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Resumo Simples: Os resultados indicaram que o fornecimento de uma mistura de éleos essenciais com
canela, orégano e eucalipto proporcionou aos bezerros estimulagdo humoral e antioxidante do sistema
imunolégico, minimizando o estresse oxidativo fisioldgico e levando a uma maior eficiéncia. A melhora da
saude n&o impulsionou o crescimento dos bezerros que consumiram 6leos essenciais. As avaliagdes da
abundancia e da biodiversidade da microbiota n&o diferiram entre os animais que consumiram a mistura de
6leos essenciais e aqueles que ndo consumiram; no entanto, permitiram a identificagéo dos principais
géneros nas fezes de bezerros nas primeiras semanas de idade.

Resumo: O objetivo do presente estudo foi determinar se a adigdo de uma mistura a base de dleos
essenciais de canela, orégano e eucalipto a dieta liquida de bezerros estimularia o sistema imunolégico,
aliado a agao anti-inflamatéria, minimizaria as respostas oxidativas e alteraria a microbiota intestinal,
consequentemente favorecendo o crescimento animal. Vinte e quatro bezerros machos da raga
Holandesa (com aproximadamente cinco dias de idade) foram amamentados por 60 dias, submetidos ao
processo de desmame e acompanhados até o 75° dia do experimento. Os bezerros foram divididos em

grupos controle (n = 12) e fitobidtico (n = 12), recebendo sucedaneo de leite comercial e concentrado peletizado a

Para o grupo fitobidtico, adicionamos a mistura a dieta liquida duas vezes ao dia, a 5 mL/alimentagao nos
primeiros 15 dias e 10 mL/alimentacgao até o dia 60. Nao detectamos diferencas no ganho de peso, mas os
animais do grupo fitobiético tenderam a consumir menos ragdo. Bezerros tratados com fitobiéticos
apresentaram melhor converséo alimentar e eficiéncia alimentar do que os animais do grupo controle.
Menores contagens de leucocitos e linfocitos foram observadas, assim como maior concentragao de

colesterol. Imunoglobulina A, ceruloplasmina e transferrina também diferiram entre os grupos, com maiores

niveis de IgA e menores niveis de proteinas de fase aguda (ceruloplasmina e transferrina) em bezerros que consumir

Maior atividade da glutationa S-transferase foi encontrada no soro de bezerros no grupo de tratamento.
A microbiota intestinal ndo diferiu entre os grupos; no entanto, os géneros Acinetobacter, Pseudomonas e
Psychrobacter foram os mais abundantes, independentemente do tratamento. Concluimos que a mistura de
6leos a base de canela, orégano e eucalipto melhorou os sistemas imunoldgico e antioxidante dos bezerros,
melhorando a eficiéncia alimentar sem afetar a microbiota intestinal.

Palavras-chave: cinamaldeido; 1,8-cineol; carvacrol; timol; microrganismos intestinais
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1. Introdugéao

A producéo leiteira esta melhorando internacionalmente e o Brasil € um dos maiores
produtores de leite do mundo [1]. Esses avangos vém ocorrendo para minimizar problemas e
aumentar a produgdo. Na producgéo leiteira, varias fases da criagdo animal, incluindo a produgéo
de bezerros, sdo consideradas as mais criticas porque os bezerros tém sistemas imunoldgicos
extremamente imaturos e frageis [2]. Os bezerros enfrentam varios problemas durante as
primeiras semanas de vida; no entanto, o principal problema que afeta essa classe animal é a
diarreia, um sinal clinico associado a infec¢des causadas por alguns microrganismos patogénicos.
O problema da diarreia pode ser mais significativo quando acompanhado pela perda de apetite
e desidratacao, enfraquecendo ainda mais o animal [3]. Ele pode morrer rapidamente,
dependendo do grau de infec¢éo e da falta de resposta do animal.

Baixas temperaturas ambientes, alto nimero de bezerros alojados na mesma instalagéo, falta de
aquecimento, ventilagdo inadequada e método inadequado de fornecimento de dieta liquida (leite e seus
substitutos) aumentam a incidéncia de diarreia e promovem maior taxa de mortalidade [4]. Compreender a
microbiota intestinal € essencial para a compreensao da diarreia; no entanto, essa microbiota também é
responsavel pela digestao, pela absorgao de alguns nutrientes e por auxiliar no estabelecimento do sistema
imunoldgico do animal em relagédo a protecdo contra microrganismos patogénicos [5,6].

A microbiota intestinal em bezerros comeca a se estabelecer rapidamente desde o
nascimento e é afetada por varios fatores, incluindo a microbiota do canal vaginal da mé&e no
momento do parto, o ambiente em que o animal esta alojado, a origem da ragéo fornecida ao
animal, se a ragao é leite consumivel ou descartado e a ingestéao de ragdo solida [7,8]. Varias
bactérias ndo patogénicas formam essa microbiota e podem frequentemente atuar como
barreiras para outras bactérias patogénicas [9]. Algumas bactérias no trato gastrointestinal sdo
inofensivas enquanto o animal esta saudavel; no entanto, podem causar doengas quando o
bezerro esta imunossuprimido. A microbiota gastrointestinal pode ser modulada para estabelecer
microrganismos especificos , e essa modulagao pode ser realizada de varias maneiras, incluindo
0 uso de 6leos essenciais [10]; eles sdo mais eficazes quando realizados no inicio da vida do
animal. Um bezerro neste estagio tem uma microbiota flutuante que depende das condigées
ambientais [11].

Oleos essenciais sdo produtos extraidos dediversas fontes vegetais [12], que, devido & sua ag&o antimicrobiana [13,14], tém sido
utilizados como alternativas para reduzir o uso de antibiéticos na nutrigéo animal [14,15]. Oleos de canela, eucalipto e (principalmente)
orégano tém sido frequentemente estudados devido as suas propriedades bioldgicas, que permitem efeitos como antimicrobianos,
antioxidantes e anti-inflamatdrios [16—18] , sendo esses compostos utilizados como aditivos na ragdo animal. O déleo essencial de canela
é extraido de Cinnamomum spp. [19] como fonte de cinamaldeido, o principal componente bioativo [13]. Outro componente extraido do
6leo essencial é o carvacrol, que derivaprincipalmente do orégano (Origanum vulgare) e do tomilho (Thymus vulgaris) [14]. O 6leo de
orégano também atua como um intensificador de desempenho em ruminantes, pois melhora a conversao alimentar e a saide por meio
da modulagdo dafermentagao ruminal [20]. O 6leo essencial de eucalipto é extraido das folhas, e o 1,8-cineol é o principal componente
de interesse [21,22] devido as suas atividades gastroprotetoras e antioxidantes; regenera as células gastricas e aumenta o muco gastrico
[23].

Os dleos essenciais, antimicrobianos naturais na producéo de bezerros, sdo cadavez mais promissores,
especialmente na forma de misturas. O aroma poderoso dos déleos essenciais pode ser um problema na
alimentagéo de bezerros porque, quando adicionados ao leite, podem levar a falta de interesse noconsumo; em
concentrado, esses 6leos podem reduzir o consumo. Os beneficios dos dleos isolados de orégano [20], canela
[15] e eucalipto [24] para ruminantes jovens sdo conhecidos; os autores de [25] nos mostram em seu trabalho que
quando o 6leo de orégano é fornecido a bezerros ndo sacados a partir de 70 dias de vida, ha um ganho de peso
e um estimulo do sistema imunolégico, com aumento nos niveis de IgA e IgM. No entanto, o efeito desses trés
6leos essenciais quando combinados e administrados a bezerros durante a fase de amamentacado nao é
conhecido. Mas pesquisas nos dizem que acombinagéo de dleos essenciais pode ter seus efeitos potencializados
por ter agcdes sinérgicas, melhorando as fungdes antioxidantes, por exemplo [26]. Assim, o objetivo do presente
estudo
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foi determinar se a adi¢do de uma mistura a base de 6leos essenciais de canela,
orégano e eucalipto na dieta liquida dos bezerros estimularia o sistema imunolégico
combinado com agao anti-inflamatéria, minimiza as respostas oxidativas e altera a
microbiota intestinal, consequentemente melhorando o crescimento animal.

2. Materiais e Métodos

O estudo foi realizado na Fazenda Experimental do Centro de Educagao
Superior do Oeste da Universidade Estadual de Santa Catarina, no municipio de Guatambu,
Sul do Brasil. Durou 75 dias: 60 dias de amamentagao, 6 dias de desmame gradual e
9 dias apds o desmame. O Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual
de Santa Catarina aprovou todos os experimentos (protocolo nimero 2322230522).

2.1. Desenho Experimental e Alimentagédo

Foram utilizados vinte e quatro bezerros machos da raga Holandesa com no maximo cinco dias de vida e
adquiridos por meio de doagbes de produtores regionais. Todos os bezerros receberam alimentagéo adequada
quantidades de colostro. Ao chegarem ao local do experimento, foram alojados em
gaiolas suspensas individuais medindo 100 cm x 120 cm x 107 cm, forradas com borracha
esteiras e aparas de madeira. As gaiolas tinham suporte para baldes de agua e entradas e
suporte para alimentadores de mamilo individuais. Os bezerros foram divididos em controle e fitobiético
grupos, com 12 bezerros em cada grupo, onde cada animal foi considerado um animal experimental
unidade. Os animais receberam um substituto comercial do leite como dieta liquida, na dose de
0,48 kg/dia (em matéria seca) diluido em dois litros de agua duas vezes ao dia, as 08:00 e as 16:30.

Para os animais do grupo fitobidtico, foi utilizada uma mistura comercial (Bezerrozan®, Tecphy,

Chapeco, Brasil) de 6leos essenciais (canela, orégano e eucalipto) foi adicionado, com um
pureza total de 6% de 6leos essenciais — ou seja, 60 mL/L em um veiculo emulsificante (gliceril

ricinoleato de polietilenoglicol). As proporgdes dos trés 6leos na mistura foram as

mesmo (2%).

Nos primeiros 15 dias do experimento foi administrada uma dose de 5 mL/alimentagdo a cada animal,
e depois disso, a dose foi aumentada para 10 mL/alimentagédo. Foi administrado apenas durante a lactagédo
(60 dias); a menor dose inicial foi para adaptar o paladar do animal ao produto, ja que ele ja possui
um forte cheiro de canela. Ambos os grupos de animais receberam ragao inicial limitada a um maximo
ingestao de 2,5 kg/bezerro/dia (matéria natural) e agua a vontade. No inicio da
desmame (dia 61), a quantidade de leite foi reduzida proporcionalmente durante 6 dias, e os bezerros
passou a receber feno ad libitum além da ragao inicial limitada a 2,5 kg/dia para evitar
Distirbios metabdlicos. A composigdo da ragao fornecida é apresentada na Tabela 1.

Tabela 1. Ingredientes e composi¢éo quimica da ragéo fornecida aos bezerros.

Quantidade (matéria seca)

Ingredientes Quantidade (matéria seca) dias 1-60 |
Dias 61-75
PASSO 1
Iniciante 1 Ad libitum Ad libitum
363 g/dia (dias 61-62), 242 g/dia
Substituto do leite 484 g/dia (dias 63-64); e 121 g/dia

(dias 65-66)

Feno 0 Ad libitum
Composigdo quimica na matéria seca (g/kg)
Iniciante Substituidor Feno
Matéria seca 893 973 850

Proteina bruta 261 279 72,3
Extrato de éter 34,4 925 8,00

Cinzas 64,4 78,5 72,3
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Tabela 1. Cont.

Ingredientes

. - . Quantidade (matéria seca)
Quantidade (matéria seca) dias 1-60

Dias 61-75
PASSO 1
Composicdo quimica na matéria seca (g/kq)

Iniciante Substituidor Feno

Fibra bruta - 14.0 -
FDN 260 - 602
ADF 94,8 - 242

Lactose - 536 -

10 starter foifeito abase de farelo de trigo, farelo de soja micronizado, milho moido, soro de leite em p6 e minerais e vitaminas.

suplemento. O starter apresentou os seguintes niveis minimos garantidos: Calcio (9—11,00 g/kg), fésforo

(6800 mg/kg), sédio (1900 mg/kg), magnésio (1500 mg/kg), enxofre (2800 mg/kg), cobalto (5 mg/kg), cobre

(40 mg/kg), ferro (68 mg/kg), iodo (4,40 mg/kg), manganés (80 mg/kg), selénio (1 mg/kg), zinco (96 mg/kg),
vitamina A (7.500 Ul/kg), vitamina D3 (1.500 Ul/kg), vitamina E (7,5 Ul/kg), vitamina K3 (1,2 mg/kg), vitamina B1
(0,60 mg/kg), vitamina B2 (2 mg/kg), vitamina B6 (1,50 mg/kg), vitamina B12 (11 mcg/kg), vitamina B3 (15 mg/kg),

vitamina B9 (0,30 mg/kg), vitamina C (0,35 mg/kg), colina (210 mg/kg), monensina sdédica (36 mg/kg) e
flavomicina (0,72 mg/kg).

2.2. Peso corporal, eficiéncia alimentar e pontuagéo das fezes

A alimentacao foi fornecida com base no consumo diario e as sobras foram pesadas
no dia seguinte para obtencao da ingestdo de matéria seca (CMS) diaria. Os animais foram
pesados semanalmente em uma balanga digital para monitorar o ganho de peso (WG: peso final - inicial
peso) e ganho médio diario (GMD: GP/numero de dias). Eficiéncia de alimentacéo de informacdes
(ADG/DMI—kg/kg) foi obtido através de céalculos matematicos baseados na dieta dos animais
peso e consumo diario. A pontuacao das fezes foi avaliada diariamente por meio do exame visual
metodologia de analise proposta pelos autores [27], em que a pontuagao varia de 1 a 5,
onde 1 sdo fezes normais e 5 sdo fezes totalmente liquidas devido a incidéncia de diarreia.
a partir da pontuagéo 3, foi considerada diarreia, porém com menor gravidade.

2.3. Andlise de sangue

Amostras de sangue foram coletadas para analises hematoldgicas, bioquimicas e
imunoldgicas nos dias 1, 15, 30, 45, 60 e 75. Todas as amostras foram coletadas pela manha, com o
animais em jejum de comida e agua. As coletas foram feitas através da veia jugular com
agulhas e tubos evacuados. Tubos com EDTA foram usados para evitar a coagulagao e permitir
analise hematolégica e outra continha um ativador de coagulo para obtencéao de soro. Para soro
separagao, os tubos com ativador de coagulo foram centrifugados a 3500 RPM por 10 min, e o
o soro foi transferido para microtubos identificados e armazenado a —20 yC até novas analises
foramrealizadas.

As andlises hematoldgicas foram realizadas com sangue fresco em equipamento automatico
(Equipe Vet 3000®, Itatiba, Brasil). O equipamento permitiu quantificar o total
numero de leucdcitos e o diferencial (linfécitos, granulécitos e mondcitos),
contagem total de eritrécitos, concentragdo de hemoglobina e hematdcrito.

As analises bioquimicas mediram proteina total, glicose, albumina, colesterol e
niveis séricos de ureia em analisador semiautomatico (Bio-2000 BioPlus®, Barueri, Brasil) e
kits comerciais (Analisa®, Belo Horizonte, Brasil). Os niveis de globulinas foram obtidos
usando um célculo matematico (proteinas totais—albumina).

Para fracionamento de proteinas, eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de s6dio
foi realizada, segundo a literatura [28], adaptada por outros pesquisadores [29] utilizando um
mini gel (10 x 10 cm). O gel foi corado com Azul de Coomassie e fotografado para
identificar e quantificar as fragdes proteicas usando o software Labimage 1D (https://www.
kapelanbio.com/products/labimage/, acessado em 2 de dezembro de 2024) Loccus Biotechnology,

Morrisville, NC, EUA). Um padrao contendo fragdes com peso molecular entre 10
e 250 KD (Kaleidoscope—BIORAD, Hercules, CA, EUA) foi usado como referéncia.


https://www.kapelanbio.com/products/labimage/
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A peroxidagéo lipidica foi determinada por meio dos niveis de espécies reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS) utilizando os métodos descritos na literatura [30] para amostras de soro. As
TBARS séricas foram expressas como nM de malondialdeido (MDA)/mL. A dosagem dos niveis
totais de tiol foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Ellman [31]. A atividade da
glutationa S-transferase (GST) foi determinada de acordo com a metodologia descrita por Habig et al. [32].

2.4. Anadlise da Microbiota Intestinal

Nos dias 1, 35 e 60, as fezes foram coletadas diretamente da ampolaretal e armazenadas em
swabs 3M™ Quick Swabs para detecgdo qualitativa e quantitativa de microrganismos por
metagendmica, por sequenciamento do gene 16S rRNA, realizada pelo laboratério BPl — Pesquisa
e Inovacao em Biotecnologia®. Cabe ressaltar que os animais em tratamento com antibidticos
devido a diarreia ou outros problemas nao tiveram suas fezes coletadas, pois isso interferiria
diretamente nos resultados das analises.

O DNA total foi extraido de 200 mg (peso Umido) de amostras com o kit ZR Fun-gal/
Bacterial DNA MiniPrep (Zymo Research, Tustin, CA, EUA). Os primers 341F (5y -
CCTAYGGGRBGCASCAG-3y ) e 806R (5y -GGACTACNNGGGTATCTAAT-3y ) foram
selecionados para amplificar a regido V3-V4 do gene 16S rRNA bacteriano porreagdo em
cadeia da polimerase (PCR) [33].

As bibliotecas foram quantificadas por g-PCR utilizando o Kit de Quantificagéo de Bibliotecas Kapa (lllumina,
San Diego, CA, EUA), seguindo as recomendacdes do fabricante. As amostras foram normalizadas para uma
concentragao final de 2 nM e sequenciadas com um lllumina MiSeq para cada extremidade.

2.5. Analise Estatistica Um

delineamento inteiramente casualizado foi usado neste estudo. Para analisar os dados, eles foram
primeiramente analisados de forma descritiva. Os dados foram entdo submetidos ao teste de normalidade (teste
de Shapiro-Wilk), que mostrou que todos os dados tinham distribuicdo normal. Também avaliamos o residuo
(incluindo o residuo de comando/influéncia apos os efeitos fixos no modelo misto), que também mostrou
distribuicdo normal. Por isso, os dados foram analisados usando o procedimento SAS MIXED (SAS Inst. Inc.,
Cary, NC, EUA; versao 9.4), com a aproximagao de Satterthwaite sendo usada para determinar os graus de
liberdade do denominador para o teste de efeitos fixos. Ganho de peso, ganho médio diario, conversao alimentar
e eficiéncia alimentar foram testados para efeitos de tratamento fixos e usando o animal como variaveis aleatérias.
Todas as outras variaveis (peso corporal, bioquimica, hemograma, contagem de proteinas e oxidantes) foram
analisadas como medidas repetidas e testadas para efeitos fixos de tratamento, dia e tratamento x dia. Todos os
resultados obtidos em d1 para cada variavel também foram incluidos como covariaveis ; no entanto, o comando
para covariaveis foi removido do modelo quando p > 0,05.

A estrutura de covariancia de Toeplitz foi selecionada para o peso corporal (PC), e a estrutura de
covariancia autorregressiva de primeira ordem foi selecionada para todas as outras variaveis. As
estruturas de covariancia foram selecionadas de acordo com o menor critério de informagéo de
Akaike. As médias foram determinadas usando PDIFF, e todos os resultados foram relatados como
LSMEANS seguidos pelo erro padrao. O teste qui-quadrado foi usado para analise de escore de
fezes. Diferengas significativas foram definidas quando p ¥ 0,05 e tendéncias quando p > 0,05 e >
0,10. Calculamos o poder post-hoc para os grupos, considerando a eficiéncia alimentar. Usamos a
média de cada grupo e seu SEM com um alfa de 0,05, e terminamos com um poder razoavel de 88,3%.

Os dados da sequéncia foram processados com Mothur v.1.39.5[34], de acordo com o Mothur
MiSeq SOP [35]. A taxonomia foi entao atribuida consultando a sequéncia representativa de cada
oligétipo no banco de dados SILVA (versado 132) [36].

Dados de OTU agrupados por referéncia fechada foram exportados para andlise com Phyloseqv1.41[37]
em R 4.3.1 (R Core Team, 2023). O indice de diversidade inversa de Simpson e Shannon obteve valores de
diversidade alfa para comunidades bacterianas. A calculadora de Simpson inversa é preferivel a outras medidas
de diversidade alfa, poisindica a riqueza de uma comunidade com uniformidade uniforme que possui o mesmo
nivel de diversidade e, portanto, tem alguma interpretagdo bioldgica [ 38]. De acordo com a literatura, a diversidade
inversa de Simpson combina riqueza
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com uniformidade [39], da mais énfase as espécies comuns [40] e € menos sensivel a

esforgcos de amostragem do que os outros indices de diversidade alfa [41]. PERMANOVA foi aplicada a
o teste diferencial de distancias entre grupos de tratamento [42]. A fungdo tax_glom de

O Phyloseq foi usado para agregar dados de abundancia por género para gerar abundancia relativa
graficos dos 10 géneros mais abundantes em todas as amostras, plotados pela média das abundancias
por estudo e animal. Abundancia relativa de Clostridium potencialmente patogénico bem conhecido

e Escherichia [43] . Todas as figuras foram geradas com o pacote ggplot2
v3.2.1 emR [44].

3. Resultados
3.1. Alteragdes Clinicas

Algumas intervengdes clinicas foram necessarias durante o experimento, conforme descrito em
Tabela S1. Isso ocorreu devido a problemas como diarreia, pneumonia e, em um caso, uma
lesdo no casco. A diarreia foi o sinal clinico mais observado e o uso de antibiéticos foi
realizado somente seguindo um protocolo em que os animais apresentaram escore de diarreia de 4
ou 5 por mais de 24 h, febre, apatia e sinais de desidratagdo. Durante este periodo,
foi uma infestagcdo de moscas (Musca domestica), que sdo muito comuns na nossa regido durante
periodos quentes (Guatambu/SC, Brasil, 27y09y07,0yy S 52y47y17,7yy W), pois podem ser vetores de

vérias doengas. Os resultados da pontuagdo das fezes estdo detalhados na Figura S1.

3.2. Consumo, Ganho de Peso e Eficiéncia Alimentar

A ingestao de matéria seca (CMS) tendeu a ser menor no grupo fitobiético (p y 0,1) do que no grupo
no grupo controle quando avaliamos a matéria seca total consumida ao longo do
experimento. Os pesos iniciais médios dos bezerros foram de 40,7 kg e 41 kg, e os finais
os pesos foram de 78,1 kg e 79,6 kg, nos grupos controle e fitobiético, respectivamente.
os ganhos de peso nao diferiram entre os grupos em nenhuma das medidas; no entanto, os animais

no grupo fitobidtico apresentaram melhor eficiéncia alimentar (p ¥ 0,05). Os dados estdo expressos em
Tabela2. Foielaboradauma curvade peso corporal paraos animais (Figura S2)

Tabela 2. Desempenho de crescimento e consumo de bezerros do grupo fitobiotico alimentado com ragéo
mistura comercial de 6leos essenciais e também no grupo controle.

s 1 2
Variavel Controlar Fitobiético SEM p—Tratar p—Tratamento x Dia
Peso corporal, kg d1 0,86 0,87
40,7 41,0 0,34
d60 61,2 62,4 0,34
d75 78,1 79,6 0,35
Peso, kg
d1-60 16,6 16,0 0,21 0,84 -
d1-75 344 36,0 0,22 0,39 -
d60-75 17,6 20,0 0,20 0,42 -
Peso bruto, kg
d1-60 0,27 d60-75 1,24 IMS do 0,26 0,03 0,88 -
fermento, kg MS 1,33 0,04 0,80 -
d1-60 0,52 d60-75 1,74 DMl de 0,41 0,05 0,11 -
substituto do leite, 1,52 0,16 0,11 -
kg MS
d1-60 0,484 0,484 0,00 - -
DMI: iniciador + substituto do leite, kg MS
d1-60 1,00 Eficiéncia alimentar, B b 0,90 0,04 0,08 -
kgkg
d1-60 b 027 029 - 0,03 0,05 -

Fitobidtico: grupo de tratamento, que recebeu a mistura de dleos essenciais.

grupos.

1 Atabela mostrao efeito do tratamento, onde
letras diferentes na mesma linha mostram diferengas significativas (p y 0,05) e tendéncias (p > 0,05 e y0,1) entre

2 Também mostra a interagdo tratamento x dia, onde letras diferentes na mesma linha mostram significancia

diferencas (p ¥ 0,05) e tendéncias (p > 0,05 e § 0,1) entre os grupos. Abreviagdes: matéria seca (MS), peso

ganho de peso (WG), ganho médio diario (GMD) e ingestdo de matéria seca (CMS).
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Pontuagdo de fezes

O tratamento nio afetou a pontuagéo das fezes (p > 0,05 — Figura S1). Durante o
experimento , a pontuagao foi de 1,80 no grupo controle e 1,87 no grupo fitobiético. De acordo com
para a metodologia, as pontuagdes 1 e 2 foram consideradas normais; no entanto, vale ressaltar
que esses valores sdo médias de todo o periodo experimental, portanto ndo podemos afirmar que

os animais nao tiveram diarreia em nenhum momento.
33. Exames de sangue

Na analise hematoldgica, os animais do grupo fitobiético apresentaram menor contagem de leucécitos
contagens nos dias 45 e 60 porque as contagens de linfocitos também foram menores (p < 0,05). No dia

30, a contagem de granulécitos também foi menor no grupo fitobioético (p < 0,05). Em relagao
nos demais parametros hematologicos, néo foi observada diferenga durante o experimento.

os resultados s&o apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Hemograma de bezerros do grupo fitobiético alimentados com mistura comercial de 6leos essenciais e

também no grupo de controle.

Variavel Controlar Fitobiético SEM p—Tratar ! p—Tratamento x Dia’
Leucdcitos (x103 cel/uL) 0,25 0,01
d1 14,8 16,6 0,69
d15 16,6 15,8 0,66
d30 21,2 17,3 0,77
d45 124~ 991 P 0,65
de6o 8,00 = b 517 0,66
d75 8.24 753 0,66
Linfocitos (x103 cel/uL) d1 d15 d30 0,07 0,01
8.22 7,87 0,54
d45 10,8 858 0,54
d60 10,9 10,5 0,54
d75 8,53 = 560 ° 0,52
6,70 b 3,74 0,52
4,62 3,96 0,52
Monédcitos (x103 cel/uL) 1,78 1,3¢ 0,61 0,52 0,21
Granuldcitos (x103 cel/pL)d1d15 0,75 0,05
d30 3,78 491 0,35
3,32 437 0,35
6,57 " 472 ® 0,35
d45 2.02 2,66 0,34
d6o 2.07 2,35 0,29
d75 2,38 2,32 0,28
Eritrocitos (x106 cel/pL) 8.05 8.31 0,03 0,95 0,9
Hemoglobina (mg/dL) 10.4 104 0,18 0,98 0,95
Hematécrito (%) 28,4 28.3 0,71 0,96 0,94
Fitobiotico: grupo de tratamento, que recebeu a mistura de 6leos essenciais. 1 A tabela mostra o efeito do tratamento,
onde letras diferentes namesma linha mostram diferencas significativas (p y 0,05) e tendéncias (p > 0,05 e §0,1)
entre grupos. 2 Atabela também mostra a interacao tratamento x dia, onde letras diferentes na mesma linha mostram

diferencgas significativas (p y 0,05) e tendéncias (p > 0,05 e y0,1) entre os grupos.

Glicose, proteina total, albumina, ureia e globulina ndo apresentaram diferenca ao longo do estudo.
o periodo experimental. No entanto, nos dias 30, 45 e 60, os niveis de colesterol foram maiores em
o grupo fitobidtico (Tabela 4).
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Tabela 4. Bioquimica clinica de bezerros alimentados com mistura comercial de 6leos essenciais.

o B :
Variaveis Controlar Fitobiético SEM p—Tratar p—Tratamento x Dia

Glicose (mg/dL) 83,5 83,1 212 0,95 0,98

Colesterol (mg/dL)d1d15 0,05 0,01
d30 59,5 59,8 4,52
758 82,4 4,61
b 144 161 = 4.27
d45 b 109 150 " 5,81
d6o b 112 um 147 5,92
d75 120 131 4,48
Proteina total (g/dL) 6,52 6.34 0,25 0,56 0,30
Albumina (g/dL) 2,64 2,65 0,09 0,95 0,92
Ureia (mg/dL) 17.2 16,8 0,55 0,91 0,88
Globulina (g/dL) 3,87 3,68 0,18 0,81 0,76
Fitobiotico: grupo de tratamento, que recebeu a mistura de 6leos essenciais. 1 A tabela mostra o efeito do tratamento,
onde letras diferentes na mesma linha mostram diferengas significativas (p y 0,05) e tendéncias (p > 0,05 e y0,1)
entre grupos. 2 Atabela também mostra a interacdo tratamento x dia, onde letras diferentes na mesma linha mostram

diferengas significativas (p ¥ 0,05) e tendéncias (p > 0,05 e y0,1) entre os grupos.

Os resultados dos biomarcadores de estresse oxidativo estdo na Tabela 5. O GST mostrou um efeito de

tratamento e interacao tratamento x dia nos dias 15, 30, 45 e 60, maior no soro
de animais no grupo fitobiético. Ndo houve efeito do tratamento ou tratamento x dia
interagdo para TBARS ou tiois totais.

Tabela 5. Estado oxidativo de bezerros alimentados com mistura comercial de éleos essenciais.

Variaveis Controlar Fitobiético SEM p—Tratar | p—Tratamento x Dia |

TBARS (g/dL) 17.3 16.3 1.02 0,81 0,86
GST (g/dL)d1 0,01 0,01

432 414 5,84

d15 b 420 457 5,85

d30 b 411 525 574

445 b 410 492 5,79

d60 b 420 um 539 578
Tiois totais (g/dL) 62,2 65,7 1,03 0,76 0,62

Fitobiotico: grupo de tratamento, que recebeu a mistura de 6leos essenciais. TBARS: reativo ao acido tiobarbiturico
substancias; GST: enzima glutationa S-transferase. 1 A tabela mostra o efeito do tratamento, onde diferentes letras

na mesma linha mostram diferengas significativas (p y 0,05) e tendéncias (p > 0,05 e y0,1) entre os grupos. 20
a tabela também mostra a interagéo tratamento x dia, onde letras diferentes na mesma linha mostram diferencas significativas
(p ¥ 0,05) e tendéncias (p > 0,05 e y0, 1) entre os grupos.

Os resultados do proteinograma estdo expostos na Tabela 6, onde podemos observar uma
efeito do tratamento e da interagéo tratamento x dia para os niveis de IgA, ceruloplasmina e
transferrina. A IgA sérica foi maior no grupo fitobiético no dia 60, a ceruloplasmina foi
menor nos dias 30 e 60, e a transferrina foi menor no dia 45. Como efeito do tratamento, isso
levou a niveis mais elevados de IgA e menores de ceruloplasmina e transferrina sérica em bezerros que consumiram
a mistura de 6leos essenciais. Ndo houve efeito do tratamento e da interagéo tratamento x dia
para a concentragdo de imunoglobulinas de cadeia pesada, haptoglobina, proteina C-reativa,

e ferritina.
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Tabela 6. Proteinograma de bezerros alimentados ou ndo com mistura comercial de 6leos essenciais.

Variaveis Controlar Fitobiotico SEM p—Tratar 1 p—Tratamento x Dia’
IgA (g/dL) d1 0,05 0,03
069 0,65 0,02
d15 067 0,64 0,02
d30 0,70 0,71 0,02
d45 065 0,70 0,03
d60 062 ° 0,75 = 0,02
Ig de cadeia pesada (g/dL) 0,96 1.01 0,04 0,38 0,17
Ceruloplasmina (g/dL) d1 d15 0,05 0,02
0,52 0,54 0,02
0,53 050 0,02
d30 058 " 051 ° 0,01
d45 0,52 048 0,01
d60 0,50 = 039 P 0,02
Haptoglobina (g/dL) 0,29 0,3C 0,01 0,89 0,60
Proteina C-reativa (g/dL) 0,18 0,1€ 0,01 0,45 0,23
Ferritina (g/dL) 0,23 0,2C 0,02 0,54 0,42
Transferrina (mg/dL) d1 0,01 0,01
0,20 0,2C 0,02
d15 0,21 0,20 0,02
d30 0,20 017 0,02
d45 021 = 016 ° 0,01
d6o 0,22 0,17 0,02
Fitobiotico: grupo de tratamento, que recebeu a mistura de 6leos essenciais. 1 A tabela mostra o efeito do tratamento,
onde letras diferentes namesma linha mostram diferengas significativas (p y 0,05) e tendéncias (p > 0,05 e y0,1)
entre grupos. 2 Atabela também mostra a interagdo tratamento x dia, onde letras diferentes na mesma linha mostram

diferencas significativas (p ¥ 0,05) e tendéncias (p > 0,05 e y0,1) entre os grupos.

3.4. Microbiota Intestinal

A partir de fezes de bezerros, nove géneros dos microrganismos mais abundantes sdo mostrados em
Figuras 1 e 2, detalhadas por tratamentos e periodos experimentais, respectivamente.
houve uma diminuigdo nas abundancias relativas dos géneros Psychrobacter, Acinetobacter e
Escherichia no grupo fitobiético, em comparagdo com o controle, mas sem diferengas estatisticas
(p > 0,05). Psychrobacter é principalmente um comensal que decompde varios compostos dissolvidos
compostos organicos de carbono, exceto aglcares, e sua abundancia aumentou aolongo do
periodo experimental [45]. Acinetobacter é considerado um importante agente etiolégico humano e veterinario
patégeno, principalmente devido a resisténcia intrinseca e adquirida aos antimicrobianos [46]. A designagao
“outros” refere-se aos géneros que apareceram em pequenas quantidades e aos géneros que ndo puderam
ser identificado no banco de dados SILVA.

Abundancias relativas de filos por grupos nas fezes de bezerros alimentados com éleos essenciais
(fitobidtico) e grupo controle (sem éleos essenciais) sdo apresentados na Figura S3.
destacar aqui o filo Proteobacteria, mais abundante nas fezes de bezerros.

Um numero mais significativo de taxons foi observado nas amostras de animais do
grupo fitobiético, demonstrando uma maior diversidade alfa do que o controle. Observando
essa diversidade alfa, também é possivel observar que a maior diversidade ocorreu posteriormente
no final do experimento, mas sem diferengas significativas no tratamento (p > 0,05) como
mostrado nas Figuras 3 e 4.

Adiversidade alfa considerando os grupos e os tempos de coleta (d35 e d60) é
apresentado na Figura S4. A diferenga dentro do grupo fitobiédtico ao comparar d35
com d60 ao usar o indice de Shannon (que nao foi observado em InvSimpon) fica
fora—ou seja, houve um aumento na diversidade alfa no dia 60.

Diversidade beta considerando os grupos e os tempos de coleta (d35 e d60) dos bezerros
que consumiram 6leos essenciais é apresentado na Figura S5. Os resultados da PERMANOVA né&o foram
significativo (p > 0,05) para os tratamentos e nenhum cluster distinto foi encontrado na PCoA de
diversidade beta.
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A abundancia de Clostridium e Escherichia foi avaliada isoladamente, como mostrado nas
Figuras 5 e 6. Salmonella foi raramente identificada. Ao comparar os tratamentos, ndo houv1e1de 20

—diferenca significativa entre as abundancias de Clostriafune Escherichia.
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alimentar para os bezerros, pois a ingestdo de ragdo foi menor, conforme descrito por pesquisadores
[48] ao fornecer 6leo de orégano aos bezerros. Da mesma forma, Silva et al. [49] obtiveram maior
eficiéncia alimentar em vacas lactantes quando fornecidas com um aditivo comercial composto por
capsaicina, carvacrol, cinamaldeido e eugenol, sendo carvacrol e cinamaldeido dois dos componentes

presentes como bioativos no produto utilizado no experimento.
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bezerros. Da mesma forma, Silva et al. [49] obtiveram maior eficiéncia alimentar em vacas lactantes
quando fornecidas com um aditivo comercial composto por capsaicina, carvacrol, cinamaldeido e eugenol,
sendo o carvacrol e o cinamaldeido dois dos componentes presentes como bioativos no produto utilizado
no experimento em questao.

Além disso, Farshid et al. [50] encontraram maior eficiéncia alimentar para bezerros suplementados
com Oleo essencial de canela do que aqueles suplementados com 6leo de outras plantas e um probidtico.
O ganho de peso mais significativo com menor IMS pode ser explicado por uma leve modulacdo dos
microrganismos ruminais, permitindo maior eficiéncia no uso dos nutrientes disponiveis. Os 6leos
essenciais podem alterar a fermentagao ruminal, alterando a proporgao de acidos graxos volateis da
degradacéo dos alimentos e até mesmo o metabolismo de proteinas, tornando-se um melhorador de
desempenho justamente por esse motivo [13,51], favorecendo o animal nutricionalmente. Portanto, nossos
resultados corroboram a literatura, mostrando que esta mistura de éleos essenciais testada € uma maneira
de economizar dinheiro em custos de alimentacao para criagdo de bezerros sem perder produtividade.

Embora ndo tenha havido diferenga estatistica no ganho de peso e no ganho médio diario,
numericamente, o grupo fitobidtico apresentou taxas menores, o que foi diferente do esperado em estudos
com Oleos essenciais, onde houve uma taxa de desempenho maior. Acredita-se que isso ocorreu devido
as condigOes sanitarias; na Tabela S1, é possivel observar a incidéncia de doencas, principalmente
diarreia infecciosa, que é conhecida por afetar diretamente o consumo e o ganho de peso do bezerro, e a
incidéncia de diarreia ocorreu mais em animais do grupo fitobiético do que no grupo controle. No entanto,
ainda néo foi prejudicial de forma significativa.

Outro ponto que chamou a atengéo foi que o colesterol foi maior no grupo fitobiético, apesar do
menor consumo de fermentos. O colesterol sérico € o saldo de colesterol que entra na corrente sanguinea,
enddgeno ou exégeno, com saida do mesmo metabolismo [52]. Além disso, anos atras, como no trabalho
dos autores de [53], foi comprovado que a qualidade da gordura na dieta afeta as concentragdes de
colesterol mais do que a quantidade de gordura ingerida.

O nivel de colesterol em alguns estudos mostrou-se inverso ao consumo de um starter,
independentemente da composigao do substituto ou da adigdo de 6leos essenciais, como demonstrado
em nosso estudo. Em um estudo realizado por pesquisadores [54], bezerros foram alimentados com os
mesmos 6leos essenciais do presente estudo, orégano, eucalipto e canela, com niveis de colesterol mais
elevados no grupo em que o consumo de starter foi menor. Além disso, na pesquisa de Wilms [55], onde
substitutos com diferentes fontes de gordura foram fornecidos, os maiores niveis de colesterol foram em
bezerros alimentados com o substituto contendo gordura de origem vegetal, o mais semelhante ao
utilizado em nosso estudo, e este grupo também foi 0 que apresentou o menor consumo de starter. Como
mencionado anteriormente, a presencga de colesterol alto ou baixo indica que o metabolismo esta
desequilibrado, sendo afetado pela qualidade da gordura [52,53]. Com isso em mente, acreditamos que
o substituto fornecido tinha gordura de qualidade inferior a gordura do concentrado, reduzindo esse
metabolismo e aumentando o colesterol sérico, uma vez que o consumo de gordura de maior qualidade
foi reduzido.

Os componentes dos 6leos essenciais neste trabalho sdo considerados antimicrobianos e moduladores da
flora intestinal, e uma das possiveis respostas a essa agdo antimicrobiana é a diminuigdo da incidéncia de
diarreia. Pesquisadores anteriores [48,56] deram 6leo de orégano a bezerros e obtiveram menor incidéncia de
diarreia; houve menor uso de antibiéticos em um grupo de animais que consumiam 6leo essencial [56]. Ritt et al.
[57] concluiram que um extrato de orégano com 80% de carvacrol afetou positivamente a populagéo bacteriana
intestinal e ruminal, diminuindo a abundancia das bactérias patogénicas Streptococcus, Clostridium e Escherichia,
diferentemente do presente estudo, onde n&o foi obtida diferenga para Clostridium e Escherichia entre os
tratamentos. A diferenga entre as doses oferecidas pode explicar isso, ja que, no presente estudo, a quantidade
utilizada foi baixa em comparagéo com os valores da literatura. A proporgdo dos trés 6leos essenciais era a
mesma, o que também pode ter sido um problema, ja que o éleo essencial de orégano é o antimicrobiano mais
citado, e uma proporgdo maior dele faria uma diferenga significativa nos efeitos antimicrobianos dos principais
patégenos que causam diarreia.
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Os dleos de canela, orégano e eucalipto também melhoram os sistemas imunoldgico e
antioxidante . Assim como em nosso estudo, os autores de [58] obtiveram melhor resposta
imunoldgica, com valores mais elevados de IgM, IgG e IgA, ao alimentar bezerros com um éleo
essencial contendo também probidticos (carvacrol, cariofileno, p-cimida, cineol, terpineno e timol).
Al-Suwaiegh et al. [59] obtiveram niveis mais elevados de proteina total e globulina, além de
resultados positivos na producao de leite de vaca com o fornecimento de uma mistura de 6leos de cravo, oré
A IgA € um anticorpo produzido predominantemente em superficies mucosas e indica imunidade intestinal
[60], pois reveste microrganismos patogénicos, protegendo o hospedeiro contra infecgdes [61]. No
entanto, a funcéo da IgA é atuar naintegridade da barreira intestinal, potencializando as respostas imunes
pro-inflamatdrias e contribuindo efetivamente para a homeostase intestinal [60]. Esse fato demonstra que
os animais do grupo fitobiético apresentaram maior protegéo intestinal, provavelmente devido a mistura
de Oleos, evitando a incidéncia de diarreias e doengas causadas por patdgenos e potencializando as
respostas imunes.

Proteinas de fase aguda, como ceruloplasmina, haptoglobina e transferrina, sdo produzidas pelo
figado [62,63] e foram detectadas em concentragdes mais baixas no grupo fitobiético em alguns momentos
do periodo experimental. A resposta dessas proteinas € uma reagao inespecifica que ocorre logo apés o
dano causado pelo patégeno [63].

Além disso, suas concentragdes indicam a intensidade da resposta inflamatéria no corpo [63], que
pode ter sido menor no grupo fitobiético no presente estudo devido aos conhecidos efeitos anti-
inflamatdrios dos 6leos essenciais. Erkili¢ et al. [64] mostraram que bezerros neonatais que
apresentam sinais clinicos de diarreia, auséncia de reflexo de sucgao, desidratagdo, extremidades
frias, decubito lateral e incapacidade de ficar em pé apresentam niveis séricos mais elevados de
ceruloplasmina, mostrando que niveis elevados indicam que o animal ndo esta com boa saude.
Saleh et al. [65] demonstraram que bezerros com diarreia apresentaram niveis aumentados de
ceruloplasmina (o que era esperado), visto que se trata de uma resposta inflamatéria. Para o presente
estudo, acreditamos em um efeito anti-inflamatdrio causado pela mistura de 6leos essenciais, visto que a
transferrina e a ceruloplasmina sdo marcadores de intensidade inflamatdria. Niveis mais elevados de IgA
[66], niveis mais baixos de leucdcitos [67] e proteinas de fase aguda mais baixas [68] no grupo fitobidtico
indicaram que os bezerros apresentaram melhora no sistema imunoldgico e na saude geral; no entanto,
n&do podemos descartar outros mecanismos envolvidos e relacionados as alteragdes.

Niveis mais baixos de leucécitos e linfocitos foram detectados em cordeiros suplementados com
6leo essencial contendo carvacrol, timol e cinamaldeido [69], como no presente experimento. Esse achado
pode ser explicado pela agdo antimicrobiana dos 6leos [69], pois os dleos alteram a permeabilidade da
membrana bacteriana [70]. A agdo dos 6leos minimiza o gasto energético durante as respostas
inflamatdrias e direciona essa energia para o crescimento [71], associado a uma melhor eficiéncia
alimentar. A mistura de 6leos essenciais proporcionou aos animais mecanismos antioxidantes, uma vez
que a peroxidacéo lipidica no grupo fitobiético foi menor do que a do grupo controle. Esse achado foi
devido a uma maior atividade da GST, que inibe as reagdes oxidativas [72].

Os nove géneros bacterianos detectados nas fezes de bezerros em nosso experimento, tanto
controle quanto tratamento, foram Acinetobacter, Alloprevotella, Bacteroides, Collinsella,
Fusobacterium, Megamonas , Prevotella, Pseudomonas e Psychrobacter; entre eles, Acinetobacter,
Pseudomonas e Psychrobacter foram os mais abundantes. Acinetobacter tem os animais como um
de seus habitats naturais, pois apresenta alta resisténcia a antimicrobianos e ao meio ambiente,
sendo a espécie de A. baumannii a mais significativa de seu género em animais [73]. Essa bactéria
pode causar infecgdes de diferentes tipos, inclusive em tecidos moles como o intestino, causando
também sintomas de pneumonia [74], uma doenga comum em bezerros. Na distribuicdo dos
bezerros por periodo experimental, os niveis de Acinetobacter aumentaram significativamente nos
dias 35 e 60, o que pode ser explicado pelo fato de pertencer a microbiota intestinal normal em
bezerros, e seu crescimento ocorre a medida que a microbiota é estabelecida.

A Pseudomonas, por outro lado, vive em diferentes ambientes utilizando tecidos animais como
substrato, apresentando também resisténcia substancial a antimicrobianos [75-78]. E uma bactéria
associada a deterioracao da carne e raramente associada a saude animal [77,78]. A P. aeruginosa é
a mais importante em animais, pois ndo € um constituinte do organismo normal.
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microbiota intestinal [76,77], € a menor abundancia deste género ao longo do dia pode ser
considerada benéfica para a salde de nossos bezerros. Psychrobacter também é um patdégeno
oportunista [79]. Rama et al. [80] identificaram Psychrobacter como um dos géneros mais
abundantes na microbiota intestinal de frangos de corte saudaveis, seja em sistemas convencionais
ou sistemas sem antibiéticos. Por serem oportunistas, a presenga desses trés géneros, como ja
mencionado, s6 causara danos a saude do animal quando imunossuprimido.

Ao analisarmos a distribuigdo dos nove géneros em cada periodo experimental (dias
0, 35 e 60), notamos uma flutuagdo na populacao bacteriana a medida que o animal
envelheceu e os microrganismos se estabeleceram. Além de Acinetobacter, o género
Bacteroides era praticamente inexistente no dia zero, mas esteve presente durante todo
o periodo experimental. No entanto, foi necessaria mais énfase na avaliagdo apenas do tratament
Este género também faz parte da microbiota intestinal normal. No entanto, B. fragilis € clinicamente
significativo [77,81] , pois produz uma enterotoxina que causa diarreia em bezerros [82]. O
potencial patogénico de B. fragilis € semelhante ao de E. coli [83], que é um dos principais
microrganismos causadores de diarreia em bezerros e esta relacionado a uma alta taxa de mortalidade [81
Entretanto, muitas espécies de Bacteroides produzem enzimas como a superoxido dismutase, que
atua diretamente no sistema antioxidante [82], benéficas ao organismo do animal quando este nao
esta imunossuprimido.

Outro género encontrado foi Fusobacterium, que se manteve regular durante o periodo
experimental e sem diferenga entre os grupos. F. necrophorum é uma das Fusobacteria mais
prevalentes, um microrganismo gastrointestinal tipico [84]. O género Megamonas pode ser
associado a individuos saudaveis [85] e esta relacionado a produgao de substancias benéficas e a
reducao da abundancia de bactérias patogénicas [20,86].

O género Alloprevotella tornou-se evidente somente apds 60 dias de experimento, sendo um
grupo de bactérias benéficas, pois podem produzir acidos graxos de cadeia curta [87], permitindo
que sejam associados a melhora do desempenho do animal [88]. A literatura sugere que o género
Alloprevotella atua como um estimulador da barreira intestinal, reduzindo o numero de organismos
patogénicos por meio da competicdo e da necessidade de antibiéticos [89,90]. De acordo com a
literatura, os géneros Prevotella, Bacteroides e Fusobacterium podem ser encontrados em maior
abundancia a partir do 15° dia de vida em bezerros, quando a ingestao de sélidos esta aumentando
[91], o que explica a maior presenca desses géneros nas fezes coletadas nos dias 35 e 60.

Nenhuma diferenca foi observada entre os tratamentos nas abundancias populacionais de E.
coli e Clostridium spp. E. coli é a principal bactéria causadora de diarreia em bezerros [92,93], mas
sua presenga nao significa que o animal ficara doente, pois sua patogenicidade depende de dois
fatores de viruléncia que precisam estar presentes [92]; portanto, a bactéria € um constituinte da
microbiota normal. Clostridium é outra bactéria responsavel por causar diarreia em bezerros,
principalmente C. perfringens; no entanto, € menos comum e é encontrada na microbiota de
animais saudaveis [93]. A presenca dessas duas bactérias ao longo do experimento ndo prejudicou
significativamente a saude, pois estavam imunologicamente protegidas, conforme observado nos
resultados de biomarcadores imunoldgicos, como o numero de leucécitos e a concentragéo de
imunoglobulinas. Além disso, as pontuacgbes fecais médias foram de 1,80 e 1,87 nos grupos
controle e fitobiodtico, respectivamente, e a Figura S2 mostra a distribuigcdo da pontuagéo fecal a
cada duas semanas. Mesmo com incidéncias de diarreia que necessitaram de intervengdes clinicas,
os valores do escore fecal foram baixos, pois 1 e 2 indicam fezes normais, o que demonstra que,
de modo geral, os animais apresentaram condi¢des intestinais adequadas na maior parte do tempo.

A diarreia em bezerros é muito prejudicial economicamente para a industria de laticinios,
pois os bezerros precisardo de tratamento com antimicrobianos e outros medicamentos. Esses
animais serdo sensiveis ao longo de suas vidas, o que pode levar a problemas reprodutivos e
baixa producéo de leite, dependendo do grau e da frequéncia da diarreia [94]. Além disso,
doencas associadas a diarreia em bezerros sdo responsaveis por causar mais de 50% de
mortalidade devido aos outros sinais clinicos que ocorrem juntos [95]. Embora os 6leos essenciais
estudados neste estudo tenham propriedades antimicrobianas comprovadas, isso néo foi
observado em nosso estudo. Acredita-se que isso ocorreu porque 0s animais estavam em um
ambiente controlado, com manejo e higienizagdo adequados e rotineiros, o que pode ter impactado nesses
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uma hipotese € que se os animais estivessem em um desafio sanitario, os efeitos antimicrobianos dos 6leos
essenciais poderiam ter sido observados como possiveis moduladores da microbiota intestinal, reduzindo a
carga bacteriana dos microrganismos causadores da diarreia.

5. Conclusodes

A conclusdo deste estudo deve ser feita com cautela, pois os resultados indicaram que o fornecimento de
uma mistura de éleos essenciais com canela, orégano e eucalipto proporcionou aos bezerros estimulagdo humoral
e antioxidante do sistema imunolégico, minimizando o estresse oxidativo fisiolégico e melhor eficiéncia. No entanto,
essa melhora na saude ndo aprimorou o crescimento dos bezerros que consumiram 6leos essenciais. As
avaliagdes da abundancia e biodiversidade da microbiota nao diferiram entre os animais que consumiram a
mistura de 6leos essenciais e aqueles que ndo consumiram; no entanto, permitiram a identificagado dos principais
géneros nasfezes de bezerros nas primeiras semanas de idade. Apesar disso, neste estudo, os 6leos essenciais

nao desempenharam papel antimicrobiano, em consonancia com osrelatos ja encontrados na literatura.

Materiais suplementares: As seguintes informacdes de apoio podem ser baixadas em: https://www.
mdpi.com/article/10.3390/ani14243555/s1, Tabela S1: Intervengdes clinicas durante o experimento; Figura

S1: Escore fecal de bezerros alimentados com mistura de 6leos essenciais diluida em leite (d1-60) e
acompanhamento apds o desmame (d61-75); Figura S2: llustragéo da evolugao do peso corporal dos

bezerros; Figura S3: Abundancia relativa dos filos por grupos nas fezes de bezerros alimentados com

6leos essenciais (fitobidtico) e grupo controle (sem 6leos essenciais); Figura S4: Diversidade alfa

considerando os grupos e o tempo de coleta (d35 e d60) de bezerros que consumiram 6leos essenciais

(grupo fitobidtico) em comparagao ao controle (sem aditivo). A diferenga estatistica (p <0,05) foi ilustrada

por letras diferentes (a,b) no grafico, acima da barra; Figura S5: Diversidade beta considerando os grupos

e o tempo de coleta (d35 e d60) de bezerros que consumiram 6leos essenciais (grupo fitobiético) em comparagéo ao

Contribuigoes dos Autores: LN e ASdS contribuiram para o desenho e implementac&o da pesquisa
e para a analise dos resultados. MMB e VMM auxiliaram na elaboragéo do projeto , sua execugao e
financiamento. CM, LN, GLD, MHS e ALM participaram da execugdo do experimento e da coleta de
amostras e dados. BFB e PMC realizaram as analises laboratoriais. Todos os autores discutiram os
resultados e contribuiram para o manuscrito final. Todos os autores leram e concordaram com a
versao publicada do manuscrito.

Financiamento: Esta pesquisa ndo recebeu financiamento externo.

Declaragdo do Comité de Eticaem Pesquisa: De acordo com as normas emitidas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagao Animal
(CONCEA), o projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animais da Universidade do Estado de Santa Catarina (CEUA/UDESC)

com o nuimero de protocolo 2322230522.

Declaragao de Consentimento Informado: Nao aplicavel.
Declaragao de disponibilidade de dados: os dados permanecem com os autores, mas podem ser disponibilizados mediante solicitag&o.

Agradecimentos: Gostariamos de agradecer a UDESC, FAPESC, CNPq, CAPES e TECPHY
pelo suporte técnico.

Conflitos de interesse: Os autores declaram n&o haver conflitos de interesse.

Referéncias

1. Organizagao das Nagdes Unidas para a Alimentagao e a Agricultura (FAO). Produtos Agricolas e Pecudrios. Roma, Itélia. 2023. Disponivel online: https://www.fao.
org/agricultura-familiar/detalhe/pt/c/289563/ (acessado em 2 de dezembro de 2024).

2. Chase, CCL; Hurley, DJ;Reber, AJ Desenvolvimento imunoldgico neonatal em bezerros e seu impacto naresposta vacinal. Vet. Clin. N.
Am. Food Anim. Pract. 2008, 24, 87—104. [Referéncia Cruzada] [PubMed]

3. Cho, Y.; Yoon, K. Umavisédo geral da diarreia em bezerros — etiologia infecciosa, diagnostico e intervengdo. J. Vet. 2014, 15, 1-17.
[Referéncia Cruzada] [PubMed]

4. Zhao, W.; Choi, CY; Li, G.; Li, H.; Shi, Z. Préticas de manejo de bezerros leiteiros pré-desmamados, morbidade e mortalidade por doengas respiratérias bovinas e
diarreia na China. Livest. Sci. 2020, 251, 104608. [CrossRef]


https://www.mdpi.com/article/10.3390/ani14243555/s1
https://www.mdpi.com/article/10.3390/ani14243555/s1
https://www.fao.org/family-farming/detail/en/c/289563/
https://www.fao.org/family-farming/detail/en/c/289563/
https://doi.org/10.1016/j.cvfa.2007.11.001
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18299033
https://doi.org/10.4142/jvs.2014.15.1.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24378583
https://doi.org/10.1016/j.livsci.2021.104608

Machine Translated by Google

Animais 2024, 14, 3555 17 de 20

5. Maynard, CL; Elson, CO; Hatton, RD; Weaver, AT Interagdes reciprocas da microbiota intestinal e do sistema imunoldgico.
Natureza 2012, 489, 231-241. [CrossRef] [PubMed]
6. Maele, SJ; Chaucheyras-Durand, F.; Berends, H.; Guan, LL; Steele, MA Do pré ao pés-desmame: Transformagao do trato gastrointestinal do bezerro jovem.
J. Dairy Sci. 2017, 100, 5984-5995. [CrossRef] [PubMed]
7. Alipur, MJ; Jalanka, J.; Pessa-Morikawa, T.; Kokkonen, T.; Satokari, R.; Hynonen, U.; livanainen, A.; Niku, M. A composicdo da microbiota intestinal perinatal
em bovinos. Ciéncia. Rep. 2018, 8, 10437. [CrossRef]
8. Kodithuwakku, KAHT; Owada, H.; Miura, H.; Maruyama, D.; Hirano, K.; Suzuki, Y.; Kobayashi, Y.; Koike, S. Efeitos da administrag&o oral de feno de capim-
rabo-de-gato e psyllium no desempenho de crescimento e microbiota fecal de bezerros pré-desmame. J. Laticinios Sci.
2021, 104, 12472—-12485. [Referéncia Cruzadal
9. Bischoff, SC Salde intestinal: um novo objetivo na medicina? BMC Med. 2011, 9, 24. [CrossRef]
10. Bento, MHL; Ouwehand, AC; Tiihonen, K.; Lahtinen, S.; Nurminen, P.; Saarinen, MT; Schulze, H.; Mygind, T.; Fischer, J.
Oleos essenciais e seu uso em ragdes para animais monogastricos — Efeitos na qualidade da ragéo, microbiota intestinal, desempenho de crescimento
e seguranga alimentar: uma revisdo. Vet. Med. 2013, 58, 449—-458. [CrossRef]
11. Dill-Mcfarland, KA; Weimer, PJ; Breaker, JD; Suen, G. A dieta influencia o desenvolvimento inicial da microbiota em bezerros leiteiros sem
Impactos de longo prazo na produgéo de leite. Appl. Environ. Microbiol. 2018, 85, €02141-18. [CrossRef]
12. Cui,H.; Zhang, C.; Li, C.; Lin, L. Mecanismo antibacteriano do éleo essencial de orégano. Ind. Crops Prod. 2019, 139, 111498. [CrossRef]
13. Calsamiglia, S.; Busquet, M.; Cardoso, PW; Castillejos, L.; Farret, A. Revisao Convidada: Oleos essenciais como modificadores do rimen
fermentagdo microbiana. J. Dairy Sci. 2007, 90, 2580-2595. [CrossRef] [PubMed]
14. Chapman, C.; Cabral, RG; Aragona, KM; Erickson, PS Comunicagao breve: Preferéncias de sabor de cinamaldeido de animais desmamados
novilhas leiteiras. J. Dairy Sci. 2016, 99, 3607-3611. [CrossRef] [PubMed]
15. Vakili, AR; Khorrami, B.; Mesgaran, MD; Parand, E. Efeitos dos 6leos essenciais de tomilho e canela no desempenho, na fermentagéo

ruminal e nos metabdlitos sanguineos de bezerros holandeses que consomem dieta rica em concentrado. J. Anim. Sci. 2013, 26, 935-944.

[Referéncia Cruzada] [PubMed]
16. Haddi, K.; Faroni, LRA; Oliveira, E. Oleo de Canela. Em Manual de Pesticidas Verdes: Oleos Essenciais para Controle de Pragas; Nollet, LML,
Rathore, HS, Eds.; CRC Press: Boca Raton, FL, EUA, 2017; pp. 117-150.
17. Leyva-Lopez, N.; Gutiérrez-Grijalva, EP; Vazquez-Olivo, G.; Heredia, JB Oleos essenciais de orégano: atividade biolégica além
suas propriedades antimicrobianas. Moléculas 2017, 22, 989. [CrossRef]
18. Dhakad, AK; Pandey, VV; Beg, S.; Rawat, JM; Singh, A. Significado biolégico, medicinal e toxicoldgico da folha de eucalipto
Oleo essencial: Uma revisao. J. Sci. Food Agric. 2017, 98, 833—848. [CrossRef]
19. Shreaz, S.; Wani, WA; Behbehani, JM; Raja, V.; Irshad, M.; Karched, M.; Ali, eu.; Siddigi, WA; Hun, LT Cinnamaldeido e seus
derivados, uma nova classe de agentes antifingicos. Fitoterapia 2016, 112, 116—131. [CrossRef]
20. Wu, J.; Bai, Y .; Lang, X.; Wang, C.; Shi, X.; Casper, DP; Zhang, L.; Liu, H.; Liu, T.; Gong, X.; et al. A suplementagéo dietética com éleo essencial de
orégano e monensina em combinag¢ao € antagdnica ao desempenho de crescimento de touros holandeses de um ano. J. Dairy Sci.
2020, 103, 8119-8129. [Referéncia Cruzada]
21. Kumar, P.; Mishra, S.; Malik, A.; Satya, S. Analise composicional e atividade inseticida de Eucalyptus globulus (familia: Myrtaceae)
dleo essencial contra mosca doméstica (Musca domestica). Acta Trop. 2012, 122, 212-218. [CrossRef]
22. Baptista-Silva, S.; Borges, S.; Ramos, OL; Pintado, M.; Sarmento, B. O progresso dos 6leos essenciais como potenciais agentes terapéuticos: uma reviséo.
J. Essent. Oil Res. 2020, 32, 279-295. [CrossRef]
23. Caldas, GFR; Oliveira, ARS; Araujo, AV; Lafayette, SSL; Albuquerque, G.S.; Silva-Neto, JC; Costa-Silva, JH; Ferreira, F.; Da Costa, JGM; Wanderley, AG
Mecanismos gastroprotetores do monoterpeno 1,8-Cineol (eucaliptol). PLoS ONE 2015, 10, e0134558. [RefCruz]

24. Abo-Donia, FM; Mahgoub, A.; Deraz, T.; Nayel, UA Efeito do uso de capsulas de 6leo, folhas e sementes de eucalipto como suplemento dietético na
produtividade e na produgéo de metano de bufalos-egipcios lactantes. Egito. J. Nutr. Feed. 2021, 24, 223-235. [CrossRef]

25. Luo, Z.; Liu, T.; Cairang, D.; Cheng, S.; Hu, J.; Shi, B.; Zhu, H.; Chen, H.; Zhang, T.; Yi, X. O 6leo essencial de orégano como aditivo natural para plantas
afeta o desempenho do crescimento e os niveis de anticorpos séricos por meio da regulagéo da microbiota ruminal de bezerros. Animals 2024, 14, 820.
[CrossRef] [PubMed]

26. Nehme, R.; Andrés, S.; Pereira, RB; Ben Jemaa, M.; Bouhallab, S.; Ceciliani, F.; Lépez, S.; Rahali, FZ; Ksouri, R.; Pereira, DM; et al. Oleos Essenciais na
Pecuédria: Da Saude a Qualidade Alimentar. Antioxidantes 2021, 10, 330. [CrossRef] [PubMed]

27. Bednar, GE; Murray, SM; Patil, AR; Flickinger, EA; Merchen, NR; Fahey, GC Fontes selecionadas de proteina animal e vegetal afetam
a digestibilidade dos nutrientes e as caracteristicas fecais de cades com canulagéo ileal. Arch. Fir Tierernaehrung 2020, 53, 127-140.
[Referéncia Cruzada]

28. Fagliari, JJ; Santana, AE; Lucas, FA; Campos, E.; Curi, PR Constituintes sanguineos de bovinos recém-nascidos das racas Nelore (Bos indicus) e
Holandesa (Bos taurus) e de bubalinos (Bubalus bubalis) da raga Murrah. Arg. Sutids. Med. Veterinario. Zootec. 1998, 50, 253-262. Disponivel on-line:
http://hdl.handle.net/11449/36109 (acessado em 25 de janeiro de 2018).

29. Tomasi, T.; Volpato, A.; Pereira, WAB; Debastiani, LH; Bottari, NB; Morsch, VM; Schetinger, MRC; Leal, MLR; Machado, G.; Da Silva, AS Efeito metafilatico
de minerais na resposta imune, variaveis bioquimicas e estado antioxidante de bezerros recém-nascidos. J. Anim. Physiol. Anim. Nutr. 2018, 102, 819—
824. [CrossRef]

30. Jentzsch, AM; Bachmann, H.; First, P.; Biesalski, HK Anélise aprimorada de malondialdeido em fluidos corporais humanos. Radicais Livres.

Biol. Med. 1996, 20, 251-256. [RefCruz]


https://doi.org/10.1038/nature11551
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22972296
https://doi.org/10.3168/jds.2016-12474
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28527800
https://doi.org/10.1038/s41598-018-28733-y
https://doi.org/10.3168/jds.2021-20259
https://doi.org/10.1186/1741-7015-9-24
https://doi.org/10.17221/7029-VETMED
https://doi.org/10.1128/AEM.02141-18
https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2019.111498
https://doi.org/10.3168/jds.2006-644
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17517698
https://doi.org/10.3168/jds.2015-10582
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26995118
https://doi.org/10.5713/ajas.2012.12636
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25049871
https://doi.org/10.3390/molecules22060989
https://doi.org/10.1002/jsfa.8600
https://doi.org/10.1016/j.fitote.2016.05.016
https://doi.org/10.3168/jds.2020-18211
https://doi.org/10.1016/j.actatropica.2012.01.015
https://doi.org/10.1080/10412905.2020.1746698
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0134558
https://doi.org/10.21608/ejnf.2021.192888
https://doi.org/10.3390/ani14060820
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/38539918
https://doi.org/10.3390/antiox10020330
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/33672283
https://doi.org/10.1080/17450390009381942
http://hdl.handle.net/11449/36109
https://doi.org/10.1111/jpn.12890
https://doi.org/10.1016/0891-5849(95)02043-8

Machine Translated by Google

Animais 2024, 14, 3555 18 de 20

31. Ellman, GL Grupos sulfidrila teciduais. Arch. Biochem. Biophys. 1959, 82, 70-77. [CrossRef]

32. Habig, WH; Pabst, MJ; Jakoby, WB Glutationa S-transferases. A primeira etapa enzimatica na formagé&o do acido mercapturico. J. Biol.
Quimica. 1974, 249, 7130-7139. [CrossRef]

33. Hjelmsg, MH; Hansen, LH; Balum, J.; Feld, L.; Holben, WE; Jacobsen, CS Andlise de fusdo de alta resolug&do para comparagao rapida de composi¢des de comunidades
bacterianas. Appl. Environ. Microbiol. 2014, 80, 3568-3575. [CrossRef] [PubMed]

34. Schloss, PD; Westcott, SL; Ryabin, T.; Hall, JR; Hartmann, M.; Hollister, EB; Lesniewski, RA; Oakley, BB; Parks, DH; Robinson, CJ; et al. Apresentando o Mothur: software
de coédigo aberto, independente d e plataforma e com suporte da comunidad e para descrever e comparar comunidades microbianas. Appl. Environ. Microbiol. 2009, 75,
7537-7541. [CrossRef] [PubMed]

35. Kozich, JJ; Westcott, SL; Baxter, NT; Highlander, SK; Schloss, PD Desenvolvimento de uma estratégia de sequenciamento de indice duplo e pipeline de curadoria para
analisar dados de sequéncia de amplicon na plataforma de sequenciamento MiSeq lllumina. Aplicagdo. Meio Ambiente. Microbiol.

2013, 79, 5112-5120. [Referéncia Cruzada] [PubMed]

36. Quast, C.; Pruesse, E.; Yilmaz, P.; Gerken, J.; Schweer, T.; Yarza, P.; Peplies, J.; Gléckner, FO O projeto de banco de dados de genes de RNA ribossémico SILVA:
Processamento de dados aprimorado e ferramentas baseadas na web. Nucleic Acids Res. 2013, 41, 590-596. [ CrossRef]

37. McMurdie, PJ; Holmes, S. Phyloseq: Um pacote R para andlise interativa reprodutivel e graficos de dados de censo de microbioma.

PLoS ONE 2013, 8, €61217. [CrossRef]

38. Morris, EK; Caruso, T.; Buscot, F.; Fischer, M.; Hancock, C.; Maier, TS; Meiners, T.; Muller, C.; Obermaier, E.; Prati, D.; e outros.

Escolhendo e usando indices de diversidade: Insights para aplicagdes ecolégicas dos Centros de Exploragéo da Biodiversidade Alemaes. Ecol. Evol.
2014, 4, 3514-3524. [Referéncia Cruzada]

39. Xia, Y.; Sun, J.; Chen, D. Medidas e célculos de diversidad e comunitaria. Em Anadlise Estatistica de Dados de Microbioma com R; Springer: Singapura, 2018; pp. 167—190.

40. Qian, XB; Chen, T.; Xu, YP; Chen, L.; Sun, FX; Lu, MP; Liu, YX Um guia para pesquisa d e microbioma humano: desenho de estudo, amostra
coleta e andlise bioinforméatica. Chin. Med. J. (Engl.) 2020, 133, 1844—1855. [CrossRef]

41. Schloss, PD A rarefagéo é atualmente a melhor abordagem para controlar o esforgo de sequenciamento desigual em andlises de sequéncia de amplicon. mSphere 2024, 9,
e00354-23. [CrossRef]

42. Anderson, MJ Um novo método para analise de variancia multivariada ndo paramétrica. Austral Ecol. 2001, 26, 32—-46. [CrossRef]

43. Songer, JG; Anderson, MA Clostridium difficile: Um importante patégeno de animais destinados a alimentag&o. Anaerobe 2006, 12, 1-4. [CrossRef]

44. Wickham, H. ggplot2: Graficos elegantes para analise de dados; Springer: Nova York, NY, EUA, 2016.

45. Bowman, JP O género Psychrobacter. Em Os Procariontes: Um Manual sobre a Biologia das Bactérias. Proteobactérias: Subclasse Gama; Dworkin, M., Falkow, S.,
Rosenberg, E., Schleifer, KH, Stackebrandt, E., Editores; Springer: Nova York, NY, EUA, 2006; Volume 6, pp. 920-930.

46. VanderKolk, JH; Endimiani, A.; Graubner, C.; Gerber, V.; Perreten, V. Acinetobacter em medicina veterinaria, com énfase em Acinetobacter baumannii. J. Glob. Antimicrob.
Resist. 2019, 16, 59-71. [CrossRef]

47. Conselho Nacional de Pesquisa (NRC). Requisitos de Nutrientes para Gado Leiteiro, 7 ed.; Academia Nacional de Ciéncias: Washington, DC,

EUA, 2001; 408p.

48. Tapiki, I.; Ozalpaydin, HB; Tapiki, N.; Aslan, M.; Selvi, MH Efeitos do ¢leo essencial de orégano na redugdo daidade dedesmame e
aumentando a eficiéncia econdmica em bezerros holandeses frisios. Pak. J. Zool. 2020, 52, 745-752. [CrossRef]

49. Silva, RB; Pereira, MN; De Araujo, RC; Silva, WR; Pereira, RAN Uma mistura de 6leos essenciais melhorou a eficiéncia alimentar e afetou
Variaveis ruminais e sistémicas de vacas leiteiras. 2020, 4, 182—-193. [CrossRef] [PubMed]

50. Farshid, S.; Alireza, V.; Mohsen, DM Efeitos de 6leos essenciais de plantas-domo e probiético (protexina) no desempenho, na digestibilidade de nutrientes e nos metabélitos
sanguineos de bezerros leiteiros da raga Holandesa. Ira. J. Anim. Sci. Res. 2021, 13, 161-173. [CrossRef]

51. Mclintosh, FM; Willians, P.; Losa, R.; Wallace, RJ; Beever, DA; Newbold, CJ Efeitos dos 6leos essenciais nos microorganis mos ruminais
Ismos e seu metabolismo proteico. Appl. Environ. Microbiol. 2003, 69, 5011-5014. [CrossRef] [PubMed]

52. Stellard, F. Do Colesterol Dietético ao Colesterol Sanguineo, Fluxos Fisiolégicos de Lipidios e Homeostase do Colesterol. Nutrientes
2022, 14, 1643. [CrossRef]

53. Mcnamara, DJ; Kolb, R.; Parker, TS; Batwin, H.; Samuel, P.; Brown, CD; Ahrens, EH, Jr. Heterogeneidade da homeostase do colesterol
no homem. Resposta a mudangas na qualidade da gordura alimentar e na quantidade de colesterol. J. Clin. Investig. 1987, 79, 1729-1739.
[Referéncia Cruzada]

54. Nora, L.; Giacomelli, CM; Deolindo, GL; Molosse, VL; Copetti, PM; Bissacotti, BF; Morsch, VM; Da Silva, AS Inclusao de 6leos essenciais em um sucedaneo do leite de
bezerros e seus efeitos no desempenho do crescimento e nos sistemas imunolégico e oxidativo. Comp. Clin.

Patol. 2024, 33, 327-335. [Referéncia Cruzada]

55. Wilms, JN; Van Der Nat, V.; Ghaffari, MH; Steele, MA; Sauerwein, H.; Martin-Tereso, J.; Leal, LN A composig&o de gordura do sucedaneo do leite influencia o desempenho
do crescimento, o comportamento alimentar e o perfil de acidos graxos plasmaticos em bezerros alimentados a vontade. J. Dairy Sci.
2024, 107, 2797-2817. [Referéncia Cruzada]

56. Katsoulos, PD; Karatzia, MA; Dovas, Cl; Filioussis, G.; Papadopoulos, E.; Kiossis, E.; Arsenopoulos, K.; Papadopoulos, T.; Boscos, C.; Karatzias, H. Avaliag&o da eficacia
em campo da administragdo de 6leo essencial de orégano no controle da sindrome da diarreia neonatal em bezerros. Res. Veterinario. Ciéncia. 2017, 115, 478—483.
[RefCruz]

57. Ritt, LA; Orso, C.; Silveira, AK; Frazzon, J.; de Vargas, DP; Wagner, R.; de Oliveira, FC; Norberg, JL; Fischer, V. Extrato de orégano fornecido a bezerros leiteiros pré-

desmamados. Parte 1: Efeitos sobre a ingestéo, digestibilidade, peso corporal e microbiota bacteriana ruminal e intestinal. Livest. Sci. 2023, 269, 105165. [CrossRef]


https://doi.org/10.1016/0003-9861(59)90090-6
https://doi.org/10.1016/S0021-9258(19)42083-8
https://doi.org/10.1128/AEM.03923-13
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24610853
https://doi.org/10.1128/AEM.01541-09
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19801464
https://doi.org/10.1128/AEM.01043-13
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23793624
https://doi.org/10.1093/nar/gks1219
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0061217
https://doi.org/10.1002/ece3.1155
https://doi.org/10.1097/CM9.0000000000000871
https://doi.org/10.1128/msphere.00354-23
https://doi.org/10.1111/j.1442-9993.2001.01070.pp.x
https://doi.org/10.1016/j.anaerobe.2005.09.001
https://doi.org/10.1016/j.jgar.2018.08.011
https://doi.org/10.17582/journal.pjz/20180606130639
https://doi.org/10.1093/tas/txz183
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32704978
https://doi.org/10.22067/IJASR.V13I2.82290
https://doi.org/10.1128/AEM.69.8.5011-5014.2003
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12902303
https://doi.org/10.3390/nu14081643
https://doi.org/10.1172/JCI113013
https://doi.org/10.1007/s00580-024-03554-w
https://doi.org/10.3168/jds.2023-23740
https://doi.org/10.1016/j.rvsc.2017.07.029
https://doi.org/10.1016/j.livsci.2023.105165

Machine Translated by Google

Animais 2024, 14, 3555 19 de 20

58.

59.

60.
61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.
84.

85.

Liu, T.; Chen, H.; Bai, Y.; Wu, J.; Cheng, S.; He, B.; Casper, DP. A ragao inicial para bezerros contendo uma mistura de 6leos essenciais e prebidticos
afeta o desempenho de crescimento de bezerros holandeses. J. Dairy Sci. 2020, 103, 2315-2323. [CrossRef] [PubMed]

Al-Suwaiegh, SB; Morshedy, SA; Mansour, AT; Ahmed, MH; Zahran, SM; Alnemr, TM; Sallam, SMA Efeito de uma mistura de dleos essenciais no
desempenho de vacas leiteiras durante os periodos de tratamento e pos-tratamento. Sustainability 2020, 12, 9123. [CrossRef]

Pabst, O. Novos conceitos na geragdo e fungdes de IgA. 2012, 12, 821-832. [CrossRef] [PubMed]

Palma, NO; Zoete, MR; Cullen, TW; Barry, NA; Stefanowski, J.; Hao, L.; Degman, PH; Hu, J.; Pedro, eu.; Zhang, W.; e outros.

Revestimento de imunoglobulina A identifica bactérias colitogénicas na doenca inflamatdria intestinal. Cell 2014, 158, 1000-1010. [CrossRef]

Rocha, TG; Silva, FDF; Bortoletto, C.; Silva, DG; Buzinaro, MG; Zafalon, LF; Fabliari, JJ Concentragdes séricas de proteinas de fase aguda e
imunoglobulinas de bezerros com diarreia por rotavirus. Vet. Med. 2016, 68, 865-872. [CrossRef]

Bozuklunah, K.; Merhan, O.; Ogun, M.; Kut, B.; Cihan, M.; Erkili¢, EE; Gokce, G.; Aydin, U.; Ozcan, A. Investigagado de haptoglobina, amiloide
A sérico e alguns parametros bioquimicos em bezerros com onfalite. Vet. World 2018, 11, 1055-1058.

[Referéncia Cruzada]

Erkilig, E.; Merhan, O.; Kirmizigul, AH; Ogum, M.; Akyuz, E.; Citil, M. Niveis salivares e séricos de amiloide A sérica, haptoglobina, ceruloplasmina e
albuminas em bezerros neonatos com diarreia. Universidade Kafkas. Veterinario. Falso. Derg. 2019, 25, 583-586.

Saleh, N.; Allam, T.; Nayel, M.; Ahmed, R. Investigacdo molecular da diarreia em bezerros em relagéo a alteragdes em alguns sistemas imunoloégicos
perfis. J. Curr. Vet. Res. 2022, 4, 69-79. [CrossRef]

de Sousa-Pereira, P.; Woof, JM IgA: Estrutura, Fungdo e Capacidade de Desenvolvimento. Anticorpos 2019, 8, 57. [CrossRef]

Campolina, JP; Coelho, SG; Belli, AL; Neves, LFM; Machado, FS; Pereira, LGR; Tomich, TR; Carvalho, WA; Daibert, RMP; Reis, DRL; et al. Potenciais
beneficios de uma mistura de dleos essenciais no metabolismo, digestibilidade, desenvolvimento de érgaos e expressdo génica de bezerros leiteiros.
Sci. Rep. 2023, 13, 3378. [CrossRef] [PubMed]

Jain, S.; Gautam, V.; Naseem, S. Proteinas de fase aguda: como ferramenta diagnéstica. J. Pharm. Bioallied Sci. 2011, 3, 118—127. [CrossRef]
[PubMed]

Favaretto, JA; Alba, DF; Marchiori, MS; Marcon, HJ; Souza, CF; Badissera, MD; Bianchi, AE; Zanluchi, M.; Klein, B.; Wagner, R.; et al. A suplementagao
com uma mistura a base de carvacrol microencapsulado, timol e cinamaldeido na ragdo de cordeiros inibe células imunes e melhora o desempenho
do crescimento. Livest. 2020, 240, 104144. [CrossRef]

Dorman, HJ; Deans, SG Agentes antimicrobianos de plantas: atividade antibacteriana de 6leos volateis de plantas. J. Appl. Microbiol. 2000, 88,
308-314. [Referéncia Cruzada]

Molosse, VL; Deolindo, GL; Glombosky, P.; Pereira, WAB; Carvalho, RA; Zotti, CA; Solivo, G.; Vedovto, M.; Fracasso, M.; Silva, AD; et al. Curcumina
ou mistura fitogénica microencapsulada para substituir antibiéticos ionéforos e ndo ionéforos em bezerros desmamados: Efeitos no desempenho do
crescimento e na saude. Livest. 2022, 263, 105029. [CrossRef]

Brunetto, ALR; Giacomelli, CM; Favero, JF; Bissacotti, BF; Copeti, PM; Morsch, VM; Oliveira, FC; Wagner, R.; Alves, R.; Pereira, WAB; et al. Mistura
fitogénica na dieta de novilhos holandeses em crescimento: efeitos sobre o desempenho, a digestibilidade, o perfil de acidos graxos volateis no
rimen e as respostas imune e antioxidante. 2023, 297, 115595. [CrossRef]

Doughari, HJ; Ndakidemi, PA; Human, IS; Benade, S. Ecologia, biologia e patogénese de Acinetobacter spp.: Uma Visdo Geral. Microbes Environ.
2011, 26, 101-112. [CrossRef]

Hou, S.; Wu, H.; Chen, S;; Li, X.; Zhang, Z.; Cheng, Y.; Chen, Y.; He, M.; An, Q.; Man, C.; et al. Respostas imunes mediadas por fibroblastos da pele
bovina para defesa contra infecg&o bovina por Acinetobacter baumannii. Microb. Pathog. 2022, 173, 105806. [CrossRef]

Rojo, F. Repressao de catabdlitos de carbono em Pseudomonas: otimizando a versatilidade metabdlica e as interagdes com o ambiente.

Revista FEMS Microbiol. 2010, 34, 658-684. [CrossRef]

Winsor, GL; Griffiths, EJ; Lo, R.; Dhillon, BK; Shay, JA; Brinkman, FSL Anotacdes e recursos aprimorados para comparar milhares de genomas de
Pseudomonas no banco de dados de genomas de Pseudomonas. Nucleic Acid Res. 2016, 44, 646—653. [CrossRef]

Mcvey, S.; Kennedy, M.; Chengappa, MM Microbiologia Veterinaria, 32 ed.; Editora Guanabara Koogan Ltda.: Rio de Janeiro,

Brasil, 2016; ISBN 9788527728263.

Zarei, M.; Rahimi, S.; Fazlara, A.; Anvari, SE Cepas de Pseudomonas com alta capacidade de formacgéo de biofilme isoladas de superficies
de matadouros de aves: sua importancia na persisténcia de Salmonella enteritidis em matadouros. Int. J. Food Microbiol. 2023, 390, 110-126.
[Referéncia Cruzada] [PubMed]

Garcia-Lopez, ML; Maradona, MP Psychrobacter. Em Enciclopédia de Microbiologia de Alimentos; Elsevier: Oxford, Reino Unido, 1999; pp. 1875-1882.

Rama, EN; Bailey, M.; Kumar, S.; Leone, C.; Den Bakker, HC; Thippareddi, H.; Singh, M. Caracterizagdo do microbioma intestinal de
frangos de corte criados sob praticas convencionais e sem antibiéticos. Poult. Sci. 2023, 102, 102832. [CrossRef] [PubMed]

Cao, H.; Liu, MCJ; Tong, MK; Jiang, S.; Lau, A.; Chow, KH; Tse, CWS; Ho, PL Diversidade de grupos genémicos e alelos CfiA/cfiA em isolados de
Bacteroides fragilis de humanos e animais. Anaerobe 2022, 75, 102567. [CrossRef] [PubMed]

Knoop, FC Infecgdes por Bacteroides. Em Modulo de Referéncia em Ciéncias Biomédicas; Elsevier: Amsterda, Holanda, 2014.

[Referéncia Cruzada)

Sears, CL As toxinas de Bacteroides fragilis. Toxicon 2001, 39, 1737—-1749. [CrossRef]

Nagajara, TG; Narayanan, SK; Stewart, GC; Chengappa, MM Infecgdes por Fusobacterium necrophorum em animais: Patogénese
e mecanismos patogénicos. Anaerobe 2005, 11, 239-246. [CrossRef]

Suchodolski, JS; Foster, ML; Sohail, MU; Leutenegger, C.; Queen, EV; Steiner, JM; Maks, SL O microbioma fecal em gatos com diarreia. PLoS ONE
2015, 10, e0127378. [CrossRef]


https://doi.org/10.3168/jds.2019-16647
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31980222
https://doi.org/10.3390/su12219123
https://doi.org/10.1038/nri3322
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23103985
https://doi.org/10.1016/j.cell.2014.08.006
https://doi.org/10.1590/1678-4162-7965
https://doi.org/10.14202/vetworld.2018.1055-1058
https://doi.org/10.21608/jcvr.2022.240872
https://doi.org/10.3390/antib8040057
https://doi.org/10.1038/s41598-023-30088-y
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/36854876
https://doi.org/10.4103/0975-7406.76489
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21430962
https://doi.org/10.1016/j.livsci.2020.104144
https://doi.org/10.1046/j.1365-2672.2000.00969.x
https://doi.org/10.1016/j.livsci.2022.105029
https://doi.org/10.1016/j.anifeedsci.2023.115595
https://doi.org/10.1264/jsme2.ME10179
https://doi.org/10.1016/j.micpath.2022.105806
https://doi.org/10.1111/j.1574-6976.2010.00218.x
https://doi.org/10.1093/nar/gkv1227
https://doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2023.110126
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/36791517
https://doi.org/10.1016/j.psj.2023.102832
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/37343348
https://doi.org/10.1016/j.anaerobe.2022.102567
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/35427784
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-801238-3.04869-8
https://doi.org/10.1016/S0041-0101(01)00160-X
https://doi.org/10.1016/j.anaerobe.2005.01.007
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0127378

Animais 2024, 14, 3555 20 de 20

86. Chevrot, R.; Carlotti, A.; Sopena, V.; Marchand, P.; Rosendeld, R. Megamonas rupellensis sp. Nov., um anaeroébio isolado do
Ceco de pato. Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 2008, 58, 2921-2924. [CrossRef]

87. Cao, Z,; Liu, Z.; Zhang, N.; Bao, C.; Li, X;; Liu, M,; Yuan, W.; Wu, H.; Shang, H. Efeitos dos polissacarideos do dente-de-ledo (Taraxacum
mongolicum Hand-Mazz.) na dieta sobre o desempenho e a microbiota intestinal de galinhas poedeiras. Int. J. Biol. Macromol. 2023, 240, 124422.
[Referéncia Cruzada]

88. Virginio Junior, GF; Reais, ME; Da Silva, AP; De Toledo, AF; Cezar, AM; Mendes, LW; Freco, L.; Montenegro, H.; Coutinho, L.L.; Bittar, CMM A y-glucana das algas afeta
o bacterioma fecal em bezerros leiteiros? PLoS ONE 2021, 16, e0258069. [RefCruz]

89. Fan, Y.; Chen, Q.; Zhang, B.; Chen, Z.; Huang, Q.; Xu, H.; Ren, J.; Zhang, X. Efeito do transplante intensivo de microbiota fecal com muiltiplos doadores por capsulas
para colite ndo criativa ativa: um estudo prospectivo. Gut 2019, 68, 109-110. [CrossRef]

90. Rolinec, M.; Medo, J.; Gabor, M.; Miluchova, M.; Biro, D.; Simko, M.; Juracek, M.; Hanusovsky, O.; Schubertova, Z.; Galik, B.

Efeito da adigdo de 6leo de coco aragao de suinos na diversidade microbiana retal e naabundancia bacteriana. Animais 2020, 10, 1764.
[Referéncia Cruzada] [PubMed]
91. Enjalbert, MR; Combes, S.; Cauquil, L.; Bouchez, O.; Monteil, C. Esrablissment da comunidad e bacteriana ruminal em bezerros leiteiros

do nascimento ao desmame é sequencial. J. Appl. Microbiol. 2014, 116, 245-257. [CrossRef]

92. Foster, DM; Smith, GW Fisiopatologia da diarreia em bezerros. Vet. Clin. N. Am. Food Anim. Pract. 2009, 25, 13-36. [CrossRef]
[PubMed]

93. Gull, T. Causas bacterianas de doengas intestinais em bezerros leiteiros: Medidas de controle aceitaveis. Vet. Clin. N. Am. Food Anim. Pract.
2022, 38, 107—-119. [Referéncia Cruzada] [PubMed]

94. Shi, Z.; Wang, Y.; Yan, X.; Ma, X,; Duan, A.; Hassan, F.; Wang, W.; Deng, T. Andlises metagendmicas e metabolémicas revelam o papel dos metabdlitos associados ao
microbioma intestinal em bezerros com diarreia. Vet. Microbiol. 2023, 8, e00582-23. [CrossRef]

95. Fu, ZL; Yang, Y.; Ma, M.; Malmuthuge, N.; Guan, LL; Bu, DP Dinamica do estresse oxidativo e respostas imunes em neonatais

bezerros durante a diarreia. J. Dairy Sci. 2024, 107, 1286—1298. [Cross Ref]

Aviso Legal/Nota do Editor: As declaragdes, opinides e dados contidos em todas as publicagdes sdo de responsabilidade exclusiva do (s) autor(es)
e colaborador(es) individual(ais) e ndo da MDPI e/ou do(s) editor(es). A MDPI e/ou o(s) editor(es) isentam-se de responsabilidade por quaisquer danos
a pessoas ou propriedades resultantes de quaisquer ideias, métodos, instrucdes ou produtos mencionados no conteudo.


https://doi.org/10.1099/ijs.0.2008/001297-0
https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2023.124422
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0258069
https://doi.org/10.1136/gutjnl-2019-IDDFAbstracts.210
https://doi.org/10.3390/ani10101764
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/33003372
https://doi.org/10.1111/jam.12405
https://doi.org/10.1016/j.cvfa.2008.10.013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19174281
https://doi.org/10.1016/j.cvfa.2021.11.008
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/35219479
https://doi.org/10.1128/msystems.00582-23
https://doi.org/10.3168/jds.2023-23630

ARTIGO QUALIS A1

Ann. Anim. Sci., Vol. 22, No. 2 (2022) 731-739 DOI: 10.2478/acas-2021-0055

sciendo

Efeitos do extrato de pimenta na alimentagao de cordeiros lactentes: desempenho de crescimento, metabolismo
e respostas oxidativas

Bruno Giorgio de Oliveia Cécere1, Vitor Luiz Molosse1, Guilherme Luiz Deolindo1, Vanessa Dazuk2, Anielen Dutra Silva3,

Maria Rosa C. Schetinger3 , Marcelo Vedovatto4 , Claiton A. Zotti5 | Aleksandro Schafer da Silva1,2y

'Departamento de Zootecnia, Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC), Chapeco, Brasil 2
Programa de P6s-Graduagdo em Zootecnia, UDESC, Chapeco, Brasil
3 Programa de Pés-Grad uag&o em Bioquimica Toxicoldgica, Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria,
Brasil 4 Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul,
Brasil 5 Universidade do Oeste de Santa Catarina, Xanxeré,
Brasil § Autor para correspondéncia: aleksandro.silva@udesc.br

Resumo

Nosso objetivo foi determinar se a inclusdo de extrato de pimenta melhoraria a saiide em cordeiros lactentes, estimulando a atividade antioxidante
e melhorando o desempenho. Utilizamos cordeiros Lacaune distribuidos em quatro tratamentos, com quatro repeticoes por tratamento e trés
cordeiros por repeticdo: grupo controle (T0) e tratamentos T1, T2 e T3 que receberam 200, 400 e 800 mg/kg de extrato de pimenta, respectivamente.
Os grupos T1 e T2 consumiram quantidades mais significativas de silagem do que o grupo T0, e os animais do grupo T1 consumiram mais
concentrado e, consequentemente, consumiram mais sélidos. A adicdo de extrato de pimenta melhorou o desempenho do crescimento, com a
menor dose (T1) dando origem ao ganho de peso, ganho médio didrio e peso corporal mais significativos, em comparagdo ao T0. A analise de
regressao mostrou que o ponto 6timo para a suplementagdo de extrato de pimenta foi de 301,5 mg/kg. Os niveis de proteina total e globulinas
foram significativamente maiores para os animais suplementados com extrato de pimenta (dia 28) do que o controle; As concentragées de
albumina e ureia aumentaram ao longo do tempo, mas néo diferiram significativamente entre os tratamentos. Os niveis séricos de glicose
diminuiram significativamente ao longo do tempo; no entanto, os grupos suplementados com extrato de pimenta apresentaram concentragées
mais altas do que o grupo T0. O hematdcrito foi significativamente maior nos grupos alimentados com extrato de pimenta; as concentragées de
hemoglobina também foram mais significativas, aumentando ao longo do tempo em ambos os grupos. Os grupos que consumiram o extrato de
pimenta apresentaram contagens de leucécitos mais altas devido a maiores linfocitos e neutréfilos. Os niveis de tiois ndo proteicos aumentaram
significativamente ao longo do tempo, enquanto os niveis de peroxidacdo lipidica diminuiram significativamente em todos os grupos. As
concentragées de espécies reativas de oxigénio diminuiram significativamente no soro dos animais do grupo T3, aqueles alimentados com extrato
de pimenta (dia 28), em comparagado ao controle. Em geral, a adi¢do de extrato de pimenta na racdo de cordeiros pode aumentar o ganho de peso, aumentar os niveis d
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A ovinocultura exige pesquisa substancial devido ao seu
crescimento continuo em todo o mundo. Os produtos finais da
ovinocultura, incluindo leite e carne, sdo de alta qualidade e
bem diferenciados, caracteristicas que agregam valor econémico
(Magalhéaes e Lucena, 2019).

No entanto, a criagdo de ovinos é desafiadora porque esses
animais tém alta capacidade e desempenho; no entanto, seu
metabolismo é acelerado (principalmente nos estagios iniciais)
e o manejo inadequado pode levar a grandes problemas de
producéo (Cazarotto et al., 2018; Molosse et al., 2019; Cécere
etal., 2019). Na criagdo de ovinos leiteiros, os cordeiros séo
separados de suas maes para otimizar a producao de leite; o
desafio mais significativo é desenvolver animais mais pesados
ao desmame. Os criadores de ovinos utilizam uma grande
quantidade de sucedaneos do leite (Hernandez-Castellano et
al.,2015). Os cordeiros nos estagios iniciais podem ser afetados
por endoparasitas e ectoparasitas e apresentar casos graves
de diarreia, que podem ser devidos a dietas pouco saudaveis

ou mal fomecidas, a temperatura inadequada do leite produzido e a €ad tasdoeu mu. t8i entesctrato conttm oleormresinas, caracterizadas por um complexo

substitutos de ragéo fornecidos, contaminados ou mesmo
problemas que as instalagdes possam afetar os animais (De
Oliveira et al., 2013). O crescimento da demanda por carne
ovina, associado ao preco de venda do produto, € de particular
interesse para os ovinocultores preocupados em produzir
ovinos de alta qualidade (Marcon et al., 2021). Isso significa
evitar a produc¢éo de animais mais pesados e exige o abate
precoce, mantendo a quantidade e a qualidade (Paim et al.,
2011; Marcon et al., 2020).

As preocupagdes com o uso de antibidticos como
melhoradores de desempenho na alimentagdo animal sdo bem
conhecidas; de fato, o mercado consumidor tem sofrido forte
pressao para proibir esses compostos. Na Europa, os
promotores de crescimento ja os proibem ha varios anos (Rizzo
etal., 2010; Santos et al., 2009). Extratos de ervas, 6leos
essenciais, fitobioticos e fitogénicos séo aditivos naturais que
potencializam parcial ou equivalentemente o crescimento
(Stevanovic et al., 2018). A pimenta pertence ao género
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fonte de propriedades bioativas, em que o componente ativo mais
abrangente é a capsaicina (8-metil-N-vanilil-trans-6-nonenamida)
(Wesolowska et al., 2011).

Esses compostos fendlicos presentes napimenta dao origem aos
capsaicinoides (Jarupan et al., 2018).

Em animais, os componentes ativos da pimenta exercem efeitos
antioxidantes (Pinto et al., 2013; Ochi et al., 2003), antibacterianos
(Gu et al., 2019) e anti-inflamatérios, além de estimular o consumo
(Santos et al., 2009), aumentar os aminoacidos (Rizzo et al., 2010)

e proteger o figado de danos (Hassan et al., 2012). O extrato de
pimenta demonstraresultados benéficos e positivos pararuminantes
(Cunha et al., 2020) e nao ruminantes (Jarupan et al., 2018), ambos
relacionados a saude dos animais e ao nivel de seu desempenho.
Diversos estudos utilizam capsaicina em blends, misturas com outros
compostos vegetais, paraexplorar o sinergismo que esses compostos
apresentam, potencializando suas fungdes bioldgicas (Jamroz et al.,
2003; Frankic et al., 2010; Castillo et al., 2012). Com base nas
propriedades funcionais do extrato de pimenta, o objetivo do presente
estudo foi determinar se o extrato de pimenta melhoraria o
desempenho de cordeiros recém-nascidos e aprimoraria as
caracteristicas bioquimicas, as respostas antioxidantes e
imunolégicas. Nossahipétese é que o extrato de pimenta em pé na
dieta de cordeiros lactentes melhoraria durante o desmame,
favorecendo um desmame ainda mais precoce e a consequente
reducéo dos custos de producédo, sem prejudicar a satude dos
cordeiros.

Material e métodos

Extrato de pimenta

O aditivo alimentar usado neste estudo € um produto comercial a
base de extrato de pimenta (Capsin®; Nutriquest).
A composig&o quimica do extrato de pimentafoi analisada de acordo
com a AOAC (2000) da seguinte forma: matéria seca (920 g/kg),
extrato etéreo (444 g/kg), proteina bruta (64,4 g/kg), fibraem
detergente neutro (293 g/kg) e fibra em detergente acido (229 g/kg).
A quantificagéo de capsaicinano extrato de pimenta foirealizada por
cromatografia gasosa (Pefia-Alvarez et al., 2009), resultando em

uma concentragdo de 5,0 g/kg.

Instalagdes e animais

O experimento foi conduzido em uma propriedade em Chapeco-
SC (Sul do Brasil), onde foram utilizados 48 cordeiros lactentes da
raga La-caune, com 30 dias de idade e peso médio de 9,8 kg, alojados
em um galp&o tipo cabana. As baias (1,2 x 1,5 m) eram equipadas
combebedouros e comedouros, com trés animais por baia. Utilizamos
cordeiros com 30 dias de idade porque extrato de pimenta foi
adicionado ao concentrado, alimento consumido em quantidades
substanciais durante essa fase. Os cordeiros recém-nascidos
passaram aproximadamente 8 a 12 horas com suas maes e, em
seguida, foram colocados em baias coletivas. Entre os dias 1 e 29 de
vida, o criador forneceu aos animais leite de ovelha (1 L/dia) e uma
pequena quantidade de concentrado no comedouro parainiciar e

incentivar o consumo deste alimento; utilizamos cordeiros com 30
dias de idade porque a oferta deste alimento foi aumentada conforme

o consumo; entretanto, hduma variagdo significativana quantidade
de concentrado consumido até os 30 dias de vida destes animais.

Desenho experimental e consumo alimentar

O periodo experimental foi de 28 dias. Os cordeiros foram distribuidos
aleatoriamente em quatro grupos, com quatro repeticdes por tratamento e trés
cordeiros por repeticdo. Os grupos foram identificados como controle (TO) para
os animais que nao receberam suplementacdo com extrato de pimenta; o grupo
T1 para os cordeiros que receberam 200 mg de extrato de pimenta em po/kg de
concentrado; o grupo T2 recebeu 400 mg de extrato de pimenta em poé/kg de
concentrado; e o grupo T3 recebeu 800 mg de extrato de pimenta em pé/kg de

concentrado.

Tabela 1. Composigao quimica da silagem de milho e do concentrado basal
utilizados no estudo

Itens1 Silagem de milho Concentrado basal2
Matéria seca (MS) (%) 31,8 88,6
Proteina bruta (PB) (% MS) 7 22
EE (% MS) 42 35
FDN (% MS) 382 121
ADF (% MS) 21,6 62
TDN3 (% MS) 737 776

1 MS (matéria seca), PB (proteina bruta), EE (extrato etéreo), FDN (fibra em detergente

neutro), FDA (fibra em detergente acido) e NDT (nutrientes digestiveis totais).

2Ingredientes presentes em 100 kg de concentrado: milho moido (650
g/kg), farinha de soja (300 g/kg) e pré-mistura (50 g/kg). A pré-mistura
continha (concentragdo/kg): calcio min. 180 max. 220 g; fésforo min. 32 g;
soédio min. 40 g; enxofre min. 20 g; magnésio min. 20 g; cobalto min. 16 mg;
iodo min. 17 mg; manganés min. 420 mg; selénio min. 730 mg; zinco min.
730 mg; flior max. 600 mg; niacina min. 500 mg; vitamina A min. 95.000 Ul;
vitamina D min. 20.000 Ul; vitamina E min. 350 Ul; monensina sodica 1.200
mg; Saccharomyces cerevisiae 2,1 x 109 UFC.

3 Calculado conforme descrito por Weiss et al. (1992).

A alimentacdo desses animais consistiu em dieta liquida a base
de leite de ovelha (1 litro por dia, dividido em dois horarios: 8h e 17h),
associada a concentrado proteico comercial proporcional a 2,5% do
peso vivo (disponivel aos animais duas vezes ao dia, imediatamente
apods aingestdo do leite) e silagem de milho a vontade. A quantidade
de concentrado fornecida foi baseada no peso médio dos animais em
cada baia. Os ingredientes estdo apresentados na Tabela 1.

O consumo de concentrado foi total. Ou seja, 100% do fornecido
foi consumido em todos os tratamentos ao longo do experimento. A
quantidade de silagem consumida foi mensurada ao final do
experimento (dias 25, 26, 27 e 28), quando o volume adicionado ao
comedouro era pesado diversas vezes ao diapara evitar desperdicios
(o comedouro néo ficava sem silagem) e ao final de cada dia, o
restante era pesado. Com essas informagdes e o ganho de peso
médio didrio nessa fase, foi calculada a eficiéncia alimentar de cada
tratamento.
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Peso corporal do animal e coleta de amostra

Os cordeiros foram pesados nos dias 1, 7, 14,21 e 28 do
experimento usando uma balanga digital. Amostras de sangue
foram coletadas nos dias 1, 15 e 28 do experimento, uma amostra
retirada da veia jugular. O sangue total foi coletado em dois tubos:
a) um sem anticoagulante para obtengéo do soro e b) outro com
EDTA como anticoagulante para hemograma. O sangue coletado
em tubos sem anticoagulante foi centrifugado a 3500 rpm por 10
minutos, e o soro foi armazenado congelado (—20 °C) até a analise.
As andlises coincidiram 30 dias apds o término do experimento.

Amostras de ragao (silagem de milho e concentrado) foram
coletadas em trés periodos experimentais (dia 1, 14 e 28),
armazenadas sob congelamento. Ao final do experimento, foi
formado um pool com as trés amostras coletadas, as quais foram
utilizadas para analise da composigéo quimica.

Analises laboratoriais

Anélises de alimentagdo

Em laboratério, as amostras (pool) foram pré-secas em estufa
de circulagdo for¢cada de ar a 55 °C por 72 horas, posteriormente
retiradas da estufa e pesadas novamente para determinacdo do
teor de matéria seca parcial, seguida de moagem em moinho tipo
Wiley (Marconi, modelo MA340), utilizando peneira de malha de 1
mm. As amostras pré-secas e moidas foram submetidas a
aquecimento a 105 °C para obtengdo da MS e, posteriormente, para
obten¢do do material mineral em mufla a 600 °C (Silva e Queiroz,
2002). A PB foi determinada pelo método de micro-Kjeldahl (Método
984.13, AOAC, 1997). Para determinar os niveis de fibra em
detergente neutro (FDN), as amostras foram embaladas em sacos
de poliéster (Komarek, 1993) e tratadas com solugéo de detergente
neutro em autoclave a 110°C por 40 minutos (Senger et al., 2008);
para amostras concentradas, incluimos y-amilase (Mertens, 2002).

As concentragdes de fibra em detergente acido (FDA) foram
determinadas de acordo com AOAC (1997, método 973.18).

Os testes foram realizados em triplicata e os resultados séo
apresentados na Tabela 1.

Bioquimica sérica

Osniveis de proteina total, albumina, ureia, glicose, triglicerideos
e colesterol foram dosados em analisador semiautomatico (BioPlus
2000®) utilizando kits comerciais (Analisa®, Analisa Diagndstica,
Belo Horizonte, Brasil), de acordo com as recomendagdes do
fabricante.
Os niveis de globulina foram obtidos pela férmula: proteina total —
albumina.

Hemograma

O numero de eritrécitos e leucdcitos totais e a concentragdo de
hemoglobina (Hb) foram medidos utilizando um analisador
automatico Celm® 530. O hematécrito foi obtido apds centrifugacao
capilar (1000 rpm em 5 minutos). Os esfregagos sanguineos foram
corados com corante comercial (método de Romanowsky) para a
andlise diferencial de leucécitos, e um microscoépio dptico com
aumento de 1000x foi utilizado para processar os resultados
(Feldman et al., 2000). O hemograma completo foi realizado em até
2 horas apds a coleta da amostra.

Estado oxidante e antioxidante

Os niveis plasmaticos de espécies reativas de oxigénio (ROS)
foram analisados usando o método descrito por Ali et al.

Um volume de 10 yL de plasma foi incubado com 12 yL de
diclorofluoresceina (DFC) por ml a 37 °C por 1 h no escuro. A
fluorescéncia foi determinada usando 488 nm para excitagédo e 520
nm para emissdo. Os resultados foram expressos como U DCF/mg
de proteina.

A peroxidacao lipidica sérica foi medida como a quantidade de
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), de acordo
com Jentzsch et al. (1996). A reacao foi lida em espectrofotdmetro
a 535 nm. O resultado foi expresso em nmoles de malondialdeido/
ml de soro.

Para medir tiois ndo proteicos (NPSH), o método utilizando
acido 5,5-ditiobis-(2-nitrobenzoico) (Sigma) foi baseado em Sedlak
e Lindsay (1968). A determinacéo do teor de NPSH nas amostras
foi realizada apds desproteinizagdo com acido tricloroacético (TCA
50%).

As leituras de absorbancia (405 nm) foram realizadas usando um
espectrofluorébmetro (Biotek, Synergy HT).

A atividade da glutationa S-transferase (GST) foi medida de
acordo com Mannervik e Guthenberg (1981), com modificagdes. A
atividade da GST foi medida como a taxa de formagao de dinitrofenil-
S-glutationa a 340 nm em um meio contendo 50 mM de fosfato de
potassio, pH 6,5, 1 mM de GSH, 1 mM de 1-cloro-2,4-dini-
trobenzeno (CDNB) (aproximadamente 0,045 mg de proteina).

Os resultados foram calculados e expressos como U GST/mg de
proteina.

Analise estatistica

Todos os dados foram analisados usando o procedimento MIXED
do SAS (SAS Inst. Inc., Cary, NC, EUA; verséo 9.4), com a
aproximagéo de Satterthwaite para determinar os graus de liberdade
do denominador para o teste de efeitos fixos. O ganho de peso e o
ganho médio didrio foram testados para efeitos fixos de tratamento e
usando curral (tratamento) e animal (curral) como variaveis
aleatorias. Todas as outras varidveis (peso corporal, bioquimica
sérica, hemogramas e variaveis antioxidantes) foram analisadas
como medidas repetidas e testadas para efeitos fixos de tratamento,
dia e tratamento x dia, e usando curral (tratamento) e animal (curral)
como variaveis aleatérias. Todos os resultados obtidos no d1 para
cada variavel tambémforam incluidos como covariaveis; no entanto,
o comando para covariavel foi removido do modelo quando P>0,05.
A estrutura de covariancia simétrica composta foi selecionada BW;
a estrutura de covariancia de Toeplitz foi selecionada para
concentragao sérica de glicose e hematdcrito, neutréfilos e eosindfilos;
e a estrutura de covariancia autorregressiva de primeira ordem foi
selecionada paratodas as outras variaveis.

As estruturas de covariancia foram selecionadas de acordo com o
critério de informacdo de Akaike mais baixo. As médias foram
separadas usando PDIFF, e todos os resultados foram relatados
como LSMEANS seguido por SEM. A andlise de regressao utilizando
0 ganho de peso durante o periodo experimental avaliou os efeitos

linear, quadratico e de raiz quadrada. A significancia foi definida
quando Py0,05.
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Resultados

Desempenho de crescimento e consumo de ragao

Os resultados de desempenho sdo mostrados na Tabela 2.
Efeitos do tratamento (P = 0,01), dia (P = 0,01) e interag&o
tratamento versus dia (P = 0,01) foram observados para ganho
de peso, e os animais suplementados com extrato de pimenta
apresentaram maior peso corporal no dia 28 do experimento.
Dentre as dosagens do extrato utilizadas, os cordeiros do T1
obtiveram maior peso vivo no dia 28 em comparagdo aos animais
dos grupos T2 e T3. Ao longo do tempo, verificamos que os
cordeiros do grupo T1 apresentaram ganho de peso mais
significativo (dias 1 a 14; 1 a 28) do que os demais tratamentos
(P =0,01). Os animais suplementados com extrato de pimenta
apresentaram maior ganho de peso médio diario (GPD) (P =
0,01) (dias 1 a 14; 1 a 28) quando comparados aos cordeiros
TO. Dentre as dosagens utilizadas, os cordeiros T1 apresentaram

quantidades maiores de dieta sdlida (silagem + concentrado)
(Tabela 2).

Metabolismo

Os resultados da bioquimica sérica sdo apresentados na Tabela
3. Houve diminuig&o dos niveis de albumina no grupo T2 (dia28) e
aumento no grupo T3 (dia 28). As concentragdes totais de proteina
no soro influenciaram o dia (P = 0,01) e ainteracdo tratamento
versus dia (P = 0,01). Os cordeiros T1, T2 e T3 apresentaram
concentragdes mais elevadas no dia 28; no entanto, os animais dos
grupos T2 e T3 apresentaram concentragdes mais elevadas no dia
28 do que no TO.
Para os niveis de globulina sérica, foram detectados efeitos do
dia (P = 0,01) e na interagéo tratamento versus dia (P = 0,03),
sugerindo que os cordeiros suplementados com extrato de
pimenta apresentaram niveis mais altos de globulinas em
comparagao ao TO (dia 28). Houve efeitos do dia (P = 0,01) para

maior GPD (dias 1 a 14; 1 a 28) quando comparados aos grupos T2 0eSTN3i veis de ureia, onde ambos os grupos aumentaram ao longo

Nao houve efeito linear (P = 0,39) ou quadratico (P = 0,053)
para o ganho de peso; no entanto, observou-se um efeito de
raiz quadrada (P = 0,049). Portanto, o ponto étimo para a
suplementagao com extrato de pimenta foi 301,5 mg/kg.
kg (R2 = 0,26).

Os cordeiros dos T1 e T2 consumiram maior quantidade de
silagem ao final do experimento (Tabela 2), e os cordeiros do T1
maiores quantidades de concentrado e consequentemente-

do tempo. Houve efeitos do dia (P = 0,01) e da interagéo
tratamento-dia (P = 0,01) para as concentragdes séricas de
glicose, ou seja, os cordeiros T1, T2 e T3 apresentaram
concentragdes mais altas no dia 28 em comparagéo ao TO; no
entanto, ao longo do tempo, os niveis de glicose tenderam a
diminuir para os grupos suplementados com extrato de pimenta;
no entanto, em comparacéo ao T0, os grupos tratados

permaneceram em niveis mais altos. Nao foi detectada diferenga para as variaveis

Tabela 2. Desempenho de crescimento de cordeiros suplementados com extrato de pimenta misturado ao concentrado

Tratamentos1 Valordep
Variaveis SEM tratar x
C ™ T2 T3 tratar dia
dia

Peso corporal (kg) 0,01 0,01 0,01

d1 9,80 A 9,69 A 9,76 A 9,93 A 0,21

d7 11,27 B 11,82B 11,47 B 11,63 B 0,21

d 14 13,02 Cb 13,89 Ca 13,43 Calcio 13,63 Calcio 0,21

d21 14,86 Dc 16,37 dias 15,43 dB 15,76 dB 0,21

d28 17.23 EC 18,80 cada 18h05 Eb 18,23 Eb 0,21

Média 13,24 ¢ 1411 a 13,63 b 13,83 ab 0,16
Ganho de peso (kg)

d1a14 322¢ 421a 3,67 b 371b 0,18 0,01

d14a28 4.21 4,91 4,61 4,59 0,23 0,22

d1a28 742¢ 911a 8,28 b 8h30 0,33 0,01
Ganho médio diario (kg/d)

d1a14 0,230 ¢ 0,300 a 0,262 b 0,265 b 0,01 0,01

d14a28 0,300 0,350 0,329 0,328 0,02 0,22

d1a28 0,265 ¢ 0,326 a 0,296 b 0,296 b 0,01 0,01
Ingestao de silagem (g MS/cordeiro/dia) 151,6 ¢ 211.2a 183,3 ab 175,3 a.C. 3.14 0,01
Ingestdo de concentrado (g MS/cordeiro/dia) 327,5b 388,8 a 339,6 b 313,0b 2,74 0,01

479,1¢ 600,1 a 523,0 b 488,4 b 3.08 0,01

Ingestdo total de sélidos (g MS/cordeiro/dia)2

1 Os tratamentos T1, T2 e T3 representam os grupos suplementados com extrato de pimenta nas doses de 200 mg/kg de concentrado, 400 mg/kg e 800 mg/kg.

kg, respectivamente. 2 Concentrado + silagem por dia (MS).
a—c — dentro de uma linha, os valores sem letras comuns diferem (P §0,05).

A-E - dentro do tratamento, os valores sem letras comuns diferem (Py0,05).
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Tabela 3. Bioquimica sérica de cordeiros suplementados com extrato de pimenta misturado ao concentrado

Tratamentos1 Valorde p
Variaveis SEM
c Ll 2 L] tratar | dia ] tratar x dia

Albumina (g/dL) 050 001 015
d1 2,67B 295 2,83A 2,898 0,19
d15 3,07 AB 273 2,58 AB 2,828 021
d28 337A 275 2,44 B 341A 0,19
Média 303 281 295 304 0,12

Globulina (g/dL) 043 001 003
d1 304 2,99B 3,03B 3,03B 041
d15 316 3268 2,96 B 3,15B 045
d28 320¢ 4,46 Aa 4,43 Ab 4,78 Ab 041
Média 3413 357 348 365 023

Proteina total (g/dL) 046 001 001
d1 575 590 B 5,86 B 589 B 039
d15 627 5958 5,56 B 594 B 039
d28 6,60 c 7.17 Abc 7,87 Aa 8.16 Ab 030
Média 621 634 643 667 021

Ureia (mg/dL) 023 001 057
d1 29,91 B 30,52 B 30,47 B 30,60 B 400
d15 52,41 A 60,36 A 51,64 A 55,10 A 4,00
d28 53,07 A 67,36 A 54,64 A 54,60 A 400
Média 4513 52,75 45,58 46,77 285

Colesterol (mg/dL) 023 041 037
d1 81,12 76,98 78,99 81,07 9h30
d15 96,95 98,82 73,83 75,23 9h30
d28 101,29 90,82 76,16 75,07 9h30
Média 93,12 88,87 76,33 77,13 686

Triglicerideos (mg/dL) 085 086 074
d1 52,97 48,51 53,88 51,09 669
d15 60,30 54,71 44,05 52,59 669
d28 48,47 52,71 51,88 48,09 669
Média 53,91 51,97 49,94 50,60 412

Glicose (mg/dL) 031 0,01 0,01
d1 119,55 A 111,45 A 117,69 A 106,97 A 524
d15 85,05 B 90,78 B 88,36 B 93,81 B 524
d28 68,05 cc 87,61 Bab 81,02 Si Bemol 97,47 ABa 524
Média 90,89 96,61 95,69 99,42 309

1 Os tratamentos T1, T2 e T3 representam os grupos suplementados com extrato de pimenta nas doses de 200 mg/kg de concentrado, 400 mg/kg e 800 mg/kg.

kg, respectivamente.
a—c — dentro de uma linha, os valores sem letras comuns diferem (P 0,05).

A-C — dentro do tratamento, os valores sem letras comuns diferem (Py0,05).

Hemograma

Os resultados dos parametros hematoldégicos sdo apresentados
na Tabela 4. Foram detectados efeitos para a interagéo entre
tratamentos (P = 0,03) e dia (P =0,01) para a variavel hematocrito.
Cordeiros T2 apresentaram hematocrito mais elevado quando
comparados aos TO. Efeitos do dia (P = 0,01) foram detectados para
a contagem de eritrocitos, onde os cordeiros T2 e T3 diminuiram ao
longo do tempo. Houve efeitos do tratamento (P = 0,01) e da interagdo

tratamento versus dia (P = 0,01).

para contagens de leucdcitos. Os cordeiros dos grupos T2 e T3
apresentaram as maiores contagens dessas células (dia 15) em
comparagdo com T1 e TO. Em todos os tratamentos suplementados
com extrato de pimenta, as contagens foram maiores (dia 28) em
relagcdo ao TO e, em média, as contagens nos cordeiros dos grupos
T2 e T3 também foram significativamente maiores do que as do T1.
Houve efeitos entre os tratamentos (P = 0,01), odia(P=0,02) e a
interagdo tratamento versus dia (P = 0,02) para as contagens de
neutrofilos. Os cordeiros dos grupos T2 e T3 apresentaram
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Contagens mais elevadas de neutréfilos em comparagéo aos do que TO. Os cordeiros dos grupos T2 e T3 apresentaram maior

animais de TO e T1, com o grupo T2 (dia 15) sendo superior, numero de linfécitos no dia 15. No dia 28, os animais
seguido pelos cordeiros T3 (dia 28) em comparagao aos grupos suplementados com extrato de pimenta apresentaram contagens
T1 e TO. Detectamos efeitos nos tratamentos (P = 0,03), no dia de linfécitos maiores em comparagéo ao TO. Ndo houve efeitos
(P = 0,03) e na interag&o tratamento versus dia (P = 0,01) para entre tratamento, dia e interagéo tratamento x dia para mondcitos
a contagem de linfocitos. Os grupos T2 e T3 apresentaram ou eosindfilos.

contagens mais elevadas em comparacao ao T1, que por sua vez foram maiores.

Tabela 4. Hemograma de cordeiros suplementados com extrato de pimenta misturado ao concentrado

Tratamentos1 Valorde p
Variaveis SEM
c ™ T T3 tratar I dia ] tratar x dia

Hematdcrito (%) 003 001 037
d1 27,69 B 28,83 B 30.13B 30,86 B 087
d15 32,03A33,17 A 3513 A 31,86 B 087
d28 33,86 A 34,16 A 34,53 A 34,53 A 087
Média 31,19¢ 32,05aC. 33,26 a 32,42 ab 044

Hemoglobina (g/dL) 044 001 068
d1 9,09B 8,97B 9,29B 9,49B 025
d15 10,51 A1099 A 1116 A 10,68 A 027
d28 1092A1129A 11h31 1127 A 026
Média 10.17 10.42 10,59 10,48 017

Eritrécitos (x106 pL) 095 001 046
d1 8,79 AB 9,08 AB 961A 957 062
d15 9.95A9,74 A 8,93 AB 8,76 062
d28 7,80 B 8318 7.65B 836 062
Média 885 904 873 890 040

Leucdditos (x103 pL) 001 042 001
d1 14.06 14,51 15,87 15,85 187
d15 9,66 b 11,46 b 17,50 a 15h37 187
d28 9,58 ¢ 1524 a 17.09b 17.13b 187
Média 1110 ¢ 13,74 b 16,82 a 16.12a 109

Neutrdfilos (x103 /uL) 001 002 002
d1 410 386 430°C 416 C 069
d15 3,07c 4,02c 8,48 Aa 5,94 Si Bemol 069
d28 337¢ 5.14b 6,38 Bab 6,80 Aa 069
Média 351b 434b 6,39 a 564 a 039

Linfocitos (x103 /uL) 003 003 001
d1 9,31 A9,99 A 11,64 11h15 130
d15 58151 Bemol 6,75 Bab 10,68 a 8,66a 130
d28 584 Si Bemol 9,51 ABa 9,90 por 9,64 a 130
Média 659 conaves 875b 10,74 a 9.82a 075

Monocitos (x103 /uL) 007 066 006
d1 054 057 066 064 009
d15 043 047 075 053 009
d28 039 059 058 0,71 009
Média 045 054 066 062 0,10

Eosindfilos (x103 /uL) 084 050 042
d1 0,16 005 005 0,04 007
d15 006 0,12 019 0,19 007
d28 003 009 012 0,13 007
Média 008 009 012 012 004

10s tratamentos T1, T2 e T3 representam grupos suplementados com extrato de pimenta nas doses de 200 mg/kg, 400 mg/kg e 800 mg/kg de concentrado, respectivamente.
a—b — dentro de uma linha, os valores sem letras comuns diferem (Py0,05).
A-C — dentro do tratamento, os valores sem letras comuns diferem (Py0,05).
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Tabela 5. Resposta antioxidante sérica de cordeiros suplementados com extrato de pimenta misturado ao concentrado

Tratamentos2 Valorde p
Variaveis1 SEM
C ™ T2 T3 tratar | dia | tratar x dia
GST (ymol CDNB/min) 025 0,11 034
d1 40,57 50,77 49,27 4522 721
d15 62,90 38.17 40,65 40.18 721
d28 43,60 29,97 34,43 30,86 721
Média 49.02 39,63 41,45 38,75 390
Tidis (mmol NPSH/mL) 073 001 045
d1 0,026 B 0,026 B 0,026 B 0,026 0,002
d15 0,032 A0,031 A0,027 B 0,029 0,002
d28 0,029 AB 0,031 A0,032 A 0,026 0,002
Média 0,029 0,029 0,028 0,027 0,001
ROS (U DCFA/L) 0,12 032 005
d1 5297,94 3223,16 4966,61 4803,74 451,97
d15 4556,14 5808,86 5130.14 4492,86 451,97
d28 5184,49 a 459541 ab 4756,23 ab 3777,85 b 451,97
Média 4816,50 4738,84 4951,00 4358,15 309,81
TBARS (Mmol MDA/ML) 066 003 086
d1 11,44 A 11h45 10,75 11,44 076
d15 972B 8,88 B 10.27 10.34 0,76
d28 10,40 AB 10,03 AB 11,01 10,94 076
Média 10,52 10.12 10,68 10,91 046

1 GST (glutationa S-transferase), ROS (espécies reativas ao oxigénio), TBARS (substancias reativas ao &cido tiobarbitirico). 2 Os tratamentos T1, T2 e T3
representam grupos suplementados com extrato de pimentaa 200 mg/kg, 400 mg/kg e 800 mg/kg de concentrado, re spectivamente.

a-b — dentro de uma linha, valores sem letras comuns diferem (Py0,05).
A-B —dentro do tratamento, os valores sem letras comuns diferem (Py0,05).

Estado oxidante e antioxidante

Os resultados do estado oxidante e antioxidante de cordeiros
suplementados com extrato de pimenta sdo mostrados na Tabela 5.
Efeitos do dia (P = 0,01) foram detectados para concentragdes de
NPSH; cordeiros T1 mostraram que, ao longo do tempo, houve um
aumento nos niveis (dia1 a 15; dia 1 a 28), e para animais no grupo
T2, as concentragdes também aumentaram (dia 1 a 30; 15 a 28).
Encontramos efeitos na interag&o tratamento x dia (P = 0,05) nas
concentragdes de ROS, com T3 mostrando concentragdes menores
(dia 28) do que TO. Para TBARS, encontramos efeitos no dia (P =
0,01), ou seja, observamos uma diminuigdo nos niveis de T1 (dias 1
a 15). Nao detectamos efeitos no dia, tratamentos ou interagdo
tratamento x dia (P ¥ 0,11) para GST.

Discussao

A menor dose de extrato de pimenta (T1) resultou em cordeiros
com maior peso corporal, ganho de peso e ganho de peso diario
(GPD), o que pode estar relacionado ao maior consumo de ragao
nesses animais. Em ovelhas leiteiras, a adigdo de extrato de pimenta
manteve a persisténcia da lactagdo nos animais no tergo final da
produgdo (Cunha et al., 2020). Quando bovinos de corte foram
suplementados com um produto contendo 1,1% de capsaicinoides,

observou-se uma tendéncia de aumento na média de

ganho diario dos animais foi observado (Westphalen et al., 2021).
Quando os cordeiros foram suplementados com 300 mg/kg de extrato
de pimenta, nenhuma diferenca foi observada no ganho de peso,
ganho médio diério ou consumo de matéria seca (Unlii et al., 2021);
portanto, ndo corrobora o que foi encontrado no estudo, que
demonstra que 301,5 mg/kg de extrato de pimenta de acordo com a
regressao € uma dose ideal para melhorar o desempenho dos
cordeiros. No entanto, quando os cordeiros foram suplementados
com capsaicina desprotegida, uma melhora foi observada no consumo
de matéria seca e matéria organica e até mesmo maior digestibilidade
da matéria seca, matéria organica, fibra indigestivel em detergente
neutro e fibra indigestivel em detergente acido, em grande parte
devido a modulacéo da fermentagao ruminal que a capsaicina
promoveu naquele estudo (Alford et al., 2016). Al-Kassie et al. (2012)
constataram que avitamina C presente na pimenta tem uma funcéo
essencial no auxilio a digestéo dos alimentos, o que pode explicar o
aumento no ganho de peso dos cordeiros. Castillo et al. (2006)
utilizaram 1 g/d de extrato de capsicum (contendo 15% de capsaicina)
em novilhas de corte, e os animais apresentaram maior consumo de
sélidos totais (volumoso: concentrado) em relagdo a outros extratos
herbais. Em conjunto com o presente experimento, esses achados
confirmam a hipdtese de que o composto ativo do extrato de pimenta

(capsaicina) aumenta o apetite e o consumo, podendo melhorar
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Desempenho animal (Zafra et al., 2003; Abd El-Hack et al., 2019).
Em seu estudo, Cunha et al. (2020) demonstraram que ovelhas que
consumiram extrato de pimenta consumiram mais agua, o que
favoreceu um maior consumo de alimento (silagem e concentrado)
pelos animais de nossa pesquisa, explicando o maior ganho de peso
dos cordeiros. Esses achados demonstram que esses compostos de
pimenta s&@o candidatos sélidos para substituir antibiéticos que
melhoram o desempenho.

Cordeiros suplementados com extrato de pimentaem pé
apresentaram niveis de glicose mais altos do que cordeiros que néo
receberam suplementacgéo, mas os niveis estavam dentro da faixa
normal para este animal. Esse efeito positivo ocorre porque a glicose
em niveis ideais fornece energia (ATP) ao corpo (Hsu et al., 2016), e
a capsaicina aumenta a captagao de glicose nas células musculares
(Kimet al., 2013). Ao suplementar cordeiros com uma mistura de
capsicum e um adogante artificial, Chen et al. (2019) n&o observaram
diferengas nos niveis de glicose no sangue, o que nao é consistente
com o presente estudo; no entanto, os autores encontraram uma
predisposi¢gdo pararegular a produgéo de insulina sem alterar a
glicemia dos cordeiros, favorecendo o metabolismo dos carboidratos
animais. Hsu et al. (2016) observaram ainda que a suplementacéo
de capsaicina aumenta a energia, estimulando aumentos no
glicogénio hepatico e melhorando o desempenho em camundongos
em exercicio. Medimos aumentos nos niveis de proteinas totais e
globulinas no soro de cordeiros suplementados com pimenta,
similarmente descritos em ovelhas leiteiras alimentadas com 400 mg

de extrato de pimenta/

kg/dia. Entretanto, em outro estudo recente, o metabolismo proteico sérico de
cordeiros suplementados com extrato de capsicum n&o foi alterado. (Unlii etal.,
2021). Hack et al. (2013) relataram niveis séricos mais elevados de proteina total
em coelhos suplementados com uma dose de 0,5 g de pimenta-do-reino +
pimenta-vermelha, demonstrando a diferenca entre as espécies e comprovando
a necessidade de mais estudos sobre a agdo da capsaicina nesse metabolismo.
O aumento dos niveis de ureia em ambos os grupos ao longo do tempo foi
proporcional a idade dos animais em crescimento, sem relagdo com o efeito do

tratamento.

O hematocrito foi maior nos grupos tratados, além de um
aumento significativo na contagem de leucdécitos, neutrofilos e
linfécitos. Pesquisadores observaram um aumento na contagem de
neutréfilos e linfocitos em um determinado dia de experimento com
bovinos de corte alimentados com um produto contendo 1,1% de
capsaicinoides (Westphalen et al., 2021). No entanto, os autores
demonstram que os valores estavam dentro da faixa normal, e tal
aumento pode ser representado por uma possivel reacéo do
organismo ao estresse animal.

Niveis mais baixos de ROS foram observados no soro de cordeiros
alimentados com extrato de pimenta. Este € um resultado positivo
porque, quando ha aumento nos niveis de ROS, ha uma maior
produgédo de radicais livres que podem danificar o sistema imunolégico
dos animais por meio da oxidagdo das células (Barnes, 1990). A
diminuigcdo de TBARS sugere uma queda na peroxidacéo lipidica;
estudos mostraram que a capsaicina poderia desempenhar essa
fungdo; no entanto, ndo houve diferenga entre os tratamentos no
presente estudo, apenas em fungéo do tempo. O efeito da capsaicina

no aumento de

A produgdo de enzimas antioxidantes ja foi descrita (Hassan et al.,
2012), semelhante a observada em nosso estudo, quando
encontramos um aumento numérico na concentragao de tiois.
Manjunatha e Srinivasan (2007) observaram uma reducéo de 19%
nos niveis totais de tiois em animais normais suplementados com
capsaicina e umaredugéo de 38% na hipercolesterolemia. Este
composto ajuda a mediar as adaptagdes aos desafios; o aumento na
produgdo ocorre principalmente devido ao possivel estresse oxidativo
(Adwas et al., 2019), sugerindo que esse aumento esta correlacionado
com aidade dos cordeiros, na qual os mecanismos de defesa do
organismo estdo se adaptando a circunstancias adversas.

Concluséo

O extrato de pimenta na dose de 200 mg/kg estimulou a ingestéo
e, portanto, favoreceu o ganho de peso. A anadlise de regresséo
mostrou que o ponto 6timo para a suplementag&o com extrato de
pimenta foi de 301,5 mg/kg. O consumo de extrato de pimenta
também reduziu os niveis de ROS ao final do experimento e estimulou
a producgao de leucocitos (linfécitos e neutrdfilos) e a concentragéo
de globulinas no soro de cordeiros lactantes, melhorando a saude

dos animais.
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Palavras-chave: O objetivo deste estudo foi determinar se a adigdo de farinhade residuo de uva (FRV) nadietade cordeiros lactentes melhoraria sua saude e,

Cordeiro consequentemente, seu crescimento. Utilizamos 48 cordeiros, com 30 dias deidade, divididos em quatro tratamentos com quatro repeticdes
Desempenho . N o

i cada, sendo cada repetigdo composta por trés animais.
Antioxidante

Os grupos foramidentificados da seguinte forma: G-0%, utilizado como controle (sem GRF) e G-0,5%, G-1% e G-2% referentes ao tratamento
Sistema munoldgico com farinha de residuo de uva nas doses de 0,5%, 1% e 2% de inclus&o no concentrado, respectivamente. Os cordeiros dos grupos G-1% e
G-2% apresentaram maiores pesos corporais finais, ganho de peso e ganho médio diario (GMD) em comparag&o aos demais grupos. A
suplementagéo dietéticacom GRF apresentou bom potencial antoxidante, sendo capazde estimular a atividade da glutationa S-transferase
(GST) e consequentemente reduzir os niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs) nos cordeiros que consumiram a maior dose de GRF
(G-2%). A suplementagdo com GRF melhorou as respostas humorais, com aumento dos niveis séricos de imunoglobulinas de cadeia pesada
e leve; enfretanto, houve redugdo dos niveis séricos de ceruloplasminanesses cordeiros. Observamos maiores concentragcdes de glicose e
triglicerideos nos cordeiros do grupo 2%. Houve contagens delinfécitos mais baixas em cordeiros que receberam GRF. Cordeiros
suplementados com as doses mais altas de GRF (G-1% e G-2%) apresentaram contagens bacterianas totais mais baixas nas fezes.
Concluimos que o uso de GRF na suplementagdo de cordeiros lactentes melhorou a saude animal, pois estimulou os sistemas antioxidante e

imunoldgico e, consequentemente, favoreceu seu crescimento.

1. Introdugéo compostos ndo téxicos com potencial antioxidante (Negrette-Guzman et al,, 2013). Em

geral, esses aditivos doam elétrons e neutralizam radicais livres, resultando na

Atender a demandapor alimentos para a populagéo, garantindo a integridade da
saude animal e a produgéo sustentavel, estdo entre os maiores desafios para a
agropecudria global. E necessario utilizar alternativas para minimizar os impactos
negativos na cadeia produtiva da ovinocultura e, consequentemente, permitir que os
animais expressem todo o seu potencial genético. Assim, a buscapor alternativas tem
sido amplamente pesquisada e, em particular, existem aditivos para ragdes que, nos
ultimos anos, tém consistido cada vez mais em ingredientes naturais,

prevencao de lesdes celulares (Saeidnia e Abdollahi, 2013).

A utilizagdo de subprodutos da agroindUstria na formulagéo de dietas para
ruminantes pode ser uma estratégia para reduzir o custo de produgéo, bem como a
necessidade de reciclagem de residuos que, de outra forma, seriam destinados ao
descarte (Guerra-Rivas et al., 2016). Segundo dados do IBGE - Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (2020), a regido Sul do Brasil foi responsavel por
aproximadamente 61% da produgéo total de uva.
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produgdo em 2020; cerca de 72% de toda a area brasileira destinada a esse agronegdcio
esta concentrada na regido Sul do pais.

Consequentemente, a regido Sul do Brasil também apresenta uma grande quantidade de
residuos do processamento da uva (19 a 25% séo residuos de casca e semente) (Dwyer et
al., 2014; Mendes et al., 2013). Comumente, esse residuo seco é composto por casca e
engaco (8 a 20%), polpa residual (5 a 10%) e sementes (38 a 52%) (Christ e Burrit, 2013;
Brenes etal., 2016).

A semente e a casca da uva (Vitis vinifera) contém flavonoides (catequina, epicatequina,
procianidinas e antocianinas), acidos fendlicos e resveratrol, todos os quais demonstraram
possuir atividades funcionais (Sato et al., 2001). Antioxidantes naturais podem ser extraidos
da semente da uva. Entre eles estdo os flavonoides e as proantocianidinas, que atuam
como sequestradores de radicais livres e promovem a vasodilatacdo, inibindo enzimas
como fosfolipase, ciclooxigenase e lipoxigenase, além de atuarem como redutores nos
processos de peroxidagao lipidica (Fascina etal., 2012). Atualmente, o resveratrol € um dos
compostos fendlicos mais estudados no mundo, principalmente por suas propriedades anti-
inflamatorias, antioxidantes e imunomoduladoras. O resveratrol € conhecido por minimizar
os efeitos da peroxidagao da apolipoproteina B, associada a lipoproteina de baixa densidade
(LDL), resultando na restauragio da glutationa no plasma e nos tecidos (Sahin etal., 2010).
Ha também efeitos cardiovasculares benéficos, decorrentes da funcgdo antioxidante e das
atividades antiplaquetarias do resveratrol (Matos etal., 2012). No entanto, é importante
saber que existem restri¢cdes legislativas que regem a gestédo dos residuos do processamento
da uva (em particular da vinificagdo) em diferentes paises, mas existem estratégias possiveis
para uma recuperagao sustentavel, legal, integral e remunerada dos residuos do

processamento da uva (Spigno etal., 2017).

Aincluséo de farinha de residuo de uva (FRV) como suplemento alimentar € uma
alternativa promissora para melhorar o desempenho animal e a qualidade da carne; como
foi verificado recentemente na ovinocultura leiteira (Alba et al., 2019) e na avicultura de
postura (Reis et al., 2019). Em suinos, a suplementagdo com resveratrol melhora a
qualidade da came (Zhang etal., 2015), além de reduzir os niveis de acido palmitico, acido
estearico e acido araquidico e aumentar o acido linoleico na gordura subcutanea dos suinos
(Yan e Kim, 2011). Concentrados de ingestdo de ovinos suplementados com 10% de
bagaco de uva ou 5% de semente de uva durante a gestagéo e lactagao; no entanto, os
subprodutos adicionados as dietas foram uma boa maneira de reduzr os custos com
alimentagdo e desperdicios, mas néo foram capazes de fornecer um perfil de acidos graxos
mais saudavel, nem no leite nem na carne dos cordeiros lactentes (Resconi etal., 2018).
Segundo Goni et al. (2007), a suplementagio alimentar com bagago de uva melhora a
capacidade antioxidante da carne de peito e coxa. Além disso, segundo a literatura, a
adigdo de antioxidantes extraidos da uva melhora a vida util da came e de seus derivados,

protegendo-os contra a deterioragdo (Brannan, 2008).

A suplementagao de resveratrol em aves teve efeito promotor de crescimento, sendo capaz
de melhorar a imunidade e o estado oxidativo, refletido em melhor desempenho produtivo
(Alagawany et al., 2015).

Considerando os estudos ja realizados e as caracteristicas das substancias presentes
nos residuos de uva, levantamos a hipétese de que a indusé&o de farinha de casca e
semente de uva na racgéo de cordeiros promoveu a ativagdo das respostas antioxidantes e
imunoldgicas. Portanto, o objetivo deste estudo foi determinar se a adicdo de FRG na dieta

de cordeiros lactentes melhoraria sua saude e, consequentemente, seu crescimento.

2. Materiais e métodos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade do
Estado de Santa Catarina (nUmero do protocolo: 19320304 19), seguindo as diretrizes do
CONCEA/Brasil.

2.1. Farinha de residuo de uva

O GRF utilizado foi adquirido de uma empresa local (Natural Product-ucts Company;
Essential®) em 2019, ao custo de US$ 5,46 por kg, e é
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comercializados para consumo humano, com fins nutracéuticos. As amostras de ragado
foram analisadas de acordo com a Association of Official Analytical Chemists (1997): matéria
seca (MS), método 930.15; proteina bruta (PB), método 976.05; extrato etéreo (EE), método
920.39 e cinzas, método 942.05. A concentragdo de fibra em detergente neutro (FDN) e

fibra em detergente acido (FDA) foi feita de acordo com a metodologia de Van Soest et al.
(1991). Os valores (g/kg) foram os seguintes: matéria seca (MS), 974; proteina bruta (PB),
98.9; extrato etéreo (EE), 79; fibra em detergente neutro (FDN), 679.9.

2.2. Animais e desenho experimental

2.2.1. Pré-experimento: cuidados com os

cordeiros Antes do experimento, esses cordeiros pemaneceram com suas maes
durante os 3 primeiros dias de idade, para ingestdo adequada de colostro, e posteriomente
foram alojados em baias coletivas com capacidade maxima para quatro animais, onde
receberam dieta liquida (leite fresco de ovelha) por meio de comedouro coletivo (Milk Bar®)
na proporgéo de 1500 mL/cordeiro/dia; também receberam concentrado ad libitum com
22% de proteina bruta, até os 30 dias de idade.

2.2.2. Experimento O

experimento foi realizado em uma granja comercial localizada no municipio de
Chapeco (Sul, Brasil). Foram utilizados 48 cordeiros machos da raga Lacaune [peso
corporal de 10,52 + 2,81 kg e idade de 30 + 3 dias]. Utilizamos apenas machos neste
estudo para fins de padronizagao dos grupos experimentais, sendo o maior nimero de
machos no lote de cordeiros disponivel na granja.

As baias eram compostas por cama de serragem e possuiam bebedouros automaticos
e dois comedouros. Utilizamos sistema de cortinas associado a ventiladores para manter o
conforto térmico dos animais na instalagéo durante o experimento; além da limpeza diaria
das baias (destaque também para a mudanga da cama).

Para a realizagéo do experimento, os animais foram divididos em quatro tratamentos
com quatro repeticdes e trés cordeiros por repeticdo. Cada repeticédo corresponde a baias
que continham trés cordeiros. Os grupos foram identificados da seguinte forma: G-0%,
utilizado como controle (sem FRS) e G-0,5%, G-1% e G-2% referentes ao tratamento com
farinha de residuo de uva nas doses de 0,5%, 1% e 2% de inclus&o no concentrado,
respectivamente. As dietas foram formuladas para atender ou exceder as exigéncias dos
cordeiros, de acordo com as exigéncias nutricionais (National Research Council — NRC,
2007; Tabela 1). O milho foi moido em um moedor tipo faca, utilizando uma peneira nimero

2; e assim o milho moido em pequenos fragmentos a fim de melhorar a digestibilidade.

A alimentacéo diaria dos animais foi realizada duas vezes ao dia (as 07:00 e 17:00).
Em ambos os momentos, a alimentacdo liquida (leite de ovelha) foi fornecida inicialmente
por meio de um alimentador coletivo (Milk Bar®). Durante o experimento, a quantidade de
leite foi reduzida, ou seja, 1000 ml, 750 ml, 500 ml, 250 ml/cordeiro/dia entre os dias 1-7, 8—
14, 15-21 e 22-30 do experimento, respectivamente. Essa redugdo foi necessaria porque
os animais foram desmamados aos 60 dias de idade. Apds o consumo de leite, o
concentrado foi fornecido de acordo com o peso corporal dos animais (2% do PV entre o
dia 1 e 15 dias de idade e 2,5% do PV entre 16 e 30 dias de idade).

Aingestao de concentrado foi de 100% daquela oferecida para todos os tratamentos e

repeti¢des, durante todo o periodo experimental.

Ap6s aingestéo total do concentrado, cada curral recebeu silagem de milho a vontade.
O livre acesso a silagem pelos cordeiros é uma pratica comum na fazenda experimental
onde o experimento foi realizado. Tentamos mensurar a ingestao de silagem, mas nao foi
possivel fazé-lo com seguranca e confiabilidade dos dados. Isso ocorre porque os cordeiros
brincavam com a silagem, deixando-a cair no chéo, o que levava ao desperdicio devido aos
animais terem sido alojados em um galpao no chao, com o alimento passando pelas frestas,
impedindo assim a mensuragdo confidvel da quantidade de silagem. Os comedouros com
silagem de todos os tratamentos e repetigdes, durante todos os momentos do dia, tinham
esse alimento disponivel; isso nos permite afimar que o consumo de silagem néo foi

limitado neste estudo. As sobras de silagem nos comedouros
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Tabela1
Ingredientes utilizados naformulagdo do concentrado basal de cordeiros e composig¢ao quimicada
dieta (silagem e concentrado) e composig¢éo quimica da ragédo utilizada na dieta de cordeiros

suplementados com farinha de residuo de uva.

Nutrientes Concentrado (%)

G-0% G-1% G-2%

G-0,5%

Ingrediente
Milho moido 56,89 56,45 56,00 55,10
Farelo de sop 38.11 38,05 38,00 37,90
Farinha de residuo de wa - 05 1,00 2,00
Pré-mistura 1 4,00 4,00 4,00 4,00
Calcario calcitico 1,00 1,00 1,00 1,00
Composigdo quimica (g/ kR Milho Concentrados

Silagem G-0% G- G-1% G-2%

05%

Matéria seca 3438 888,0 893.2 886,2 888,0
Proteina buta 814 2319 2225 226,3 2253
Extrato de éter 145 238 274 281 270
FDN 4814 1330 158,7 164 4 1509
ADF 2793 47 45 536 576

! Composicédo da pré-mistura: fosforo (min. 30 g/kg), célcio (min.200 g/kg, méax. 280 g/kg),
enxofre (min. 28 g/kg), sodio (min. 45 g/kg), potassio (min. 25 g/kg), cobalto (min. 20 mg/kg),
cromio (min. 5 mg/kg), ferro (min. 450 mg/kg);iodo (min.25 mg/kg), magnésio (min. 20 g/kg),
manganés (min. 650 mg/kg), selénio (min. 6,7 mg/kg), zinco (min. 805 g/kg), vitamina A (min.
100.000 Ul/kg), vitamina D (min. 22.000 Ul/kg), vitamina E (min. 300 Ul/kg), Saccharomyces
cerevisiae 25 x 109 e monensina sédica (1400 mg/kg).

2 Nota: DM (matériaseca), NDF (fibora emdetergente neutro), ADF (fibra em detergente acido)
fibra), EE (extrato etéreo).

foram descartados antes de fornecer a nova ragd com concentrado e silagem, para
termos alimento fresco durante toda a nossa pesquisa.

O experimento teve duragédo de 30 dias (cordeiros com idade entre 30 e 60 dias),
ou seja, o periodo final da lactagédo dos cordeiros. Entre o 1° e 0 30° dia de vida dos
cordeiros, foi utilizado como periodo de adaptagéo ao concentrado, quando o
consumo de concentrado diferiu bastante entre os animais (de acordo com a
experiéncia pratica do nosso grupo de pesquisa).

Essafoi a principal justificativa para o experimento nao ter sido iniciado logo apds o
nascimento dos cordeiros, pois a adaptagédo é extremamente necessaria (ou seja, os
animais precisam aprender a consumir) e os animais ainda preferem leite durante os
primeiros 30 dias de vida.

A coletade dados e as amostras foram realizadas trés vezes durante o ensaio:
dia/amostra 1 (30 dias de vida), dia’/amostra 15 (45 dias de vida) e dia/amostra 30
(desmame — 60 dias de vida); conforme descrito em detalhes abaixo.

2.3. Anélise da composigdo quimica da ragdo

No laboratério, as amostras foram pré-secas em estufa de circulagdo forgada de
ar a 55 yC por 72 h, posteriormente retiradas da estufa e pesadas novamente para
determinagédo do teor de matéria seca parcial, seguida de moagem em moinho tipo
Wiley (Marconi, modelo: MA340), utilizando peneira de malha de 1 mm.

As amostras pré-secas e moidas foram submetidas ao aquecimento a 105 yC para
obtengdo da MS e, posteriormente, para obtencdo do material mineral em mufla a 600 yC
(Silva e Queiroz, 2002). A PB foi determinada pelo método de micro-Kjeldahl (Método
984.13, Association of Official Analytical Chemists, 1997). Para determinagdo dos teores
de fibra em detergente neutro (FDN), as amostras foram acondicionadas em sacos de
poliéster (Komarek, 1993) e tratadas com solugdo em detergente neutro em autoclave a
110 yC por 40 min (Senger et al., 2008); para amostras concentradas, foi incluida a -
amilase (Mertens, 2002). As concentragdes de fibra em detergente acido (FDA) foram
determinadas de acordo com a AOAC (Association of Official Analytical Chemists, 1997,
método 973.18). Os resultados sdo apresentados na Tabela 1.
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2.4. Desempenho de crescimento

Os cordeiros foram pesados para verificar o peso corporal médio em cinco
momentos (dias 1, 7, 15, 21 e 30) usando uma balanga digital. A partir dessas
informagdes, calculamos o ganho de peso (PC final — PC inicial) e 0o ganho médio
diario [(PC final — PC inicial) / nimero de dias] em cada periodo experimental (1-15
dias; 15-30 dias; 1-30 dias).

2.5. Coleta de amostras

O sangue foi coletado da veia jugular nos dias 1, 15 e 30 do experim: nto.
Amostras fecais foram coletadas diretamente da ampola retal, para evitar
contaminag@o ambiental. O sangue total foi coletado em dois tubos: sem anticoagulante
para obtengdo do soro e com EDTA como anticoagulante para hemograma completo.
O sangue coletado sem anticoagulante foi centrifugado a 3500 rpm por 10 minutos e
o soro foi armazenado a -20 °C até a andlise. Todas as analises bioquimicas foram
realizadas simultaneamente em até 15 dias apds o término do experimento.

2.6. Anélise de sangue

2.6.1. Anélise hematolégica: A

contagem total de eritrécitos e leucdcitos, bem como o teor de hemoglobina (Hb),
foram medidos utilizando um analisador semiautomatico CELM® 530. O hematécrito
foi obtido ap6s centrifugagao capilar (1000 rpm por 5 min). A contagem diferencial de
leucécitos foi realizada em esfregacos sanguineos corados com corante comercial
(método de Romanowsky) utilizando um microscoépio 6ptico com aumento de 1000x
(Feldman et al., 2000).

A analise do hemograma foi realizada dentro de 2 horas ap6s a coleta da amostra.

2.6.2. Bioquimica sérica: Os

niveis séricos de proteinas totais (PT), glicose, albumina e ureia foram medidos
utilizando o analisador semiautomatico Bio-2000 BioPlus® e kits comerciais (Analisa®,
Gold Analisa Diagnostica, Belo Horizonte, Brasil), seguindo as recomendagdes do
fabricante, por métodos enzimaticos ou cinéticos, dependendo da variavel avaliada.
Os niveis de globulina serdo obtidos por calculo matematico (proteinas totais —
albumina).

2.6.3. Estado oxidante/ antioxidante

2.6.3.1. Glutationa S-transferase. A atividade da glutationa S-transferase (GST)
sérica foi medida com base no método descrito por Habig et al. (1974) e expressa em
U GST/mg de proteina.

2.6.3.2. Superoxido dismutase. A atividade da enzima superoxido dismutase (SOD)
foi medida utilizando a metodologia descrita por McCord e Fridovich (1969), onde a
velocidade de formagéo do adrenocromo, medida a 480 nm em meio contendo
glicina, foi utilizada para determinar o valor de SOD. O resultado foi expresso em Ul/
mg de proteina.

2.6.3.3. Peroxidagao lipidica. A peroxidagéo lipidica sérica foi medida como a
quantidade de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), de acordo com
Jentzsch et al. (1996). A reagéo foi lida em espectrofotdmetro a 535 nm. O resultado

foi expresso em nmoles de malondialdeido/ml de
sérum.

2.6.3.4. Espécies reativas de oxigénio. A determinagdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) foi baseada na técnica descrita por Ali et al. (1992).

As amostras foram diluidas 1:10 com 10 nM de Tris (pH 7,4) e 5 yL de diacetato de
diclorofluorescina (DCFH-DA) em metanol foram adicionados durante 15 minutos, a
uma temperatura de 37 yC, para formar uma diclorofluorescina nao fluorescente
(DCFH). A formagéo de diclorofluoresceina (DCF;
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DCFH fluorescente) foi monitorado usando espectrofotometria a 525 nm.

A formagao de ROS foi determinada utilizando uma curva padrao de DCF em metanol
(0,05-1,0 yM). Os resultados foram expressos como U DCF/mg de proteina (Ali et al.,
1992).

2.6.4. Proteinograma. A

eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE)
foi realizada de acordo com a técnica descrita por Fagliari et al. (1998), utilizando minigéis
(10 x 10 cm). Os géis foram corados com azul de Coomassie e fotografados para
identificagdo e quantificagéo das fragdes proteicas utilizando o software Labimage 1D
(Loccus Biotechnology). Um padrdo contendo fragdes com peso molecular entre 10 e 250

kDa (Kaleidoscope - BIORAD) foi utilizado como referéncia.

2.7. Microbiologia das fezes

Amostras de fezes coletadas nos dias 1 e 30 foram colocadas em caixas isotérmicas
e analisadas em até 2 h. A contagem bacteriana total (CBT) foi realizada utilizando 1 g de
cada amostra de fezes, diluida em 9 mL de dgua peptonada tamponada em tubos de
ensaio estéreis, homogeneizada em agitador vértex, resultando na dilui¢gdo de 10-, e as
diluigbes restantes foram r;alizadas até atingir 10-.

6, inoculando sempre 1 mL da solugéo anterior

diluicdo em 9 mL de agua peptonada tamponada. Em seguida, 200 yL da diluigdo 10-
de cada amostra foram inoculados em uma placa de Petri previamente preparada com
agar padrédo para contagem e incubados em estufa bacteriolégica a 37 °C por 48 h.
Utilizou-se um contador de coldnias e os resultados foram expressos em unidades

formadoras de col6nias por mL (UFC/mL).

2.8. Viabilidade econémica: margem bruta

Para determinar a viabilidade econémica da inclusdo de FRS na dieta de cordeiros
lactantes, foi realizada uma analise do lucro bruto ao longo do periodo. Para tanto, foram
considerados os valores dos custos variaveis totais e da receita total referentes apenas
ao periodo de amamentacgéo (periodo experimental). O calculo do lucro bruto é baseado
na subtragdo entre a receita total e seus custos varidveis. Os custos variaveis séo todos
oscustos.
que flutuam de acordo com a produgéo, podendo ser divididos em custos operacionais
(energia elétrica, mao de obra, combustivel, entre outros) e alimentos (volumosos,
concentrados, minerais, entre outros). No presente estudo, consideramos como custos
variaveis apenas os custos do concentrado total consumido, considerando que todas as
demais despesas foram semelhantes nos diferentes grupos, sendo, portanto,
desconsideradas na analise do lucro bruto.

Levando em consideragéo que, ao final do experimento, os animais ndo seriam
comercializados, a receita total foi calculada a partir de uma estimativa, considerando a
seguinte férmula (semelhante a Chikwanha et al., 2019): Renda = (ganho de peso no

periodo x Rendimento de carcaca) x Preco da carne.

2.9. Anélise estatistica

Utilizamos um delineamento inteiramente casualizado aqui. Todas as variaveis
dependentes foram testadas quanto a normalidade usando o procedimento univariado do
SAS (SAS Inst. Inc., Cary, NC, EUA; versdo 9.4) e todas as variaveis apresentaram
distribuigdo normal. Em seguida, todos os dados foram analisados usando o procedimento
misto do SAS, com a aproximacgéao de Satterthwaite para determinar os graus de liberdade
do denominador para o teste de efeitos fixos. O ganho de peso e o ganho médio diario
foram testados quanto ao efeito fixo do tratamento usando o curral (tratamento) e o animal

(curral) como efeitos aleatérios, conforme o modelo estatistico a seguir:

yilk=3 + Ti + P(T) + A(P)k + Jik

Onde: Yijk = observagao do efeito do tratamento i no curral (tratamento) j e no animal
(curral) k onde y é a média geral; Ti = efeito do tratamento i, onde i =1 (G-0%), 2 (G-0,5%),
3 (G-1%) e 4 (G-2%); P (T) j = efeito do curral (tratamento) j (j = 12 currais); A(P) k efeito

do animal (curral) k (k = 48 animais); yijk = erro aleatério associado a cada
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observagéo.

Todas as outras variaveis do estudo foram analisadas como medidas repetidas e
testadas para efeitos fixos de tratamento, dia e tratamento x dia, usando caneta

(tratamento) e animal (caneta) como variaveis aleatérias e o0 modelo estatistico foi:

yijki =y + Ti + Dj + P(T)k + A(P)I + (TD)ij + yijk!

Onde: Yijkl = observagao do efeito do tratamento i por dias de coleta j no
curral(tratamento) k e animal(curral) /, onde y = média geral; Ti = efeito do tratamento i,
ondei=1(G-0%),2 (G-0,5%), 3 (G-1%) e 4 (G-2%); Dj = efeito dos dias de coleta (j=0,
15 e 30); P(T)j = efeito do curral (tratamento) j (j = 12 currais); A(P)k efeito do animal
(curral) k (k = 48 animais); TDij = interagéo entre o tratamento i e o dia j; yijkl = erro
aleatdrio associado a cada observacgéo.

Todos os resultados obtidos no dia 0 para cada variavel foram incluidos como

covariaveis em cada andlise respectiva, mas foram removidos do modelo quando P >
0,10. A estrutura de covariancia simétrica composta foi selecionada para a concentragédo
de AST e GGT e a autorreferéncia de primeira ordem.

A estrutura de covariancia progressiva foi selecionada para todas as outras variaveis. As
estruturas de covariancia foram selecionadas de acordo com o critério de informagéo de
Akaike mais baixo. As médias foram separadas usando PDIFF e todos os resultados
foram relatados como LSMEANS seguido por SEM. A significancia foi definida quando P
y 0,05, e a tendéncia quando P > 0,05 e §0,10.

3. Resultados

3.1. Desempenho de crescimento

Os resultados do desempenho de crescimento sdo mostrados na Tabela 2. Efeitos do
tratamento x dia e tratamento foram detectados (P y 0,05) para o peso corporal (PC) e os
animais G-1% e G-2% apresentaram maior peso no dia 30 do que os animais G-0%. Os
cordeiros G-1% e G-2% apresentaram maior ganho de peso (GP) e ganho médio diario
(GMD) (P y 0,04) de 15 a 30 dias em relagao aos cordeiros G-0%. Os cordeiros G-1% e
G-2% apresentaram maior ganho de peso (GP) e GMD (P y 0,04) de 0 a 30 dias em
relagéo aos cordeiros G-0%. O consumo de concentrado nao diferiu estatisticamente
para o consumo de concentrado (Material suplementar).

3.2. Bioquimica clinica sérica

Os resultados da bioquimica sérica sdo apresentados na Tabela 3. Nao foram
detectados efeitos de tratamento x dia e tratamento (Py 0,11) para AST, GGT, proteina
total, albumina, globulina ou ureia. No entanto, efeitos do tratamento (P =0,01) foram
detectados para a concentragao sérica de glicose, ou seja, os animais do G-2%
apresentaram concentragdes de glicose maiores do que os animais do G-0% e G-1%.
Efeitos do tratamento (P = 0,05) foram observados para as concentragdes séricas de

triglicerideos; os cordeiros do G-2% apresentaram valores maiores do que os demais.

3.3. Variaveis hematolégicas

As variaveis hematolégicas séo apresentadas na Tabela 4. Nao houve efeitos do
tratamento versus dia e tratamentos (P y 0,11) para eritrécitos, hematécrito, hemoglobina,
leucdcitos, neutréfilos, relagado neutrofilos/linfocitos, mondcitos e eosinéfilos. No entanto,
efeitos do tratamento (tendéncia; P = 0,08) foram detectados para o numero de linfécitos.
Os animais do G-2% apresentaram valores menores em comparagéo aos animais do
G-0% e G-1%.

3.4. Estado oxidante e antioxidante sérico

As variaveis hematolégicas sdo mostradas na Tabela 5. Nao foram encontrados
efeitos do tratamento versus dia e tratamento (P y 0,32) para TBARS ou SOD.
Entretanto, efeitos do tratamento versus dia (P = 0,05) foram detectados para a
concentragdo sérica de ROS, ou seja, cordeiros G-2% apresentaram valores menores
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Tabela 2

Desempenho de crescimento de cordeiros suplementados com farinha de residuo de uva (G).

Varidves Tratamentos1 SEM Valor de p
G-0% G-0,5% G-1% G-2% Tratar Tratarxdia
Peso corporal (PC), kg d 0 0,05 0,01
d 10,49 10.44 10,53 10,57 044
15d 1396 b 14h31 14.24 14,43 044
30 1769 — 1863 19,37 ° 044
Ganho de peso (GP), kg d
0a15 346 387 371 385 062 047
d15a30 3,74c 4,03 ac. 471a 4.94a 081 0,04
d0a30 720c 7,90 ac. 8,10ab 8,80a 034 0,01
Ganho médio dirio (GMD), kgd O a
15d15a 0,230 0,258 0,247 0,256 0,04 047
30d0a30 0,249 °C 0,268b 0314a 0,329 0,05 0,04
0,240 °C 0,263bc 0,270ab 0,293a 0,01 0,01

4 Os tratamentos G-0%, G-0,5%, G-1% e G-2% representam 0, 0,5, 1 e 2% de farinha de residuo de uva no concentrado, respectivamente. a-b Tende a diferir (P § 0,10) entre os tratamentos.

Tabela 3

Perfil bioquimico de cordeiros suplementados comfarinhade residuo deuva (G).

Varidveis1 Tratamentos2 SEM Valor de p
G-0% G-0,5% G-1% G-2% Tratar Tratarxdia

AST (UL) 87,33 92,71 107,25 99,54 6,00 0,11 047
GGT (ULL) 100,71 103,00 104,29 108,79 428 058 0,94
Glicose (mg/dL) 70,67b 76,46 ab 73,71b 82,20a 252 0,01 0,59
Proteina total (g/dL) 5,16 4,77 495 485 0,11 044 0,64
Albumina (g/dL) 255 233 229 244 0,09 021 0,95
Globulina (g/dL) 2,66 244 2,66 241 0,10 028 033
Ureia (mg/dL) 24,51 28,25 26,58 27,96 152 0,33 043
Triglicerideos (mg/dL) 31,67b 31,12b 30,37b 36,7a 1,80 0,05 0,62

! AST, aspartato aminotransferase e GGT, gama-glutamil ransferase.

-bn: .
% Ostratamentos G-0%, G-0,5%, G-1% e G-2% representam 0, 0,5, 1 € 2% de farinhade residuo de uvano concentrado, respectivamente. @ PDifere (P§0,01) entre
tratamentos.

Tabela 4

Variaveis hematoldgicas de cordeiros suplementados com farinha de residuo de wa (G).

Varéves Tratamentos1 SEM Valor de p
G-0% G-0,5% G-1% G-2% Tratar Tratarxdia

Eritrocitos (x106 §L) 707 6,68 6,92 7,00 0,22 061 0,94
Hematocrito (%) 35,50 35.12 34,83 36,46 061 027 0,87
Hemoglobina (g/dL) 11.26 11.09 11.01 11,56 0,17 0,11 0,59
Leuodcitos (x103 /L) 9,77 923 944 9.06 0,60 0,85 0,15
Neutrofilos (x103 /L) 417 381 3,90 400 033 0,78 052
Linfécitos (x103 A/L) 528a 5,20ab 526a 477 040 0,08 0,15
Razao neutrdfib/Infocto 0,98 0,81 083 093 0,08 048 0,79
Mondcitos (x103 /L) 0,26 022 027 023 0,04 0,80 0,74
Eosindfilos (x103 /{L) 0,06 0,07 0,05 0,06 0,02 0,85 044

Os tratamentos G-0%, G-0,5%, G-1% e G-2% representam 0, 0,5, 1 e 2% defarinhaderesiduo de uva no concentrado, respectivamente.

Tabela 5

Niveis séricos de oxidantes e antioxidantes de cordeiros suplementados com farinha de residuo de uva (G).

Varidveis1 Tratamentos2 SEM Valor de p
G-0% G-0,5% G-1% G-2% Tratar Tratarxdia

TBARS 183 1,92 1,74 1,65 0,10 0,32 0,57
ROS 0,30 0,05

do 26,88 19h45 23,61 23.31 25.08

d15 47,01 37,68 18,51 39,81 25.08

d 30 79,57a 4974 ab 58,16 ab 18,42b 25.08
SOD 9,74 8,55 8,72 943 081 0,69 0,64
GST 0,17 0,04

do 1,88 2,00 2.10 1,94 023

d15 191 2,03 2,36 214 023

d 30 1,78b 1,56b 268a 278 023

! Peroxidagao lipidica (TBARS - nmol MDA/mL), espécies reativas de oxigénio (ROS - U DCFH/mg de proteina), superéxido dismutase (SOD - U SOD/mg de proteina) e
glutationa S-transferase (GST - U GST/mg de proteina).

2 Os tratamentos G-0%, G-0,5%, G-1% e G-2% representam 0, 0,5, 1 e 2% defarinhaderesiduo de uva no concentrado, respectivamente.
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do que os animais G-0% no dia 30. Efeitos do tratamento versus dia (P =
0,04) foram detectados para GST, ou seja, os cordeiros G-1% e G-2% apresentaram

valores maiores que os cordeiros G-0% e G-1% no dia 30.

3.5. Proteinograma

Os resultados obtidos para os constituintes do proteinograma sérico sdo mostrados
na Fig. 1. Efeitos do tratamento versus dia (P = 0,01) e tratamento (P =0,01)foram
encontrados para ceruloplasmina, transferrina, Ig de cadeia leve e IgA. Os animais
G-0,5%, G-1% e G-2% apresentaram valores mais baixos de ceruloplasmina nos dias
15 e 30 do que os animais G-0%. Os animais G-1% e G-2% apresentaram valores mais
baixos de transferrina no dia 15 do que os animais G-0% e G-0,5%; no dia 30, os
animais G-0% e G-2% apresentaram valores mais altos do que os animais G-0,5% ou
G-1%. Os cordeiros G-1% e G-2% apresentaram valores mais altos de Ig de cadeia
pesada no dia 30 do que os animais G-0% ou G-0,5%. Os animais do G-2%
apresentaram valores mais elevados de IgA de cadeia leve nos dias 15 e 30 do que os
outros grupos. Os animais do G-0,5% e G-1% apresentaram niveis mais elevados de
IgA do que os animais do G-0% e G-2% no dia 15; no dia 30, os animais do G-0,5%,
G-1% e G-2% apresentaram valores mais elevados do que os animais do G-0%.

3.6. Contagens bacterianas totais

Os resultados obtidos para contagens bacterianas totais sdo mostrados na Fig. 2.
Efeitos do tratamento versus dia (P = 0,05) e tratamento (P = 0,01) foram detectados

para TBC no dia 30, onde os animais G-1% e G-2% apresentaram valores menores
que os animais G-0% e G-0,5%.

3.7. Viabilidade econémica

A adigdo de GRF deixou adietacom custo mais elevado, embora tenha apresentado
maior rendimento e equilibrio quando comparada a dieta controle
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Fig. 2. Contagem bacteriana nas fezes de cordeiros suplementados comfarinha de
residuo de uva (G). Os tratamentos G-0%, G-0,5%, G-1% e G-2% representam 0, 0,5,
1e 2% de farinha de residuo de uva no concentrado, respectivamenteafb Difere (P §
0,05) entre os tratamentos em cada dia. As barras verticais representam o EPM.

(Material suplementar). Como os animais que consumiram dietas contendo FRS
apresentaram maior ganho de peso, célculos de viabilidade econdmica demonstram
que é rentavel para o produtor incluir FRS na dieta dos cordeiros; por exemplo, a
inclusdo de 2% no concentrado permite uma rentabilidade de 1 ddlar por cordeiro em
30 dias de experimento (Material suplementar).

4. Discussao

A suplementagédo dietética com FRG foi associada a maior peso corporal final,
ganho de peso e GMD em cordeiros lactantes, conforme observado por Zhao et al.
(2018), que suplementaram cordeiros machos do cruzamento 1/2 Dormer (y) x 1/2 Small-
tailed (y), desmamados por 74 dias, com 10% de bagago de uva. Esses autores
descobriram que a suplementag&o dietética combagago de uva estimulou o
desenvolvimento do rimen, abomaso e grandes
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Fig. 1. Concentrago sérica de ceruloplasmina, transferrina, imunoglobinas de cadeia pesada (IgH) e leve (IgL) e imunoglobulinas Ade cordeiros suplementados com farinha de

residuo de uva (G). Os tratamentos G-0%, G-0,5%, G-1% e G-2% representam 0, 0,5, 1 e 2% de farinha de residuo de uva no concentrado, respectivamente.

a-b Difere (Py

0,05) ou tende a diferir (P y 0,10) entre os tratamentos em cada dia. As barras verticais representam o EPM.
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intestino. Embora esses autores ndo tenham analisado o mecanismo envolvido no
desenvolvimento posterior desses 6rgéos e a relagdo com o melhor desempenho, sabe-
se que o tanino, um composto fendlico, contido no bagaco de uva, pode interferir no
microbioma gram-negativo do rdmen, levando a atenuagdo da producdo de aménia e
subsequente redugdo de celulite e bactérias proteoliticas (Abarghuei et al., 2010). Como
resultado, ha uma menor demanda de energia por essas bactérias, o que pode explicar a
maior concentragéo de glicose sanguinea detectada no presente estudo. No entanto, ha
também a hipotese de que a suplementagdo com farinha de uva altera a microbiota
ruminal de forma a favorecer a produgao de propionato, aumentando a disponibilidade
de precursores de glicose nos hepatécitos. Além disso, estudos anteriores concluiram

que a inclusdo de GRF na dieta dos animais teve um

efeito promotor de crescimento associado ao aumento da atividade de enzimas digestivas
intestinais (Huang etal., 2012; Xie etal., 2012), estimulagdo imunoldgica (Xie etal., 2012;
Zhou etal., 2013) e aumento da capacidade antioxidante (Wang et al., 2008; Zhao etal .,
2013; Lu e Zhai, 2014).

Na produgéo de cordeiros, varios fatores induzem estresse oxidativo e,
consequentemente, estimulam ou depletam as defesas antioxidantes. No presente estudo,
descobrimos que o consumo de GRF estimulou o sistema antioxidante e, assim, reduziu
reacgdes oxidativas prejudiciais que consomem energia e levam a menos ganho de peso.
De acordo com a literatura, o estresse oxidativo € consequéncia de um aumento anormal
na produgdo de ROS, resultando em condigdes adversas de salde e redugao na eficiéncia
da produgéo (Yuan et al.,, 2007). No presente estudo, a suplementacéo dietética de GRF
atuou como um forte antioxidante, um efeito também observado em frangos de corte
(Abu Hafsa e Ibrahim, 2018), codornas (Sahin et al., 2012), suinos (Kafantaris etal.,
2018), galinhas poedeiras (Reis etal., 2019), bem como em carne e produtos carneos
(Amin e Edris, 2017; El-Zainy etal., 2016). Um estudo com cordeiros lactantes e p6s-
lactantes mostrou que a suplementagdo com bagago de uva aumentou a expresséo e a

atividade da GST, enzima envolvida no metabolismo da glutationa (GSH)

(Hayes etal., 2005), resultando em melhorias no status redox (Kafantaris etal., 2016).
Semelhante ao estudo atual, houve maior atividade de GST em cordeiros que consumiram
GRF. Os compostos presentes no GRF tém capacidade funcional para atuar negativamente
na geragdo concomitante de ROS (Zhao et al., 2018; Sahin et al., 2012). Rubiolo et al.
(2008) observaram que o resveratrol estimulou o Nrf2, levando a regulagéo positiva de
enzimas antioxidantes em ratos, consequentemente estimulando sua capacidade
antioxidante (Alia et al., 2003; Kafantaris etal., 2016). Essa informag&o é importante,
porque o resveratrol € um dos principais componentes presentes na uva; hoje com
diversas propriedades biolégicas e medicinais conhecidas (Bermanetal., 2017). Portanto,
tanto as propriedades do GRF quanto do resveratrol isoladamente sdo desejaveis nas

dietas animais, porque promovem a saude.

O consumo de GRF por cordeiros estimulou uma resposta imune humoral na qual os
niveis séricos de imunoglobulinas estavam elevados, em animais que consumiram a
maior porcentagem de GRF (2%) na dieta e tiveram as menores contagens de linfécitos.
Quando o sistema imunoldgico ¢ ativado, ele gera grandes quantidades de radicais livres
que por sua vez comprometem suas fungdes (Catonietal., 2008). Assim, o uso de GRF
na formulagéo de dietas tem potencial antioxidante que minimiza efeitos colaterais e
imunodeficiéncias. Os flavonoides tém efeitos diretos em uma variedade de fungdes
celulares anti-inflamatorias e pro-inflamatérias (Catoni etal., 2008); por exemplo, as
procianidinas presentes no GRF s&o capazes de estimular respostas imunes (Percival,
2009). No presente estudo, observamos melhorias nas respostas humorais de cordeiros
lactentes, com aumento dos niveis de imunoglobulinas de cadeia pesada e leve, por
exemplo, IgA. O aumento da resposta humoral nessa fase critica é de grande valor, pois,
durante esse periodo, os animais apresentam concentragdes muito baixas de
gamaglobulinas e seus sistemas imunolégicos ainda ndo estio totalmente responsivos,
deixando-os vulneraveis. Hao et al. (2015), em estudo com leitdes desmamados
suplementados com 100 mg/kg e 150 mg/kg de sementes de uva, demonstraram melhora
na imunidade humoral e celular, com aumento dos niveis séricos de IgG, IgM, C4 e IL-2,
semelhante aos nossos resultados com aumento de imunoglobulinas. Ali Rajputetal.

(2017) observaram que
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A suplementagao dietética com extrato de proantocianidina de semente de uva (250 e
500 mg/kg) melhorou a capacidade antioxidante de frangos de corte infectados com
aflatoxina B1.

Como os componentes do residuo de uva possuem caracteristicas anti-inflamatorias
(Lietal, 2001; Colombo et al., 2019; Rodriguez-Morgado et al., 2015), acreditamos que
o consumo de GRF por cordeiros reduziu a contagem de linfécitos, células inflamatérias
que podem exacerbar uma resposta inflamatéria quando presentes em grande nimero.
Ja se sabe que processos inflamatérios consomem grandes quantidades de ATP para
serem eficientes; consequentemente, isso reflete negativamente no desempenho
zootécnico dos animais, pois reduz o ATP no tecido muscular e, como resultado, os
animais ganham menos peso. O efeito anti-inflamatdrio do GRF ocorre via inibigdo da via
NF-kB por meio da ativagdo do PPAR-gama (Martinez-Micaelo etal., 2015). Também
observamos diminuigéo dos niveis séricos de ceruloplasmina, uma proteina de fase aguda
cujos niveis se elevam para ajudar o organismo a eliminar a causa do desequilibrio e
restaurar a homeostase (Ceron et al., 2005). Esse esforgo do organismo pode desencadear
efeitos sistémicos, como hipertermia e concentragdes elevadas de cortisol no sangue
(Eckersall, 2000), que ndo séo desejaveis para os animais. Em resumo, a farinha de uva
modulou a fungdo imunolégica em cordeiros lactentes e teve um efeito indireto no ganho
de peso. O efeito anti-inflamatério ndo foi tdo acentuado quanto o efeito em galinhas
poedeiras (Reis et al., 2019) ou ovelhas leiteiras (Alba etal., 2019). Isso pode ocorrer

porque os cordeiros jovens tém sistemas imunolégicos em desenvolvimento.

O consumo de FRS (1% e 2%) por cordeiros reduziu a contagem bacteriana nas fezes, um resultado
esperado, devido ao fato de que a FRS possui compostos funcionais com caracteristicas antimicrobianas e
prebidticas (Katalinic et al., 2010; Agte et al., 2010) capazes de modular a microbiota animal (Etxeberria et
al., 2013). O efeito sobre as bactérias nédo interferiu no desempenho; no entanto, é importante realizar
estudos para identificar quais bactérias (patogénicas ou nao patogénicas) causam comprometimento do
crescimento. E importante lembrar que bactérias ndo patogénicas também desencadeiam fungdes
importantes tanto para a satde intestinal do animal quanto para a digestibilidade e taxa de crescimento
(Montagne et al., 2003). Em concordancia com esses resultados, Kafantaris et al. (2016) demonstraram que

a suplementacéo de bagacgo de uva em cordeiros teve efeitos benéficos na microflora fecal. Esse s autores

encontraram diminuigdo na contagem de bactérias nocivas.

como Salmonella, E. coli, Shigella, Yersinia e Proteus , bem como aumento na contagem
de bactérias benéficas do género Bifidobacterium.

No geral, os dados sugerem que efeitos semelhantes na microbiota intestinal podem ter
ocorrido em nosso estudo porque os animais ganharam peso.

Em nosso estudo, houve viabilidade econémica com o uso de FRS na dieta de
cordeiros, efeito semelhante ao descrito por Chikwanha etal. (2019) para cordeiros Dohne
Merino castrados, que encontraram uma margem bruta de retorno maior para a dieta com
12,2% de bagago de uva. Em bovinos de corte, Tayengwa et al. (2020) puderam observar
maior renda com custos de alimentagdo em novilhos Angus suplementados com 150 g/
kg de bagaco de uva seco em comparagao com dietas tradicionais. A rentabilidade entre
0,86 e 1 ddlar por cordeiro que consumiu o FRS, mostra que é vantajoso usar esse
aditivo, mesmo quando adquirido em mercados especializados em produtos naturais,
quando tem valor agregado por estar na forma processada de farinha. E importante
ressaltar que o produtor pode ter uma renda maior se sua fazenda estiver préxima as
industrias de beneficiamento de uva, onde o residuo do beneficiamento muitas vezes tem
baixo custo de aquisigdo ou apenas custo de transporte, como é doado por muitas
empresas no sul do Brasil, por exemplo. Portanto, o residuo da produgédo de vinho se
mostra como uma alternativa para alimentagdo de cordeiros; além de poder ter outras

aplicagdes como dleos, alcoois, extratos cosméticos, entre outros.

5. Conclusao

O uso de farinha de uva na suplementacéo de cordeiros lactentes estimula os
sistemas antioxidante e imunolégico, reconhecidamente eficazes para melhorara satde
animal, refletindo-se, consequentemente, no maior ganho de peso dos cordeiros. Na
pratica, constatamos que a inclusdo de FRG no concentrado elevou seu custo; porém,
cordeiros que
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consumiram esse aditivo e apresentaram maior ganho de peso. Assim, a inclusdo de FRS

foi economicamente viavel considerando a renda bruta.
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RESUMO

Palavras-chave:
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Brasil

Animais de fazenda

Protozoario sanguineo

Trypanosoma vivax é um agente infeccdoso emergente no Brasil. A tripanossomiase mata bovinos, principalmente em regides onde
o protozoario é desconhecido e a imunidade de rebanho ndo ocorre. O presente estudo tem como objetivo relatar a infecgéo por T.
vivax em bovinos leiteiros de Santa Catarina, Brasil, e avaliar os efeitos sobre a porcentagem de hemacias no sangue. Foram
analisadas 146 amostras de sangue de bovinos com diagndstico clinico de anemia (mucosa ocular e vaginal rosa-palida) por meio
de ensaio de imunofluorescéncia indireta PCR e esfregago sanguineo. 39% das amostras foram positivas por IFl, mas nenhuma
delasfoi positiva por PCR. Foi possivel verificar a presenga de formas tripomastigotas do parasita em 3 amostras de vacas positivas
por IFI. A porcentagem de hemacias (hematdcrito) ndo diferiu entre os animais com diagnéstico sorolégico positivo em comparag&o
aos soronegativos. Independentemente da concentragdo de anticorpos, o hematdcrito ndo diferiu. Outro dado que chamou a atengd o

foi o hematécrito dos trés animais com diagnéstico parasitolégico. Ou seja, esses animais tinham uma porcentagem de hemacias

de 35, 38, 39%.

Entre os animais sintomaticos avaliados, 11 apresentaram febre e anorexia, sendo que vacas apresentaram hematocrito entre 21 e

30%. Esta é a primeira descrigdo de infecgdo em bovinos em Santa Catarina, Brasil. Anemia ndo é um achado clinico em vacas

leiteiras assintomaticas, mas sim sororreativas para T. vivax.

1. Introdugao

Trypanosoma vivax € uma espécie importante que infecta animais domésticos e
selvagens, incluindo bovinos, camelos, cabras, ovelhas, porcos e caes. E transmitido por
moscas tsé-tsé (Diptera: Glossinidae) na Africa [1] e também pode ser transmitido
mecanicamente por moscas hematéfagas, como Tabanus spp., Stomoxys calcitrans e
Haematobia irrtans [2]. T. vivax é o agente causador da doenga de Nagana, que afeta o
gado e causa perdas econdmicas substandais na Africa Subsaariana e nas Américas [3].

Esta doenga cronica é comumente assintomatica e eventualmente se apresenta como
anemia, perda de peso e disturbios reprodutivos [4]. Nos ultimos anos, T. vivax induziu surtos
caracterizados por varios disturbios hematolégicos e neurolégicos, resultando em altas taxas

de mortalidade, com animais

* Autor correspondente.
Enderego de e-mail: aleksandro silva@udesc.br (AS Da Silva).

https:/[doi.org/10.1016/j.micpath.2022.105495 Recebido em

que se recuperam de uma doenga aguda tornando-se cronicamente infectados [5].

Os animais afetados também apresentaram imunossupressao, diminuigdo da produgdo de
leite, emagrecimento, pelagem aspera, secre¢do nasal e ocular, morte e aborto no final da
gestacdo [6,7].

As regides da América do Sul endémicas para T. vivax sdo principalmente areas
propensas a inundagdes, habitat de grandes rebanhos de gado e bufalos com abundancia
de moscas picadoras: as terras Umidas brasileiras e bolivianas, as planicies venezuelanas e
o Caribe colombiano [8]. No entanto, essas infecgdes sdo encontradas em diversas regides
do Brasil. No sul do Brasil, mais especificamente em Santa Catarina, os casos de infecgdo
ja foram relatados em caprinos [9]. Nos anos de 2019 e 2020, 481 amostras de sangue de
bovinos com suspeita de T. vivax (anemia, febre, aborto) em 49 fazendas no estado de Santa
Catarina em 28 municipios foram coletadas.

18de novembro de 202 1; Recebido em formato revisado em 16 de margo de 2022; Aceito em 17 de margo de 2022.
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coletados e testados pelas técnicas de ensaio de imunofluorescéncia indireta (IFl) e
imunoabsorgdo enzimatica (ELISA) (276 amostras positivas - Material suplementar 1).
Com essas informagdes e sabendo que os testes imunogénicos podem gerar falsos
positivos, o presente estudo teve como objetivo relatar infecgdes por T. vivax em
bovinos leiteiros de Santa Catarina, Brasil, utilizando diagnéstico sorlégico; bem como
avaliar os efeitos da infecgd@o sobre a porcentagem de hemécias no sangue.

2. Material e métodos

2.1. Obter amostras bovinas

Trés fazendas (A: Guatambu; B: Chapecd; C: Nova Erechim) localizadas na regido
oeste do estado de Santa Catarina apresentaram diagndstico clinico positivo para
tripanossomiase por T. vivax em seu rebanho bovino. Os animais foram tratados com
cloreto de isometamida (Vivedium®, Ceva, Libourne, Franca).

Foram coletadas 146 amostras de sangue bovino das trés fazendas. 3 mlde sangue
foram coletados em tubos com EDTA a 10% da veia jugular para dosagem do
hematécrito e andlise molecular (PCR).

Outros 3mL foram coletados em tubos sem anticoagulante, centrifugados (3500%g por
10 min), e o soro foi separado e armazenado congelado para pesquisa de anticorpos
pela técnica de imunofluorescéncia indireta (IFI).

2.2. Anélise laboratorial

2.2.1. Hematécrito

Amostras de sangue fresco foram colocadas em tubos de microhematécrito de
acordo com a metodologia descrita por Feldman et al. [10].

2.2.2. Obtengéo de parasitas e ensaio de imunofluorescéncia indireta

Amostras de T. vivax isoladas de um surto em bovinos em Aquidauana - MS, Brasil foram gentilmente
cedidas pela Dra. Joely Ferreira Figueiredo Bittar da Universidade de Uberaba, Minas Gerais - Brasil; e
foram armazenadas em nitrogénio liquido a-196 yC. Essas amostras foram descongeladas em banho-maria
a 37 yC, e uma aliquota de 4 mL (2, x 108 ) foi inoculada subcutaneamente em um ovino higido,
esplenectomizado, com oito meses de idade, raga crioula, isolado em baias com telas anti-in setos dentro
de um galpéo fechado e climatizado. Este animal foi alimentado com concentrado (13% de proteina) e
silagem ad libitum. Os ovinos foram examinados clinicamente, sendo higidos, negativos para testes
parasitoldgicos (Woo, Buffy-coat) e PCR negativo para tripanossomiase. Este trabalho foi aprovado pelo
Comité de Etica em Uso de Animais da Universidade do Estado de Santa Catarina sob o processo niimero

6926160818.

No pico da parasitemia (12 dias apds a inoculagdo do parasita), seis tubos de
sangue (2,0 x 105 parasitas/mL) foram coletados em tubos a vacuo com EDTA. As
amostras de sangue foram centrifugadas por 5 min a 2000 x g. Apos a centrifugagéo, a
camada de leucdcitos foi removida, transferida para tubos de 50 mL e lavada duas
vezes em solugdesfisiologicas (0,9% NaCl). Laminas espessas de esfregago sanguineo
com 30 yL de sangue foram fixadas com acetona por 5 min.

Os esfregagos foram envolvidos em papel-toalha e embrulhados em papel aluminio e
congelados a -20 yC. O mesmo procedimento foi usado para o controle negativo.

Os testes de fluorescéncia para detectar anticorpos anti-T. vivax foram realizados
de acordo com a metodologia descrita por Cuglovici et al. [11] usando como ponto de
corte a diluigdo 1:80. Resumidamente, as laminas com antigenos fixados foram removidas
do freezer e secas a temperatura ambiente. O positivo (soro de ovelha imune para T.
vivax) e o negativo (soro pré-imune) foram diluidos em solugédo salina tamponada com
fosfato (PBS) na diluigao 1:80. As amostras de campo foram diluidas em PBS nas
diluigdes 1:40, 1:80 e 1:160 (para triagem). 20 yL de soros diluidos foram distribuidos nas
laminas contendo o antigeno de T. vivax . As laminas foram incubadas por 30 min em

camara Umida a 37 yC e lavadas com PBS trés vezes.

O conjugado antibovino marcado com FITC foi adicionado a cadalamina na diluigéo de
1:300 em PBS. As laminas foram novamente incubadas por 30 min e lavadas.
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com PBS, conforme descrito anteriormente. As Iaminas secasforam analisadas usando

um microscoépio epifluorescente Nikon® (Fig. 2).

2.2.3. Reagdo em cadeia da polimerase

As amostras foram submetidas a extragao de DNA gendmico pela técnicafenol-
cloroférmio, adaptada de Sambrook e Russel [12].

A qualidade e a quantidade do DNA extraidoforam determinadas usando um
NanoDrop ™ 2000 (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA).

A reagéo de PCR ( volume final de 25 yI) foi realizada utilizando uma polimerase

GoTaq® G2 Hot Start (Promega, Madison, EUA) com 500 ng de DNA gendmico total
(gDNA). A amplificagéo foi realizada utilizando um conjunto de primers TviSL1 e TviSL2
especfificos para deteccdo de T. vivax, representados por um fragmento de 210 pb na
mesma condig&o descrita por Ventura et al. [13].
As reagdes foram realizadas no termociclador sob as seguintes condigdes: uma etapa
inicial de desnaturagdo por 2 min a 95 ° Cy e 40 ciclos de 20s a 95° Cy, 20s a 56 ° Cy
e 20 s a 72 °Cy, seguidos por uma etapafinal de desnaturagdo. O controle positivo foi
uma amostra extraida do sangue daovelha no pico daparasitemia e o controle negativo
foi uma amostra sem o molde.

A técnica de eletroforese em gel de agarose (1,5%) foi utilizada para visualizar o
resultado da PCR, misturando o produto com o corante em gel de acido nucleico Gel
Red® (Biotium, Freemont, CA, EUA). Um padrdo de DNA de 100 pb (DNA Ladder,
Invitrogen, Waltham, Massachusetts, EUA)foi utilizado para confirmar a amplificag&o.

2.2.4. Parasitologia

Com base nos resultados da IFA realizada na fazenda "A", foram selecionadas 15
vacas que apresentaram somlogia positiva (titulagdo de 1:160 e 1:320) para a realizagdo
de esfregago sanguineo da ponta da orelha. Os esfregagos sanguineos preparados
foram corados com kit pandptico rapido e posteriormente analisados em microscépio
6ptico com aumento de 1000x.

2.3. Andlise estatistica

A analise de correlagdo simples foi utilizada para comparar o hematécrito entre
animais soropositivos e soronegativos; assim, comparou-se o hematécrito de animais
soronegativos e soropositivos em diferentes titulagdes (1:80; 1:160; 1:320). Para as
analises, utilizou-se o programa Assistat.

Fig. 1. Ensaio de imunofluorescéncia para Trypanosoma vivax. (A) Controle negativo.
(B)usando umaamostra de soro bovino positiva (1:80) e um conjugado anti-bovino
marcado com FITC foi adicionado a 1:300.
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Fig. 2. Numero de vacas soropositivas para Trypanosoma vivax no estado de Santa Catarina.

3. Resultados

Das 146 amostras testadas, 39,0% (57/146) foram reagentes para anticorpos IgG contra
tripomastigotas de T. vivax (Figs. 1 e 2; Tabela 1); no entanto, ndo identificamos nenhuma
amostra de PCR positiva. Das amostras analisadas, 84 foram soronegativas. Das 62 amostras
positivas, 42 foram positivas em 1:80, dezem 1:160 e dez em 1:320 (Fig. 2). Ndo houve
diferenca significativa entre os grupos para hematocrito e nenhuma correlagéo entre hematocrito
e infecgdo ou concentragédo de anticorpos (Fig. 3). Em trés esfregagos sanguineos, foram
encontradas formas tripomastigotas (Fig. 4). Esses animais apresentaram porcentagem de
hemacias de 35, 38, 39%. Entre os animais sintomaticos avaliados, 11 apresentaram febre e
anorexia, vacas que apresentaram hematocrito entre 21 e 30%. Apenas sete animais
sintomaticos foram positivos para anticorpos contra o parasita; cinco eram 1:80 e duas vacas

eram 1:160.

4. Discussao

Este estudo revelou pela primeira vez a incidéncia e a prevaléncia da infecgao por T.
vivax em bovinos leiteiros de Santa Catarina. O achado é notavel porque a tripanossomiase
ndo é endémica na regido; no entanto, na presencga de possiveis vetores, nossos achados

sugerem um risco de surtos de tripanossomiase nesta regido [9,14,15].

Foi encontrado que 39% das amostras analisadas foram reativas para IgG contra T.
vivax, embora as andlises de PCR tenham sido negativas para todas as amostras,
sugerindo infecgéo cronica com auséncia de sinais clinicos; este achado foi apoiado por
nossa descoberta de auséncia de diferengas significativas nos valores de hematdcrito.
Favero etal. [9] relataram a infeccdo em 60% (3/5) cabras em Guatambu, uma cidade em
Santa Catarina. A auséncia de relatos de infecgdo em gado leiteiro no estado de Santa
Catarina destaca a importéancia da publicagdo atual para alertar produtores e técnicos
sobre a presenga de um parasita que representa perigos para pequenos ruminantes e
que recentemente causou mortalidade e perdas severas de produgdo em gado leiteiro na
Ameérica do Sul [16,17]. Manifestagdes de tripanossomiase foram encontradas em outras
espécies animais na regido semiarida brasileira, onde a doenga foi encontrada em cabras
e ovelhas, incluindo infecgdes crénicas e assintomaticas [18].

Tabela 1

Frequéncia absoluta (AF) e frequénciarelativa (FR) de bovinos que reagiram ao teste de
imunofluorescéncia indireta para anticorpos IgG contra tipomastigotas de Trypanosoma vivax em
diferentes titulos.

Titulos Positivos Negativos

FA FR (%) FA FR (%)
1:80 57/150 38,0 86/150 57,3
1:160 20/150 133

1:320 9/150 6.0
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Bastos etal. [19] relataram T. vivax em 24 fazendas distribuidas em 14 municipios
apenas em gado leiteiro Girolando e apenas em vacas lactantes ou secas. Entre um total
de 4049 amostras de sangue analisadas pelo método Woo, 358 (8,84 %) foram positivas
para a forma aguda da tripanossomiase. Os autores concluiram que os principais fatores
de risco para a disseminagdo de T. vivax nos rebanhos foram a aquisi¢do de novos
animais infectados com este protozoario e a administracédo de ocitocina em vacas usando
a mesma seringa e agulha entre varios animais. A presenca de diferentes moscas
hematdfagas (Stomoxis calcitrans e Haematibia irritans) nao foi um fator de risco para a

ocorréncia deste hemoparasita [19].

P’erez etal. [17] relataram que as taxas de infecgdo por T. vivax detectadas por
TviCATL-PCR foram de 24,6% para bovinos (n =61) e 28,1% para bufalos (n =61).
89); usando o método de cédigo de barras de comprimento de fragmento fluorescente
(FFLB), as taxas gerais de infecgao por T. vivax aumentaram para 59,6% e 44,3% para
bufalos e bovinos, respectivamente. A predominancia de um unico genétipo de T. vivax
baseado em microssatélites foi reforcada no Baixo Amazonas [17]. Os métodos de
diagndstico combinados forneceriam um melhor quadro dos cenarios epidemiolégicos da
tripanossomiase na Amazoénia, que podem ser aplicados em todas as regides do Brasil. P
‘erezetal. [17] relatam que o crescente comércio internacional de gado vivo desta
importante regido de criagdo de gado representa um sério risco para a disseminagao do
T. vivax para fora da Amazonia e do Brasil. No entanto, isso ndo se aplica ao estado de
Santa Catarina; uma vez que até 2021, a entrada de gado de outros estados brasileiros
era proibida; assim, acredita-se que o parasita chegou a SC devido ao grande nimero de
insetos hematoéfagos, vetores responsaveis pela disseminagéo da infecgdo. Devido a
presencga do vetor no estado de SC, acredita-se que a taxa de infecgdo por T. vivax no

estado pode ser alta em estagdes favoraveis aos insetos.

Em nosso trabalho, ndo foi possivel amplificar o DNA de T. vivax das amostras. Este
fato ja foi observado anteriormente [20]. Essa nao amplificagdo pode ser explicada pela
presenca de inibidores da Taq polimerase ou pela perda de DNA no processo de extragéo
[21].

Com base na reviséo bibliografica, concluimos que este é o primeiro artigo que relata
o surgimento da infecgdo por T. vivax em vacas leiteiras no estado de Santa Catarina,
Brasil. O diagnostico molecular ndo permitiu o diagnoéstico, diferentemente do teste
sorolégico (teste padrao-ouro), que quantificou anticorpos contra o parasita em soro
bovino. O exame parasitolégico direto € rapido e de baixo custo; neste caso, foi muito
importante reforgar/confirmar os resultados do teste sorolégico. Ndo houve correlagdo

entre sorologia positiva e anemia em vacas.

O tratamento com cloreto de isometamidio foi eficiente e, quando usado, as doengas

clinicas e as mortes desapareceram.
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Fig. 3. Hematdcrito de vacas soronegativas e soropositivas para Trypanosoma vivax (a). Correlagdo entre hematdcrito e niveis de anticorpos contra o parasita em vacas (b).

Fig. 4. Esfregagos de sangue de vacas soropositivas para Trypanosoma vivax
mostrando formas tripomastigotas do parasita.
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Apéndice A. Dados suplementares

Dados suplementares deste artigo podem ser encontrados on-line em https://
doi.org/10.1016/j.micpath.2022.105495 .
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LEL, Wagner, R., da Silva, PM, Baldissera, MD e Este estudo teve como objetivo determinar se a adi¢do de tributirina a dieta de cordeiros
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afeta a saude, o metabolismo energético, o ambiente ruminal e a qualidade da carne.

AS (2024) Tributirina na dieta de cordeiros e seus . . "
Foram utilizados doze cordeiros; o grupo controle recebeu dieta basal, enquanto o grupo
impactos no metabolismo energético e no estado

oxidativo do figado e intestino, tributirina recebeu dieta com o aditivo misturado ao concentrado (2 g/dia/animal). O

bem como o perfil de acidos graxos na carne. hemograma foi utilizado para contagem de leucécitos e linfécitos.
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controles. A atividade das enzimas adenilato quinase e piruvato quinase foi maior no
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MO_MWM.O/ maior nos animais do grupo tributirina do que nos controles. A ingestao de tributirina

causou niveis mais baixos de acidos graxos de cadeia curta sem alterar a proporgéo de

acidos graxos volateis. A capacidade de retencao de agua medida pelo método de
compresséao externa foi significativamente maior na carne do grupo tributirina. O tratamento

afetou alguns acidos graxos em

DOI: 10.4236/fns.2024.1511069 12 de novembro de 2024 1065 Ciéncias da Alimentagéo e Nutrigéo


https://doi.org/10.4236/fns.2024.1511069
https://www.scirp.org/journal/fns
https://doi.org/10.4236/fns.2024.1511069
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

Machine Translated by Google

AIS dos Santos et al.

Na carne, esses acidos foram separados por cromatografia, onde uma quantidade menor de
acidos graxos saturados e uma quantidade maior de acidos graxos monoinsaturados foi
encontrada no grupo que consumiu tributirina. Esses achados sugerem que a tributirina na dieta
de cordeiro altera os biomarcadores sanguineos e ambientais do rimen e melhora o perfil de

acidos graxos da carne.

Palavras-chave

Aditivo, Produgao Animal, Tributirina, Acidos Graxos,
Saude Animal

1. Introducgao

Em suaforma pura, o butirato tem um odor desagradavel, com comportamento volatil e instavel no
ambiente [1]. Para evitar esses problemas, as moléculas de acido butirico s&o esterificadas em mono,
di e tributiratos. Comparada ao éacido butirico, a tributirina (TB) é mais estavel e tem menos odor,
permitindo assim uma liberagé@o mais lenta para atingir o intestino inferior e eliminando a possibilidade
de rejeicdo do consumo animal. A TB abrange uma interagéo complexa entre dieta, microbiota
intestinal, metabolismo energético e imunidade [2]-[4]. Nos ultimos anos, tem atraido muita atengéo e
é amplamente utilizado como aditivo alimentar em dietas para melhorar a saide e o desempenho de
animais de fazenda, pois pode ser metabolizado em trés moléculas livres de acido butirico no trato
gastrointestinal. Em ovelhas adultas, a adicdo de TB melhorou o ambiente ruminal e os metabdlitos,
resultando em maior atividade de bactérias fibroliticas e utilizacdo de nutrientes dietéticos [5] . O
butirato recruta moléculas de imunidade inata [6] [7]. Em bezerros leiteiros pré-desmamados, a
adicdo de substituto do leite promoveu o desenvolvimento intestinal aumentando a barreira intestinal

e atenuando aresposta inflamatéria [8] [9].

Na pratica, a TB é utilizada na produgéo de suinos [10], aves [9] [11] e
organismos aquaticos [12]-[14], pois € um potente promotor de crescimento com fungdes antibiéticas
eficazes. No entanto, os efeitos da tuberculose na dieta de ovinos s&o relativamente desconhecidos.
Em cordeiros recém-desmamados, uma dieta basal com aditivos de mono-, di- e tri-glicerdis permitiu
aos pesquisadores atribuir um papel positivo ao TB na degradagéo da fibra ruminal, que combinada
com outros ésteres de glicerol, aumentou o ganho de peso médio didrio, mesmo sem efeito no
microbioma ruminal. Por outro lado [15], avaliaram varias doses de TB protegido ou desprotegido na
dieta de ovinos e ndo observaram contribuigdo para o crescimento, peso final, ganho médio diario
(GMD), relagdo ganho:consumo, rendimento de carcaga quente ou rendimento de carcaga. Nossa
hipétese é que o TB alterara aflora e o perfil dos AVGs no ambiente ruminal e atingira o intestino,
onde os enterécitos o utilizardo, favorecendo a saude intestinal e animal. Portanto, este estudo teve
como objetivo determinar se a adigdo de TB a dieta de cordeiros impacta a saide animal, o

metabolismo energético, o ambiente ruminal e a qualidade da carne.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Tributirina

O aditivo TB utilizado neste estudo foi um produto comercial a base de moléculas de glicerideo de

acido butirico (Villonat®, Feedis, Salto, Sao Paulo, Brasil).

2.2. Animais, Dados e Coleta de Amostras

O experimento foi conduzido na Fazenda Experimental do Centro de Ensino Superior do Oeste da
Universidade Estadual de Santa Catarina, em Guatambu (Sul do Brasil). FECEO-UDESC na latitude
27y8'5" Sul e longitude 52y47'15".
W entre margo e junho de 2023.

Doze cordeiros Lacaune machos castrados (2,5 + 0,5 meses de idade e 21 £ 2 kg) foram alojados
em baias de madeira de 3 m2 com bebedouros e comedouros individuais por 79 dias.
A distribuigdo das baias nos respectivos tratamentos na instalagéo foi sequencial para evitar
interferéncias ambientais. Todos os animais foram tratados preventivamente como anti-helmintico

Ripercol a base de cloridrato de levamisol a 5% (Riper-col®).

A dieta basal foi formulada com base nas necessidades nutricionais de cordeiros em crescimento,
de acordo com o NRC 2007. A ragéo foi fornecida duas vezes ao dia (8h30 e 15h30) na proporgéo de
concentrado:volumoso de 75:25. A quantidade de ragéo fornecida aos animais foi ajustada sempre
que estes eram pesados, com aragdo mista total (RMT) correspondendo a 4% do peso vivo (Tabela
1).

A partir do registro da oferta e recusa daragéo diéria, foram calculados o consumo de matéria
seca (CMS), a converséo alimentar (peso do animal em diversos estudos: ganho/CMS) e a eficiéncia
alimentar por baia; para essas variaveis zootécnicas, a baia foi utilizada como unidade experimental.
O aditivo foi ajustado de acordo, garantindo que os animais ingerissem sempre 2 g/dia/animal, definido
pela fonte de tributirina ou acido butirico e pela média. Primeiramente, o concentrado foi fornecido
ap6s 0 consumo, e a porgao volumosa (silagem de milho) foi fornecida para garantir o consumo

maximo do aditivo.

Para avaliar o desempenho, além da pesagem, o ganho de peso e o ganho médio diario foram
calculados cinco vezes em uma balanga digital (dias 1, 15, 35, 45 e 70). As sobras foram pesadas
antes da entrega do primeiro lote do dia.

Com base nesses dados, foram calculadas a convers&o alimentar e a eficiéncia alimentar.

2.3. Hematologia e Bioquimica Sérica

O sangue foi coletado nos dias 1, 15, 35, 45 e 70 dias do periodo experimental por pungdo da veia
jugular dos animais em jejum, utilizando dois tipos de tubo vacuolado: sem anticoagulante e com
EDTA como anticoagulante; as amostras foram transportadas refrigeradas para bioquimica sérica e

hemograma completo, respectivamente.

O sangue coletado sem anticoagulante foi centrifugado a 7.000 rpm por 10 minutos para separar o
soro e armazenado a—-20yC até arealizac&o dos ensaios bioquimicos.

Atividade séricada aspartato aminotransferase (AST), gama-glutamil transferase
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Tabela 1. Ingredientes e composigdo quimica do concentrado da dieta experimental.

Ingredientes (g/kg) Composigao
Fuba 506,00
Farelo de soja 248,00
Farelo de trigo 180,00
Nucleo mineral 1 47,00
Calcario calcitico 20,00
Composigédo quimica2 Controlar Tributirina
Unid Silagem de milho Concentrado Concentrado
Mestre 34,00 89,64 89,87
wnereos 4,60 12.01 12,37
PC 8,78 22h00 22,88
FDN 25,60 14,77 14.01
ADF 13,70 6,66 6.22
EE 2.10 3.26 3.24

1 Composigao do nucleo: Célcio (min./max.) 175/245 g; Fosforo (min.) 40 g; Enxofre (min.) 25 g; Magnésio (min.) 12 g; Sédio

(méx.) 100 g. Matéria Mineral (max.) 980 g; Cobalto (min.) 40 mg; Ferro Os animais foram alocados em dois grupos experimentais: 8 receberam ragao

concentrada contendo 2 g/dia/animal do aditivo TB, enquanto outros 8 receberam ragéo concentrada sem o aditivo. A dose de TB adicionada ao concentrado

durante sua producao foi baseada no concentrado/dia consumido. Amostras de silagem e concentrado de milho foram coletadas para determinar a composigao

quimica da matéria seca (MS), proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE) e cinzas de acordo com AOAC (2000) (Tabela 1). (min.) 1.800 mg; lodo (min.) 80 mg;
Manganés (min.) 1.400 mg; Selénio (min.) 12 mg; Zinco (min.) 4.000 mg; Vit. A (min.) 300.000 UI; Vit. D3 (min.) 60.000 Ul; Vit. E (min.) 600 Ul; DM (matéria

seca), MM (matéria mineral), CP (proteina bruta), NDF (acido nitrico neutro).

2

Fldor (max.) 600 mg; Monensina sdédica (600 mg); fibra em

detergente), ADF (fibra em detergente acido), EE (extrato etéreo). Nota: Concentrado basal, utilizado em todos os grupos. A composig&o quimica do

concentrado de ambos os grupos foi a mesma; a TB ndo alterou a composigéo quimica do concentrado consumido pelos cordeiros.

(GGT), e os niveis de proteina total, albumina, glicose, triglicerideos, colesterol, calcio e
fosforo foram medidos em um analisador modelo Zybio EXC-200, utilizando kits comerciais
(Analisa®, Belo Horizonte, Brasil), de acordo com as recomendagdes do fabricante. Os
niveis de globulina foram calculados como proteina total — albumina.

As anaélises hematoldgicas foram realizadas com sangue total armazenado em tubos
contendo EDTA em até duas horas apds a coleta. Um analisador hematoldgico automatico
mediu a contagem de eritrocitos, a contagem total de leucécitos, o diferencial de leucécitos,
a porcentagem de hematdcrito e a concentragdo de hemoglobina (equip VET 3000® de 3

partes).

2.4. Parametros do Riumen

O fluido ruminal (50 ml) foi coletado nos dias 1, 35 e 70 (duas horas ap6s a alimentagao
matinal) através de uma canula ororuminal de silicone conectada a uma bomba de vacuo.
Metade do fluido (25 ml) foi filtrada para avaliagbes de pH usando um potenciémetro digital

portatil (TESTO 205®) e medindo a atividade funcional do
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microbiota ruminal utilizando o teste de redugdo com azul de metileno — MBRT (solugéo a
0,05%), conforme descrito por [16]. O tempo de redugéo do azul de metileno foi medido
adequadamente. Dessa porgéo filtrada, 2 mL foram utilizados para determinar os acidos graxos
de cadeia curta (AGCC) e a proporgdo de acidos acético, propidnico, butirico, valérico e
isovalérico, utilizando um cromatografo a gas com detector de ionizagdo de chama (GC-FID;
Varian Star 3600, Palo Alto, EUA) e amostrador automatico (Varian 8200CX, Palo Alto, EUA),
de acordo com os detalhes ajustados no Material Suplementar 1.
Os resultados foram expressos em mmolyLy1 de cada AGCC no fluido ruminal.

Uma aliquota naofiltrada foi utilizada no processo de contagem de protozoarios usando uma
camara Sedgewick Rafte, onde em uma gota de diluicdo (10y1 ), as microestruturas

protozoarias sao contadas com uma objetiva de 40x conforme a literatura [4].

2.5. Analise Post-Mortem

2.5.1. Abate e Coleta de Amostras

Apds a fase de confinamento (79 dias), os doze cordeiros foram submetidos a jejum de 12 horas e
transportados para o matadouro, seguindo as normas locais. Apds sangria, esfola e evisceragao
dos animais, o figado, o jejuno e o musculo longissimus thoracis (LT) foram coletados para as

anadlises descritas a seguir.

2.5.2. Metabolismo energético e estado oxidativo no figado e intestino

O intestino foi lavado em tampao SET (0,32 M de sacarose, 1 mM de EGTA, 10 mM de
Tris-HCI, pH 7,4) e homogeneizados no mesmo tampao (1:10 p/v) usando um homogeneizador
de tecidos Potter. O homogeneizado foi centrifugado a 800 x a 4yC. Uma g POr dezminutos
aliquota do sobrenadante foi usada para avaliar a atividade da adenina quinase (AK); o pellet
foi descartado e o sobrenadante foi centrifugado novamente a 10.000 x por 15 minutos a 4yC.
O sobrenagdante do citosol foi coletado para determinar

atividade da piruvato quinase citosdlica (PK) e da creatina quinase (CK). O pellet contendo
mitocondrias foi lavado duas vezes com o mesmo tamp&o e ressuspenso em tampao Trizma

100 mM e MgS0O4 15 mM (pH 7,5) para medir a atividade da CK mitocondrial.

A atividade intestinal da CK foi conduzida com base no método colorimétrico de Hughes (1962),
que estima os niveis de creatina em um comprimento de onda de 540 nm, conforme relatado em
detalhes por pesquisadores [17]. Os resultados foram expressos como nmol de creatina formada/
min/mg de proteina. A atividade da AK no intestino e no figado foi medida com um ensaio
enzimatico acoplado a hexoquinase (HK) e a glicose-6-fosfato desidrogenase [17][18]. A
atividade foi expressa em pmol de ATP formado/min/mg de proteina. A atividade da PK no
intestino e no figado foi publicada em detalhes por pesquisadores [17]. A atividade foi expressa
em pmol de piruvato formado/min/mg de proteina.

A deteccao da peroxidagao lipidica sérica foi realizada indiretamente e expressa como
substancia reativa ao acido tiobarbiturico sérico (TBARS), de acordo com [18]. A atividade da
glutationa S-transferase (GST) sérica foi medida usando a técnica descrita [19]. Os resultados
foram expressos como pmol CDNB/min/mg de proteina.

A atividade da superéxido dismutase (SOD) foi determinada de acordo com
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principio da autooxidagao do pirogalol, que inibe a presengcade SOD. A variagdo da densidade 6ptica
foi determinada cineticamente durante dois minutos a 420 nm, em intervalos de 10 s, de acordo com
a metodologia descrita pelos pesquisadores [20].

A atividade da SOD foi expressa como U SOD/mg de proteina.

2.5.3. Caracteristicas da carcaga e qualidade da carne

Medigao do pH com um medidor de pH portatil equipado com um eletrodo penetrante (Testo® modelo
205) em lombos de carcacga (LT) imediatamente apds a evisceragdo, em seguida, pesando
individualmente os componentes da carcaga em uma balanga digital. Estes foram resfriados a 4yC
por 24 h para obter o peso da carcaga fria (CCW); na carcaga fria, o pH também foi medido. Os
rendimentos de carcaga quente e fria foram calculados expressando o peso da carcaga quente (PCQ)
e o PCQ como uma porcentagem do peso do corpo vazio (PCV), sendo (PCVZ = PCA de abate -
[PCQ OU PCQ * 100]). Posteriormente, as carcagas foram costeladas na décima segunda e décima
terceira para obter o musculo LT e armazenadas a-18yC até a analise da composi¢cao quimica e do

perfil de acidos graxos da carne.

2.5.4. Cor e Capacidade de Retencgido de Agua
O musculo LT foi utilizado para avaliar as caracteristicas de qualidade da carne imediatamente ap6s
a chegada ao laboratério. A andlise de cor foi realizada utilizando um espectrofotdmetro portatil
modelo CM-25d (Konika Minolta®) posicionado na superficie do musculo pararegistrar o brilho (L*),
a vermelhiddo (a*) e o amarelo (b*). Todas as medigdes de qualidade da carne foram feitas em
triplicata para cada cordeiro.

Para a capacidade de retencdo de dgua (CRA), um pedago circular de carne (0,05 kg) do musculo
LT foi pesado em uma balanca de precisédo e submetido a um método de absorgéo répida de
compresséao externa, onde a carne foi prensada entre dois filtros de papel e carregada com um bloco
de 2 kg por cinco minutos, conforme detalhado pelos pesquisadores [21]. O valor da CRA foi expresso
em porcentagem: CRA (%) = (Peso final —

peso inicial) x 100.

2.5.5. Composigdo Quimica e Perfil de Acidos Graxos

As amostras de musculo LT foram descongeladas para detalhar a composigdo quimica da carne
obtida usando um espectrémetro de reflectancia no infravermelho préximo, modelo Spectra Star série
2600 XT de analisadores de infravermelho préximo (Unity Scientific®).

O perfil de acidos graxos, a extragdo de gordura intramuscular, a metilagdo e a analise do perfil
de acidos graxos em amostras de LT foram realizados de acordo com a literatura [22] da seguinte
forma: em um tubo de polipropileno de 15 mL foram adicionados 1,5 g de musculo moido, 0,5 mL de
aguadestilada, 5 mL de metanol e 2,5 mL de cloroférmio para sofrer agitagdo mecéanica por 1 hora

e 30 minutos, formando assim uma solugdo homogénea.

Em seguida, 2,5 mL de cloroférmio e 2,5 mL de solucdo de sulfato de s6dio (Na2S04) a 1,5% foram
adicionados para promover uma solugao bifasica, submetida a agitagdo mecanica por 30 minutos e,
em seguida, centrifugada por 10 minutos a 2000 rpm. Os lipidios da fase inferior da solug&o foram
submetidos a quantificagdo de gordura pelo método gravimétrico e a anélise de acidos graxos. Para
agordura, 2,5 mL da solugéo obtida foram colocados em um cadinho e submetidos a estufa por 45

minutos a 105 °C; o cadinho foi entéo
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pesado para quantificar a gordura apds a evaporagao do cloroférmio.

A metilagdo dos acidos graxos (AG) foi realizada a partir de uma solugéo previamente obtida
por método quantitativo [21]. Em um tubo de vidro com tampa, foram adicionados 0,8 mL de
solugdo em 1 mL de KOH 0,4 M em metanol, mantidos em banho-maria a 100 °C por 10 minutos
e resfriados a temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionados 3 mL de HySOy 1 M em
metanol, mantidos em banho-maria a 100 °C por dez minutos. Apés o resfriamento, foram
adicionados 2 mL de hexano, agitados em vértice por dois minutos e centrifugados a 2000 rpm por 10 minutos.
Por fim, 1 puL de hexano com ésteres metilicos de acidos graxos (FAME) foi submetido a anélise
cromatografica.

Um cromatoégrafo gasoso modelo TRACE 1310 foi utilizado para caracterizar o FAME, equipado com
um detector de ionizagdo de chama (Thermo Scientific) com hidrogénio como gas de arraste a um fluxo
constante de 1,5 mL/min. Um microlitro de amostra foi injetado em um injetor split-splitless, operado em

modo split com uma proporgdo de 1:10 a 250 °C.

A separacao por FAME utilizou uma coluna cromatografica RT 2560 (espessura de filme de
100 m x 0,25 mm x 0,20 ym, Restek, EUA). A temperatura inicial do forno foi programada em
100 °C por 5 min e aumentada para 180 °C a uma taxa de 8 °C/min. Em seguida, aumentou para
210 °C a uma taxa de 4 °C/min e, finalmente, para 240 °C, aumentando em 20 °C/min e mantendo-
se por 20 min em condigdes isotérmicas. A temperatura do detector foi mantida constante em 250
°C.

Os valores de acidos graxos foram expressos como uma porcentagem (%), determinada pela
comparagdo da quantidade total de acidos graxos com o padrdo auténtico (MIX-37, Sigma Aldrich,
St. Lois, MO). As porcentagens de acidos graxos saturados (SFA), acidos graxos monoinsaturados

(MIFA) e 4cidos graxos poli-insaturados (PUFA) foram calculadas.

2.6. Anadlise Estatistica

O delineamento foi inteiramente casualizado, onde cada baia foi considerada uma unidade
experimental. Os dados foram testados quanto a normalidade e homogeneidade de variancia
usando os testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Os resultados do hemograma
completo, da quantificagé@o de protozoarios no fluido ruminal e do estado oxidativo dos tecidos
necessitaram de transformagéo para atingir a normalidade e a homogeneidade, e foram

foram entdo retransformados para as unidades originais para descrigdo. Todos os dados foram
analisados usando o procedimento SAS "MIXED" (SAS Inst. Inc., Cary, NC, EUA, vers&do 9.4),
com a aproximagao de Satterthwaite para determinar os graus de liberdade do denominador para
o teste de efeitos fixos. Os dados de desempenho de crescimento (exceto para PC) foram
testados para efeitos de tratamento fixos usando o animal (tratamento) como efeito aleatério.
Pesos corporais, hemogramas completos e dados bioquimicos séricos foram analisados como
réplicas repetidas. Todos os dados obtidos no dia 1 para cada variavel foram incluidos como
covariaveis em cada andlise. A estrutura de covariancia autorregressiva de primeira ordem foi
selecionada de acordo com o critério de menor informagéo de Akaike. As médias foram separadas
usando o método PDIFF, que selecionou um teste t, e todos os resultados foram expressos como

médias com erros-padrdo. Entre os tratamentos, as diferengas foram deduzidas.

multado quando P § 0,05 e tendéncias quando P > 0,05 e y0,10.
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3. Resultados
3.1. Desempenho

N&o houve efeito do tratamento e da interagéo tratamento x dia sobre o peso corporal dos
cordeiros (Tabela 2). A ingestdo de TB ndo aumentou o ganho de peso, alterou o IMS ou

melhorou a conversao alimentar e a eficiéncia (Tabela 2).

Tabela 2. Desempenho zootécnico de cordeiros alimentados com tributirina.

Tratamentos
Unid SEM P -valor
Controlar Tributirina
Ganho de peso (kg)
Periodo de adaptagéo (10 dias) 202 19.8 0,36 0.86
D1 23,9 23,8 0,33 0,94
D15 28,6 27,7 0,35 0,92
D35 33,9 33.2 0,35 0,95
D53 37,4 37,9 0,46 0,97
D70 441 44,2 0,41 0,97
Dias 1 a 70 (periodo de teste) 20.2 20.4 0,23 0,96
Ganho médio diario (GMD), kg/dia
0,288 0,291 0,05 0,94
Ingestéo
de matéria seca (CMS). kg/dia 1,37 1,38 0,11 0.96
Conversdo alimentar (DMI/ADG). kg/kg 475 477 0.18 0,94
Eficiéncia alimentar (GMD/CMS). kg/ 0,210 0,210 0,01 0,98

kg

3.2. Hematologia e Bioquimica Sérica

A Tabela 3 apresenta os resultados das variaveis hematoldgicas e bioquimicas. O tratamento
teve efeito significativo na contagem de leucécitos (P = 0,045). Houve efeito significativo do
tratamento (P = 0,022) e tendéncia a interagéo tratamento x dia (P = 0,080) na contagem de
linfécitos, sendo significativamente maior nos animais com tuberculose em comparagao ao
controle. Nao foi observado efeito significativo do tratamento e da interagéo tratamento x dia
para a contagem de mondcitos, granulécitos, eritrocitos e plaquetas, nem para a concentragao
de hemoglobina e a porcentagem de hematécrito.

Houve uma tendéncia a um efeito do tratamento na concentragéo sérica de glicose, que foi
significativamente maior no sangue dos animais que consumiram TB. N&o foi observado efeito
significativo na interagao tratamento x dia para AST, GGT, proteina total, colesterol, albumina,

globulina, célcio ou fésforo.

3.3. Indicadores Ruminais

Os resultados dos biomarcadores no ambiente ruminal sdo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 3. Bioquimica sérica e hemograma de cordeiros alimentados com tributirina misturada com concentrado.

Tratamentos
Variavell
SEM P -valor

Bioquimica Controlar Tributirina Tratar. Tratar. x dia
AST (U/L) 95,59 94,02 2.659 0,930 0,912
GGT (U/L) 64,97 65,13 2.347 0,898 0,941
Proteina total (g/dL) 6,48 6,55 0,088 0,923 0,881
Colesterol (mg/dL) 79,24 78,72 1.505 0,906 0,784
Glicose (mg/dL) 93,97 99,4 1.065 0,091 0,141
Albumina (g/dL) 3,36 3,35 0,056 0,953 0,932
Globulina (g/dL) 3.1 3.20 0,104 0,947 0,956
Célcio (mg/dL) 11h31 11,42 0,228 0,970 0,970
Fésforo (mg/dL) 10,60 10,58 0,303 0,962 0,947

Hemograma (p/L)

Leucécitos 7.470b 10h33 0,951 0,045* 0,105
Linfocitos 5.380b 7.727a 0,316 0,022* 0,080*
Monécitos 0,621 0,901 0,242 0,180 0,207
Granulécitos 1.469 1.706 0,155 0,274 0,398
Eritrocitos 10.10 10.42 0,166 0,965 0,981
Hemoglobina (g/dL) 12h44 12,61 0,240 0,950 0,963
Hematdcrito (%) 27,83 27,54 0,240 0,951 0,968
Plaquetas 282,8 239,9 20,80 0,694 0,725

1AST (aspartato aminotransferase), GGT (gama-glutamil-transferase). *Dentro das linhas, diferem (P ¥ 0,05) ou tendem a diferir (P y 0,10).

Tabela 4. Parametros ruminais de cordeiros alimentados com ftributirina misturada com concentrado.

Tratamentos
Variaveis1
Controlar Tributirina EPM P -valor
Tratamento Tratar x Dia
pH do fluido ruminal 6.243 6.403 0,03 0,920 0,950
MBRT1 92,05b 118.5a 6.21 0,031 0,128
Protozoarios (n°/L) 0,253 0,050"
D1 131,7 133,5 9,66
D35 100,2 136,4 9,57
D70 110.7b 131.4a 4.26
AGCC (mnol/L) 0,02* 0,01*
D1 83,4 83,8 0,36
D35 74.1a 62,8b 0,34
D70 90,5a 85.1b 0,33
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Acido acético (%) 59,2 59,4 0,81 0,95 0,97
Acido propidnico (%) 28,4 21,7 0,34 0,96 0,92
Acidobutirico (%) 8,49 8,69 0,12 0,93 0,95
Acido isovalérico (%) 1,59 1,69 0,03 0,82 0,76
Acido valérico (%) 2.23 2,42 0,06 0,88 0,71
Acético/Propiénico 2.24 2.23 0,05 0,97 0,95

1 MBRT (teste de redugéo do azul de metileno). *Dentro das linhas, diferem (P ¥ 0,05) ou tendem adiferir (P § 0,10).

Nao houve efeito significativo do tratamento para o pH; no entanto, houve efeito significativo do
tratamento para MBRT, com maior tempo para o consumo de azul de metileno pelas bactérias,
indicando indiretamente menor atividade microbiana no ambiente ruminal quando os cordeiros
consumiram TB, mas sem interacao tratamento x dia para MBRT. Houve interagdo tratamento x
dia significativa no dia 70 (P = 0,50) para a contagem de protozoarios no fluido ruminal, sendo o

numero significativamente maior em cordeiros que consumiram TB.

Houve efeito significativo do tratamento e da interagéo tratamento x dia para as concentragdes
de acidos graxos curtos, sendo significativamente menor nos cordeiros que consumiram TB nos
dias 35 e 70 (Tabela 4). Nao encontramos efeito significativo do tratamento na proporgao de acidos
graxos volateis, denominados acidos acético, propionico, butirico, valérico ou isovalérico (Tabela

4; P > 0,05).

3.4. Metabolismo Energético e Estado Oxidativo

A Tabela 5 apresenta a atividade das enzimas do metabolismo energético e o estado oxidativo no
figado e no intestino. O tratamento afetou significativamente a atividade da AK no figado (P = 0,05)
e na atividade farmacocinética do intestino (P = 0,01). AK e PK reduziram significativamente suas
atividades nos figados e intestinos de cordeiros que consumiram TB em comparag&o ao grupo
controle. No intestino, houve um efeito significativo do tratamento na atividade da CK citosdlica (P
=0,02), significativamente maior no jejuno de cordeiros no grupo TB; a atividade da CK mitocondrial

tendeu a ser menor no jejuno de animais no grupo TB (P = 0,08).

Nao houve efeito sobre a carbonila proteica no figado; porém, houve no intestino. Ou seja, a
concentragdo desse biomarcador de oxidagao proteica foi menor no jejuno dos cordeiros que
consumiram TB (Tabela 5). O tratamento afetou a atividade da GST no figado (P = 0,01), com
maior atividade nos cordeiros do grupo TB; porém, n&o houve alteragédo dessa enzima no jejuno
dos animais.

Nao houve efeito do tratamento sobre a atividade da SOD no figado; no entanto, no intestino/

jejuno, a atividade desta enzima foi maior (P = 0,01) em cordeiros que consumiram TB do que nos

animais controle. Nao houve efeito do tratamento sobre os niveis de TBARS.

no figado ou intestino.
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Tabela 5. Metabolismo energético e estado oxidativo do figado e intestino de cordeiros alimentados com tributirina misturada ao concentrado.

Tratamentos
Variavel1
Controlar Tributirina SEM Valordep

Figado
AK 9,98a 7,95b 0,29 0,05*
PK 0,56a 0,47b 0,01 0,01*
TBARS 1,85 1,82 0,24 0,92
Proteina caronil 3,68 3,47 0,63 0,73
GST(U/L) 152b 274a 5,89 0,01*
SOD (U/mg) 12,8 14.6 0,95 0,56

Jejuno

AK 9.29a 6.35b 0,42 0,01*
PK 0,86a 0,59b 0,06 0,05*
(CK-C)2 (nmolimg) 1,85b 2,50a 0,07 0,02*
(CK-M)2 (nmolVmg) 3.92a 3.38b 0,07 0,08*
TBARS 2,64 2,25 0,13 0,43
Proteina carbonil 4.58a 3.21b 0.15 0,02
GST(U/L) 46,3 51,2 2,84 0,55
SOD1 (Uimg) 8.56b 11.7a 0,89 0,01*

1

creatina quinase citosodlica (CK-C), creatina quinase mitocondrial (CK-M), substancias reativas tiobarbitiricas (TBARS), glutationa S-transferase (GST), superoxido

dismutase (SOD), adenilato quinase (AK), piruvato quinase (PK). 2 nmol de creatina formada por minuto por mg de proteina (CK-C e CK-M), nmol de piruvato formado

por minuto por mg de proteina (PK). *Dentro das linhas, diferem (P y 0,05) ou tendem a diferir (P y 0,10).

3.5. Carcaca e Carne

Os resultados da carcaga sao apresentados na Tabela 6. Nao houve diferengas
significativas entre os tratamentos no rendimento da carcaga ou no pH das carcagas
quentes e frias. Nao houve diferengas significativas entre os grupos quanto as
caracteristicas de cor (brilho, cor vermelha e cor amarela) ou a composi¢cao quimica
(proteina, gordura e matéria organica) da carne (Tabela 7). No entanto, o CRA foi
significativamente maiorna carne de animais alimentados com TB (Tabela 7;P = 0,050).
Os resultados do perfil de acidos graxos na carne sdo apresentados na Tabela 8. Houve
efeito significativo do tratamento para a soma de SFA (P = 0,046) e acidos graxos
monoinsaturados (MUFA) (P = 0,050), com menor SFA e maior MUFA nos animais do
grupo TB. Na carne dos animais do grupo TB, houve maior proporgéo de acido oleico (P =
0,041) e acido eicosapentaenoico 6mega-3 (P = 0,042), além de tendéncia a maior
porcentagem de acido linoleico (P = 0,074). Os animais que consumiram TB apresentaram
menor proporgéao de acido palmitico (P = 0,001) e tendéncia a menor porcentagem de
acido palmitoleico (P = 0,091). As demais variaveis determinadas na cromatografia néo

diferiram entre os grupos e sdo apresentadas na Tabela 8.
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Tabela 6. Pardmetros de carcaga de cordeiros alimentados com tributirina misturada com concentrado.

Tratamento
Variaveis1
Controlar Tributirina EPM P -valor*
RSS (%. kg) 47,4 47,5 0,051 0,917
CCW (%. kg) 43,5 44,3 0,034 0,183
pH HCW 6,88 6,86 0,090 0,951
pH CCW 6.21 6,47 0,314 0,804

1Peso da carcagaquente (PCQ), Peso da carcagafria (PCF). Peso da carcagaquente (PCQ), Peso da carcagafria (PCF). *Dentro das linhas, diferem (P § 0,05) ou

tendem adiferir (P y 0,10).

Tabela 7. Qualidade da carne de cordeiros alimentados com tributirina misturada com concentrado.

Tratamento
Variaveis1
Controlar Tributirina EPM P -valor
WRC (%) 84,8b 87.7a 1.562 0,050
Cor

Luminosidade (L) 35,9 34,3 0,548 0,625

Vemelhidgo (a) 10.8 9h35 0,420 0,502

Amareledmento (b) 9,72 8,42 0,340 0,752

Composicéo quimica (%)

Umidade 71,9 72,4 0,952 0,909

Proteina total 222 21,6 0,812 0,892

Gordura total 2,61 2,62 0,625 0,974

1WRC (capacidade de retencdo de agua). ab Dentro das linhas, os subscritos incomuns diferem (P y 0,05) ou tendem a diferir.
Tabela 8. Perfilde acidos graxos da carne de cordeiro alimentada com tributirina misturada ao concentrado.
Variaveis Tratamento
FA (%) Controlar Tributirina SEM Valor de p
C10:0 (Caprico) 0,068 0,065 0,003 0,951
C12:0 (Laurico) 0,080 0,083 0,003 0,957
C14:0 (Miristico) 1.937 1.766 0,067 0,428
C14:1 (Miristoleico) 0,088 0,093 0,018 0,921
C15:0 (Pentadecandico) 0,305 0,317 0,033 0,938
C16:0 (Palmitico) 26.115a 23.902b 0,306 0,001*
C16:1 (Palmitoleico) 1.948a 1.605b 0,061 0,091*
C17:0 (Heptadecandico) 1.175 1.076 0,045 0,820
C18:0 (Estedrico) 15.325 15.718 0,146 0,967
C18:1n9t (Elaidico) 1.381 1.393 0,091 0,983
C18:1n9c (Oleico) 43.18b 45.02a 0,350 0,041*
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C18:2n6¢ (Linoléico) 4.774b 5.201a 0,177 0,074
C20:0 (Araquidico) 0,132 0,115 0,003 0,873
C18:3n6 (?-Linolénico) 0,074 0,069 0,003 0,882
C20:1n9 (cis-11-eicosenoico) 0,100 0,113 0,002 0,904
C18:3n3 (a-linolénico) 0,176 0,198 0,008 0,913
C21:0 (Henicsandico) 0,300 0,279 0,012 0,856
C20:2 (cis-11.14-eicosadienoico) 0,043 0,048 0,002 0,899
C22:0 (Behénico) 0,026 0,031 0,002 0,621
C20:3n6 (cis-8.11.14-eicosatrienoico) 0,155 0,166 0,009 0,795
©20:4n6 (Araquidonico) 2.459 2.566 0,122 0,823
C24:0 (Lignocérico) 0,027 0,030 0,002 0,941
€20:5n3 (cis-5.8.11.14.17-eicosapentaendico) 0,059 0,072a 0,004 0,042*
C24:1n9 (Nervénico) 0,024 0,024 0,002 0,981
C22:6n3 (cis-4.7.10.13.16.1 Docosahexandico) 0,042 0,042 0,003 0,978
Soma (%)1
SFA 45.49a 43.38b 0,333 0,046
MUFA 46,72b 48.25a 0,335 0,050*
PUFA 7.782 8.363 0,332 0,510
incomuns 1 Acido graxo saturado (SFA), acido graxo monoinsaturado (MUFA), &cido graxo poli-insaturado (PUFA)diferem (P y ab Dentro das linhas, os subscritos

0,05) ou tendem a diferir.

4, Discussao

A adicédo de TB a dieta de cordeiro teve efeitos mais marcantes nas células do sistema
imunoldgico, no estado oxidativo e no perfil de acidos graxos da carne. Portanto, precisamos
entender os mecanismos de resposta que foram acentuados nessas variaveis.

Acredita-se que os AGCCs tenham uma relagao estreita entre dieta, metabolismo energético,
microbiota ruminal e intestinal e imunidade do hospedeiro. Os AGCCs sao usados como
energia e sinalizagio para o desenvolvimento do ramen e fung¢des imunomoduladoras [3] [23].
No entanto, seu uso na alimentagéo animal para ruminantes é geralmente na forma
protegida, o que aumenta os custos do aditivo, principalmente devido ao odor pungente que
limita o consumo na forma livre para ruminantes. No presente estudo, quando o acido
butirico foi usado como TB, isso n&o limitou 0 consumo de concentrado pelos cordeiros. Em
outro estudo, ovelhas adultas tiveram consumo de alimento reduzido quando o aditivo TB
estava presente [5]. O efeito tréfico do TB exdgeno no sistema gastrointestinal € dependente
da idade em ruminantes porque o butirato estimula o IGF-1 e o IGF-2 em animais jovens
para o desenvolvimento do rimen, resultando em uma maior superficie absortiva no rimen
e melhor desempenho de crescimento [8] [24]; este efeito ndo é necessario para animais
adultos. Os cordeiros no presente estudo tinham trés meses de idade quando iniciamos o

estudo, embora ja estivessem adaptados a palatabilidade.
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do concentrado. Segundo pesquisadores, as diversas moléculas butiricas sdo mais efetivas
nessa fase inicial davida dos ruminantes, tendo efeitos na absorgéo de nutrientes e promovendo
o desenvolvimento animal nos primeiros meses de vida [25]; entretanto, esse efeito ndo persiste
ou ndo é mais diferente dos animais controle ao longo do tempo [23] [26][27]. O desempenho
do crescimento foi analisado neste estudo como uma variavel complementar, uma vez que
nosso tamanho amostral foi planejado para estudar mecanismos e vias de agdo do BT em
cordeiros sem diferengas entre os grupos, embora oferecendo butirina sodica na dieta de
bezerros na fase pré-desmame [8] e encontrando aumento no desempenho do crescimento
enquanto encontraram modulagdes positivas na diversidade da microbiota intestinal [28]. Por
outro lado, pesquisadores [1] utilizaram 0,03% de tributirina ou butirina sédica por kg de MS
consumida e encontraram menor peso final e GMD/CMS dos bezerros do que o controle. Os
mesmos autores relataram aumento na concentragéo de glicose plasmatica em ambas as fases
do estudo, sugerindo melhora no metabolismo energético, corroborando nossa tendéncia a

niveis mais elevados de glicemia.

Pesquisadores que alimentaram cordeiros com monolaurato de glicerol, um glicerideo de
cadeia média, combinado com TB (3 g/kg MS) registraram mudangas no microbioma ruminal,
destacando uma maior abundancia dos filos Bacteroidetes e Verrucomicrobia, sendo o primeiro
grupo de bactérias mais generalizado no processo. Este fenédmeno diferiu do segundo grupo,
que tinha um sistema enzimatico para quebrar polissacarideos/fibras mais complexos. Além
disso, esses pesquisadores descobriram que este aditivo poderia aumentar a digestibilidade
aparente da FDN [29] e observaram um aumento na abundancia relativa dos filos Firmicutes,
Bacteroidetes e Fibrobacteres em cordeiros que consumiram TB. No presente estudo, ndo
avaliamos a microbiota ou a digestibilidade, mas sim a atividade bacteriana ruminal, que foi
menor no fluido ruminal de cordeiros que consumiram TB. Nossa descoberta pode indicar os
efeitos antimicrobianos do glicerideo, uma propriedade biolégica bem conhecida. Essa menor
atividade bacteriana pode estar diretamente relacionada aos menores niveis de acidos graxos

volateis no rimen desses cordeiros. No entanto, essa € uma hipétese.

que precisa ser testado.

Em ovelhas adultas, pes€qMuiVsiat’dCor.es observaram atividade mais significativa de enzimas
fibroliticas (quilase e carboximetilcelulase), maior concentragcédo de acidos graxos volateis totais
e menor pH ruminal na presenga de TB [5]. Uma classe de moléculas que conecta a microbiota
e o sistema imunologico sédo os acidos graxos volateis, e eles desempenham um papel ativo
nas reagdes inatas do gado [6] [30]. O butirato requer a mobilizagdo de Ca2+ com uma
concentragdo especffica no plasma para produzir citocinas [6]. No entanto, no presente estudo,
nao houve alteragbes no Ca2+ sérico.
niveis; nos momentos avaliados, essa relagcdo nao foi observada. No entanto, houve alteragdes
nos biomarcadores da resposta imune.

Segundo a literatura, o estimulo que a TB causa no animal pode alterar a fungao imunoloégica
dos cordeiros, principalmente os acidos graxos butiricos livres que séo recebidos pelas proteinas
G/GPCR (FFA2 E FFA3) em todo o tecido gastrointestinal, atuando na expresséo de células

imunocompetentes, como os neutrdfilos, e na
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a mobilizagédo de Ca2+ em 6rgdos como o figado, intestino delgado (duodeno) e rumen [1]. Esses
efeitos diferenciais nas fungdes das células imunes em varios momentos podem ser explicados
por dois mecanismos independentes [5]: a) ativagdo dos receptores de acidos graxos livres, FFAR2

e FFARS3 [1] e b) inibicao da histona desacetilase (HDAC) [29].

Os AGCC sao agonistas principalmente de FFA2 e recebem acidos graxos livres em uma
ordem de acordo com o comprimento da cadeia (C4 > C3 > C2), visto que o comprimento da
cadeia carbdnica é fundamental na interagdo de acidos graxos e triglicerideos com células do
sistema imunoldgico [29]. Por outro lado, o mecanismo na modulagéo das respostas imunes ao
butirato esta relacionado a inibicdo de HDAC que ocorre em macréfagos e merece ser investigado
em estudos futuros para TB.

Em ambos os tecidos (figado e intestino), observamos efeitos no estado oxidativo., AK, PK,
associado a alteragdes na atividade das enzimas do metabolismo do ATP e da d
CK. O aumento da atividade da CK citosdlica no jejuno demonstra que o tratamento da tuberculose
estimula a producédo de ATP e melhora a homeostase energética, visto que é considerado um
controlador central da atividade da homeostase energética celular por meio da interconversado
reversivel de creatina em fosfocreatina [31]. E essencial relatar que a CK acumula um grande
reservatorio de fosfocreatina de difuséo rapida para tamponamento temporal e espacial dos niveis
de ATP. Portanto, a CK é particularmente critica em tecidos com demandas energéticas grandes

e flutuantes, como musculos, jejuno e cérebro [17].

A AK esta envolvida no metabolismo energético e na homeostase das proporgdes de
nucleotideos de adenina celular em diferentes compartimentos intracelulares por meio da
catalisagéo da transferéncia reversivel de um grupo y-fosfato do ATP para o AMP, liberando duas
moléculas de ADP [32]. No presente estudo, o uso de tributirina reduziu a atividade da AK,
indicando que o tratamento prejudica a homeostase energética do figado, uma condigéo que pode
ser corroborada pela atividade reduzida da PK no mesmo tecido. E essencial destacar que as
atividades da AK e da PK também foram reduzidas no jejuno, mas a atividade da CK citosolica
aumentou, o que pode ser considerado um mecanismo compensatorio que visa melhorar o
metabolismo energético oxidativo [18]. E necessario destacar uma relagéo compensatéria mitua
entre CK, AK e PK para salvaguardar a economia de energia celular, o que contribui para a
comunicagdo energética intracelular eficiente para manter o equilibrio entre o uso e a sintese de
ATP celular [18].

Portanto, o uso de TB melhora o metabolismo energético no jejuno aumentando a CK citosdlica,
enquanto a redugéo na atividade de AK e PK podem ser mecanismos compensatoérios para manter
a homeostase.

Analisando o estado oxidativo intestinal e hepatico, a ingestao de TB apresenta efeito
antioxidante. Outros estudos mencionaram a ativagao da atividade de enzimas antioxidantes
combinada com a redugdo das reagdes de oxidacao; no entanto, os mecanismos envolvidos nao
sao claros; contudo, acreditamos que esse fendmeno esteja relacionado a melhora da saude
animal em geral, principalmente devido ao efeito anti-inflamatério proporcionado pelos glicerideos
de acido butirico. Pesquisadores alimentaram bezerros com butirato de sodio via leite e descobriram
que a atividade sérica da glutationa peroxidase aumentou linearmente com o aumento dos niveis

de butirato de sdédio, enquanto a atividade sérica do dialdeido maleico
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A concentragdo diminuiu linearmente [8]. Os pesquisadores também avaliaram a atividade da CAT
e da SOD, mas sem efeito do tratamento em ambas [8], diferentemente do nosso estudo, onde a
atividade da SOD intestinal foi maior, associada a menor oxidag&o proteica neste 6rgdo. Além
disso, o presente estudo observou atividade mais significativa da GST no figado, uma enzima

antioxidante hepatica critica para o processo de desintoxicag&o do érgéo.

Em carcagas, nossos achados estdo alinhados com os de outros autores [15], que avaliaram
A administragéo de diferentes doses de TB protegido ou desprotegido aos wsen., SEM €f-
cordeiros teve efeitos sobre o rendimento de carcaga quente e o rendimento final da carcaga. No
entanto, no presente estudo, as carcagas de animais alimentados com TB sofreram menos
perdas por resfriamento; este € um resultado excelente e pode estar diretamente relacionado a
resposta antioxidante do TB, que leva a protegao celular. No entanto, este achado também pode
representar um efeito negativo se considerarmos que a perda de menos agua pode dificultar a
redugdo adequada do pH, necessario para a transformagéo e maturagdo muscular.

Assim como outras varidveis, a cor, a composigao quimica e o perfil de acidos graxos do
cordeiro podem ser influenciados pela nutricao e pelos sistemas de producao [33] [34]. Portanto,
muitos nutricionistas tém usado esse conhecimento para produzir alimentos mais saudaveis,
conforme discutido abaixo. No presente estudo, os acidos graxos eicosapentaendico (6mega n3)
e linoleico (dmega C18:2n-6) estavam em proporg&o mais significativa na carne de cordeiros que
consumiram TB; quando adicionados a outras substancias insaturadas, a carne apresentou maior
propor¢do de MUFAs, enquanto os niveis de SFA foram menores, tornando a carne mais sensivel
a oxidagdo, mas mais saudavel para os humanos. Varios fatores de risco para doengas
cardiovasculares sdo modificados beneficamente pelo aumento da ingestdo de MUFAs, incluindo
presséo arterial, reatividade plaquetaria, trombose, concentragdes plasmaticas de triacilglicerois,
fungdo vascular, arritmias cardiacas, variabilidade do fluxo sanguineo, frequéncia cardiaca e
inflamacéo [35]. Como os resultados do perfil de VFA foram discretos no fluido ruminal, com
auséncia de efeito do tratamento nos biomarcadores séricos do metabolismo lipidico, ndo pudemos
determinar o mecanismo envolvido nas alteragdes no perfil de acidos graxos na carne de cordeiros

que consumiram TB.

5. Conclusao

A ingestao de 2 gramas de TB/dia por cordeiros ndo alterou as variaveis de desempenho do
crescimento, mas alterou a atividade/concentragdo sanguinea, o ambiente ruminal e os marcadores
da carne. Entre nossas principais conclusdes, destacamos a atividade antioxidante intestinal e
hepatica associada a regulagédo do ATP no processo de fosforilagéo. Além disso, o consumo de

TB aumenta a proporgéo de insaturados.
FA classificado na carne e reduz SFAs.
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Apéndice

Material Suplementar 1. Padronizagdo de métodos para medigao de acidos graxos de cadeia curta.

¥ Acidos graxos -3 (n-3) e said e humana. UE-
, 116, 1280-1300.

Acido acético

Acido propi6nico

Acido butirico

Acido isovalérico

R2 0,9998 0,9996 0,9998 0,9998
Equagao y =0,011x § 0,0027 y =0,0193x § 0,0121 y =0,0268x § 0,0118 y = 0,034 § 0,0051
Intervalo linear (mmolyLy1 ) 2,22 -132,99 1,72 - 102,95 1,35-81,15 0,57 - 18,30
LOD (mmolyLy1 ) 1.1 0,86 0,68 0,29
LOQ (mmolyLy1 ) 2.22 1,72 1,35 0,57
Precisdo 96,44 95,31 92,84 93,56
Repetibilidade (RSD) 3.31 2,54 2.14 1,80

OLR (intervalo linear), LOD (limite de detecgédo) e LOQ (limite d e quantificagdo) foram expressos em mmol SCFA por L de fluido ruminal.
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Resumo

O uso de Oleos essenciais na alimentagdo animal estd aumentando, mas precisa ser aplicavel. Este estudo determinou se um subs tituto do
leite reformulado contendo uma mistura de éleos essenciais compostos de canela, orégano e eucalipto melhora os sistemas imunolégico e
oxidativo de bezerros lactentes, consequentemente melhorando o desempenho produtivo. Dezesseis bezerros holandeses (dez dias de idade)
mamaram por 60 dias. Os animais foram divididos em um grupo controle (n = 8), que recebeu o substituto do leite comercial, € um grupo de
tratamento (n = 8), que recebeu um substituto do leite contendo 6leos. Os animais foram alimentados duas vezes ao diacom 0,25 kg de
substituto do leite diluido em dois litros de agua em cada alimentagdo. O substituto do leite no grupo de tratamento continha 5 g de aditivo por
kg. O substituto do leite contendo dleos essenciais tinha um aroma e odor fortes e, consequentemente, foi rejeitado por dois bezerros no
grupo de tratamento. Esses animais foram retirados do experimento apés cinco dias de tentativas de adaptagéo. Os bezerros tam bém
receberam concentrado peletizado desde oinicio do experimento e feno picado a partir de 28 dias (ambos ad libitum). O grupo de tratamento
apresentou maior ganho de peso e eficiéncia alimentar do que os animais controle. Menores contagens de linfécitos foram observadas em
bezerros alimentados com substitutos do leite contendo 6leos essenciais. A proteina sérica total foi maior devido ao aumento de globulinas
em bezerros no grupo de tratamento do que no grupo controle. A imunoglobulina A sérica e as imunoglobulinas de cadeia pesada foram
maiores no grupo de tratamento. Menores niveis de peroxidagao lipidica e maiores niveis de antioxidantes totais foram observados no soro
de bezerros no grupo de tratamento. Concluimos que alguns animais podem néo se adaptar ao substituto do leite contendo 6éleos essenciais
devido ao odor; no entanto, os bezerros que consumiram o leite contendo os éleos essenciais apresentaram respostas imunes hum orais
estimuladas que minimizaram o estresse oxidativo fisiolégico da fase de criagdo e, consequentemente, favoreceram o crescimento e o ganho

de peso.

Palavras-chave Carvacrol - Timol - 1,8-Cineol - Cinamaldeido - Antioxidantes

Introdugéo (Chase et al. 2008), tornando seu sistema imunoldgico dependente
daimunidade passiva, proveniente do colostro produzido pela mae,
O desenvolvimento dos bezerros representa um desafio significativo que deve ser consumido nas primeiras horas apds o nascimento. O
na produgdo leiteira devido a alta fragilidade desses animais, que colostro é rico em imunoglobulinas e outros nutrientes, fornecendo
afeta diretamente a produtividade. Seu desenvolvimento é os componentes necessarios para que o animal enfrente os desafios
comprometido quando sua saude é comprometida, principalmente microbiolégicos do ambiente nos primeiros dias de vida (Hill 2010) e

porque o sistema imunoldgico sé comega a se desenvolver apds o nascimdensteon.volva imunidade ativa.
As placentas dos ruminantes, que incluem uma camada protetora,
nao permitem que as imunoglobulinas passem da méae para o feto Muitos agentes infecciosos causam doengas em bezerros.

Enterobactérias e Escherichia coli sdo os mais comuns; esses

* Aleksandro Schafer da Silva organismos sdo responsaveis por lesdes no epitélio intestinal (Cho

aleksandro_ss@yahoo.com br e Yoon 2014) e causam diarreia, que leva a desidratagéo e perda

de apetite, afetando o desenvolvimento. A alta incidéncia de diarreia
Programa de Pés-Graduagédo em Zootecnia, Universidade Estadual de . . . . o .

bacteriana nas primeiras semanas de vida torna necessaria a terapia
Santa Catarina, Chapecd, Brasil L. X A .

antimicrobiana; no entanto, esses tratamentos levam a resisténcia

Programa de Pés-Graduacéo em Bioquimica Toxicologica, Federal aos antibidticos.
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por essas razdes, & imperativo substituir antibiticos por antimicrobianos
alternativos, que atuam como promotores de crescimento.

Tais substitutos incluem extratos vegetais disponiveis comercialmente.
Muitos componentes vegetais inibem bactérias patogénicas Gram-
negativas (p. ex., Escherichia colie Campylobacter jejuni) e Gram-
positivas (p. ex., Bacillus subtilis e Clostridium) . Tipicamente, organismos
Gram-negativos sdo menos sensiveis aos dleos essenciais devido a sua
membrana externa de lipopolissacarideos, que restringe a difuséo de

compostos fendlicos (Christaki et al., 2020).

O potencial dos 6leos essenciais na nutrigdo animal é bem
compreendido, especialmente no que diz respeito ao seu papel como
promotores de crescimento, imunoestimulantes e antioxidantes (Christaki
et al. 2020). A capacidade antioxidante esta diretamente relacionada a
saude e, em condigdes normais, ha um equilibrio entre ageragéo e a
eliminagdo de radicais livres.

O desequilibrio resulta em estresse oxidativo no animal e

reduz o desempenho; no entanto, compostos em 6leos essenciais podem
prevenir e até inibir esse estresse, eliminando os radicais livres (Pan et
al. 2023).

Oleos essenciais sdo produtos aromaticos e volateis extraidos de
fontes vegetais, como galhos, sementes, cascas, folhas e flores (Burt
2004). Esses compostos s&o caracterizados por odores fortes que podem
interferir na ingest&o de alimentos. Essa preocupacgéo é frequente entre
pesquisadores, como quando 6leos essenciais de canela, orégano e
eucalipto foram adicionados a substituicdo. Esses 6leos s&o atraentes
para pesquisadores e para aindustriaporque contém cinamaldeido (éleo
de canela), carvacrol, timol (6leo de orégano), 1,8-cineol e D-limoneno
(6leo de eucalipto), que apresentam atividade antimicrobiana (Calsamiglia

etal.

2007; Chapman et al. 2016; Kumar et al. 2012; Cimanga et al. 2002;
Baranska et al. 2005). O 6leo essencial de orégano reduz a converséo
alimentar e modula positivamente a fermentagdo ruminal (Wu et al. 2020).
O 1,8-cineol aumenta a produgdo de muco gastrico, inibe lesdes e protege
amucosa, sugerindo que esses compostos témuma fungéo gastroprotetora
(Caldas et al. 2015). A capacidade antioxidante dos 6leos essenciais,
especialmente o de eucalipto, é atribuida a capacidade do composto de

se associar ao sistema keap1/nrf2, o que resulta no aumento de enzimas

antioxidantes, como asuperoéxido dismutase e a catalase (Cai et al. 2020).

Com base em tudo o que se sabe sobre dleos essenciais em animais

dietas, levantamos ahipotese de que consumi-las por bezerros melhoraria
sua saude e favoreceria seu desempenho de crescimento.

No entanto, ha alguma preocupagéo, pois o odor pungente dos 6leos
essenciais transferidos para o leite em p6 pode interferir no consumo.
Portanto, o presente estudo determinou se um substituto do leite
contendo uma mistura de 6leos essenciais (orégano, canelae eucalipto)
melhoraria o sistema imunoldgico, os antioxidantes e o desempenho de

crescimento em bezerros lactentes.

@ Springer

Materiais e métodos

O experimento foi realizado na Fazenda Experimental do Centro de
Educagdo Superior do Oeste, em Guatambu, Santa Catarina. Foram
utilizados 16 bezerros machos da raga Holandesa (dez dias de idade),
divididos nos grupos controle e tratamento, com oito animais cada. Os
animais foram alojados aos pares embaias coletivas, com quatro baias
no grupo controle e quatro no grupo tratamento. O experimento teve

duragdo de 60 dias, periodo total de amamentagéo.

Antes do experimento, a transigdo do leite de vaca para o sucedaneo foi
realizada de forma gradual. No inicio do experimento, foi iniciado o

fornecimento do sucedaneo como aditivo paraos animais em tratamento.

grupo; no entanto, alguns bezerros o rejeitaram, provavelmente devido ao
forte odor dos éleos essenciais, dos quais a canela era predominante.
No entanto, seis dos oito animais se adaptaram ao sucedaneo do leite
contendo fitobiéticos em dois ou trés dias, ao contrario dos outros dois
animais que ndo consumiram o leite mesmo quando forgados. Sete dias
apos o inicio do tratamento, excluimos esses bezerros do experimento
por estarem desidratados (quando o leite sem fitobidticos foi fornecido,

ambos os animais o consumiram integralmente).

O aditivo utilizado foi o Enterosan® liquido (Tecphy, Canoinhas, SC,
Brasil), a base de dleos essenciais de canela, orégano e eucalipto, e
possui pureza de 10%.

Este produto liquido foi liofilizado e utilizado naformade p6 no sucedaneo
de leite durante a fabricag&o, na proporgdo de 5 g de aditivo/kg de
sucedaneo de leite. O sucedaneo foi armazenado em sacos plasticos
lacrados paraevitar perda de odor ou volatilizagdo do produto. Os animais
de ambos os grupos receberam 0,25 kg de sucedaneo de leite diluido em
dois litros de agua por alimentag&o, com duas alimentagdes por dia, as
8h e as 16h30 (total de 0,5 kg de sucedaneo de leite/bezerro/dia). Além
da dieta liquida, os animais receberam uma dieta sdlida a base de
concentrado peletizado. A partir do 28° dia do experimento, os animais

receberam feno picado a vontade.

A composigdo dos alimentos é descritana Tabela 1.

Os animais foram pesados semanalmente embalanca digital.
Amostras de sangue foram coletadas nos dias 1, 15, 30, 45 e 60 para
analisar variaveis hematoldgicas, bioquimicas e imunoldgicas. As coletas
de sangue foram realizadas através da veia jugular, utilizando agulhas e
tubos vacuolados. Utilizamos tubos com EDTA para analise hematologica
e outros com ativador de coagulo para obtencdo de soro para analises

bioquimicas, imunoldgicas e antioxidantes.

As andlises hematoldgicas foramrealizadas utilizando o equipamento
automatico Equipe Vet 3000® . Para aseparagdo do soro, os tubos foram
centrifugados sem anticoagulante (3500 RPM por 10 min), e o soro foi
transferido para microtubos identificados e armazenado a -20 °C até o

momento da analise.
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Tabela 1 Composi¢do quimica da ragdo fornecida aos bezerros

Unid Quantidade (DM) d1-28 Quantidade (DM) d28-60
Concentratea Ad libitum Ad libitum
Substituto do leite 0,5 kg/dia 0,5 kg/dia
Feno 00 Ad libitum
Composigdo quimica (%)

Concentrado Substituidor Feno
Matéria seca 89,8 96,7 83,6
Proteina bruta 24,3 15.1 8.09
Extrato etéreo 4,95 15,9 3,67
Matéria mineral 712 9,80 6.21
Fibra detergente neutra 29,3 4,57 70,6
Fibra em detergente &cido 15.1 243 33,8

O concentrado comercial (Nutrialfa Bezerra®) foi formulado a base de farelo de soja micronizado, milho moido, farelo de trigo, minerais, vitaminas e monensina sédica.

Para as andlises bioquimicas, os niveis séricos de proteinas totais,
glicose, albumina, colesterol e ureia foram medidos utilizando o
analisador semiautomatico Bio-2000 (BioPlus®) e seguindo as
instrucdes dos kits comerciais Analisa® para cada variavel. As
globulinas foram determinadas por calculo matematico (proteinas
totais-albumina).

De acordo com Tomasi et al. (2018), utilizando minigéis (10 x 10
cm), as proteinas foram separadas em gel de dodecil-poliacrilamida
de sddio. Os géis foram corados com Azul de Coomassie e
fotografados para identificar e quantificar as fragdes proteicas
utilizando o software Labimage1D (Loccus Biotechnology). Um padrao
contendo fragdes com peso molecular entre 10 e 250 kD
(Kaleidoscope, BIO-RAD) foi utilizado como referéncia para a
identificacdo das fragdes proteicas.

A peroxidagéo lipidica foi determinada como niveis de substancia
reativa ao acido tiobarbiturico (TBARS) usando os métodos descritos
por Jentzsch et al. (1996) para amostras de soro.

Os niveis séricos de TBARS foram expressos em nM de
malondialdeido/mL. Os niveis de antioxidantes foram medidos pela
capacidade de redugéo de ferro do plasma (FRAP) no soro. De
acordo com Benzie e Strain (1996), a FRAP foi medida e expressa
em mol/L.

Todos os dados foram analisados usando o procedimento SAS
MIXED (SAS Inst. Inc., Cary, NC, EUA,; versao 9.4), com a
aproximagao de Satterthwaite para determinar os graus de liberdade
do denominador para o teste de efeitos fixos. O ganho de peso e o
ganho médio diario foram testados para efeitos fixos de tratamento
usando um cercado (tratamento) e um animal (cercado) como
variaveis aleatérias. Todas as outras variaveis (peso corporal,
bioquimica, hemograma, contagem de proteinas e oxidantes) foram
analisadas como medidas repetidas e testadas para efeitos fixos de
tratamento e tratamento x dia. Todos os resultados em d1 para cada
variavel foram incluidos como covariaveis; no entanto, o comando

para covariaveis foi removido do modelo quando P>0,05. As médias foramoutro lado, demonstraram apenas o efeito do tratamento, com maiores concentragoe

distinguidos usando PDIFF, e todos os resultados foram expressos
como LSMEANS com erros-padréo. A significancia foi definida
quando as diferengas apresentaram Py0,05.

Resultados

Os pesos corporais no grupo de tratamento foram maiores do que

os controles a partir do dia 28 (Py0,05). O ganho de peso durante o
experimento foi 8,7 kg maior (Py0,05) no grupo de tratamento do que
no grupo controle. O consumo de ragdo nao diferiu entre os grupos;
no entanto, o grupo de tratamento apresentou maior eficiéncia
alimentar do dia 1 ao dia 60 (Tabela 2). Ndo houve efeito do
tratamento ou interagéo tratamento x dia para as contagens de
hemacias (eritrécitos, hematdcrito e hemoglobina). O ndmero de
leucdcitos diferiu, com menos leucécitos devido a redugéo de
linfocitos no grupo de tratamento (Py0,05, Tabela 3).

Houve diferengas em colesterol, proteina total e globulina entre
os grupos. Os bezerros do grupo de tratamento apresentaram niveis
de colesterol mais baixos na interacéo tratamento x dia (Py0,05) e
uma tendéncia a niveis mais baixos quando avaliamos apenas o
tratamento (Py0,05 e ¥0,10). O nivel de proteina total diferiu no dia
45; os animais do grupo de tratamento foram superiores aos animais
do grupo controle (Py0,05). No entanto, quando a proteina foi
fracionada, observou-se maior concentragdo de globulina no grupo
de tratamento nos dias 45 e 60 (Py0,05; Tabela 3).

N&o houve efeito do tratamento e da interagao tratamento x dia para
os niveis de glicose, albumina ou ureia (Tabela 3).

Os resultados do proteinograma sdo apresentados na Tabela 4.

O efeito do tratamento e da interagdo tratamento x dia foi verificado
para IgA e IG de cadeia pesada; bezerros que consumiram o
sucedaneo de leite com 6leos essenciais apresentaram maiores
concentragdes dessas variaveis. Os niveis de haptoglobina, por

@ Springer
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Tabela2 Desempenho de crescimento Controle Phyto SEM P-Tratar P-Tratar x dia

e consumo de bezerros alimentados

com sucedaneo de leite com e Peso corporal (kg) 0,05 0,02

sem fitobi6tico a 406 445 057
d7 432 46,6 0,55
d14 46,5 50,5 0,55
d21 50,1 55,2 0,54
d28 54,8b 61.8a 0,55
d35 60,1b 65.3a 0,55
d42 63b 70.6a 0,56
d49 65,7b 75.6a 0,56
d56 69,4b 82.3a 0,55
d60 70b 82.6a 0,55

Ganho de peso (kg)

d1-60 29,4b 38.1a 0,45 0,03 -
d1-28 14,1b 17.2a 0,44 0,07 -
d28-60 15,2b 20.8a 0,44 0,05 -

Ganho de peso médio diario (kg MS)

d1-60 0,490b 0,635a 0,04 0,03 -
d1-28 0,504b 0,614a 0,04 0,07 -
d28-60 0,475b 0,650a 0,05 0,05 -

Consumo diario de concentrado (kg MS)

d1-60 0,707 0,826 0,13 0,61 -
d1-28 0,484 0,522 0,11 0,56 -
d28-60 0,907 1,1410,16 0,17 -

Consumo diario de feno (kg MS)
d28-60 0,219 0,254 0,09 0,29 -

Consumo diario de leite (kg MS)
d1-60 0,490 0,490 0,00 - -

Consumo diario de ragdo (kg MS)
d1-28 0,97 1.01 0,18 0,49 -
d28-60 1,61 1,88 0,24 0,51 -

Total de ragao consumida (kg/MS)
d1-60 78,9b 88.6a 1,06 0,08 -

Eficiéncia alimentar

d1-60 0,372b 0,430a 0,07 0,05 -
d1-28 0,517b 0,607a 0,07 0,04 -
d28-60 0,294b 0,345a 0,05 0,09 -

Fito: animais que recebem o fitobiético
“Demonstra o efeito do tratamento onde letras diferentes na mesma linha mostram diferencas significativas (Py0,05) e tendéncias
(P>0,05ey0,1) entre os grupos
b

Demonstra a interacéo entre tratamentoxdia onde letras diferentes na mesma linha mostram uma diferenga significativa (Py0,05)
e tendéncia (P > 0,05 ey0,1) entre os grupos

concentragdes no grupo de tratamento. Nao houve efeito do tratamento no grupo de tratamento. A interagdo tratamento x dia mostrou que as
ou interagéo tratamento x dia para os niveis de ceruloplasmina e principais diferengas ocorreram nos dias 45 e 60 do experimento. Esses
transferrina (P>0,05). achados sugerem que os animais no grupo de tratamento apresentaram

Os resultados para peroxidagéo lipidica e antioxidantes totais sdo menor peroxidagéo lipidica e agéo antioxidante mais significativa a partir
mostrados na Fig. 1. Nos dias 45 e 60, foram observados niveis mais do 45° dia.

baixos de TBARS e niveis mais altos de FRAP.
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Tabela 3 Hemograma e bioquimica

Varidveis Controlar Phyto SEM P-Treat P-Treat x dia
sérica de bezerros alimentados
com sucedaneo de leite com e sem Leucécitos (x103 celluL) 0,01 0,01
fitabidtico d1 21.08 19.23 169
d15 16.42 9.78b 165
d30 18.3a 10.4b 165
d45 6389 660 141
de0 8.11a 6.8b 141
Linfécitos (x103 cel/uL) 0,05 0,01
d1 14,33 12.14 125
d15 11,89 731 124
d30 13,85 TAT 1,06
d45 387 472 1,06
deo 532 469 1,05
Granulécitos/mondcitos (x103 cel/uL) 0,08 0,01
di1 6,75 708 074
d15 4.38a 2,47b 074
d30 4.53a 2,97b 074
d45 3.01a 1,88b 07
deo 280 214 0,71
Eritrécitos (x106 cel/uL) 089 0386
8.06 794 0,05
Hemoglobina (mg/dL) 093 088
10.14 10.36 029
Hematécrito (%) 091 0,76
28,90 29.20 15
Glicose (mg/dL) 086 082
782 76,9 281
Colesterol (mg/dL) 0,03 0,01
d1 67,1 70,3 375
d15 109 95,1 3,71
d30 118 126 3,70
d45 153a 131b 372
deo 120 110 3,71
Proteina total (g/dL) 0,15 0,02
d1 658 6,96 007
d15 585 565 0,06
d30 568 575 0,06
d45 8.16b 8.95a 006
de0 712 775 0,05
Albumina (g/dL) 035 013
301 287 0,02
Ureia (mg/dL) 079 042
31,7 288 3,71
Globulina (g/dL) 0,05 0,01
d1 4,00 355 005
d15 325 323 006
d30 296 323 005
d45 4.28b 5.10a 005
deo 4.27b 5.01a 005

Fito: animais que recebem o fitobiético

“"Demonstra o efeito do tratamento onde letras diferentes na mesma linha mostram diferengas significativas (Py0,05) e tendéncias
(P >0,05 ey0,1) entre os grupos

®Demonstra a interagéo entre tratamentoxdia onde letras diferentes na mesma linha mostram uma diferenca significativa
(Py0,05) e tendéncia (P > 0,05 ey0,1) entre os grupos
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Tabela 4 Proteinograma de bezerros alimentados com sucedaneo de leite com e
sem fitobidtico

Controle Phyto SEM P-Treat P-Treat x dia

1gA (g/dL) 004 001
d1 084 0,810,04
d15 0,87 0,86 0,04
d30 0,76b 0,87a 0,04
d45 0,77b 0,95a 0,05
de0 0,72b 0,92a 0,05
lg de cadeia 0,01 0,01
pesada (g/dL)
d1 099 1,04 0,05
d15 108 1,10 0,05
d30 101 1,34 0,07
d45 097 1,47 0,07
d60 099 1,29 0,06
Ceruloplasmina (g/dL) 094 077
055 0,53 0,02
Haptoglobina (g/ 0,05 0,13
dL)
0,31b 0,34a 002
Transferrina 0,86 0,90
(mg/dL)
022 0,23 0,03

Fito: animais que recebem o fitobidtico
“Demonstra o efeito do tratamento onde letras diferentes namesma linha mostram

diferencas significativas (Py0,05) e tendéncias (P > 0,05 e}0,1) entre os grupos

b
Demonstra a interagdo entre tratamentoxdia onde letras diferentes na mesma linha
mostram uma diferenga significativa (Py0,05) e tendéncia (P > 0,05 ey0,1) entre os

grupos

Discussao

Existem diversos estudos sobre éleos essenciais nanutricdo de

ruminantes, que demonstraram que eles melhoram a saide e o
desempenho de diversas maneiras. Em resumo, constatamos que

bezerros que consumiram o fitogénico no leite de substituicdo apresentaram
estimulagcdo das respostas imunes humorais e antioxidantes, o que
provavelmente se refletiu em melhor saide e aumento do ganho de peso.
Outros pesquisadores incluiram uma mistura de 6leos essenciais no leite
de substituigdo e constataram que os 6leos essenciais contribuiram para

a manipulag&o ruminal na fase pré-desmame e efeitos colaterais na fase
poés-desmame, melhoraram a imunidade e diminuiram a diarreia neonatal

nafase pré-desmame (Palhares Campolina et al. 2021).

Semelhante ao nosso estudo, foram relatados efeitos positivos no
desempenho zootécnico quando fitogénicos foram adicionados a dieta
animal. Akbarian-Tefaghi et al. (2018) forneceram extratos vegetais a
bezerros lactentes contendo eucalipto e observaram maior ganho médio
diario e melhor eficiéncia alimentar no periodo pés-desmame. Liu et al.
(2020) adicionaram uma mistura de 6leos essenciais contendo carvacrol,

timol e
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cineol ao concentrado peletizado e registraram ganho de peso mais
significativo, chegando a 11% maior nesses bezerros; além disso, os
autores relataram que esses animais tiveram maior ingestdo de matéria
seca e menor conversdo alimentar. Froehlich et al. (2017) relataram
resultados semelhantes, usando 6leos essenciais contendo carvacrol,
timol e cineol em varias doses em bezerros lactentes. Os autores
encontraram um ganho médio didrio maior na fase de lactagdo. Quando
os pesquisadores forneceram 6leos essenciais ricos em timol, eugenol,
vanilina, limoneno e guaiacol formulados com diferentes niveis de
proteina na dieta de bezerros lactentes, eles descobriram que,
independentemente dos niveis de proteina nadieta, o ganho médio diario,
o peso ao desmame e a eficiéncia alimentar foram maiores em animais

que receberam os 6leos essenciais (Kazemi-Bonchenari et al. 2018).

Ahipétese primaria para esses efeitos é o robusto efeito antimicrobiano,
sugerindo que esse aditivo seja um melhorador de desempenho (Mcintosh
et al. 2003). Oleos essenciais e componentes ativos em altas doses
inibiram a fermentagdo microbiana ruminal; doses moderadas podem
modificar a fermentagéo ruminal, alterando a produgéo de acidos graxos
volateis, o metabolismo proteico ou ambos (Calsamiglia et al. 2007),

favorecendo a nutrigdo e, consequentemente, o ganho de peso.

Nos parametros bioquimicos, observamos que o colesterol se alterou
apenas no dia 45, sendo menor no grupo de animais que recebeu o
fitobiético. Echeverry-Munera et al. (2021) relataram que o teor de
colesterol pode estar relacionado ao consumo, visto que aumentaquando
maiores niveis de gordura séo consumidos. No entanto, em contraste, o
grupo tratado apresentou maior consumo alimentar, o que néo confirma
essa hipotese.

Outro ponto aser destacado sobre os niveis de colesterol é que bezerros
com niveis de colesterol deficientes sdo mais suscetiveis

suscetiveis adoengas que causam diarreia (Duff etal. 2016), mas mesmo
com niveis de colesterol mais baixos, podemos dizer que os animais do
grupo “fito” ndo eram deficientes, pois ndo apresentavam maiores
problemas de saude, pois além disso, o sistema imunolégico dos animais
era eficiente.

No estudo de Asghari et al. (2021), bezerros que receberam diferentes
doses de 6leos essenciais ndo apresentaram alteragao nos niveis de
colesterol quando comparados ao controle, semelhante ao nosso estudo,
ja que nossadiferencga foi apenas no dia 45. E no caso de vacas lactantes
que receberam 6leos essenciais, os niveis de colesterol foram menores
que os animais do grupo controle (Al-Suwaiegh et al. 2020), também
semelhante aos resultados do nosso estudo.

Os componentes dos 6leos essenciais influenciam a saude, como
verificado neste estudo, estimulando a resposta imunolégica e antioxidante.
Semelhantemente aos encontrados no presente estudo, Liu et al. (2020)
forneceram uma mistura de dleos essenciais a bezerros e encontraram
valores mais elevados de IgM, IgG e IgA, sugerindo também uma
melhorana respostaimunolégica. A haptoglobina é conhecidacomo uma
proteina de fase aguda, produzida pelo figado, e a proteina em questdo
foi encontradaem niveis mais elevados no grupo que recebeu o fitobiético,

sendo a producédo dessas proteinas geralmente desencadeada.
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por citocinas pré-inflamatérias, que sdo estimuladas por infecgdes,
estresse e inflamagéo (Pradeep 2014). Além disso, os niveis de
haptoglobina também podem aumentar em condi¢des de infecgdes
bacterianas e virais, particularmente em casos de doengas respiratorias
(Yilmaz et al 2017); Merhan et al.

2017). Comisso, podemos supor que os animais do grupo que recebeu o
fitobiotico, apesar de apresentarem melhor desempenho e resposta
imunolégica, possivelmente enfrentavam algum desafio relacionado a
infecgdo; no entanto, devido ao sistema imunolégico estar mais eficiente,
néo sofreram perdas ao passar por esse desafio. O uso de 6leo essencial
abase de cinamaldeido em bezerros lactentes por meio de dieta liquida
resultou em menor uso de antimicrobianos até a sexta semanade vida

dos animais e menor risco de inflamagao umbilical do que o controle
(Pempek et al. 2018).

®m Control OPhyto

Um problema substancial na criagdo de bezerros. Al-Suwaiegh et al.
(2020) forneceram uma mistura de éleos essenciais (cravo, orégano e
zimbro) a vacas durante o inicio da lactagao e encontraram efeitos
positivos na produgéo de leite; também houve niveis mais elevados de
proteina total e globulina. Esses estudos demonstraram um resultado
tipico: os 6leos essenciais aumentaram as imunoglobulinas séricas, o que
afeta positivamente os bezerros.

O mecanismo preciso pelo qual os 6leos essenciais induzem uma
resposta imune humoral é pouco compreendido; no entanto, pesquisadores
descobriram que o 6leo essencial de Pituranthos tortuo-sus, quando
consumido por camundongos, aumentou a proliferagdo de esplendcitos
induzida por lipopolissacarideos, sugerindo melhor ativagdo das células B
e darespostaimune humoral (Krifa et al.

2015). Uma possibilidade para o aumento das imunoglobulinas seriao

aumento dos linfécitos, conforme descrito em estudos
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de 6leos essenciais (Palhares Campolina et al. 2021); em contraste, no

presente estudo, relatamos uma contagem menor desta célulaimune.

Emum estudo com suinos suplementados com carvacrol e timol, os
pesquisadores concluiram que os compostos reduziram o estresse
oxidativo intestinal pés-desmame dos animais e diminuiram apresenga
de Enterococcus e E. coli
(Wei et al. 2017). Os bezerros que consumiram a mistura de dleos
essenciais, da mesmaforma, apresentaram um efeito de minimizagéo do
estresse oxidativo sérico e fisioldgico; da mesma forma, encontramos
menor peroxidagéo lipidica e um aumento na capacidade antioxidante
total.

Gessner et al. (2017) relatam o potencial dos polifentis vegetais no
combate ao estresse oxidativo e aos processos inflamatérios em animais
de produgéo, enfatizando os beneficios a produtividade. Os polifendis
presentes em dleos essenciais bloqueiam a ativagdo do NF-yB, inibindo a
fosforilagdo e a degradagdo proteassomal do IyB, um efeito que se deve
em parte as propriedades antioxidantes dos polifendis (Vendrame e
Klimis-Zacas 2015).

Outro possivel mecanismo é que os polifendis eliminam diretamente
espécies reativas de oxigénio e induzem a ativagao de Nrf2, que, por sua
vez, leva a ativagdo de diversas enzimas antioxidantes (Na e Surh 2008).
No presente estudo, a eliminagéo direta de espécies reativas de oxigénio
e a ativagdo de Nrf2 ajudam a minimizar o desenvolvimento de estresse
oxidativo fisioldgico em bezerros; a literatura sugere que esses eventos
desencadeiam vias pré-inflamatérias que ativam NF-yB, proteinas
quinases ativadas por mitdgenos e proteina ativadora 1 (Chuang e
Mcintosh 2011).

Conclusao

Concluimos que a inclusdo de 6leos essenciais no substituto do leite
melhorou o desempenho dos bezerros, manifestando-se como ganho de
peso mais significativo e melhor eficiéncia alimentar. Este substituto do
leite fornece uma fonte de elementos imunolégicos humorais e
antioxidantes, minimizando o estresse oxidativo fisiolégico dos bezerros
na fase de recria, quando os desafios de salude e nutrigdo sdo
substanciais. No entanto, também concluimos que nem todos os animais
consomem voluntariamente o substituto do 6leo essencial, provavelmente
devido ao forte odor deste aditivo alimentar. Na tentativa de resolver o
problema darejeigdo do substituto devido ao odor, talvez uma opgé&o seria
comegar a fornecé-lo logo ap6s o colostro, adaptando o animal desde
cedo ao consumo do produto, ja que neste experimento comegamos a

fornecé-lo apenas aos dez dias de idade.

Disponibilidade dos dados Os dados analisados nesta investigagdo estéo disponiveis
mediante solicitagdo ao autor correspondente.
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