivity during the preweaning period.
Nevertheless, this effect was not evaluated in the long-terms.

The evaluation of mammary gland development (parenchyma and mammary fat
pad) of heifers that received or not intensive nutrition is usually done after the slaughter
(Capuco et al., 1995; Brown et al., 2005; Geiger et al. 2016a, b), and then it is

unfeasible to follow the animal during its development, besides presenting high costs,
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limiting the research. Nishimura et al. (2011); Albino et al. (2015) and Esselburn et al.
(2015) used ultrasonography to evaluate developmental characteristics and lesions of
the mammary gland in dairy heifers.

The aim of this study was to evaluate the effect of increased TS concentrations in
whole milk added with milk replacer powder during the preweaning period and its long-
term effects on performance, age at puberty, age at first artificial insemination (Al),
glucose metabolism and development of the mammary gland of dairy heifers. Our
hypothesis is that heifers fed higher TS levels of liquid diet will present a reduction in
age at puberty and first Al, and may present alterations in glucose metabolism and in

the fat pad of the mammary gland compared to the lower TS concentrations.

MATERIAL AND METHODS

The study was approved by the Ethics Committee of Embrapa Dairy Cattle, Brazil
(protocol no. 21/2014). The experiment was conducted at the Embrapa Dairy Cattle
Experimental Farm, located in Coronel Pacheco, Minas Gerais, Brazil.
Animals, Housing, Management and Treatments

Holstein x Gyr crossbred heifers (n = 58) 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) that evaluated the effect of increasing solids
concentration by the addition of milk replacer powder (MRP) to whole milk on the
performance, intake and health from 5 to 89 d of age. The animals were randomly
distributed in four treatments, trying to maintain the balance of BW at birth, total
plasma protein concentration and genetic composition. Detailed descriptions of the
facilities, initial care and nutritional composition of the diets from preweaning (5to 59 d

of age) and postweaning (60 to 89 d of age) can be found in Azevedo et al. (2016a).
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Preweaning treatments consisted of increasing amounts of MRP (Sprayfo Violet
SSP, Sloten BV, Deventer, the Netherlands) added to 6 L/d of whole milk (12.6 + 0.7%
TS, mean + SD; Table 1) to adjust the TS to expected concentrations of 13.5 + 0.53% (n
= 15), 16.1 £ 0.03% (n = 15), 18.2 + 0.14% (n = 13) and 20.4 + 0.24% (n = 15). The
MRP was added to the whole milk immediately before it was supplied to 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 Coragdes, Brazil) and water were offered ad libitum during the experimental
period. At 70 d of age, corn silage was included in the diet. Between 90 and 104 d of
age, heifers were housed in pens (280 m2/pen), distributed in four groups according to
birth date, for socializing and adaptation to the total mix ration (TMR) composed by
corn silage and concentrate.

At 105 d of age, heifers were moved, keeping the previous groups, to pens with
450 m? equipped with three electronic feed bins and one electronic water bin
(Intergado® Ltd., Minas Gerais, Brazil). The TMR (Table 1) was offered twice a day
(0800 and 1500h). TMR consisted of 2 kg concentrate/animal, including 1.2% mineral
premix and corn silage ad libitum, which was adjusted weekly for 10% leftovers.

Animals were observed daily for any injury or disease problems and treated
according to the normal farm management practices.
Intake, Performance and Growth

Performance, body frame development, feed and water intake of heifers were
monitored from 105 d of age until the first Al. All heifers received an ear tag with a

passive transponder (FDX - ISO 11784/11785; Allflex; Joinville, SC, Brazil), which
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allowed the individual recording of daily feed intake and water consumption by the
Intergado® electronic system, previously validated by Chizzotti et al. (2015). Feed
efficiency was calculated using the ratio between ADG and total DM intake (Khan et
al., 2007).

Heifers were weighed before morning feeding time at 7-d intervals using
electronic scale (Toledo MGR — 2000, Brazil). Regression models were created to
calculate the weight of the animals at the evaluated ages, from 120 d of age. The ADG
was calculated as the difference in weight between the evaluated periods divided by the
number of days within the interval. The morphometric measurements were performed
every 14 d, in two replications, in a flat location, allowing the animals to remain with
their limbs well-set. The withers height (distance from the withers to the ground) and
hip height (from iliosacral tuberosity to the ground) were evaluated using a hipometer
(Walmur, Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil). The heart girth (directly behind the
front legs) and the hip width (distance between the two iliac tuberosity) were evaluated
with a tape (Bovitec, Sao Paulo, Sao Paulo, Brazil).

Reproductive Performance

To determine the age of puberty, blood samples were collected weekly from each
heifer that had reached 200 kg of BW. Blood was collected in EDTA tubes and plasma
was immediately separated by centrifugation at 1500 g for 15 min and stored at -20° C
until it was analyzed for progesterone concentrations using solid-phase
radioimmunoassay Kkits (ImmuChem Coated Tube, ICN Paharmaceuticals, Inc., Costa
Mesa, CA, EUA). The intra-assay and inter-assay were 12% and 11%, respectively. In
addition, all data were within the maximum and minimum points of the curve. Puberty
was considered to have occurred when plasma progesterone concentrations of 1 ng/mL

were present in 2 consecutive samples. The age of puberty was recorded as the time the
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first of these samples was collected. BW at puberty was estimated by interpolation from
2 weekly weighing. The age at first Al was calculated as the age the animal reached 350
kg, since that was the BW stipulated for the beginning of the Al protocol. All evaluated
animals had already entered puberty before reaching 350 kg.

Mammary Ultrassound

The mammary gland development in heifers was evaluated monthly, from 120 d
of age until puberty. Ultrasound images were obtained 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 remained standing and were contained in Coimma® Head Gate
(Dracena, Sao Paulo, Brazil), 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 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).

An image of each mammary gland of each animal was captured. 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
each image, four squares with 20 mm? were randomly drawn, avoiding the area above
the teat cistern by about 4 mm (Albino et al., 2015). The average pixels of each square
was grouped to calculate the average pixels in each image. The average pixels of the
front and rear mammary glands were obtained, grouped for each animal and in each
period. Specifically, in 8-bit images, each pixel was represented numerically on a scale
of 255 thousand shades of gray (0 = black; 255000 = white) according to its brightness

(Ferreira and Rasband, 2011). The amplitude or brightness of pixels (0-255000 scale)
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can be defined in terms of echogenicity, that is, structures with high capacity to reflect
sound waves are hyperechoic and with more pixels (adipose tissue). Structures with
limited capacity to reflect sound waves are hypoechoic and have fewer pixels
(mammary parenchyma) (Albino et al., 2015).
Glucose Tolerance Test

Heifers (13.5% TS, n =6; 16.1% TS, n=6; 18.2% TS, n=7, and 20.4% TS, n =
7) were given an intravenous glucose tolerance test (GTT) at 280 £ 5 d of age. To
ensure that basal plasma glucose levels were achieved before the infusion, TMR was
withdrawn 8 h before the GTT time. The GTT consisted of an intravenous infusion of
glucose (0.3 g of glucose/kg of BW [50% dextrose solution]) (Glucose 50%,
Isofarma®, Eusébio, Ceard, Brazil) via jugular catheter (administered over 1 min). The
dose was based on previous studies reported in calves (Bach et al., 2013; Yunta et al.,
2015). The GTT was measured 5 h post morning feeding (1300h). Blood samples were
collected at -20, -10, -1, O, 5, 10, 20, 30, 40, 60, 80, 100, and 240 min relative to the
glucose infusion. During sampling, heifers were restricted from access to TMR and
water at all times.
Blood Samples

Each blood sample was collected using sodium-heparinized vacuum tubes for
glucose analyses and vacutainers without anticoagulant for insulin analyses (BD
Vacutainer Systems, Plymouth, UK), immediately chilled on ice, and then centrifuged
at 1.800 x g for 10 min. Plasma and serum were decanted and stored at —20°C until
analyzed for glucose and insulin concentrations. Plasma glucose was measured on a
microplate Spectrophotometer EON (Biotek Instruments Inc., Vermont, EUA) using an
enzymatic colorimetric method (Kovalent do Brazil Ltda., Rio de Janeiro/RJ). The

within-run and between-run CV were < 3%. Insulin was analyzed using a bovine ELISA
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kit (Mercodia, Uppsala, Sweden). The within-run and between-run CV were < 7.0 and
8.2%, respectively.
Nutritional Composition Analysis

Samples of the total diet, silage and concentrate supplied were collected three
times a week, then mixed to form a weekly sample and stored at —20°C until processing
and analysis could be completed as described under laboratory analysis. Feed samples
(TMR and corn silage) were dried in a forced-ventilation oven at 55°C for 72 h, and
were ground to a 1-mm particle size in a Wiley Mill (model 3, Arthur H. Thomas Co.,
Philadelphia, PA). All samples were analyzed for DM, CP, ether extract, Ash, TDN, Ca
and P, according to the International AOAC (1990). The NDF and ADF were analyzed
in sequence using the method describe by Van Soest et al. (1991) (Table 1).
Statistical Analysis

Data were analyzed using SAS 9.0 (SAS Institute Inc., Cary, NC). Regression
models were generated for intake, performance and growth data to compare the animals

among the periods of 120, 150, 180, 210 and 240 d of age. For glucose and insulin

during the GTT, blood samples collected at —20, — 10, and 0 min relative to glucose

infusion were used to determine baseline concentrations of glucose and insulin. The
maximum increase in glucose and insulin were the mean maximum concentrations
achieved by each group post-glucose infusion, and the insulin/glucose rate at 10 min
post infusion was calculated by dividing the insulin concentration by the glucose
concentration at that evaluated time. The positive incremental area under the curve
(AUC) for glucose and insulin was evaluated using the trapezoid rule for values above
baseline and was calculated over 540 min for the postprandial responses and 60 min for
the GTT. The clearance rate of glucose and insulin during the GTT were calculated

using the method established by Pires et al. (2007):
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Clearance rate (%/min) = {(In[ta] — In[tb])/(ta — th)} x 100,

where [ta] and [tb] are the concentration of insulin or glucose at times ta or tb,
respectively. Furthermore, insulin sensitivity was estimated using a simplified model
described by Christoffersen et al. (2009). Other studies that evaluated glucose
metabolism in young and old heifers used similar methodologies (Bach et al., 2013;
Yunta et al., 2015; MacPherson et al., 2016).

The variables before puberty and glucose metabolism were analyzed using a
repeated-measures mixed model (PROC MIXED), including heifer as the random
component and treatment, week, block (group genetic [¥% Holstein (n = 20), 7/8 Holstein
(n = 28) e Holstein (n = 10)]), and their interaction as fixed components. The variables
regarding the mammary gland development were analyzed using a repeated-measures
mixed model (PROC MIXED), including heifer as the random component and
treatment, week, block (group genetic), mammary gland (front and rear), and their
interaction as fixed components. Differences among treatments were assessed using
orthogonal polynomial contrasts to estimate linear, quadratic, and cubic effects of
increasing TS concentrations of liquid feed during the preweaning. The differences
between groups for the variables BW at puberty, body frame development at puberty,
age at puberty and age at first Al were assessed using orthogonal polynomial contrasts
to estimate linear, quadratic, and cubic effects of increasing TS concentrations of liquid
feed during the preweaning. It was analyzed differences on average pixels in the
mammary gland (front and rear) and differences between genetic groups, including
mammary gland or genetic group as a fixed effect and using a Tukey adjustment for P-
values. Least squares means for each treatment were reported. The variables age, BW at
280 d of age and body condition score were considered covariates for the glucose

metabolism analyses. Significance was declared at P < 0.05.



47

RESULTS AND DISCUSSION
Intake, Performance and Growth Measurements from 120 to 240 d of age

Total dry matter intake and water consumption up to 240 d of age were similar
among the treatments and increased with the age (P < 0.01; Table 2), following the
same pattern observed by Azevedo et al. (2016a) at postweaning (60-90 d of age). At
120 d of age, the mean DMI was 3.2 kg/d (37%) lower than at 240 d of age (5.1 kg/d).
The water consumption at 120 d of age was 14 kg/d, corresponding to 34% less than
that observed at 240 d of age (21 kg/d).

Azevedo et al. (2016b) demonstrated that male calves receiving the same TS
concentrations of liquid diet evaluated in the present study did not show differences in
ruminal development, indicating similarity between the digestive and absorptive
capacities of the animals. These results suggest that the provision of higher TS
concentrations of liquid diet during the preweaning period did not affect the rumen
development of heifers, therefore not compromising feed consumption in the
postweaning period. The same was observed in other studies, which demonstrate that
the provision of higher volume of liquid diet does not impair the development of the
digestive tract, especially when strategies are adopted such as weaning at 57 d of age
(Eckert et al. 2015) or gradual weaning (Khan et al., 2007, Sweeney et al., 2010;. Silper
etal., 2014)

The final BW, ADG, feed efficiency, as well as withers height and hip height up
to 240 d of age were similar among treatments (Table 2). Interactions (P < 0.05; Table
2) among treatments and ages for heart girth and hip width up to 240 d of age were
observed. Up to 180 d of age there was an increase (linear, P < 0.05) in the heart girth of

heifers fed with higher TS concentrations in the liquid diet during the preweaning
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period, with no effect after 210 d of age (Figure 1a). For hip height measurements, a
linear growth (P < 0.05) was observed according to the increasing TS concentrations in
the liquid diet during the preweaning period up to 120 d of age, with no effect after 150
d of age (Figure 1b). Disappearance of residual gains in the medium and long-terms
were also observed by Kiezebrink et al. (2015), who did not find BW differences from
354 d of age in animals that received 4 or 8 L/d of liquid diet until 56 d of age and
verified that differences in hip height disappeared at 112 d of age. Yunta et al. (2015)
reported that at 300 d of age there was no difference in BW between heifers fed with 6
or 8 L/d of liquid diet during the preweaning period.
BW and Development at Puberty, and Reproductive Parameters

BW and body development measurements were similar among treatments (Table
3) at puberty. Age at puberty and age at first artificial insemination were similar among
treatments (Table 3). The supply of 6 L/d of 13.5% TS in the liquid diet during the
preweaning phase was sufficient to ensure satisfactory body development of the
animals. Since there was no difference in ADG at postweaning, the onset of puberty
occurred at a similar age between the groups. Therefore, the "carry over"” effect of the
greatest nutritional plan during the preweaning period on age at puberty and age at first
Al did not occur. According to Schillo et al. (1992), puberty occurs when animals reach
40-50% of adult BW. Since there was no difference in BW between the animals from
120 d of age, the onset of puberty occurred at similar ages for all heifers.

Similar results were observed by Terré et al. (2009) and Yunta et al. (2015), who
did not find differences in conception age and age at first calving in animals fed with 3
or 7 L/d of liquid diet and animals fed with 4.6 or 8.0 L/d, respectively. On the other
hand, Shamay et al. (2005) verified that heifers receiving liquid diet ad libitum

delivered 23 d before animals fed 450 g DM/d of liquid diet.
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It is important to point out those heifers in this study entered puberty on average
at 10 months of age, younger than previously reported by Facé et al. (2005) for
crossbred HG heifers. It shows that crossbred animals raised under experimental
conditions and with nutritional management adopted up to 90 d of age (Azevedo et al.,
2016a) and in the preweaning period have potential to express precocity.

Glucose metabolism

The increase in glucose and serum insulin concentration after GTT (measured as
the area under the curve) was similar between heifers that received different TS
concentrations in liquid diet during the preweaning period (Table 4), indicating that the
animals were able to control blood glucose effectively. The maximum concentration of
glucose and insulin (above baseline) and glucose or insulin clearance time to reach basal
concentrations were similar among treatments, justifying the similarity between insulin
sensitivity among treatments (Table 4). This indicates that the provision of greater
amounts of TS during the preweaning period in two daily supplies did not cause insulin
resistance. Similar results were observed by MacPherson et al. (2016), who also did not
find alterations in the glucose metabolism for heifers receiving 4 or 8 L/d of liquid diet
and that were submitted to the GTT in the pre and the postweaning period.

In the present study, GTT was performed only in the postweaning period. If
insulin resistance occurred at some stage of the animal's life, this condition disappeared
before 280 d of age, when GTT was performed. Yunta et al. (2015) verified that
differences in glycemia among the groups found in the preweaning period disappeared
at 84 d of age and reversed at 300 d of age. Complementary, heifers receiving 8 L/d
required lower amounts of insulin to control blood glucose than heifers who received 4
or 6 L/d of liquid diet in the preweaning period. These results indicate that the insulin

resistance condition in animals with high nutrition levels during preweaning period may
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occur, but it seems to be a transient condition. Studies of glucose metabolism in heifers
at pre and postweaning periods should be performed to better understand the effect of
diets on glucose metabolism, since the mechanisms of insulin secretion by the pancreas
in response to concentrations of glucose after birth are not fully developed until several
months after birth. After two months of age, specific changes occur in the liver and
rumen gene expression to sustain the use of energy derived from ruminal fermentation
(Gritter and Blum, 1991; Baldwin et al., 2004). During the transition in which the
animal becomes completely ruminant with reduced supply of lactose as an energy
source, adaptations in glucose metabolism occur (Baldwin et al., 2004), which may
prevent the persistence of possible insulin resistance present in the previous period.
Mammary gland

The average pixels in the mammary fat pad area was not influenced by the TS
concentrations of the liquid diet provided during the preweaning period (Table 5), with
an increase in the average pixels as heifers developed (P = 0.01, Figure 1c). This
indicates that the increase of fat pad in the mammary gland occurred according to age,
with no residual effect of nutrition in the preweaning period on the development of the
mammary gland in the postweaning period. According to Capuco et al. (2005), as the
BW of animals increase, the fat pad of the mammary gland also increases. Meyer et al.
(2006) found no differences in parenchyma composition among animals submitted to
restricted or elevated nutritional plans, showing that the development of parenchyma
seems to be more related to the chronological age than to nutrition. However, the fat pad
is sensitive to nutritional changes and the higher the nutrient intake the greater the
accumulation of lipids in the adipocytes, resulting in hypertrophy (Meyer et al., 2006).
All animals were evaluated at the same age and there was no difference for BW and

ADG in the studied periods, which may justify the absence of differences in mammary
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fat pad among groups. These results, combined with that observed by Azevedo et al.
(2016b), who reported that there was no change in the percentage of fat in the body
composition of male dairy calves under diets with TS concentrations similar to that of
the present study, support the hypothesis that the same has occurred for the body
composition and the mammary gland of heifers.

Differences were observed for the average pixels among the evaluated quarters (P
= 0.01), with higher pixel values in the rear mammary glands (108.489 + 775 pixels) in

relation to the front glands (105.048 £ 770 pixels).

CONCLUSIONS

Increasing TS in whole milk by adding milk replacer powder up to 20.4% during
the preweaning phase did not affect intake, performance and age at puberty and age at
first Al of dairy heifers, as well as did not alter glucose metabolism, and fat pad of the
mammary gland. However, the increase in %TS in the liquid diet during the preweaning
period linearly increased the measurements of hip width and heart girth up to 150 and
240 d of age, respectively. Studies evaluating the effect of increased TS concentrations
of liquid diet on future lactation of the animals should be performed to better understand

the impact of this diet on preweaning and its possible long-term benefits.
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TABLES AND FIGURES

Table 1. Nutrient composition (DM basis) of total mix ration (TMR) offered for heifers

from 105 d of age to age at first artificial insemination

Item Total mix ration

Ingredient (DM basis, %)

Corn silage 70.0
Soybean meal 28.8
Mineral Premix? 1.2

Nutrient composition (DM basis, %)

DM? 48.2
CP 19.5
Ether extract 2.8
Ash 7.2
NDF 40.6
ADF 21.5
Total digestive nutrients 71.6
Phosphorus 0.4

Magnesium 0.6
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Mineral and vitamin composition: Calcium (192 g/kg), Cobalt (90 mg/kg), Cooper
(1500 mg/kg), Sulphur (25 g/kg), Fluorine (897 mg/kg), Phosphorum (80g/kg), lodine
(90 mg/kg), Magnesium (20 g/kg), Manganese (3000 mg/kg), Selenium (25 mg/kg),
Sodium (103 g/kg), Vitamin A (160.000 1U/kg), Vitamin D3 (40.000 1U/kg), Vitamin E
(1000 1U/kg), and Zinc (5000 mg/kg).

2As-fed basis.
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Table 2. Postweaning (120 to 240 d of age) feed and water intake, performance, feed
efficiency and body frame development of dairy heifers (n = 58) fed different TS

contents in whole milk during the preweaning period (5 to 59 d of age)

Treatment (TS% in whole milk) P-value!

Item 13.5 16.1 18.2 204 SEM T W TxW
Intake

DMI (kg of DM/d) 4.2 4.1 4.1 43 0.05 069 001 0.26

Water (kg/d) 18.1 17.1 18.8 185 0.28 055 0.01 041
Performance

Final BW (kg) 180 180 178 186 2.3 056 0.01 091

ADG (g/d) 869 850 836 832 0.01 0.57 0.78 0.99

Feed efficiency 0.21 0.22 0.21 020 001 019 0.01 0.24
Body frame development (cm)

Withers height 107 106 107 108 0.33 0.27 0.01 0.08

Heart girth 125 126 126 129 059 0.26 0.01 0.01

Hip width 36 37 36 37 026 056 0.01 0.02

Hip height 112 111 112 114 033 0.27 0.01 1.00

1T = treatment effect; W = week effect; T x W = treatment by week interaction
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Table 3. Body weight, body frame development, age at puberty and age at the artificial
insemination of dairy heifers (n = 58) fed different TS contents in whole milk during the

preweaning period (5 to 59 d of age)

Treatment
(% TS in whole milk) Contrast, P-value
Item 135 161 182 204 SEM Linear Quadratic
BW at puberty (kg) 279 286 284 294 341 0.15 0.77

Body frame development at puberty(cm)

Withers height 119 121 121 122 051 0.11 0.85
Heart girth 151 152 153 154 0.76 0.10 0.79
Hip width 48 49 48 49 032 071 0.88
Hip height 123 122 125 126 071 0.10 0.72
Age at puberty 292 308 308 315 473 0.10 0.60

Age at Al 392 389 400 391 466 0.85 0.79
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Table 4. The effect of fed different TS contents in whole milk during the preweaning period (5 to 59 d of age) on glucose and insulin responses

to an intravenous glucose tolerance test in dairy heifers (n = 26) with 280 d of age

Treatment (% TS in whole milk) Contrast, P-value?
Item 13.5 16.1 18.2 20.4 SEM Linear Quadratic
Glucose baseline (mg/dL) 72.83 72.12 69.71 70.52 1.26 0.36 0.75
Insulin baseline (LU/mL) 2.73 2.36 3.09 2.56 0.28 0.93 0.90
Glucose AUC ! (mg/dL x 60 min) 3260.80 2603.87 342541 3882.17 176.27 0.08 0.09
Insulin AUC ! (uU/mL x 60 min) 1109.26  505.22 1060.57 567.35 13781 0.37 0.84
Maximum glucose increase (mg/dL) 204.49 173.93 212.18 207.41 5.62 0.24 0.13
Maximum insulin increase (uU/mL) 20.85 20.57 21.76 23.10 2.56 0.76 0.89

Clearance rate of glucose (%/min) 0.45 0.39 0.45 0.38 0.02 0.50 0.98



Clearance rate of insulin (%/min) 1.26 0.95
Insulin to glucose (LU/mg) (10 min) 18.49 13.75
Insulin sensitivity? (mL/min x pU/mL per kg of BW) 0.06 0.07

1.25

21.13

0.03

1.49

12.73

0.05

0.10

2.40

0.01

0.27

0.63

0.27

0.21

0.70

1.00
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IAUC: Area under the curve (discounting baseline concentration).

2Calculated according to Christoffersen et al. (2009).
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Table 5. Average number of pixels of the front and rear mammary glands pooled for each animal from 4 months of age to puberty in heifers (n =

58) fed different TS contents in whole milk during the preweaning period (5 to 59 d of age)

Treatment (% TS in whole milk) P-value!
ltem 135 16.1 18.2 204 SEM T W MG TxW TxMG WxMG TxWxMG
Average
number of 106.633 111.693 106.244 106.109 549.80 0.08 0.01 0.01 0.76 0.75 0.76 0.99
pixels

1T = treatment effect; W = week effect; MG = mammary gland 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 gland interaction.
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Figure 1. (a) heart girth (cm) and (b) hip width during the postweaning period (120 to 240
d of age) and (c) Average number of pixels of the front and rear mammary glands pooled
for each animal from 5 to 11 months of age in dairy heifers fed different TS contents (13.5,

16.1, 18.2, and 20.4%) in liquid diet *Linear effect of treatments (P < 0.05). Error bars

represent SE.
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1. CONSIDERAC}@ES FINAIS

Nesse e em outros experimentos os efeitos do aumento do volume de leite ou
sucedaneo fornecido durante o aleitamento ndo foram mantidos até a puberdade. N&ao
foram observados efeitos das dietas utilizadas durante o aleitamento sobre o
desenvolvimento da glandula maméria. Mais experimentos que avaliam os efeitos de longo
prazo devem ser feitos para melhor entendimento dos efeitos da nutricdo na fase inicial
sobre o ganho de peso e desenvolvimento corporal pds-desaleitamento dos animais e
indices reprodutivos e produtivos como producdo de leite na primeira lactacao.
Experimentos que incluam avaliagdo da imunidade e avaliacdo financeira sao interessantes
para melhor entendimento do custo-beneficio das diferentes estratégias de nutricdo sempre

levando em consideracdo os conceitos de bem-estar na producdo animal.



