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“O correr da vida embrulha tudo.
A vida é assim: esquenta e esfria,
aperta e dai afrouxa,

sossega e depois desinquieta.

O que ela quer da gente é coragem.”

(Guimardes Rosa)
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FIGURA 25- Concentracdo individual de progesterona plasmatica (ng/mL)
em novilhas Nelore puberes (apd6s a primeira ovulacdo) recebendo
suplementacao Tratado (suplementacdo com milho, n=5) aos 17,85 meses

de idade e Controle (sem suplementacdo, n=1) aos 20,1 meses de

FIGURA 26- Variacdo do peso (kg; médiatEPM) em funcdo da idade em
meses, de novilhas Nelore (desmamadas no 5° més) recebendo
suplementacao ou ndo: Tratado (suplementagcdo com milho, n=6) e Controle
(sem suplementacdo, n=6). As médias foram obtidas por pesagens

semanais do nascimento aos 20 meses e agrupadas em funcéo da idade em

FIGURA 27- Ganho percentual da média de peso em funcéo da idade em
meses, de novilhas Nelore (desmamadas no 5° més) recebendo
suplementacao ou ndo: Tratado (suplementacdo com milho, n=6) e Controle
(sem suplementacdo, n=6). As médias foram obtidas por pesagens
semanais do nascimento aos 20 meses e agrupadas em funcao da idade em

FIGURA 28- Variagdo na concentracdo de leptina plasmatica (ng/mL;
médiatEPM) em funcdo da idade em meses, de novilhas Nelore
(desmamadas no 5° més) recebendo suplementacdo ou nao: Tratado
(suplementacéo com milho, n=6) e Controle (sem suplementagéao, n=6). As
concentracOes plasmaticas de leptina foram obtidas a partir de mensuracdes
a cada quatro dias desde o primeiro més de vida até os 17 meses e

agrupadas em fung&o da idade em MESES..........oovviiiiiiiiiiiiiiiie e
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FIGURA 29- Correlacao linear de Pearson entre a concentracdo plasmatica
de leptina (ng/mL) e o peso (kg) de novilhas Nelore em funcéo da idade em
meses, da desmama aos 17 meses, recebendo suplementacdo ou nao:
Tratado (suplementacdo com milho, n=6; r=0,96; p<0,0001) e Controle (sem

suplementacao, n=6; r=0,83; P=0,0005)........ccccetiiiiiiiiiiiiiiiireeeee e 96



MATURACAO SEXUAL EM BEZERRAS NELORE COM SUPLEMENTACAO

ALIMENTAR

RESUMO - O objetivo desse trabalho foi avaliar a concentracdo plasmatica de
gonadotrofinas, do nascimento até a desmama, e as caracteristicas foliculares
(didametro e numero total dos foliculos e ondas foliculares) além da concentracao
plasmatica de leptina do nascimento até a primeira ovulacdo de bezerras da raca
Nelore suplementadas com milho moido (1,5 a 2% p.v./animal/dia) do nascimento a
primeira ovulacdo. Doze bezerras Nelore, nascidas com média de 33+3,08 kg, foram
alocadas em dois grupos: Tratado (GT; n=6; recebendo suplementacdo) e Controle
(GC; n=6; sem suplementacao). Apds a desmama aos cinco meses, as novilhas dos
dois grupos receberam a mesma dieta base e para as bezerras do GT foram
adicionados 1,5 a 2% p.v./animal/dia de milho moido. A partir do 182 dia de vida foi
realizada a cada quatro dias até a primeira ovulacdo a avaliacdo dos ovarios para
caracteristicas foliculares. E a cada dois meses, avalia¢cdes diarias durante 17 dias
para acompanhar as ondas de crescimento folicular. Concomitantemente ao exame
ovariano foram coletadas amostras de sangue venoso para quantificacdo das
concentragbes plasméticas de LH, FSH, leptina e progesterona. A concentracdo
plasméatica de leptina foi maior no GT no 13°, 14° 16° e 17° més de vida. Cinco
novilhas do GT ovularam aos 17,8+1,1 meses e uma novilha do GC ovulou aos 20,1
meses de vida. Pode-se concluir que a suplementacdo com milho moido antecipou
a idade a primeira ovulacdo e contribuiu para o aumento da concentracédo

plasmatica de leptina a partir de cinco meses antes da primeira ovulagao.

Palavras-Chave: bovino, desmama, puberdade, ovario, gonadotrofina, leptina.



SEXUAL MATURATION IN NELORE CALVES WITH FOOD SUPPLEMENTATION

ABSTRACT - The aim of this study was to evaluate the gonadotropins
concentration from birth to weaning, follicular characteristics ( diameter and total
number of follicles and follicular waves ) and plasma leptin from birth to first ovulation
of Nelore heifers supplemented with ground corn (1.5- 2% body weight/animal/day).

Twelve Nelore heifers, born with an average of 33 + 3.08 kg, were divided into two
groups: Treated (TG, n=6; receiving supplementation) and Control (CG, n = 6;
without supplementation). After weaning, at five months, heifers in both groups
received the same basal and the calves of the TG were added 1.5 to 2 % body
weight / animal / day of ground corn. From the 18th day of life were performed
ovarian evaluations in each every four days until the first ovulation to analyze the
follicular characteristics. Additionally, were held every two months, daily evaluations
for consecutive 17 days in order to monitoring the follicular waves. Concomitantly to
ovarian evaluations were collected venous blood samples for plasma LH, FSH, leptin
and progesterone quantification. The plasma concentration of leptin increased in TG
at 13™, 14" 16" and 17" month of life Five TG heifers ovulated at 17.8 + 1.1 months
and one CG heifer ovulated to 20.1 months. Based on these results it could be
concluded that supplementation with ground corn anticipated age at first ovulation

and increased plasma leptin from five months before the first ovulation.

Keywords: bovine, weaning, puberty, ovary, gonadotropin, leptin.
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| INTRODUCAO

O Brasil possui cerca de 209,79 milhdes de bovinos, apresentando cerca de
76,12 milhdes de fémeas (62,6 milhdes de vacas e 13,5 milhdes de novilhas = 24
meses) em idade reprodutiva no rebanho de corte, sendo a Nelore, a principal raca
de corte criada no pais, correspondendo a 80% do rebanho brasileiro (ANUALPEC,
2013).

O rebanho brasileiro cresceu 6,5% entre 2008 a 2012 (IBGE, 2012) e as
empresas brasileiras respondem hoje por mais da metade do mercado mundial de
carne bovina, valorizando a importancia econémica desta atividade ao pais (ABIEC,
2013).

Um dos fatores limitantes para a alta eficiéncia reprodutiva de um rebanho é
a idade a puberdade que, por sua vez, além de ser dependente de uma idade
minima, também esta relacionada com genética, sanidade e nutricdo (CARDOSO;
NOGUEIRA, 2007).

A baixa idade a puberdade das novilhas zebuinas é um fator que
compromete a produtividade e € um ponto a ser considerado quando se busca
maior rendimento desses animais. E dificil considerar normal uma novilha ter a
primeira ovulacdo aos dois anos de idade e o primeiro parto depois dos 3 anos
(NOGUEIRA, 2004).

Inadequada ingestao de energia e escore de condicdo corporal 2 (escore de
1 a 5) podem afetar negativamente a funcdo reprodutiva. A primeira ovulacao feértil
em novilhas de corte pode ocorrer entre 5 e 24 meses de idade dependendo da

raca, do nivel nutricional, do desenvolvimento corporal, da estacdo do ano, de
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fatores de manejo e dos tratamentos hormonais (MORAES et al., 2007; NOGUEIRA,
2004).

A melhora no nivel nutricional proporciona um crescimento e
desenvolvimento corporal mais rapido, antecipando a maturacdo sexual
(NOGUEIRA, 2004). De acordo com Patterson et al. (1992) e Romano et al (2007) o
aumento no fornecimento de energia ou proteina podem aumentar o peso e diminuir
a idade a puberdade. Para O’Callaghan e Boland, (1999) a densidade de energia da
dieta também adianta a puberdade, além de interferir no crescimento folicular,
ovulacéo e no desenvolvimento embrionario.

Manejos para produzir novilhas de reposi¢cao concentram-se em conhecer 0s
processos fisioldgicos que determinam a primeira ovulagéo. A eficiéncia reprodutiva
€ a caracteristica econdmica mais importante num rebanho. Melhorias nutricionais
visando reducdo da idade a puberdade contribuem para o aumento na vida
reprodutiva do animal e consequentemente a producdo de maior namero de
bezerros, com beneficios para toda a cadeia produtiva (CARDOSO & NOGUEIRA,
2007).

Entre os fatores nutricionais responsaveis pela variacdo reprodutiva e inicio
da puberdade estdo a porcentagem de proteina bruta, a concentracédo de gordura e
a densidade energética da dieta (O’'CALLAGHAN & BOLAND, 1999). O aumento do
nivel de proteina na dieta pode estimular o processo da puberdade em funcédo do
aumento das concentraces plasmaticas de glicose e de colesterol (LALMAN et al.,
1993). A densidade de energia da dieta parece ser um dos principais fatores
envolvidos no crescimento folicular, ovulacdo e desenvolvimento embrionario

(RIGOLON et al., 2009).
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Il REVISAO DE LITERATURA

No Brasil, a maior parte da producdo bovina de corte estd fundamentada em
sistemas de pastagens formadas por espécies do género Brachiaria, que por serem
gramineas tropicais, apresentam producao (quantitativa e qualitativa) distribuida em
dois periodos distintos: estacédo chuvosa e quente e estacéo seca e fria (REIS et al.,
2009). Nestas condicfes, durante a estacdo seca, o rebanho bovino alimenta-se de
forragem de baixo valor nutritivo, oriunda do crescimento do periodo de
primavera/verao, caracterizadas por um elevado teor de fibra indigerivel e teores de
proteina bruta inferiores ao nivel critico, 6 a 7% MS, limitando desta forma o seu
consumo (REIS et al., 2005).

Sendo o desempenho animal obtido por meio da interacdo forragem
disponivel e exigéncias nutricionais, raramente a forragem consumida consegue
atingir os niveis nutricionais suficientes para maximizar a capacidade produtiva do
animal. Desta forma, no intuito de manter o desempenho animal em niveis
satisfatérios, tem sido largamente utilizada a suplementacédo alimentar (BRITO et al.,
2007), basicamente com duas linhas em relacdo as caracteristicas dos nutrientes a
serem fornecidos, podendo-se utilizar energia ou proteina (REIS et al., 2004).

Para bovinos de corte no Brasil, a idade a primeira cria é de 40 meses
(NOGUEIRA, 2004) e isso pode ser atribuido a baixa qualidade das forragens

tropicais que contribui para uma inadequada nutricdo dos animais (PEREIRA, 2000).

2.1 Importancia da nutricdo na reproducao em fémeas bovinas
Entre os fatores que influenciam a reproducéo, a nutricdo tem papel

reconhecidamente importante por afetar diretamente aspectos fisiolégicos e
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desempenho reprodutivo na fémea bovina (BAGLEY, 1993; HAWKINS et al., 1995;
MAGGIONI et al., 2008).

A quantidade de alimento ingerido ou a fonte de energia fornecida para
fémeas de corte e leite afetam caracteristicas do ciclo estral, como: duracao, padrao
de ondas foliculares, diametro do maior foliculo e corpo luteo e concentracdes
circulantes de hormonios esteroides (SARTORI et al., 2004). A restricdo alimentar
pode alterar padrdes do ciclo estral e da ciclicidade por reduzir, entre outros
parametros, concentracdes sanguineas de glicose e insulina (SARTORI; MOLLO,
2007). Alta ingestdo alimentar, por sua vez, esta relacionado a um metabolismo
hepatico elevado dos horménios esteroides (SARTORI et al., 2004).

A densidade energética da dieta € o fator nutricional que, em curto prazo,
provoca maiores alteracbes na reproducdo (BERGFELD et al.,, 1994), porém a
guantidade e tipo de proteina fornecida também tem relevante importancia. Logo,
para um bom aproveitamento tanto de energia quanto de proteina € importante que
haja um correto balanceamento entre eles, além de sincronia na taxa de
degradacéao entre as fontes de proteina e energia da dieta (SINCLAIR et al., 2000).

Nos ruminantes, o processo digestivo € um processo complexo, onde a
maioria dos alimentos consumidos atua como um suplemento nutritivo para a
microflora ruminal. Essa, por sua vez, € formada por bactérias, protozoarios e
fungos, que produzem energia e componentes proteicos que podem ser absorvidos
ou digeridos. Alguns micro-organismos digerem carboidratos, como a celulose, e
produzem &cidos graxos de cadeia curta (AGCC), como o acetato, propionato e
butirato. (BOLAND et al., 2001).

O é&cido acético predomina em relagcdo aos demais AGCC, podendo

representar 50 a 85% do total, sendo pouco utilizado no figado, com contribuicéo
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substancial nos tecidos para producédo de adenosina tri-fosfato e de acetil-CoA, o
principal precursor de gordura. A proporcéo de acido acético tende a cair em dietas
de alto teor de concentrado e/ou lipideos. Por sua vez, o acido propiénico pode
representar entre 10 e 25% do total de AGCC no ramen, alcancando as maiores
concentracfes em dietas compostas com maior teor de concentrado, sendo o
principal substrato energético usado pelos ruminantes e é quase totalmente
encaminhado para o figado pela circulacdo porta, onde serve de substrato para a
sintese de glicose (BERGMAN, 1990).

Em dietas ricas em fibra, o acetato € produzido em maior quantidade,
enquanto que em dietas a base de gréos o propionato predomina. O &cido butirico
pode representar entre 3 e 15% do total de AGCC no riamen, sendo intensamente
convertido a B-hidroxibutirato, um importante corpo ceténico, utilizado para posterior
producdo de acidos graxos no tecido adiposo e mamario. Os &cidos acético e
butirico sao utilizados eficientemente por animais em fase de terminacdo, mas nao
tém uma contribuicéo efetiva para o suprimento de glicose (NUSSIO et al., 2006).

A suplementacdo com dietas contendo alto nivel de concentrado pode
aumentar a relacdo propionato: acetato no rumen (GASSER et al., 2006a,b,c)
promovendo mudancas enddcrinas, que subsequentemente influenciam no
mecanismo regulador da puberdade, antecipando a primeira ovulacdo (BAGLEY,
1993).

Novilhas zebuinas alimentadas com alto teor de proteina degradavel chegam
a puberdade mais cedo e mais pesadas (PATTERSON et al.,, 1992). O mesmo
encontrado por Oliveira et al. (2009), onde novilhas Nelore suplementadas com 22%

PB e bioestimuladas tiveram reducéo da idade a puberdade.
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De acordo com Kaur e Aurora (1995) um correto desenvolvimento folicular
necessita da disponibilidade de concentracbes adequadas de proteina. Dietas com
concentracfes insuficientes tém sido associadas ao atraso na ocorréncia do
primeiro estro, a diminuicdo da manifestacdo do estro, reducdo do indice de
concepcdo ao primeiro servico e morte embrionaria. No caso de novilhas, a
deficiéncia proteica provoca subdesenvolvimento dos ovarios e do Utero.

Segundo Bagley (1993) e Gasser et al. (2006a,b,c), 0 desmame prematuro
associado a uma alimentacdo de boa qualidade favorece as novilhas de corte a
atingirem a puberdade precocemente. Day e Anderson (1998) observaram que
aproximadamente 50% das novilhas taurinas desmamadas entre o 3° e 0 4° més de
vida e alimentadas com uma dieta com alta quantidade de carboidrato atingiram a
puberdade aos sete meses de idade.

Bezerras da raca Holandesa suplementadas com alto teor proteico e
energético nos primeiros meses de vida foram desmamadas e entraram na
puberdade mais precocemente, com maior peso e altura quando comparadas ao
grupo controle (DAVIS RINCKER et al., 2011).

Em novilhas de corte (*2Angus X %:Simental) a combinacdo do desmame
precoce e dieta contendo alta quantidade de concentrado (60% milho) induziu a
puberdade antes dos 10 meses de idade. (GASSER et al., 2006b,c).

O “status” nutricional pode influenciar a pulsatilidade do horménio luteinizante
(LH) associado com a puberdade, logo novilhas com maior ingestdo de energia e
ganho de peso podem entrar na puberdade precocemente (SCHILLO et al., 1992).

Os hormobnios e metabdlitos associados com ingestdo de energia, como
glicose, insulina e fator de crescimento semelhante insulina do tipo | (IGF-I),

parecem estimular a secrecdo de gonadotrofinas (hormonio luteinizante; LH e
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horménio foliculo estimulante; FSH) ao influenciar a atividade secretora do eixo
hipotalamico-hipofisario (SCHILLO et al., 1992), podem aumentar os efeitos dessas
gonadotrofinas nas células ovarianas (SPICER; ECHTERNKAMP, 1995) e também
diminuir a sensibilidade do hipotdlamo a retroalimentacdo negativa do estradiol

(FOSTER, 1988).

2.2 Maturacao Sexual

Em mamiferos, o sistema reprodutivo é o Ultimo dos principais sistemas a
amadurecer (PATTERSON et al., 1992). A puberdade pode ser caracterizada como
o0 periodo de transicdo entre a imaturidade do periodo pés-natal (CARDOSO;
NOGUEIRA, 2007) e a maturidade sexual que culmina com a aquisicdo da
capacidade reprodutiva permitindo a geracdo de descendentes (TERASAWA,
FERNANDEZ, 2001).

A puberdade é um processo gradual de maturacdo que se inicia antes do
nascimento e continua ao longo do periodo pré e peri-puberal (McDONALD, 2003),
sendo definida pelo primeiro estro acompanhado de ovulacdo ou o inicio da
ciclicidade reprodutiva (WILTBANK et al.,1969; NOGUEIRA, 2004; SCHILLO et al.,
1992). Segundo Moran et al. (1989), a primeira ovulacdo em média ocorre entre 6° e
24° més de idade dependendo da genética e dos fatores ambientais em que se
encontram os animais (NOGUEIRA, 2004). Algumas racas da espécie Bos taurus
iniciam a puberdade aos 6 meses (FORDE et al., 2011) enquanto racas da espécie
Bos indicus, como a Nelore, sdo mais tardias e em meédia iniciam a atividade
reprodutiva aos 24 meses (ROMANO et al., 2007).

A funcionalidade do eixo reprodutivo (hipotalamo-hipoéfise-gbnadas) comeca

durante o periodo embrionario (EVANS et al.,, 2012). Os neurbnios secretores
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hipotalamicos comecam a aparecer por volta do 32° dia do periodo embrionario e a
hipofise comeca a secretar gonadotrofinas a partir da 102 semana do periodo fetal
(HUTSON et al., 1997).

Duas hipoteses sdo propostas para explicar os mecanismos neuroendocrinos
envolvidos na maturacdo sexual, sendo estas denominadas gonadostatica
(HOHLWEG; DOHRN apud OJEDA; URBANSKI, 1994) e central aplicada para
humanos e primatas (DONAVAN; VAN DER WERFF apud OJEDA e URBANSKI,
1994). Em roedores, ovelhas e bovinos, dentre outras espécies, o controle da
maturacdo sexual segue o0s preceitos estabelecidos pela hipétese gonadostética; ja
para equinos e primatas, por exemplo, o inicio da puberdade ocorre através da
liberacdo de fatores de crescimento e neurotransmissores secretados pelos
neurdnios e células da glia.

A hipdtese gonadostatica consiste na reducdo da sensibilidade hipotalamica
aos esteroides gonadais, principalmente ao 17B-estradiol (E;), durante o periodo
pré-pubere (HOHLWEG; DOHRN apud OJEDA; URBANSKI, 1994) devido a
diminuicdo do numero de receptores de E, no hipotdlamo (DAY et al., 1987).

Em trabalho recente realizado por Walker et al. (2012) que avaliou o perfil de
expressdo génica no hipotalamo de ratos do nascimento até a maturacdo sexual,
observou-se que a reducdo na expressao dos receptores de E; na regido pré-optica
(PO) e o aumento na area medial basal do hipotalamo (MBH) coincidiram com o
inicio da atividade pubere dos animais. Os autores propuseram que a queda da
expressdo na area PO é importante para cessar a retroalimentacao negativa do E; e
a elevagdo na area MBH faz com que esse esteroide passe a exercer acao

estimulatoria no hipotalamo para a liberacdo dos picos pré-ovulatorios de LH.
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No entanto, a acdo dos estrOgenos sobre 0s neurbnios que secretam
horménio liberador de gonadotrofina (GnRH) ainda permanece desconhecida
(MAYER et al., 2010). Estudos utilizando imunohistoquimica, com dupla marcacéao,
para neurbnios secretores de GnRH e ER em hipotalamos de mamiferos de
diversas espécies demonstraram a existéncia de um grande numero de ER no
hipotalamo, porém nao foi evidenciada a presenca nos neurbnios secretores de
GnRH.

Além das modificacfes na sensibilidade do hipotdlamo ao estradiol ocorrem
alteracdes nas respostas a neurotransmissores estimulatérios e inibitorios, que
dependem da idade e da disponibilidade de energia no meio interno (RAWLINGS, et
al., 2003).

Associado a idade também ha uma necessidade de energia, glicose, insulina
e leptina aumentando a sinalizacdo para o hipotalamo que ha um balanco
energético favoravel para o inicio da atividade reprodutiva (FOSTER; NAGATANI,
1999). Foi demonstrado para fémeas bovinas que a leptina pode ser um sinalizador
importante para a aquisicdo da puberdade (ZIEBA et al.,, 2003), ativando
mecanismos hipotalamicos e aumentando o numero de picos de secrecdo de LH

(GARCIA et al., 2002).

2.2.1 Gonadotrofinas
Durante o processo pos-natal de contencdo da atividade gonadal nas
novilhas pré-puberes ha um aumento na concentracdo de LH entre dois e cinco
meses de idade em funcdo de um aumento na amplitude dos pulsos de secrecao,
sem uma explicacdo aparente. Este aumento repercutiu em um aumento no

didmetro do maior foliculo e no numero total de foliculos, o que aparentemente
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auxilia a organizacdo da ciclicidade ovariana que se mantem durante a vida
reprodutiva (ADAMS et al., 1994; EVANS et al.,, 1994b). O tratamento com
gonadotrofina em dias alternados a partir do segundo més de vida interferiu na
foliculogénese, atrasou a primeira ovulacdo e diminuiu a producdo de estradiol
(EVANS; RAWLINGS, 1995), demonstrando que a variagdo sequencial na
concentracdo de gonadotrofinas é essencial para que a maturacdo sexual ocorra
normalmente.

As variacfes endoécrinas que acontecem durante a maturacdo sexual de
bezerras podem ser divididas em trés periodos: o primeiro do nascimento a primeira
semana onde 0s esteroides diminuem, observados também em potras por Nogueira
et al. (1997), e as gonadotrofinas aumentam; o segundo periodo préoximo ao
primeiro més quando ha um aumento na concentracdo de LH e E,, testosterona e
inibina e o terceiro periodo que comeca cinco semanas antes da primeira ovulagéo
marcado por um aumento na concentracdo de E, e LH (NAKADA et al., 2000). Estas
oscilac6es enddcrinas determinam o padrédo de crescimento dos foliculos ovarianos
(HONARAMOOZ et al., 2004).

Uma explicacdo para o aumento na concentracdo de gonadotrofinas entre 2°
e 5° meses talvez seja uma alternancia dos mecanismos moduladores da inibicao
do eixo hipotalamo hipofise-gbnadas, ja que Dodson et al. (1989) demostraram que
a elevacdo na concentracdo de gonadotrofinas apds a castracdo é mais lenta em
bezerras com duas semanas se comparada a bezerras de 6 ou 12 semanas de
idade, sugerindo que o0 mecanismo gonadostatico de bloqueio da secre¢do de
gonadotrofinas deve se desenvolver entre 2 e 12 semanas de idade nas novilhas.

Durante a maturacdo sexual na novilha, existe a participacdo dos opioides

atuando em conjunto com o estradiol regulando a secrecdo de gonadotrofinas
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(EVANS et al., 1992). Com a proximidade da puberdade se desenvolve um efeito
inibitério agudo e forte dos opidides enddgenos, a supressdo dessa inibicdo mostra
gue ela € acompanhada de um efeito estimulatorio dos neurdnios sobre a secrecao
de GnRH. A diminuicéo progressiva do efeito inibitério dos opidides ajusta o periodo
em que ocorrerd a primeira ovulacdo. O efeito supressor dos opidides parece
acontecer em parte através da inibicdo do sistema neuronal dopaminérgico ou pela
inibicdo generalizada dos neurénios secretores de GnRH a outros estimulos
excitatérios. Com a proximidade da ovulagcdo os neurbnios a-adrenérgicos também
estimulam a secre¢do de GnRH mas néo estdo envolvidos na inibicdo opioidérgica
da secrecdo de GnRH em bezerras pré-puberes (HONARAMOOZ et al., 2000).

Este periodo peri-puberal estd associado com um aumento acentuado na
concentracdo de LH (EVANS et al, 1994b; KINDER et al, 1995), enquanto a
concentracdo de FSH permanece relativamente constante (EVANS et al, 1994a).
Este aumento de LH € o resultado do aumento da frequéncia de pulso por causa de
um declinio gradual na sensibilidade do hipotdlamo a retroalimentacdo negativa de
estradiol (EVANS et al, 1994b; KINDER et al, 1995).

Desta forma, a maturidade sexual se inicia apds varios eventos
neuroendocrinos, que resultam no inicio da producao e liberagéo pulsatil de LH pela
adenohipofise. Isto € possivel porque muito antes da puberdade, a novilha é capaz
de produzir e liberar o FSH. A variacdo na frequéncia dos pulsos de GnRH interfere
no tipo de gonadotrofina secretada pela hipofise alternando entre o FSH e o LH.
Basicamente um aumento na frequéncia de pulsos de GnRH estimula a secre¢éo de
LH enquanto baixas frequéncias de pulsos permitem a secrecdo de FSH. Os

esteroides podem agir diretamente na hipofise ou indiretamente no hipotalamo
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alterando o padréo de pulsos de secrecao de GnRH, com acédo positiva ou hegativa

dependendo o estado fisioldgico da fémea (EVANS et al., 1995, SHUPNIK, 1996).

2.2.2 Caracteristicas foliculares

O advento da ultrassonografia possibilitou a avaliacdo da atividade ovariana
durante o ciclo estral em fémeas adultas e é observado padrées de crescimento e
regressdo de foliculos antrais em forma de ondas (GINTHER et al.,, 1989;
PIERSON; GINTHER, 1984; SAVIO et al. 1988)

Uma onda de crescimento folicular em bovinos envolve o desenvolvimento de
um grupo de foliculos, sendo, um foliculo de maior diametro e varios subordinados.
Sucessivas ondas foliculares anovulatérios ocorrem até 0 momento em que 0 maior
foliculo torna-se o dominante e consequentemente o ovulatério (XU et al., 1995). As
fases do desenvolvimento dos foliculos dominantes e subordinados em uma onda
sdo: fase de crescimento, estadtica e de regressdo (GINTHER et al, 1989) e
alteracdes nas concentracdes plasmaticas de FSH sado associadas a esse padrao
de ondas (ADAMS et al., 1992).

Estudos em Bos taurus descreveram a ocorréncia de duas a quatro ondas
foliculares (GINTHER et al.,, 1989; KNOPF et al., 1989; SARTORI et al. 2004,
TOWNSON et al. 2002) durante um ciclo estral e estudos com Nelore observaram
ciclos com duas ou trés ondas foliculares, havendo um predominio de duas ondas
nas vacas e de trés ondas nas novilhas (FIGUEIREDO et al., 1997; SARTORI et al.,
2010; SARTORI; BARROS, 2011).

Segundo Evans et al (1994b) bezerras Hereford com duas semanas de idade
apresentaram o crescimento folicular em forma de onda e Adams et al. (1994)

observou em novilhas jovens antes dos 8 meses de idade, e alteracdes na dinamica
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folicular foram evidentes a partir de 8 meses de idade a primeira ovulacdo (EVANS
et al., 1994a).

As ondas foliculares em novilhas pré-puberes sdo quantitativamente
diferentes das ondas foliculares descritas para novilhas puberes (GINTHER, et al.,
1989), sendo todas as ondas anovulatérias para as novilhas pré-puberes e na fase
de crescimento, o didmetro do maior e segundo maior foliculo, menores em
comparacao as novilhas puberes (ADAMS et al., 1994).

O numero de foliculos aumentou entre 22 e a 142 semanas de idade, assim
como o didmetro maximo do maior foliculo de cada onda (EVANS et al.,1994b). O
didmetro maximo do foliculo aumentou entre 24 e 44 semanas de idade em
bezerras taurinas (RAWLINGS et al., 2003).

Véarios mecanismos pelos quais o aumento do nivel de energia na dieta eleva
0 numero de foliculos parecem ser mediados por alteracbes nas concentracdes
plasmaticas de glicose, insulina e progesterona (O’'CALLAGHAN & BOLAND,1999).

A alimentacdo com dois niveis de energia determinou alteracdes na
cronologia do desenvolvimento folicular ovariano. Novilhas que receberam elevada
guantidade de energia resultaram foliculos dominantes maiores quando comparados
com novilhas que recebem menor quantidade, mas os foliculos ovulatérios
apresentaram o mesmo diametro, embora houvesse uma diferenca na idade a
primeira ovulacdo (BERGFELD et al., 1994; GASSER et al 2006a,b).

O aumento na secrecdo em pulsos de LH durante as ondas de crescimento
folicular nos trés ultimos meses que antecede a puberdade permitem que aconteca
um aumento no diametro folicular que produz estradiol suficiente para deflagrar o

pico pré-ovulatério de gonadotrofinas (MELVIN et al., 1999).
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Assim, para que as novilhas possam atingir a puberdade mais cedo, a
nutricdo adequada é importante. A restricado nutricional prolongada retarda o inicio
da puberdade e prejudica a atividade ciclica de novilhas puberes por meio da
supresséo da liberacdo de LH em pulsos de elevada frequéncia, necessarios ao
crescimento dos foliculos ovarianos até o estadio pré-ovulatorio (YELICH et

al.,1996; RAWLINGS et al., 2003).

2.2.3 Leptina e peso

Segundo NOGUEIRA (2004), para que a novilha zebuina possa expressar o
potencial genético € necessario que disponha de alimentacdo adequada e bom
manejo sanitario. A ingestdo de uma dieta com alto nivel de energia pode afetar a
idade em que a puberdade € atingida sendo possivel antecipa-la (ROMANO et al.,
2007). O aumento da nutricdo da fémea no periodo pré-parto influencia de forma
positiva o crescimento e a idade a puberdade das filhas. (PATTERSON et al., 1992).

Para que a primeira ovulacdo aconteca 0 peso é mais importante que a
idade, uma vez que a nutricdo inadequada atrasa a puberdade enquanto que o
aumento da nutricdo, associada a um rapido crescimento corporal, antecipa a
maturacdo sexual (FOSTER;NAGATANI, 1999).

Os fatores que irdo determinar o inicio do ciclo estral em novilhas séo idade e
guantidade de gordura corporal, pois a leptina secretada pelos adipécitos pode
ativar mecanismos hipotalamicos, aumentando o nimero de picos de secre¢do de
LH (NOGUEIRA, 2004; KANE et al., 2004; GARCIA et al., 2002).

O ganho de peso da desmama a puberdade € um importante referencial.
Alguns estudos observaram que a suplementacao com alto teor de energia antecipa

a idade a puberdade com um menor peso corporal (CARVALHO et al.,, 2013;
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GASSER et al., 2006a). A restricdo alimentar aos oito meses de idade aumentou a
idade e diminuiu o peso a puberdade (BERGFELD et al., 1994). Novilhas Nelore que
apresentaram maior peso aos 12 e 18 meses possuiam menor idade a puberdade
(ALENCAR et al., 1987).

A reserva corporal de gordura pode influenciar o inicio do ciclo estral. A
leptina, peptideo secretado pelos adipécitos, que desempenha um papel na
regulacédo do peso corporal e ingestdo de alimentos (BOLAND et al., 2001) pode
ativar mecanismos hipotalamicos, aumentando o nimero de picos de secre¢do de
LH. A deficiéncia nutricional em novilhas de corte suprime, no hipotalamo, a geracéo
de picos de secrecdo de LH atrasando a primeira ovulacdo (SCHILLO et al., 1992;
FOSTER e NAGATANI, 1999 ; RAWLINGS et al., 2003).

A restricdo alimentar crbnica em novilhas resulta na reducdo acentuada na
secrecdo de leptina, reducdo no escore da condicdo corporal e coincide com a
diminuicdo na liberagdo de LH. Dessa forma, o “status” metabdlico parece ser o
fator primario da responsividade do eixo hipotalamico-hipofisario a leptina em
ruminantes (EMERICK et al., 2009).

O peso do animal pode explicar uma séria de variacdes associadas ao inicio
da puberdade (GARCIA et al., 2002), tendo correlagdo com a concentracdo de
leptina circulante (EHRARDT et al., 2000). Concentracdes seéricas de leptina
aumentaram cerca de duas semanas antes da primeira ovulacdo, que marcou o
inicio da puberdade em novilhas taurinas (DIAZ-TORGA et al., 2001; GARCIA et al.,
2002).

O possivel mecanismo pelo qual a leptina controla os processos reprodutivos
envolve sua ligagdo aos neurbnios B-endorfina que, por sua vez, influenciam os

neurdnios produtores de GnRH. Os neurdnios B-endorfina também influenciam os
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neuropeptideos Y (NPY), que sdo envolvidos no controle da saciedade
(ZAMORANO et al., 1997). Uma longa restricdo alimentar leva a reducédo acentuada
no escore da condicdo corporal e, consequentemente, das concentracdoes de
leptina, promovendo a elevacdo dos valores do neuropeptideo Y e, desta forma,
diminuindo a secrecdo de GnRH hipotalamico. Alguns estudos também revelam a
acao da leptina nas células-p do pancreas, estimulando a producao de insulina, em
um mecanismo agudo de balanco energético positivo (RENTSCH; CHIESI, 1996).
Estudos evidenciaram que a leptina ndo é o fator desencadeante da
puberdade e sim um fator permissivo, que possibilita a ocorréncia da puberdade
guando a maturacdo sexual € atingida, servindo como um sinalizador metabdlico

gue pode regular a secrecdo de gonadotrofinas em resposta tanto a restricao

energética cronica quanto a aguda (ZIEBA et al., 2004).

Il HIPOTESES

a) As bezerras e novilhas da raca Nelore suplementadas com milho
apresentam maior concentracdo plasmatica de hormoénio luteinizante (LH) e leptina
gue as novilhas controle.

b) O desenvolvimento folicular (diametro e niumero de foliculos) é aumentado
em bezerras suplementadas com milho se comparadas com as controle.

c) A idade a primeira ovulacdo € antecipada nas novilhas Nelore
suplementadas com milho.

d) A antecipagcdo da idade a primeira ovulacdo estd associada com o

aumento no diametro do maior foliculo e peso do animal no periodo pré-pubere.
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IV OBJETIVOS

Objetivo Geral
Avaliar o efeito da suplementagcdo com milho moido nas bezerras da raca

Nelore do nascimento até a primeira ovulagéo.

Objetivos especificos

Avaliar o efeito da suplementacdo com milho moido em bezerra da raca

Nelore sobre:
a. A variagdo na concentracdo de gonadotrofinas, do nascimento a
desmama, entre 0s grupos;
b. A concentracdo plasmatica de leptina em funcdo da idade;
c. A variagdo nas ondas foliculares;
d. A variacdo do didmetro dos foliculos desde o nascimento até a

primeira ovulagéo.

V MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos realizados com 0s animais nesse experimento estao
de acordo com o Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho” da Faculdade de Medicina Veterinaria de Aracatuba,

protocolo n°® 0994/2011.

5.1 Local do Experimento, Animais e Tratamentos
O experimento foi conduzido nas dependéncias da Faculdade de Medicina
Veterinaria da Universidade Estadual Paulista UNESP, Campus de Aracatuba-SP

(50°26° de longitude Oeste e 21°12’ de latitude Sul) no Setor Experimental do
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Departamento de Apoio, Producdo e Saude Animal, no periodo de julho de 2011 a
marco de 2013.

Foram utilizadas 16 bezerras da raca Nelore (Bos indicus), filhas de novilhas
Nelore, ndo selecionadas para precocidade sexual. Para obtencédo das bezerras, as
matrizes foram submetidas a protocolos de inseminacao artificial em tempo fixo
(IATF) realizados de setembro a novembro de 2010. Foi utilizado sémen sexado
para fémeas, de touros (cédigo na CRV Lagoa 2850; registro. MANA C2569 e
cédigo na CRV Lagoa 2770; registro. A 3346 - LA) ndo selecionados para
precocidade sexual.

ApoOs a realizacdo de trés protocolos consecutivos de IATF, 11 fémeas nao
responderam aos protocolos e das 19 fémeas que responderam, obtivemos 16
produtos fémeas e trés produtos machos.

As 16 bezerras nasceram entre os meses de junho a setembro de 2011, em
um intervalo maximo de 90 dias de diferenca.

No dia do nascimento as bezerras foram pesadas, identificadas com brinco e
por trés dias consecutivos foi realizado desinfeccdo do umbigo com antisséptico
comercial. A média do peso das bezerras ao nascimento foi de 33+3,1 kg.

Durante o experimento as bezerras foram vacinadas para clostridioses,
brucelose e febre aftosa respeitando o calendario sanitario e a vermifugacédo foi
realizada de acordo com a contagem de ovos por grama de fezes (OPG) realizada
individualmente a cada seis meses.

Do nascimento ao 15° dia de vida, as bezerras permaneceram em baias
individuais com suas maes. ApGs esse periodo, as bezerras foram alocadas em
confinamento comunitario separadas em dois grupos (Controle e Tratado) com oito

animais cada e permaneceram com as maes até serem desmamadas, ou aos sete
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meses de idade ou com 150 kg de peso vivo.

As vacas recebiam diariamente suplementacdo com racdo comercial, PB
20,8% e NDT: 75,0% e bagaco de cana, tendo acesso livre ao sal mineral e a agua.

As bezerras dos dois grupos tinham acesso ao cocho das maes, ao sal
mineral ad libitum e a &gua. As bezerras do grupo tratado foram suplementadas em
“creep feeding”, ad libitum (com controle diario do consumo do grupo), com racéo
pré-inicial (PB: 23,92% e NDT: 84,75%) adicionados a 2,5 a 3% p.v./animal/dia de
milho moido e o grupo controle ndo recebeu suplementacao.

Apoés a formacdo dos grupos iniciou-se o periodo de adaptacdo dos animais
do grupo tratado a dieta por 30 dias, onde as bezerras aprenderam a comer em
“creep feeding”.

As bezerras do grupo tratado foram desmamadas com 155,0+2,3 kg aos
156+8,4 dias de vida e as do grupo controle com 153,8+2,3 kg aos 155,5+8,4 dias
de vida.

Apods o desmame, a dieta de todas as bezerras foi formulada para fornecer a
meédia entre 6 a 7% de proteina bruta para se assemelhar as condicées médias das
pastagens brasileiras (COSTA et al., 2007; NICODEMO et al., 2004; REIS et al.,
2009).

A dieta dos dois grupos foi composta de bagaco de cana, polpa citrica e
racao comercial (PB: 44% e NDT: 70,71%). As bezerras do grupo tratado além da
dieta base receberam a suplementacéo de 2,5 a 3% p.v./animal/dia de milho moido.

Como houve excesso de matéria seca na dieta do grupo tratado, os animais
nao consumiram a quantidade oferecida de 2,5 a 3 % p.v./animal/dia do milho moido

e sim de 1,5 a 2% p.v./animal/dia (Tabela 1) até apresentarem a primeira ovulacao,
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onde o grupo tratado atingiu a puberdade com 535,6 dias aos 398,2 kg (5 animais) e
0 grupo controle com 605 dias aos 361 kg (1 animal).

Da desmama (5 meses) até o 8° més de vida, trés bezerras, duas do grupo
tratado e uma do grupo controle foram a Obito (insuficiéncia cardiorrespiratoria,
choque séptico e choque endotoxémico por enterite catarral) e seus dados nédo
foram incluidos nas andlises. Uma bezerra do grupo controle foi considerada
“outlier” por nao ter se desenvolvido como as outras, por apresentar 0 peso sempre
inferior as demais, pelos ovarios pequenos e por apresentar baixa contagem
folicular e foliculos pequenos. Dessa forma, cada grupo ficou composto por seis
bezerras.

Tabela 1- Participacdo dos ingredientes (% MS) e composi¢cdo bromatologica das
dietas experimentais utilizadas ap6s a desmama.

Ingredientes Dietas
Tratado Controle

Bagaco de cana de acUcar 48 72,72
Polpa citrica 14,2 21,52
Rac&o comercial® 3,8 5,76

Milho moido 34 -
Total 100 100

Composicéo

Proteina Bruta (%) 12,51 7,81
Extrato Etéreo (%) 2,74 1,89
Matéria Mineral (%) 5,13 5,72
Fibra Bruta (%) 17,55 27,35
NDT (%) 66,49 56,96
ENN (%) 62,08 57,24
FDN (%) 29,95 35,91
FDA (%) 18,19 29,78
IEM (Mcal/kg) 2,93 2,51

dComposicdo (kg): NDT=701,7g; PB=440g; NNP=130g; EE=30g; MM=15g; FB=200g;
FDA=130g; Ca=20mg; P=3.000mg; Na=2.000mg; Cu=70mg; Co=5mg; Zn=100mg;
Monensina=20mg; F=40mg.
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5.2 Estimativa do consumo de leite

Para avaliar a influéncia da producéo de leite das vacas no crescimento das
bezerras a cada 30 dias, (do 1° ao 5° més de vida) mensurou-se individualmente o
consumo de leite. Para isso, as bezerras foram separadas de suas maes por 12
horas (das 18 horas as 6 horas) e na manha seguinte foram pesadas em jejum de
12 horas, em balanca digital (TK-2000, mével, Toledo®) especifica para tronco-
balanca, antes e ap6s um periodo de mamada de 15 minutos, para uma referéncia

individual da quantidade do leite ingerido.

5.3 Monitoramento do peso vivo
Durante o periodo de adaptacdo e durante todo o experimento, 0s animais
foram pesados, sem jejum prévio, semanalmente em balanca digital (TK-2000,
mével, Toledo®) especifica para tronco-balanca, para o acompanhamento e

avaliacao do ganho de peso mensal.

5.4 Acompanhamento com o ultrassom

O proposito inicial do trabalho foi realizar o exame ultrassonografico
ovariano a partir do 5° dia de vida, mas isso ndo foi possivel, pois as bezerras néo
permaneciam em estacdo. Diariamente as bezerras foram colocadas no tronco na
tentativa de conduzir o exame ovariano, mas apenas no 18° dia de vida as bezerras
permaneceram em estacéo e o exame foi realizado initerruptamente.

A partir do 18° dia de vida o exame ovariano pode ser conduzido
initerruptamente através de um aparelho de ultrassonografia GE Logig a 100

equipado com transdutor linear transretal de 5 MHz. Foi necesséria a utilizacdo de
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um “suporte do transdutor” confeccionado em aco inox, pois a palpagao transretal
nao pode ser realizada (Figura 1). O esvaziamento do reto foi feito por estimulacao
digital da mucosa e em seguida 20 mL de carboximetilcelulose foram inseridos (com
seringa de 20 mL) para dilatar a ampola retal e permitir melhor visualizacdo da
imagem.

Para o acompanhamento dos animais com o ultrassom, foi importante a
técnica descrita por Nogueira e Ginther (2000) para exame do ovario de potras pré-
pubere e adaptada para as bezerras da raca Nelore. As bezerras entravam primeiro
no tronco de contencdo e permaneciam de frente para as mées presas com 0 vazio
preso na guilhotina dianteira de forma que ambas ficassem em contato. Com esse
procedimento, a presenca da mée tranquilizava a bezerra e vice-versa permitindo a

avaliacao ultrassonografica dos ovarios das bezerras (Figura 2).
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FIGURA 1- (a) Forma de contencdo das bezerras com 18 dias de vida para
acompanhamento com ultrassom dos ovarios e Utero de bezerras Nelore com o uso
do (b) suporte do transdutor do ultrassom, desenvolvido e confeccionado em inox

especificamente para este experimento.
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FIGURA 2- Contencao das bezerras Nelore para o acompanhamento dos ovarios
com ultrassom ao mesmo tempo em que as vacas também eram examinadas para

outro experimento.

Apéds o desmame as bezerras ja estavam condicionadas ao procedimento e
permaneciam sozinhas para 0 exame ultrassonografico. Quando atingiram oito
meses a palpagéao transretal pode ser realizada e a contencao das bezerras foi feita
com o método convencional no tronco de contencao.

Nos primeiros 30 dias 0 exame ultrassonogréafico foi realizado diariamente
para adaptacdo da técnica e condicionamento dos animais. Posteriormente, o
acompanhamento com ultrassom foi realizado a cada quatro dias durante todo o
experimento, para caracterizacdo do didmetro do foliculo dominante, segundo maior
foliculo e numero total de foliculos. Houve também avaliacdes diarias por 17 dias a
cada dois meses até a primeira ovulagcdo para acompanhamento das ondas de
crescimento folicular (duracdo da onda em dias, periodo de crescimento do foliculo
dominante e a fase estatica do foliculo dominante) durante o desenvolvimento

sexual dos animais (Figura 3).
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Segundo Ginther et al. (1989) e Evans et al. (1994a), a duracdo das ondas
em dias foi definida como o numero de dias a partir da emergéncia da onda
(foliculos de 3-4 mm) até a ultima mensuracédo do foliculo com 3-4 mm de diametro,
onde o foliculo dominante atingiu pelo menos 6 mm de diametro durante dois dias
consecutivos. O periodo de crescimento do foliculo dominante foi definido como o
numero de dias a partir da emergéncia da onda até o dia em que o diametro maximo
do foliculo foi mensurado, ou seja, o dia em que o foliculo dominante parou com seu
aumento progressivo do diametro. E a fase estéatica foi definida como o periodo
entre o final da fase de crescimento e o inicio da fase de regressédo do foliculo
dominante.

Durante o experimento foram realizadas oito avaliacbes de 17 dias
consecutivos (Figura 3). As avaliacfes foram feitas durante esse intervalo, para
acompanhar a emergéncia de duas ondas foliculares consecutivas com descrito
anteriormente (ADAMS et al., 1994; EVANS et al.,1994a,b; EVANS; RAWLINGS,

1995).
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v Adaptacdo datécnica do ultrassom -
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Adaptacéo da dieta para o grupo
Tratado.

ERENEY
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D. 17 dias consecutivos
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E. 60 dias
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v Coletade sangue duas vezes na semana com intervalo de 4 dias;

v Pesagem semanal.

FIGURA 3- Organograma do experimento.

5.5 Coletas de sangue e ensaios hormonais
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Para a quantificacdo hormonal as amostras de sangue venoso foram colhidas

em tubos a vacuo de vidro contendo 200 uL de EDTA a 10% e refrigerados a 4°C

até a separacao do plasma em centrifuga refrigerada (Cientec Modelo CT-5000R;

3500RPM por 10 minutos a 23°C) e as fracdes do plasma aliquotadas em duplicata

em tubos de 2 ml (Axigen Scientific MCT-200B) e armazenadas em freezer a -20°C

até a realizacao dos radioimunoensaios.
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Durante a primeira semana de vida diariamente foram colhidas amostras de
sangue venoso para quantificacdo de FSH, LH, P4, leptina, insulina e cortisol.
Posteriormente a partir do 15° dia vida, uma amostra de sangue venoso foi colhida,
a cada quatro dias durante todo o experimento, e/ou diariamente por 17 dias a cada
dois meses até a primeira ovulacéo (Figura 3).

Todas as quantificacbes hormonais foram realizadas no Laboratério de
Endocrinologia Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria de Aracatuba (FMVA),
UNESP de Aracatuba.

As quantificacbes da progesterona, insulina e cortisol plasmaticos do
nascimento ao sétimo dia foram feitas por (RIA) radioimunoensaio, com Kkit
comercial Coat-a-Count® da Siemens (Coat-a-Count® progesterone, Cat. # TKPG 2;
Coat-a-Count® insulin, Cat. # TKIN 2; Coat-a-Count® cortisol, Cat. # TKCO 2). No
ensaio de progesterona o coeficiente de variacdo (CV) intraensaio foi de 12,59%
para o controle alto (14,77 ng/mL), 0,35% para o controle baixo (0,43 ng/mL) e a
sensibilidade do ensaio foi de 0,0044 ng/mL. No ensaio de insulina o CV intraensaio
foi de 15,96% para o controle alto (298,112 plU/mL) e 12,00% para o controle baixo
(53,962 plU/mL) e a sensibilidade do ensaio foi de 0,344 plU/mL. No ensaio de
cortisol o CV intraensaio foi de 2,76% para o controle alto (19,00 ng/mL) e 1,05%
para o controle baixo (4,38 ng/mL) e a sensibilidade do ensaio foi de 0,472 ng/mL.

Os ensaios para quantificagcdo do LH e FSH bovinos foram adaptados dos
descritos por Bolt et al. (1990) e Bolt; Rollins, (1983) respectivamente.

Para a quantificacdo do LH plasmatico utilizou-se RIA “in house”. Foram
realizados dois ensaios. No primeiro, contendo amostras do nascimento ao sétimo
dia de vida, o CV intraensaio foi de 4,09% para o controle alto (1,99 ng/mL) e de

3,44% para o controle baixo (0,42 ng/mL); o CV inter-ensaio foi de 9,35% para o
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controle alto e de 18,14% para o controle baixo e a sensibilidade dos ensaios foi de
0,037 ng/mL. Para o segundo ensaio, contendo as amostras obtidas ap0s a primeira
semana de vida o CV intraensaio foi de 4,14% para o controle alto (1,79 ng/mL) e
para o controle baixo 8,02% (0,59 ng/mL), CV inter-ensaio foi de 10,08% para o
controle alto e 9,07% para o controle baixo e a sensibilidade dos ensaios foi de
0,050 ng/mL.

Nos ensaios para quantificacdo de FSH plasmatico (nascimento ao 7° dia
e do 15° dia até a desmama) utilizou-se RIA “in house”. O CV intraensaio foi de
4,00% para o controle alto (5,20 ng/mL) e para o controle baixo 2,29% (1,12 ng/mL),
o CV inter-ensaio foi de 16,05% para o controle alto e 10,62% para o controle baixo
e a sensibilidade dos ensaios foi de 0,030 ng/mL.

Os ensaios para quantificacdo da leptina bovina foram realizados com kit
comercial de radioimunoensaio Multi-species (Millipore, Cat. # XL-85K) e foram
realizados dois ensaios. No primeiro, contendo amostras do nascimento ao sétimo
dia de vida, o CV intraensaio foi de 7,64% para o controle alto (6,84 ng/mL) e 2,09%
para o controle baixo (0,58 ng/mL), o CV inter-ensaio foi de 21,14% para o controle
alto e 12,00% para o controle baixo e a sensibilidade dos ensaios foi de 0,229
ng/mL. Para o segundo ensaio, contendo as amostras obtidas ap6s a primeira
semana de vida o CV intraensaio foi de 12,03% para o controle alto (19,49 ng/mL) e
1,75% para o controle baixo (4,31ng/mL), o CV inter-ensaio foi de 13,77% para o
controle alto e 15,50% para o controle baixo e a sensibilidade dos ensaios foi de
0,379 ng/mL.

Apbés a primeira ovulagdo, para confirmar que a novilha atingiu a
puberdade foi mensurada a concentracdo de progesterona plasmatica. O critério

utilizado por Honaramooz et al. (1999), Gasser et al. (2006c) e Nogueira et al.
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(2003) foram concentracdes plasmaticas de P4 superiores a 1,0 ng/mL apos duas
coletas semanais consecutivas. O CV intraensaio foi de 3,29% para o controle alto
(24,47 ng/mL), 0,20% para o controle baixo (0,58 ng/mL), o CV inter-ensaio foi de
3,46% para o controle alto e 17,88% para o0 controle baixo e a sensibilidade do

ensaio foi de 0,042 ng/mL.

5.6 Andlise estatistica

A normalidade e homogeneidade da variancia para todas as variaveis
dependentes foram determinadas utilizando histogramas, ggplots e o procedimento
UNIVARIADO do SAS. Quando heterogeneidade da variancia foi detectada, os
dados foram transformados elevando a varidvel a lambda, conforme determinado
pela transformagéo de Box-Cox utilizando o procedimento TRANSREG do SAS. As
concentragcbes plasmaticas de LH, FSH, leptina e caracteristicas foliculares foram
analisadas pela Andlise de Variancia com medidas repetidas no tempo, utilizando o
procedimento Mixed do SAS. Os efeitos fixos incluidos no modelo foram o
tratamento (Controle ou Tratado), dias de coleta e interacdo entre os grupos e dias.
A idade em meses foi incluido como efeito repetido com estrutura de covariancia
auto-regressiva de primeira ordem, com ou sem variancias heterogéneas,
escolhidas pelo Critério de Informacdo de Akaike. Os testes de hipoteses foram
realizados em dados transformados e as médias dos quadrados minimos e erros-

padréo apresentados refletem a analise dos dados n&o transformados.



52

VI RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Primeira semana de vida

N&o houve diferenga nas concentracdes de insulina (Figura 4), leptina, FSH e
LH (Figura 5) nos primeiros sete dias de vida das bezerras. A concentracao
plasmatica de cortisol diminuiu do nascimento ao primeiro dia (p<0,0001) e a
concentracdo plasmética de progesterona (P4) diminuiu do nascimento ao segundo

dia de vida (p=0,0004) e nao houve diferenca entre os outros dias (Figura 5).

32.0-
-
£
D) -
2 24.0
©
£
7  16.0-
=
[
8.0 ' :

0 1 2 3 4 5 6 7
Idade (dias)

FIGURA 4- Variacdo na concentracao de insulina plasmatica (ulU/mL; médiat EPM)

em bezerras da raca Nelore (n=16) em funcdo da idade em dias. As amostras foram
colhidas diariamente do nascimento ao 7° dia de vida.
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FIGURA 5- Variacdo nas concentragcdes de cortisol, leptina, FSH, LH e P4
plasmaticas (ng/mL; médiatEPM) em bezerras da raca Nelore (n=16) em funcdo da
idade em dias. As amostras foram colhidas diariamente do nascimento ao 7° dia de

vida.
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Nas bezerras da raca Nelore no periodo pos-natal imediato as concentracdes
de gonadotrofinas foram menores, em relacdo ao animal adulto, assim como as
observadas em bezerras da raca Holandesa (KANEKO et al., 2001) e em bezerras
cruzadas das racas Y2 Angus X Y2 Holandesa antes do primeiro més de vida
(SCHILLO et al., 1982).

A concentracdo de leptina plasmatica permaneceu constante nas bezerras da
raca Nelore assim como relatado em bezerras da raca Holandesa nascidas a termo
(BLUM et al., 2005), mas diferiram das concentracdes de camundongos e ratos
recém-nascidos, em que as concentracdes sao elevadas nas fases neonatal (KIESS
et al.,1998). A gordura ingerida com o colostro pode influenciar os niveis
plasmaticos de leptina dos recém-nascidos (Mc FADIN et al., 2002; OLIVER et al.,
2002). Em bezerros pré-ruminantes e cordeiros as concentracdes plasmaticas de
leptina séo influenciadas pela intensidade da alimentacdo e estdo associadas mais
com a taxa de acréscimo de gordura do que com a massa gorda (BLOCK et al.,
2003; EHRHARDT et al., 2003). Assim, os niveis de leptina séo regulados de forma
diferente em animais jovens e velhos.

Na primeira semana de vida a concentracdo plasmatica de insulina de
amostras colhidas de manha, ndo variou. Foi relatado que a diminuicdo da
concentracdo plasmatica de insulina pré-prandial e o aumento pds-prandial ficam
mais evidentes com o avancar da idade (BLUM; HAMMON 1999; BLUM; HAMMON,
2000; ZANKER et al., 2001). A elevagédo pés-prandial da concentracdo de insulina
foi maior quando os bezerros foram alimentados logo apés o nascimento (0+2

horas) do que bezerros alimentados um dia (24+25 horas) apds o nascimento, e 0S



55

niveis de insulina em bezerros recém-nascidos diminuem rapidamente durante a
restricdo alimentar (HADORN et al. 1997; KINSBERGEN et al, 1994).

A concentracdo plasmatica de cortisol apresentou maior valor no dia do
nascimento, diminuindo no primeiro dia de vida e permanecendo constante nos
outros dias. Essa condicdo foi observada em bezerros da raca Holandesa tanto
machos quanto fémeas (PAIVA et al., 2006) e também em bezerros da raca Nelore
(GASPARELLI et al.,, 2009). Em potros recém-nascidos foram observado altas
concentracfes plasmaticas de cortisol nas primeiras horas apdés o0 nascimento
provavelmente resultado do aumento da atividade adrenal antes do parto (SILVER
et al., 1984).

Apds 0 nascimento, a sobrevivéncia do recém-nascido depende de intensas
mudancas nos padrdes respiratério e circulatorio (PLADYS et al., 2008) que
resultaram em aumento na concentracdo de cortisol. O processo adaptativo ao meio
extrauterino é estressante e dependente da ativacdo do eixo hipotalamo-hipoéfise-
adrenal, sendo mediado principalmente pelo cortisol, potente estimulador do
metabolismo (WOOD, 1999). Fatores estressantes como a hipdxia, mudancas na
pressdo sanguinea e indisponibilidade de glicose, podem levar ao aumento na
secrecao de cortisol pelo feto (BESSER & GAY, 1994).

A concentracdo plasmatica de progesterona apresentou maior valor no dia do
nascimento (NOGUEIRA et al., 1997) e no primeiro dia de vida (p=0,0004), sendo
esta de origem placentaria (SCHULER et al., 2008) e a partir do segundo dia de vida
a concentracao foi decrescente em funcdo da remocdo da progesterona materna
pelo clearance hepético. Apesar da concentracdo da progesterona diminuir a

concentragdo de LH ndo aumentou, aparentemente o eixo hipotalamo-hipéfise ndo
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responde a diminuicdo da concentracdo de progesterona no periodo periparto

imediato.

6.2 Estimativa do consumo de leite

ApOs as restricdbes de mamada por 12 horas (das 18:00 as 6:00 horas) nos
cinco primeiros meses de vida, ndo houve diferenga no consumo de leite das
bezerras do grupo tratado em comparacdo as bezerras do grupo controle (Figura

6a,b).
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FIGURA 6- Variacao (médiaztEPM) do consumo de leite pés mamada controlada de
15 minutos em funcédo da (a) idade em meses e (b) do peso vivo, de bezerras Nelore
lactentes (desmamadas entre 0 5° e 0 6° més) Tratado (suplementacdo com racéo
pré-inicial e milho, n=8) e Controle (sem suplementacdo, n=8). As mamadas
controladas foram realizadas ap6s separacdo da vaca por 12 horas (das 18:00 as

6:00 horas) a cada 30 dias desde o primeiro més de vida até a desmama.

O ganho de peso percentual poés-mamada controlada das bezerras
apresentou correlacdo positiva com o ganho percentual de peso vivo nos dois
grupos, no grupo tratado r=0,40; p=0,0138 e no grupo controle r=0,72; p<0,0001
(Figura 7), apesar disso o ganho de peso pés-mamada decresceu nos dois grupos

(Figura 8) em funcao da idade.
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FIGURA 7- Correlacao linear de Pearson positiva entre o ganho de peso percentual

poés-mamada e o ganho percentual de peso vivo de bezerras Nelore lactentes

(desmamadas entre 0 5° e 0 6° més) Tratado (suplementacdo com ragao pré-inicial

e milho, n=8; r=0,40; p=0,0138) e Controle (sem suplementacdo, n=8; r=0,72;

p<0,0001). As mamadas controladas foram realizadas apés separacédo da vaca por

12 horas (das 18:00 as 6:00 horas) a cada 30 dias desde o primeiro més de vida até

a desmama.
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FIGURA 8- Variacdo no ganho de peso percentual (médiatEPM) pds mamada
controlada de 15 minutos em relagéo ao peso corporal em funcdo da idade em meses
(p<0,0001), de bezerras Nelore lactentes (desmamadas entre 0 5° e 0 6° més)
Tratado (suplementacdo com racdo pré-inicial e milho, n=8) e Controle (sem
suplementacdo, n=8). As mamadas controladas foram realizadas ap6s separacao da
vaca por 12 horas (das 18:00 as 6:00 horas) a cada 30 dias desde o primeiro més de

vida até a desmama.

O maior consumo de leite, aparente, das bezerras do grupo controle em
comparacado as bezerras do grupo tratado sugere que as bezerras recebendo
suplemento possam ter se tornado menos dependentes do leite e apresentaram o
mesmo desempenho no peso, apesar de consumirem menor quantidade de leite.

Isso ocorreu provavelmente porque animais que receberam suplemento na
forma de “creep-feeding” procuram menos suas maes (FORDYCE et al., 1996) e
estimularam menos as vacas a produzir leite (NOGUEIRA et al., 2006). Desse

modo, as bezerras do grupo controle compensaram a falta de suplemento com a
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ingestdo de maior quantidade de leite, e consequentemente, estimularam mais a
producéo de leite pela vaca.

Outra explicacdo para o maior consumo de leite das bezerras do grupo
controle em relacdo ao grupo tratado foi a maior habilidade materna das vacas do
grupo controle. Apesar de ter sido estipulado que as bezerras seriam desmamadas
com 150 kg, numericamente, o percentual do peso da bezerra a desmama em
relacdo ao peso da vaca foi maior no grupo controle em relacdo ao grupo tratado
(41,8% vs 37,2%, respectivamente).

As mées das bezerras do grupo tratado por serem menos procuradas pelas
filhas permaneceram mais pesadas durante o periodo da lactacdo (Figura 9) e
apresentaram a primeira ovulacdo pos-parto antes das mées das bezerras do grupo

controle.
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FIGURA 9- Variacdo do peso (médiaztEPM) das vacas em funcdo dos meses de
lactacdo das bezerras Nelore lactentes (desmamadas entre 0 5° e 0 6° més) do
grupo Tratado (suplementacdo com racdo pré-inicial e milho, n=8) e Controle (sem
suplementacdo, n=8). As médias dos pesos das maes foram obtidas por

mensuracdes a cada sete dias desde o nascimento das bezerras até a desmama.

Houve uma diminui¢cdo no ganho de peso pés-mamada controlada em funcao
da idade nas bezerras dos dois grupos (p<0,0001) isso coincidiu com a reducéo da
producdo de leite da vaca (PORTO et al.,, 2009) e/ou na diminuicdo natural da
ingestao de leite pelas bezerras consequéncia do desenvolvimento funcional dos
pré-estdbmagos (CARVALHO et al., 2003).

No decorrer dos meses as bezerras Nelore, do grupo tratado, aumentaram o
consumo da suplementacao oferecido no “creep-feeding”, no 1° més consumiram
0,30 kg/animal/dia, no 2° més 0,60 kg/animal/dia, no 3° més 1,03 kg/animal/dia, no

4° més 1,41 kg/animal/dia e no 5° més 1,90 kg/animal/dia, apresentando correlacéo
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negativa entre o consumo de leite e de suplemento, onde r= -0,933 e p= 0,0204
(Figura 10).

Entre o 3° e 0 4° més de idade, os compartimentos do trato digestorio
superior de bezerros apresentam propor¢cdes semelhantes ao de um animal adulto,
com maior ingestao de alimentos solidos e diminuicdo gradativa da ingestao de leite

(CARVALHO et al., 2003).
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FIGURA 10- Correlacao linear de Pearson negativa (r= -0,93; p= 0,0204) entre o
consumo de leite e de suplemento de bezerras Nelore lactentes (desmamadas entre
0 5° e 0 6° més) Tratado (suplementacdo com ragdo pré-inicial e milho, n=8) e
Controle (sem suplementacdo, n=8). As mamadas controladas foram realizadas

apos jejum de 12 horas a cada 30 dias desde o primeiro més de vida até a
desmama.

A partir do 3° més de idade, metade do consumo da energia requerida pelo
bezerro provém da dieta solida e a quantidade de leite requerida por unidade de
ganho de peso diminui com a idade do bezerro Boggs et al. (1980). A medida que o

bezerro cresce, sua dependéncia do leite materno vai diminuindo, sua capacidade



63

de pastar aumenta e, consequentemente, reduz a quantidade de leite ingerido

(GOES et al., 2008).

6.3. Quantificacdo das gonadotrofinas plasmaticas do 15° dia de vida a

desmama

Nesse intervalo do estudo, a concentracdo plasmética média de LH foi
diferente (p=0,002) entre os grupos em funcéo da idade. A concentracdo média do
1° ao 5° més de vida foi maior (p=0,045) no grupo tratado (0,44+0,04 ng/ml) quando
comparada ao grupo controle (0,35+0,04 ng/mL; Figura 11 e 12), as maiores
concentragfes médias mensais de LH foram encontradas no 2°, 4° e 5° més de vida
no grupo tratado quando comparado ao grupo controle (0,44+0,03 vs 0,33+0,03
ng/mL, 0,50+0,04 vs 0,27+0,04 ng/mL e 0,40£0,04 vs 0,29+0,04 ng/mL

respectivamente).
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FIGURA 11- Variagdo na concentracdo de LH plasméatico (ng/mL; médiatEPM) em
funcdo da idade em meses, de bezerras Nelore lactentes (desmamadas no 5° més)
recebendo suplementacdo ou nado: Tratado (suplementacdo com milho, n=6) e
Controle (sem suplementacdo, n=6). As médias das concentracdes plasmaticas de
LH foram obtidas por mensuragdes a cada quatro dias desde o primeiro més de vida
até a desmama e agrupadas em funcéo da idade em meses.
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FIGURA 12- Variacdo na concentracédo de LH plasmética (ng/mL; média) em funcao
da idade em dias, de bezerras Nelore lactentes (desmamadas no 5° més)
recebendo suplementagcdo ou nao: Tratado (suplementacdo com milho, n=6) e
Controle (sem suplementacdo, n=6). As médias das concentracdes plasmaticas de
LH foram obtidas por mensurac¢fes a cada quatro dias desde o primeiro més de vida

até a desmama e agrupadas em funcao da idade em dias.

A concentracdo plasmatica de LH em bezerras de corte taurinas foi
relativamente baixa e estatica apds o nascimento em relacdo a 102 semana de vida
(DAY et al., 1987), ocorre um aumento gradativo na concentracdo de LH, até a 222
semana (EVANS; RAWLINGS, 1995; EVANS et al., 1992).

Entre os 15 dias de vida e a desmama somente no 4° e 5° més de vida foram
encontradas maiores concentracdes plasmaticas de FSH (p=0,0001) no grupo
tratado quando comparado ao grupo controle (1,10+0,06 vs 0,80+0,06 ng/mL e
1,09+0,06 vs 0,85+0,07 ng/mL respectivamente; Figura 13 e 14) coincidindo com
relatos anteriores de que a concentracdo plasmatica de FSH aumenta entre 0 4° e o
6° més (DAY et al, 1987; EVANS et al., 1992; SCHAMS et al., 1981).

Provavelmente o aumento da nutricdo exacerbou a elevagcdo natural na
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concentracdo de FSH no grupo tratado quando comparado ao controle.
Esperavamos encontrar um aumento na concentracdo de FSH mais tardio nas
novilhas Nelore por serem mais tardias que as taurinas, ainda faltam quantificacdes

a serem feitas antes de comprovar esta hipotese.
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FIGURA 13- Variacdo na concentracdo de FSH plasmatico (ng/mL; médiatEPM) em
funcdo da idade em meses, de bezerras Nelore lactentes (desmamadas no 5° més)
recebendo suplementacdo ou nao: Tratado (suplementacdo com milho, n=6) e
Controle (sem suplementacdo, n=6). As médias das concentracdes plasmaticas de
LH foram obtidas por mensura¢des a cada quatro dias desde o primeiro més de vida

a desmama e agrupadas em funcéo da idade em meses.
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FIGURA 14- Variacdo na concentracdo de FSH plasmatica (ng/mL; média) em
funcdo da idade em dias, de bezerras Nelore lactentes (desmamadas no 5° més)
recebendo suplementacdo ou nao: Tratado (suplementacdo com milho, n=6) e
Controle (sem suplementacdo, n=6). As médias das concentracdes plasmaticas de
FSH foram obtidas por mensuracdes a cada quatro dias desde o primeiro més de

vida até a desmama e agrupadas em funcéo da idade em dias.

A média da concentracdo plasmatica de FSH (0,71+£0,01 ng/mL) na primeira
semana de vida foi inferior as concentracdes médias mensais de FSH até a
desmama aos cinco meses nas bezerras dos dois grupos (tratado 1,09+0,06 ng/ml e
controle 0,85+0,07 ng/mL). A média da concentracdo plasmatica de LH na primeira
semana foi inferior a todas as médias mensais das concentracbes de LH das
bezerras do grupo tratado e dos trés primeiros meses das bezerras do grupo
controle. Porém foi descritivamente semelhante (0,27+0,06 ng/mL) as
concentracfes de LH do 4° e 5° més (0,27+0,5 e 0,29+0,4ng/mL) nas bezerras do
grupo controle. Esses valores médios da primeira semana de vida mostram que ao
nascimento ja existe o mecanismo de retroalimentacdo negativa pelo estradiol

(observado também em potras por NOGUEIRA et al., 1997).
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No estudo feito por Evans et al. (1994b), as concentracdes plasmaticas de LH
e FSH foram elevadas entre a 22 e 142 semanas de idade, quando o numero dos
foliculos e o diametro do maior foliculo aumentaram.

Em bezerras de corte outros estudos mostraram que a concentracao
plasmatica de LH e FSH foi baixa durante o primeiro més ap0s 0 nascimento,
aumentou entre 3 e 4 meses de idade, e diminuiu aos 6 meses de idade (EVANS et
al, 1992; MADGWICK et al., 2005; SCHAMS et al, 1981). No entanto, outros
pesquisadores relataram que a concentracdo plasmatica de LH e FSH diminuiu do
nascimento até os 3 meses e meio de idade e, aumentou a partir dos 9 meses de
idade (DODSON et al, 1988).

Em bezerras de corte (*2Angus x “Simental) a combinacdo do desmame
precoce (73 dias), e a alimentacdo com alto nivel de concentrado (60% milho)
aumentou a frequéncia pulséatil de LH e o desenvolvimento folicular ovariano no
periodo pré-puberal (GASSER et al., 2006a,b,c).

No presente estudo, dos 15 dias de vida a desmama a concentracao
plasmatica de LH das bezerras Nelore apresentou correlacdo positiva com 0 peso
corporal (r=0,37; p=0,02) no grupo tratado, mas ndo no grupo controle (r=0,23;
p=0,19; Figura 15); a concentracdo plasmatica de FSH das bezerras Nelore
apresentou correlacdo positiva com o0 peso corporal no grupo tratado (r=0,36;
p=0,0255) e no grupo controle (r=0,45; p=0,007; Figura 16).

Assim como Schillo et al (1992) e Evans et al (1994b), fica evidente que a
maior ingestéo de energia estimulou a secrecdo de GnRH que, aumentou a sintese
e liberacdo de LH em novilhas. E esse aumento da secrecdo de gonadotrofinas em
bezerras pré-puberes estimulou a atividade folicular, auxiliando na organizagdo da

ciclicidade ovariana.
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FIGURA 15- Correlacao linear de Pearson entre o peso (kg) e a concentracéo
plasmética de LH (ng/mL) de bezerras Nelore dos 15 dias de vida a desmama,
recebendo suplementacédo ou ndo: Tratado (suplementacdo com milho, n=6; r=0,37;

p=0,02) e Controle (sem suplementacdo, n=6; r=0,23; p=0,19).
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FIGURA 16- Correlacdo linear de Pearson entre o peso (kg) e a concentracéo
plasmatica de FSH (ng/mL) de bezerras Nelore em funcao da idade em meses, dos
15 dias de vida a desmama, recebendo suplementacdo ou nao: Tratado
(suplementacé&o com milho, n=6; r=0,36; p=0,0255) e Controle (sem suplementacéao,

n=6; r=0,45; p=0,007).

Esse aumento inicial na secrecdo de gonadotrofinas, antes dos seis meses
de idade em bezerras, pode ser um passo critico no inicio do desenvolvimento

sexual pos-natal (EVANS et al., 1992) e que pode estimular um aumento no numero
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de foliculos do ovario, como descrito em estudos com bezerras e novilhas da raca
Holandesa apos abate. (DESJARDINS; HAFS, 1969; ERICKSON,1966). Entretanto
no presente estudo nado foi possivel caracterizar bem a elevacédo na concentragao
de LH e FSH no periodo pré puberal, acreditamos que com a quantificacdo de
gonadotrofinas dos meses posteriores a desmama havera mais informacdo que
permita complementar a discussao.

Diferindo com os resultados encontrados no presente experimento, Nogueira
e Ginther (2000) observaram em potras uma diminuicdo das concentracfes de
gonadotrofinas apds o 4° més e permanecendo baixa do 5° aos 7° més durante o
platdé de atividade folicular, importante lembrar que nesta espécie o fator sazonal é
importante, este periodo coincidiu com o periodo de foto periodo negativo,
suprimindo a reproducao nesta espécie.

Aparentemente o sistema enddcrino reprodutivo esta funcional a partir do
nascimento, libera LH pela hipdéfise anterior, o qual estimula a producédo de 173
estradiol pelos foliculos ovarianos (DAY et al., 1987; EVANS et al.,1992) e com a
elevada sensibilidade negativa do hipotalamo ao estradiol impede que a bezerra
ative o sistema reprodutor. Esta inibicdo € conhecida como excesso de
retroalimentacdo negativa do estradiol que mantém baixa a secrecdo das
gonadotrofinas até a reprogramacdo da sensibilidade hipotalamica proximo a

primeira ovulacdo (DAY et al., 1987; EVANS et al., 1994b).
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6.4 Caracteristicas foliculares

As cinco bezerras do grupo tratado que ovularam estavam com 535,6+33,7
dias de idade, o que equivale a 17,8+1,1 meses, sugerindo que a suplementacao
antecipou a primeira ovulacdo (CARVALHO et al.,, 2013) uma vez que a Unica
novilha do grupo controle (sem suplementacédo) que ovulou estava com 605 dias de
idade, o que equivale a 20,1 meses.

A Unica bezerra do grupo controle que ovulou sempre apresentou maior
ganho de peso e maiores diametros de maior foliculo em relacdo as outras bezerras
do grupo, até atingir a puberdade.

Até o final do experimento em junho de 2013, uma novilha do grupo tratado,
com 23 meses de idade, e cinco novilhas do grupo controle, duas com 24 meses,
uma com 23 meses e duas com 22 meses de idade ndo ovularam, semelhante ao
gue foi relatado por Romano et al. (2007) e Souza et al. (1995) que a idade a

puberdade nas novilhas zebuinas acontece no intervalo de 22 a 36 meses.

6.4.1 Diametro maior e segundo maior foliculo

O diametro médio do maior foliculo foi maior (p<0,0001) nas bezerras do
grupo tratado do que nas bezerras do grupo controle durante o experimento, como
observado por Gasser et al. (2006b) e aumentou em funcdo da idade nos dois
grupos (p<0,0001) coincidindo com relatos anteriores (BERGFEL, et al., 1994;

CHELIKANI, et al., 2003; EVANS et al., 1994b; GASSER et al, 2006b; Figura 17).
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FIGURA 17- Variacdo do diametro do maior foliculo (mm; médiatEPM) em funcéo

da idade em meses e dias, de novilhas Nelore (desmamadas no 5° més) recebendo

suplementacdo ou ndo: Tratado (suplementacdo com milho, n=6) e Controle (sem

suplementacdo, n=6). As médias do diametro do maior foliculo foram obtidas por

mensuracdes a cada quatro dias desde os 15 dias de vida até os 19 meses e

agrupadas em funcéo da idade em meses.
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O tamanho do maior foliculo aumentou gradualmente ao longo do tempo e as
bezerras do grupo tratado apresentaram diametros maiores que as controle. O
aumento do diametro do maior foliculo ja foi observado em bezerras de corte
(*2Angus x ¥Simental) suplementadas com milho em comparacédo as bezerras do
grupo controle (GASSER et al., 2006b).

Em um mesmo contexto dieta com baixo teor energético diminuiu o diametro
do foliculo dominante em comparacdo as novilhas alimentadas com mais energia
(BERGFELD et al., 1994).

A reducédo da nutricdo pode interferir no crescimento folicular através de dois
mecanismos, um efeito direto através da diminuicdo na concentracdo de IGF-I de
origem hepética, de proteinas ligadoras e insulina, que diminuem a capacidade do
foliculo em responder ao LH e comprometem a producdo de estradiol; e um efeito
indireto que acontece pela reducdo da secrecdo pulsatil de LH por alteracdo no
padrdo de secrecdo de GnRH, determinado provavelmente pelo NPY, opidides bem
como a concentracao de glicose que parece controlar a secre¢cdo de GnRH (DISKIN
et al., 2003).

No 16° més de idade houve um maior didametro do maior foliculo nas novilhas
do grupo tratado quando comparadas as do grupo controle (10,2+0,6 vs 7,5£0,6 mm
respectivamente). O diametro do maior foliculo aumenta com a proximidade da
primeira ovulacdo (HONARAMOOZ et al., 2004). Em bezerras de corte de origem
europeia (Hereford) que ovularam aos 13 meses o0 aumento no diametro folicular
ocorreu entre 6 e 8,5 meses de idade (EVANS et al.,, 1994b). Fica evidente a
influencia taurina, com idade a primeira ovulagdo menor resultando na diferenca do

periodo de ocorréncia do aumento no diametro folicular. Na verdade os mecanismos
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endacrinos relacionados a maturacédo sexual sdo os mesmos em novilhas taurinas e
zebuinas, porém ocorrem tardiamente nas zebuinas (RODRIGUES et al., 2002).

As novilhas dos dois grupos desenvolveram proximo a primeira ovulacéo,
foliculos ovulatorios de diametro semelhante: 12,8+0,4 mm no tratado e 12 mm na
novilha do grupo controle, porém a ovulagdo das cinco novilhas do grupo tratado
aconteceu 69 dias antes da Unica novilha do grupo controle. Efeito semelhante foi
observado por Bergfeld et al. (1994), Chelikani et al. (2003) e Perry et al (1991),
onde o diametro do maior foliculo aos 11 meses permitiu prever a primeira ovulacéo
até o 17° més de idade.

Os 69 dias de antecipacdo da primeira ovulacdo nas novilhas do grupo
tratado pode garantir a prenhez da novilha na segunda estacdo de monta. Essa
diferenca pode significar um bezerro a mais por animal para o pecuarista.

O diametro do segundo maior foliculo aumentou em funcéo da idade nos dois
grupos (p<0,0001) e foi maior (p=0,0003) nas bezerras do grupo tratado (4,9+0,1
mm) que nas bezerras do grupo controle (4,1+0,1 mm). Ha relato de que o
fornecimento de diferentes niveis de energia e proteina ndo interferiu no diametro do
segundo maior foliculo (CHELIKANI et al., 2003). O que interfere no diametro do
segundo maior foliculo € a concentracdo de FSH que sofre menor interferéncia da
dieta que o LH (BERGFELD et al., 1994). A severidade da varia¢do nutricional, bem
como a sensibilidade da raca a restricdo alimentar (provavelmente ligado a reserva
energética) podem justificar a diferenca entre os experimentos.

No 9° e do 11° ao 18° més de vida foram observados segundo maiores
foliculos com maior didmetro nas novilhas do grupo tratado (p=0,0035) quando
comparadas as novilhas do grupo controle (resultado em milimetros: 9° més:

5,0+0,4 vs 3,5+0,4; 11° més: 5,6+0,4 vs 3,9+0,4; 12° més: 5,4+0,4 vs 4,3+0,4; 13°
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més: 6,4+0,4 vs 4,4+0,4; 14° més: 6,3+0,4 vs 5,1+0,4; 15° més 6,9+0,5 vs 5,0+0,5;
16° més: 7,2+0,4 vs 5,3+0,4; 17° més: 6,6+0,5 vs 5,2+0,5; 18° més: 5,9+0,3 vs
4,3+0,3 respectivamente. Figura 18).

Em novilhas taurinas sob nutricdo de manutencéo, foi observado que o
diametro do segundo maior foliculo aumentou da 22 a 142 semana e depois
permaneceu constante (EVANS et al., 1994b).

Semelhante ao diametro do maior foliculo no 16° més de idade, més que
antecedeu a puberdade nas novilhas do grupo tratado, foi observado maior valor no
diametro médio do segundo maior foliculo das novilhas do grupo tratado quando

comparadas com as do grupo controle.
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FIGURA 18- Variagdo do diametro do segundo maior foliculo (mm; médiaxtEPM) em
funcdo da idade em meses, de novilhas Nelore (desmamadas no 5° més)
suplementadas ou ndo: Tratado (suplementacdo com milho, n=6) e Controle (sem
suplementacdo, n=6). As médias do diametro do segundo maior foliculo foram
obtidas por mensuracdes a cada quatro dias desde os 15 dias de vida até os 19

meses e agrupadas em funcéo da idade em meses.
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6.4.2 Numero total de foliculos

O numero total de foliculos aumentou em funcdo da idade (p<0,0001), mas
nao houve diferenca entre os dois grupos, as bezerras do grupo tratado
apresentaram meédia de 35,49+0,72 e as bezerras do grupo controle de 34,77+0,72
foliculos.

A reserva de foliculos pré antrais pode ser maior nas fémeas zebuinas
guando comparadas com as taurinas (SILOTO, 2012), mas Silva-Santos et al (2011)
verificaram que essa diferenca ndo é significativa, apesar de haver grande variacdo
individual no namero de foliculos pré antrais nas fémeas zebuinas e taurinas e
sugeriram haver diferencas nas taxas de atresia folicular entre as racas.

Nas fémeas bovinas o numero de foliculos antrais é o reflexo do tamanho da
reserva do ovario (IRELAND et al.,, 2008) e ha evidencias crescentes de que o
tamanho dessa reserva de foliculos no ovario pode ser influenciado negativamente
pelo ambiente materno durante a gestacdao (MOSSA et al., 2009; SULLIVAN et al.,
2009; EVANS et al., 2012).

Além disso, € interessante observar que a contagem média de foliculos nos
ovarios de fémeas Bos taurus pode estar entre 18 (IRELAND et al., 2007) a 24
(GINTHER et al., 1996) foliculos, ao passo que em fémeas Bos indicus pode ocorrer
o dobro do numero de foliculos das fémeas Bos taurus (GIMENES et al., 2009), os
relatos de contagens de foliculos antrais variam entre 40 (ALVAREZ et al., 2000) a
50 (BURATINI et al., 2000; SARTORI & BARROS, 2011).

Nos dois grupos, o numero total de foliculos aumentou entre o inicio do
experimento aos 18 dias de vida e 0 2° més de vida, e diminuiu do 3° més ao 5° més
de vida, (como observado por GASSER et al., 2006b), a partir do 6° més até o 10°

més houve um aumento continuo do numero de foliculos que permaneceu
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constante e a partir do 10° més (como observado por DAY & ANDERSON, 1998;

Figura 19).
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FIGURA 19- Variacdo do numero total de foliculos (médiatEPM) em funcdo da

idade em meses, de novilhas Nelore (desmamadas no 5° més) recebendo

suplementacdo ou ndo: Tratado (suplementacdo com milho, n=6) e Controle (sem

suplementacdo, n=6). A média mensal do numero total de foliculos, mensurados a

partir de 2 mm, foi obtidas de mensurac¢des a cada quatro dias desde os 18 dias de

vida até os 19 meses e agrupadas em funcdo da idade em meses.
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O aumento progressivo do numero de foliculos nas novilhas Nelore foi
semelhante aos resultados observados em novilhas taurinas (GASSER et al, 2006b)
mas diferente de um outro estudo (ERICKSON, 1966) que relata diminuicdo no
numero de foliculos apds o 6° més de vida.

A fase estatica do numero total de foliculos iniciou por volta dos 10 meses de
idade nos dois grupos sendo que as novilhas do grupo tratado ovularam sete meses
e a do controle 10 meses, apos o inicio dessa fase. Novilhas Hereford que iniciaram
a fase estatica aos 8 meses de idade ovularam apds cinco meses (EVANS et al.,
1994b), mas as novilhas zebuinas apesar de apresentarem maior namero de
foliculos, atingiram a puberdade mais velhas.

Uma justificativa para o0 aumento na idade a puberdade em funcédo do numero
de foliculos pode ser o crescimento folicular em ondas semelhantes ao de fémeas
adultas (ADAMS et al., 1992; EVANS et al., 1994b; MELVIN et al., 1999). No
presente estudo a suplementacdo nas novilhas do grupo tratado contribuiu para
atingirem a puberdade 69 dias antes que a novilha do grupo controle e 37,2 kg mais
pesadas.

No presente estudo, dos 15 dias de vida até os 19 meses o diametro do
maior foliculo, o segundo maior foliculo e o nimero total de foliculos das novilhas
Nelore apresentaram correlacdo positiva com o peso corporal nos dois grupos
(p<0,0001), no grupo tratado apresentou r=0,95; r= 0,95; r= 0,91 e no grupo controle

r=0,96; r=0,90; r= 0,89 (Figura 20).
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FIGURA 20- Correlacéo linear de Pearson entre (p<0,0001) (a) o diametro do maior

foliculo (mm), (b) o segundo maior foliculo (mm) e (c) o nimero total de foliculos e o

peso (kg) de novilha Nelore em func&o da idade em meses, dos 15 dias de vida aos

19 meses, recebendo suplementacdo ou ndo: Tratado (suplementacdo com milho,

n=6; r=0,95; r= 0,95; r= 0,91) e Controle (sem suplementacéo, n=6; r=0,96; r=0,90;

r=0,89).
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6.4.3 Ondas foliculares

Durante o experimento foram realizadas oito avaliacbes de 17 dias
consecutivos para acompanhamento da dinamica folicular durante o 2°, 4°, 6°, 9°,
12° e 15° més de vida das novilhas.

Em todas as idades, nos dois grupos foi possivel observar padrbes de
crescimento e regressao de foliculos dominantes anovulatérios em forma de ondas
(assim como, ADAMS et al., 1994; EVANS et al., 1994a,b; GINTHER et al., 1989;
IRELAND, et al., 2000; KNOPF et al, 1989; PIERSON; GINTHER 1984; SAVIO et
al., 1988). Independente do grupo, padrdes de duas ou trés ondas foliculares
anovulatérias foram observados, havendo um predominio da ocorréncia de trés
ondas (semelhante a ADAMS et al.,, 1994; FIGUEIREDO et 1997; SARTORI &
BARROS, 2011). Em cada periodo somente a onda completa foi considerada,
incluindo o dia da emergéncia da onda até o ultimo dia da fase de regresséo.

Nos dois grupos, em funcdo da idade, aumentaram: a duracdo da onda, o
didmetro do maior foliculo, o nimero total de foliculos (p<0,0001) e a fase de
crescimento da onda folicular (p=0,05). A fase estéatica ndo diferiu entre 0os grupos
em funcdo da idade (Tabela 2; Figura 21 e 22).

Em novilhas Hereford (ADAMS et al., 1994; EVANS et al., 1994a,b) nao
houve diferenca entre a fase de crescimento e estatica do foliculo dominante em
funcdo da idade e, a semelhanca do presente estudo, o diametro do foliculo
dominante aumentou em funcéo da idade.

No presente estudo, a fase estatica, diferiu apenas entre os meses, mas nao
houve diferenca entre os grupos. A alta ingestdo de energia acelerou a taxa de
crescimento folicular e reduziu a idade a puberdade (como observado em

CARVALHO et al., 2013).
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Como existem poucos estudos da dinamica folicular em bezerras ou novilhas
pré-puberes tanto taurinas quanto zebuinas, além da escassez de trabalhos
contemporaneos entre as racas torna-se dificil tracar qualquer tipo de comparacao

gue enriqueceriam ainda mais a discussao da presente pesquisa.
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FIGURA 21- Diametro do foliculo dominante (médiaxtEPM) nas ondas foliculares em
novilhas Nelore pré-puberes (desmamadas no 5° més) recebendo suplementacéo
ou ndo: Tratado (suplementacdo com milho, n=6) e Controle (sem suplementacéo,
n=6), no 2°, 4°, 6°, 9°, 12° e 15° més de idade, durante os periodos de avaliagdo por

17 dias consecutivos.
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FIGURA 22- Fases de crescimento e regresséao do foliculo dominante (médiaxtEPM)
em novilhas Nelore pré-puberes (desmamadas no 5° més) recebendo
suplementacdo ou ndo: Tratado (suplementacdo com milho, n=6) e Controle (sem
suplementagao, n=6), no 2°, 4°, 6°, 9°, 12° e 15° més de idade, durante os periodos

de avaliagdo por 17 dias consecutivos.
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Apos as cinco novilhas do grupo tratado e a Unica novilha do grupo controle,
atingirem a puberdade, foi realizado mais um periodo de avaliacdo de 17 dias

consecutivos aos 21 meses de idade (Figura 23).
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FIGURA 23- Caracteristicas descritivas do foliculo dominante nas ondas foliculares
(na fase do diestro) em novilhas Nelore ap6s a primeira ovulacdo recebendo
suplementacdo ou ndo: Tratado (suplementacdo com milho, n=5) e Controle (sem

suplementacao, n=1) aos 21 meses de idade.

Para confirmar que as novilhas atingiram a puberdade foi mensurada a
concentracdo de progesterona plasmatica. A maioria das novilhas apresentaram o
ciclo curto de progesterona na primeira ovulacdo, como relatado anteriormente
(EVANS et al., 1994b) e concentracdo plasméatica de progesterona superior a 1,0
ng/mL apds duas coletas semanais consecutivas (HONARAMOOZ et al., 1999;

NOGUEIRA et al., 2003; GASSER et al., 2006c; Figuras 24 e 25).
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FIGURA 24- Concentracao plasmatica de progesterona (ng/mL) em novilhas Nelore
puberes (apés a primeira ovulagcdo) recebendo suplementacdo Tratado

(suplementacéo com milho, n=5) aos 17,85 meses de idade.
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FIGURA 25- Concentracdo individual de progesterona plasmética (ng/mL) em
novilhas Nelore puberes (ap0s a primeira ovulacdo) recebendo suplementacao
Tratado (suplementacdo com milho, n=5) aos 17,85 meses de idade e Controle

(sem suplementacao, n=1) aos 20,1 meses de idade.
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6.5 Peso e quantificacdo de leptina plasmatica

A média dos pesos ao nascimento das 16 bezerras foi de 333,08 kg. As
bezerras do grupo tratado foram desmamadas com 155,00+£2,31 kg aos 156+8,35
dias de vida e as do grupo controle com 153,80+2,31 kg aos 155,50+8,35 dias de
vida. A média mensal do ganho de peso do nascimento a desmama foi de 23,7+0,04
kg/més para as bezerras do grupo tratado e de 22,8+0,04/més kg para as bezerras
do grupo controle. A primeira ovulacdo aconteceu quando as bezerras do grupo
tratado (cinco) pesavam 398,20+10,60 kg e a bezerra do grupo controle 361 kg. A
média mensal do ganho de peso da desmama a puberdade foi de 19,5+0,03kg/més
para as novilhas do grupo tratado e de 13,2+0,03 kg/més para a novilha do grupo

controle (Tabela 3).

Tabela 3- Medidas descritivas do peso (kg; médiatEPM) ao nascimento, a
desmama, a puberdade, média do ganho de peso diario do nascimento a desmama
e da desmama a puberdade, mensurado a cada sete dias, e idade a desmama e a
puberdade em novilhas da raca Nelore recebendo suplementacdo ou ndo: Tratado
(suplementacé&o com milho, n=6) e Controle (sem suplementacao, n=6).

Controle Tratamento
n=6 n=6
Peso ao nascimento (kg) 34,4+1,26 31,9+1,26
Peso a desmama (kg) 153,8+2,31 155,0+2,31
Idade a desmama (dias) 155,5+8,35 156+8,35
Ganho Qe peso diario (kg) 0.76+0,04 0.79+0.04
do nascimento a desmama
n=1 n=>5
Idade a primeira ovulacao (dias) 605 535,6+33,7
Peso a primeira ovulagédo(kg) 361 398,20+10,60
Ganho de peso diario (kg) 0.44+0,03 0.65+0,03

da desmama a primeira ovulacéo
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No presente estudo ndo houve diferenca no peso e na idade a desmama
entre 0S grupos, pois essas variaveis foram fixadas, estabelecendo a desmama aos
150 kg ou sete meses de idade. Apesar do grupo tratado receber a suplementacao,
nao houve diferenca entre a média diaria do ganho de peso do nascimento a
desmama entre os grupos. Ha relatos anteriores demostrando que a alimentacao
(com alto nivel de proteina e energia) aumentou a média diaria do ganho de peso de
bezerras antes da desmama, mas da raca Holandesa (BROW et al. 2005; BAR-
PELED et al, 1997; FOLDAGER & KROHN,1994). Provavelmente nas bezerras
Nelore a quantidade de ingestado de suplemento antes do periodo da desmama néo
foi suficiente para provocar diferenca significante.

Nos dois grupos o peso dos animais aumentou em funcdo da idade
(p<0,0001) durante todo o experimento. Do nascimento a desmama nao houve
diferenca no peso médio entre os grupos a diferenca (p<0,0001) s6 pode ser

identificada a partir do 7° més de idade (Figura 26).
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FIGURA 26- Variacao do peso (kg; médiatEPM) em funcao da idade em meses, de
novilhas Nelore (desmamadas no 5° més) recebendo suplementacdo ou nao:
Tratado (suplementacdo com milho, n=6) e Controle (sem suplementacdo, n=6). As
médias foram obtidas por pesagens semanais do nascimento aos 20 meses e

agrupadas em fungao da idade em meses.

A combinacdo de desmama precoce com uma dieta contendo elevada
proporcao de concentrado (60% de milho moido) foi um método eficaz para acelerar
o desenvolvimento reprodutivo em novilhas de corte (*2Angus x YSimental) que
ovularam aos 11 meses de idade (GASSER et al., 2006c¢).

Nos dois grupos o0 peso médio dos animais aumentou em funcdo da idade
durante todo o experimento. Mas somente a partir do 7° més houve diferenca entre
os dois grupos, importante lembrar que a desmama aconteceu por volta dos 5
meses, uma das caracteristicas do Nelore é a elevada habilidade materna, cujo

efeito fica evidente nesta variavel.
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As novilhas do grupo tratado atingiram a puberdade mais cedo e mais
pesadas do que a novilha do grupo controle coincidindo com relatos anteriores
(BERGFELD et al., 1994; CARVALHO et al., 2013; LARSON, 2007). Porém quando
associada a desmama precoce aos 73+3 dias e alimentacdo com dieta elevada em
concentrado houve reducdo na idade a primeira ovulacdo mesmo por novilhas mais
leves (GASSER et al., 2006c).

A média do ganho de peso diario da desmama a puberdade foi de 0,65+0,03
kg/dia para as novilhas do grupo tratado e de 0,44+0,03 kg/dia para o grupo controle
coincidindo com relatos anteriores (DAVIS RINCKER et al., 2011).

A porcentagem do ganho de peso das novilhas foi maior antes da desmama.
Apos a desmama 0 grupo tratado apresentou maior ganho percentual de peso do

gue o grupo controle (GASSER et al, 2006 ¢; CARVALHO et al., 2013; Figura 27).
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FIGURA 27- Ganho percentual da média de peso em funcdo da idade em meses,
de novilhas Nelore (desmamadas no 5° més) recebendo suplementacdo ou néao:
Tratado (suplementacdo com milho, n=6) e Controle (sem suplementacdo, n=6). As
médias foram obtidas por pesagens semanais do nascimento aos 20 meses e

agrupadas em funcéo da idade em meses.
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O ganho de peso apds a desmama tem grande influéncia na idade a
puberdade. Animais com maior ganho de peso no pés-desmame antecipam a
puberdade (HALL et al.,, 1995; QUINTANS et al., 2004). Porém a suplementacao
com energia antecipou a idade a puberdade, sem aumentar o peso de novilhas
Nelore a puberdade (ROMANO et al.,, 2007). Em novilhas de corte (*2Angus X
%Simental) a desmama precoce associada ao fornecimento de alta energia
antecipou a idade a puberdade e aumentou o peso dos animais (MAQUIVAR, 2011).

A idade a puberdade nas novilhas zebuinas acontece ao redor de 22 a 36
meses, (ROMANO et al., 2007). Esta idade esta diretamente relacionada ao peso e
condicéo corporal da novilha. Novilhas que consomem maior quantidade de energia
e apresentam maior taxa de ganho de peso diario e ovulam mais cedo (FERREL et
al., 1991).

O grupo controle, por ter recebido uma dieta com baixo teor de energia
(NDT=56,96%), por mimetizar a alimentacdo em pasto de braquiaria, apresentou a
puberdade tardia ou ndo apresentou a puberdade entre os 22 e 24 meses. Essa
restricdo energética pode ter atrasado a secrecdo de LH que antecede a puberdade
(BERGFELD et al., 1994; DAY et al., 1986; YELICH et al., 1996).

O fator nutricional possui uma importante participacdo na expressao do
potencial de puberdade precoce. Mais importante que o peso € o fato do animal
estar ganhando ou perdendo peso, que interfere na secrecdo de gonadotrofinas e
no desenvolvimento folicular (NOGUEIRA, 2004).

As novilhas do grupo tratado aos 17 meses de idade apresentaram maior
média da espessura de gordura no subcutaneo entre a 122 e 132 costelas, quando
comparadas com as novilhas do grupo controle (2,5+1,7 vs 0,4t0,04 mm,

respectivamente), sugerindo maior reserva energética nesses animais. O estado



94

nutricional e a taxa de ganho de peso vivo sdo determinantes no momento do inicio
da puberdade (GASSER et al., 2006c).

Nas novilhas, Bos taurus e Bos indicus, a puberdade é determinada pela
maturacdo do hipotadlamo, caracterizada pela reducdo da retroalimentacdo negativa
de estradiol e aumento da frequéncia de pulso de LH (GASSER et al., 2006).
Embora os mecanismos fisiolégicos envolvidos neste processo de maturacdo ainda
nao estejam totalmente esclarecidos, eles sao claramente influenciados pelo peso e
escore corporal (WILLIAMS; AMSTALDEN, 2010).

O aumento do peso pode ser identificado pelo hipotalamo através do
aumento das concentracdes plasmaticas de IGF-1 (GARCIA et al., 2002; JONES et
al., 1991) e/ou de leptina (FOSTER & NAGATANI, 1999).

A leptina € um peptideo secretado pelos adipdcitos brancos que desempenha
um papel na regulacdo do peso corporal, ingestdo de alimentos (BOLAND et al.,
2001; FRUHBECK, 2001) e age como um sinal metabdlico informando ao sistema
nervoso central que existe reserva corporal suficiente para suprir as demandas do
processo reprodutivo (BARASH et al., 1996; HAUSMAN et al., 2012).

Tem sido postulado que a leptina atua como um agente permissivo para a
ocorréncia da puberdade (WYLIE, 2010), por regular a secrecao de LH e estimular o
crescimento folicular indiretamente através da inducdo da secrecdo de LH pela
hipofise (AMSTALDEN et al., 2003; KADOKAWA et al., 2006; HAUSMAN et al.,
2012).

No presente estudo, a concentracdo plasmatica de leptina dos animais nos
dois grupos, aumentou em funcdo da idade (p<0,0001) quando a maioria das

novilhas do grupo tratado atingiu a puberdade.
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Do nascimento a desmama, ndo houve diferenca na concentracao plasmatica
de leptina entre os grupos, diferente do que foi observado em bezerras da raca
Holandesa, no periodo pré-desmama, suplementadas com excesso de energia e
proteina, que apresentaram maiores concentracdes plasmaticas de leptina quando
comparadas a bezerras ndo suplementadas (BROWN et al., 2005).

Houve diferenca (p=0,023) entre o grupo tratado quando comparado ao grupo
controle na concentracdo de leptina plasmatica no 13°, 14°, 16° e 17° més de vida,
(5,67+0,53 vs 4,04+0,53ng/mL, 5,79+0,53 vs 4,34+0,53ng/mL, 7,12+0,53 vs

5,21+0,53ng/mL e 6,74+0,67 vs 5,11+0,53ng/mL respectivamente; Figura 28).
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FIGURA 28- Variacdo na concentracdo de leptina plasmatica (ng/mL; médiatEPM)
em funcdo da idade em meses, de novilhas Nelore (desmamadas no 5° més)
recebendo suplementacdo ou nao: Tratado (suplementacdo com milho, n=6) e
Controle (sem suplementacéo, n=6). As concentracdes plasmaticas de leptina foram
obtidas a partir de mensuragcdes a cada quatro dias desde o primeiro més de vida

até os 17 meses e agrupadas em fungéo da idade em meses.
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A concentracdo plasmatica de leptina nas novilhas Nelore aumentou
numericamente com o aumento do peso corporal nas novilhas. Garcia et al. (2002)
observaram aumento da concentracdo de leptina conforme a idade aumentava em
novilhas cruzadas e este mesmo aumento foi observado por Beltran (2008) em
novilhas Nelore a partir dos 12 meses de idade tanto em animais precoces quanto
em nao precoces.

No presente estudo, da desmama aos 17 meses de vida a concentracao
plasmatica de leptina das novilhas Nelore apresentou correlagdo positiva com o
peso corporal nos dois grupos, onde o grupo tratado apresentou r=0,96; p<0,0001 e

no grupo controle r=0,83; p=0,0005 (Figura 29).
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FIGURA 29- Correlacdo linear de Pearson entre a concentracdo plasmatica de
leptina (ng/mL) e o peso (kg) de novilhas Nelore em funcdo da idade em meses, da
desmama aos 17 meses, recebendo suplementacdo ou nao: Tratado
(suplementacé&o com milho, n=6; r=0,96; p<0,0001) e Controle (sem suplementacéao,
n=6; r=0,83; p=0,0005).

A diminuicdo da velocidade do crescimento somatico e o aumento da

guantidade e tamanho dos adipdcitos é certamente o responsavel pelo aumento na
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concentracdo de leptina circulante durante a maturacdo sexual nos bovinos
(BOLAND et al., 2001; GARCIA et al., 2002; WYLIE 2010), ja que animais com boa
condicdo corporal tém maior quantidade de gordura e consequentemente maior
guantidade de leptina circulante (BLACHE et al., 2000; EHRHARDT et al., 2000;
BROWN et al., 2005). O aumento na gordura corporal pode ser traduzido em
aumento na concentracdo de leptina plasmatica através da hipertrofia dos
adipdcitos, de acordo com a correlacéo entre a leptina plasmatica e o peso corporal
em novilhas (BELTRAN, 2008).

No periodo que antecedeu a primeira ovulacdo no grupo tratado, (entre o 16°
e 0 17° més de idade), foi o momento de maior aumento de peso e no 16° més foi a
maior concentracdo plasmatica de leptina. Essa elevada concentracdo de leptina,
consequéncia de maior quantidade de gordura corporal, possivelmente sinalizou ao
SNC de que a novilha estava em condicbes metabodlicas adequadas (ZIEBA, et al.,
2004) para manter uma gestacao, caso iSSo ocorresse.

Acredita-se que os efeitos da leptina sobre a secrecdo de gonadotrofinas
sejam mediados, em parte, pelo neuropeptidio Y (NPY; KALRA; CROWLEY, 1992;
BOLAND et al.,, 2001)um importante mediador primario da acdo da leptina no
hipotalamo por estimular a liberac&o basal e ciclica de GnRH e correlacionar-se com
as mudancas associadas a liberacdo de LH induzida pelo GnRH (KALRA; KALRA,
1996; PERRY, 2012) em resposta as condi¢cdes metabdlicas do animal.

Dessa forma, nesse estudo o aumento da concentracdo plasmatica de
leptina, um produto fisiolégico do balango energético positivo, ocorreu associado ao
aumento do peso corporal e associado, podem ter influenciado a idade a primeira

ovulagéo nas novilhas Nelore do grupo tratado.
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CONCLUSOES

Levando em consideracdo as condicfes experimentais concluiu-se

que:

1) As novilhas suplementadas com milho moido apresentaram aumento das
concentracfes plasmaticas de gonadotrofinas no 4° e 5° més de vida e
aumento significativo da concentracdo plasmatica de leptina a partir do

13° més de vida (cinco meses antes da primeira ovulacao);

2) As novilhas suplementadas com milho moido apresentaram maior
didmetro do segundo maior foliculo a partir do 9° més de vida (oito meses

antes da primeira ovulagao);

3) As novilhas suplementadas com milho moido anteciparam a idade a

puberdade;

4) A antecipacdo da idade a primeira ovulacdo estd associada com o
aumento do didmetro do maior foliculo e o peso do animal no periodo pré-

pubere.
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CONSIDERACOES FINAIS

A suplementacéo alimentar antes da desmama e o aumento da ingestéo de
energia para 2,93 Mcal/kg/dia depois da desmama contribuiu para a antecipacéao a
primeira ovulacdo em 5 meses em relacédo a novilhas Nelore mantidas em situacdes

semelhantes as pastagens brasileiras com baixa porcentagem de proteina bruta.
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