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DECLARAÇÃO 

 
Eu, Aleksandro Schafer da Silva, portador do CPF n° 001.980.690-65, venho por 

meio deste, declarar que, Guilherme Luiz Deolindo, portador do CPF n° 

073.454.359-03, atuou no período de 08/2023 a 06/2025 como bolsista FAPESC, 

na modalidade SET-E, como Pesquisador-técnico Multilaboratorial na Universidade 

do Estado de Santa Catarina – UDESC/CEO, Campus Chapecó, sob minha 

supervisão. 

 
No período em questão, o acadêmico cumpriu as atividades exigidas 

realizando as seguintes atividades: 

• Experimentos com ovinocultura e bovinocultura de leite; 

• Experimentos envolvendo uso de própolis; 

• Biossegurança e organização laboratorial; 

• Manejo e coleta de material biológico para análises; 

• Análises de material biológico; 

• Análises bioquímicas enzimáticas e de metabolismo redox; 

• Análises hematológicas, confecção e interpretação de lâminas histológicas 
sanguíneas; 

• Análises microbiológicas e físico-químicas de alimentos de origem animal e 
de material biológico; 

• Liofilização de produtos de origem animal e materiais biológicos; 

• Auxílio em análises de Biologia Molecular - método PCR (Reação em cadeia 
da polimerase) convencional e Real Time; 

• Elaboração de projetos de pesquisa e inovação desenvolvidos em 
Laboratórios da UDESC. 

 
Por ser expressão de verdade, firmo a presente declaração. 
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Resumo 

O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial antimicrobiano do extrato aquoso de própolis verde in vitro contra bactérias causadoras de 

mastite e in vivo, avaliando a eficácia do tratamento em ovinos Lacaune. No teste in vitro, foi utilizada a concentração inibitória mínima (CIM); 

primeiramente, a CIM foi obtida do extrato aquoso de própolis verde para a cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25523, definida como 1 

mg/ml. Para agentes bacterianos isolados de ovinos com mastite (Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus intermedius, Staphylococcus 

hyicus, Corynebacterium spp. e Acinetobacter spp.), foi determinada a concentração de 10 mg/ml, enquanto que para Streptococcus equinus, 

Escherichia coli e E. coli hemolítica , também isolados de ovinos com mastite, a concentração capaz de reduzir o crescimento bacteriano foi 

de 100 mg/ml. No teste in vivo, foram utilizadas dez ovelhas, distribuídas em dois tratamentos, cinco no grupo controle (GC), que recebeu 

2,5 ml de solução salina (veículo), e cinco no grupo tratado (GT), que recebeu 2,5 ml de extrato aquoso (salina) de própolis por via mamária. 

A dose de própolis testada (0,1 g/ml) não se mostrou eficaz para o tratamento da mastite, pois as ovelhas permaneceram positivas no teste 

da raquete (TMC). O principal microrganismo isolado nos casos de mastite neste estudo foi Staphylococcus epidermidis. 

 

 

os resultados são preliminares; entretanto, na dose testada, o extrato aquoso de própolis verde administrado pela via mamária não apresentou 

efeito curativo na mastite. 

Palavras-chave: Ovinos leiteiros; Mastite subclínica; Staphylococcus sp.; Própolis verde; In vivo. 

 
Resumo 

O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial antimicrobiano do extrato aquoso de própolis verde in vitro contra bactérias causadoras de 

mastite e in vivo, avaliando a eficácia do tratamento em ovinos da raça Lacaune. No teste in vitro, utilizou-se concentração inibitória mínima 

(CIM); primeiro, o CIM foi obtido a partir do extrato aquoso de própolis verde para a cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25523, definido 

como 1 mg/ml. Para agentes bacterianos isolados de ovelhas com mastite (Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus intermedius, 

Staphylococcus hyicus, 
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Corynebacter ium spp. e Acinetobacter spp.) foi determinada uma concentração de 10 mg/ml, enquanto para Streptococcus equinus, Escherichia 

coli e E. coli hemolítica uma concentração capaz de reduzir o crescimento bacteriano foi de 100 mg/ml. No teste in vivo, foram utilizados dez 

ovinos, distribuídos em dois tratamentos, cinco no grupo controle (CG) que recebeu 2,5 ml de soro fisiológico (veículo), e ci nco no grupo tratado 

(GT) que recebeu 2,5 ml de extrato aquoso de própolis (salina) via intramamária. A dose de própolis testada (0,1 g/ml) não fo i eficaz para o 

tratamento da mastite, pois as ovelhas positivas no teste de raquete (CMT). O principal microrganismo isolado nos casos de mastite neste estudo 

foi o Staphylococcus epidermidis. Estes resultados são preliminares; no entanto, na dose testada, o extrato aquoso de própolis verde via 

intramamária não teve efeito curativo.  

 
Palavras-chave: Ovelha leiteira; Mastite subclínica; Staphylococcus sp.; Própolis verde; In vivo. 

 
Resumo 

O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial antimicrobiano do extrato aquoso de propóleos verdes in vitro contra as bacté rias causadoras da 

mastite e in vivo, avaliando a eficácia do tratamento em olhos lacaunes. No teste in vitro, foi utilizada uma concentração mí nima de inibição 

(CIM); Em primeiro lugar, CIM é obtido do extrato aquoso de propóleo verde para a cepa Staphylococcus aureus ATCC 25523, definido como 1 

mg/ml. Para agentes bacterianos isolados de olhos com mastite (Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus intermedius, Staphylococcus 

hyicus, Corynebacterium spp. e Acinetobacter spp.) foi determinada a concentração de 10 mg/ml, enquanto para Streptococcus equinus, 

Escherichia coli e E coli Hemolitica. Na teste in vivo, você usou dez ovejas, distribuídas nos tratamentos, cinco no grupo de controle (CG) que 

recebeu 2,5 ml de solução salina (veículo), e cinco no grupo tratado (TG) que recebeu 2,5 ml de extrato aquoso de propóleo (s alina) via 

intramamária. A dose de propóleos provada (0,1 g/ml) não foi eficaz para o tratamento da mastite, pois as ovejas siguieron si endo positivas na 

teste de raquetica (CMT). O principal microrganismo isolado em casos de mastite neste estudo foi Staphylococcus epidermidis. Esses resultados 

são preliminares; no entanto, na dose testada, o extrato aquoso de propóleos verdes através da intramamária não tem nenhum ef eito curativo. 

 

 
 

 
Palavras-chave: Ovejas lecheras; Mastite subclínica; Staphylococcus sp.; Propóleos verdes; In vivo. 

 

 
1. Introdução 

 
Na pecuária brasileira, a ovinocultura busca maior destaque no setor leiteiro 

 
(Rohenkohl et al., 2011). O leite é um alimento vital e um suplemento nutr icional utilizado no combate à fome (Haenlein, 

 

2001). Isso ocorre porque, quando comparado ao leite bovino, o leite de ovelha possui maiores teores de proteína, cálcio e fósforo, 

 
bem como gordura de alta qualidade [Souza et al., 2001; Revers et al., 2016). Esses autores relataram que o leite de ovelha facilita a digestão 

 

devido aos seus menores comprimentos de cadeia lipídica e sua capacidade de facilitar a atividade das enzimas digestivas, dando origem a maior valor nutricional 

usar. 

 
No entanto, a produção de leite de ovelha pode ser significativamente afetada pela mastite, uma das principais doenças que afetam as ovelhas. 

 

A mastite é causada por microrganismos patogênicos que causam inflamação local, comprometendo a função da glândula mamária 

 
(Santos et al., 2007). A mastite afeta diretamente a produção e a qualidade do leite, resultando em alterações na composição do leite (aumento 

 

contagem de células somáticas e redução dos níveis de gordura e proteína) resultantes da inflamação (Rovai et al., 2015). Este fenômeno 

 
afeta a indústria como um todo, bem como os produtores individuais, alterando as características sensoriais do produto final e 

 

causando perdas econômicas para fazendas leiteiras. 

 
Os microrganismos produzem biofilmes ou lamas que dificultam a ação dos produtos alopáticos (Clutterbuck et al., 2007; López 

 
et al., 2010). Como resultado, a resistência aos produtos comumente utilizados para o tratamento da mastite aumenta. Contra isso 

 
Contexto: há uma busca por produtos antimicrobianos com amplo espectro de propriedades biológicas, por exemplo, terapêuticas 

 

agentes com propriedades anti-inflamatórias, antioxidantes e imunoestimulantes que podem melhorar a saúde do animal como um todo. 

 
todo, não apenas a glândula mamária (Sperotto et al., 2012; Diarra et al., 2013; Wei et al., 2015). Isso levou à terapêutica 

 

com base em produtos apícolas que vêm ganhando destaque (Pereira et al., 2002). No entanto, é de extrema importância compreender a 

 
mecanismos dos produtos apícolas ao nível do animal, porque as suas propriedades já foram testadas e demonstradas em 

 

o nível de laboratório. 

 
O própolis pode ser usado para prevenir doenças, com bom desempenho quando usado como profilático para diversas enfermidades 

 
secundária às suas propriedades antimicrobianas, particularmente flavonoides e terpenos (Teixeira et al., 2005). Segundo os pesquisadores, 
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A própolis é rica em artepilina C (ácido 3,5-diprenil-4-hidroxicinâmico), que possui ação imunomoduladora e anti-inflamatória. 

propriedades (Paulino et al., 2008; Messerli et al., 2009; Fischer et al., 2010) úteis no tratamento de infecções do úbere. Própolis 

também possui propriedades antioxidantes (Cabral et al., 2009), um fator interessante e desejável quando se considera seu uso como substituto 

para produtos sintéticos. Neto et al. (2009) encontraram resultados positivos com o uso de extrato aquoso de própolis contra 

Staphylococcus sp. isolados de cabras com mastite, nas quais foram observados halos de inibição com diâmetros variando de 8 a 15 

mm (diâmetro médio 11,1 ± 1,7 mm). 

O método de extração do própolis tem uma influência substancial na sua atividade antimicrobiana; por exemplo, os pesquisadores 

avaliou diversos solventes para extração de própolis e constatou que com a água, o azeite de oliva, o óleo de coco e o polietileno 

glicol, as proporções extraídas de flavonóides foram de 0,33%, 0,22%, 0,20–0,25% e 0,55%, respectivamente (Pujirahayu et al., 

2014). Segundo Xu et al. (2009) os solventes mais utilizados para extração de própolis são o etanol e o metanol; 

no entanto, a água também é usada, porque algumas substâncias do própolis são solúveis apenas em água. 

Devido à grande relevância que a mastite tem na cadeia produtiva do leite ovino, no presente estudo objetivamos 

avaliar o potencial antimicrobiano do extrato aquoso de própolis verde in vitro contra bactérias causadoras de mastite e in vivo, 

avaliando a eficácia do tratamento em ovinos da raça Lacaune. 

 
2. Materiais e Métodos 

 

Esta pesquisa teve caráter exploratório e quantitativo (Pereira et al., 2018). O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética 

Comitê de Bem-Estar Animal da Universidade Estadual de Santa Catarina-UDESC, sob protocolo nº 8954200520. 

 
2.1 Produção e composição da própolis 

A própolis utilizada foi adquirida em apiário comercial. A extração foi realizada segundo metodologia 

adaptado de (Kubilene et al., 2015). A própolis bruta foi moída em um almofariz de porcelana com o auxílio de nitrogênio líquido. 

a condição de preparo incluiu 10 g de própolis, 100 ml de água e 20 g de polietilenoglicol (PEG) 400, submetidos a altas 

pressão a 120 ºC por 5 minutos em autoclave do tipo horizontal. Após a extração, o extrato foi filtrado em filtro Whatman nº 1 

papel. A solução foi armazenada em frasco âmbar, protegido da luz. 

A determinação de compostos fenólicos totais (CFT) foi realizada pelo método colorimétrico de Folin -Ciocalteu 

modificado por Bonoli et al. (2004). Uma alíquota de 0,5 ml foi misturada com 0,5 ml do reagente de Folin-Ciocalteu e agitada por 1 

minuto. Em seguida, 2 ml de carbonato de sódio (20%) foram adicionados à mistura e agitados por 30 s. Após 2 h de incubação, a 

A absorbância foi lida a 750 nm. A curva padrão foi preparada usando várias concentrações de ácido gálico em metanol. 

a concentração de TPC foi calculada usando uma equação derivada da curva padrão do ácido gálico (expressa em mg de 

equivalente de ácido gálico por g de amostra seca; mg GAE/g). Os dados foram expressos como média ± DP de três experimentos. 

 
2.2 Concentração inibitória mínima (CIM) 

A preparação do inóculo foi realizada com Staphylococcus aureus ATCC 25523 e com os agentes isolados de 

o leite S. epidermidis, S. intermedius, S. hyicus, Streptococcus equinus, E. coli e cultura hemolítica de E. coli , em 5 ml de cérebro 

caldo de infusão de coração (BHI) e Acinetobacter spp. em 5 ml de caldo de triptona de soja (TSB) incubados a 37 ± 1 ºC por 24  

horas ou até obter turbidez correspondente a 0,5 na escala de McFarland. Corynebacterium spp. foi inoculado em caldo de infusão de cérebro e 

coração (BHI) + Tween 80 (1%) e incubado a 37 ± 1 ºC por 48 horas. 

A concentração inibitória mínima (CIM) realizada de acordo com o Instituto de Análises Clínicas e Laboratoriais 

Padrões (2008), foi determinado pela diluição serial do extrato aquoso de própolis em caldo Mueller-Hinton em recipiente estéril de 96 poços 

microplacas, utilizando 150 ÿl de solução diluída e 10 ÿl de inóculo. As placas foram incubadas por 24 horas a 37 ± 1ºC; após  
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Neste período, 15 ÿl de solução de cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazólio a 1% foram adicionados como revelador. A produção de coloração vermelha 

 
após 3 horas de incubação indica crescimento microbiano. A concentração inibitória mínima foi definida como a menor 

 

concentração de própolis que não apresentou crescimento visível após a incubação. 
 
 

 

2.3 Animais, alimentação e desenho experimental 

 
O experimento foi conduzido na Cabanha Chapecó, localizada no município de Chapecó, SC, Brasil. Dez ovelhas Lacaune foram 

 

selecionados aleatoriamente, padronizados por idade, sexo e raça, durante um período de lactação de aproximadamente 90 dias. Os animais foram 

 
divididos em dois grupos: cinco animais para o grupo controle (GC) que recebeu 2,5 ml de solução salina e cinco animais no grupo 

 

grupo tratado (GT) que recebeu 2,5 ml do extrato; pela via intramamária. As aplicações ocorreram 

 
imediatamente após a ordenha, em intervalos de 12 horas, totalizando três aplicações. Todos os animais apresentaram diagnóstico positivo no teste da raquete 

 

(Teste de Mastite da Califórnia - CMT) e tinham histórico de mastite subclínica há mais de 30 dias; portanto, já estavam 

 
em confinamento isolado do restante do rebanho. Nenhum animal apresentou comprometimento sistêmico como febre, perda de apetite, apatia, 

 
dispneia ou dificuldade para caminhar. O confinamento foi realizado em galpão coberto, com maravalha e acesso a água 

 

ad libitum. Os animais foram alimentados duas vezes ao dia (às 8h e às 17h), à base de 400 g de concentrado (18% de proteína bruta), 3,5 

 
kg de silagem de milho e feno à vontade. 

 
 
 

2.4 Medição do leite 

 

A ordenha dos animais era mecanizada e realizada duas vezes ao dia (às 07:30 e às 17:00 horas). O indivíduo 

 

Foi realizada a verificação volumétrica do leite de todos os animais, obtido por meio de medidor do tipo “Milk Meter” (True Test®, Auckland, Nova Zelândia), 

medindo-se o volume produzido nas ordenhas da manhã e da tarde. 

 

 
2.5 Coleta de amostras 

 
Do dia 1 ao dia 8 do experimento, e posteriormente nos dias 14 e 21, foram coletadas amostras de leite de cada animal. 

 

tetas em frascos estéreis, após limpeza do teto (papila) com álcool 70% e descarte dos três primeiros jatos para o sistema microbiano 

 
isolamento e contagem bacteriana total. No mesmo período, 40 mL de leite foram coletados de cada animal por meio de WB HI/Pullout 

 

Equipamento Tru-Test©, que permite a coleta de uma amostra de leite da ordenha completa do animal. 

 
Antes da ordenha matinal, ainda em jejum, os animais foram contidos manualmente para coleta de amostras de sangue, por meio do 

 
veia jugular utilizando tubos vacuolizados. Um volume de 4 mL de sangue foi colocado em um tubo contendo EDTA (etilenodiamina 

 

ácido tetraacético) para realização de eritrograma e leucograma, e outros 4 mL foram colocados em tubos sem 

 
anticoagulante para obter o soro para análise bioquímica. 

 
 

 
2.6 Hemograma e bioquímica sérica 

 

A contagem total de eritrócitos e leucócitos, bem como a concentração de hemoglobina, foi realizada por meio de um 

 
contador de células semiautomático (modelo CELM CC530). A contagem diferencial de leucócitos foi realizada por meio de esfregaços de sangue corados 

 
pelo método de Romanowsky (1891) e visualizado em microscopia óptica. O hematócrito foi obtido por meio de capilar 

 
tubos para centrifugação de microhematócrito a 11.000 g por 5 minutos. 

 

Os tubos sem anticoagulante foram centrifugados (5100 g por 10 minutos) para separação do soro. Os sobrenadantes 

 
foram transferidos para microtubos de 1,5 ml, identif icados e armazenados a –20 °C até a análise. Nessas amostras, os níveis de 

 

proteínas, albumina e ureia foram medidas usando um analisador semiautomático (Bio-2000 BioPlus®) e kits comerciais 

 
(Analisa®). Os valores de globulina foram calculados como a diferença entre os níveis de proteína total e albumina. 
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2.7 Análises do leite 

2.7.1  Composição centesimal e contagem de células somáticas 
 

A composição aproximada (gordura, proteína, lactose e extrato seco total) foi determinada usando um analisador infravermelho 

 
(LactoStar Funke Gerber®) e as contagens de células somáticas (CCS) foram feitas usando um contador digital (Ekomilk Scan Somatic Cells 

Analisador®). 
 

 

2.7.2  Contagens bacterianas totais (TBC) 

 
O ágar para contagem de placas (PCA) foi utilizado para realizar o TBC; 100 ÿL de leite, previamente diluído em água peptonada até 10 vezes 

 
concentração, foi inoculado em placas de Petri estéreis usando uma alça de Drigalski, seguindo o método de placa espalhada. Em seguida, o 

 

As placas foram incubadas em estufa bacteriológica a 37 ± 1 ºC por 48 horas para posterior leitura. As amostras foram mantidas refrigeradas 
 

até o momento da análise. 
 

 
2.7.3  Identificação de agentes causadores 

 
As amostras foram cultivadas em ágar sangue suplementado com 5% de sangue de carneiro desfibrinado, ágar MacConkey e 

 
Ágar Sabouraud pela técnica de estriação. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 a 72 horas, e os microrganismos 

 
foram identificados de acordo com as características morfo-tonificantes apresentadas conforme descrição do National Mastitis 

 
Conselho (2004) e Markey et al. 

 

 

2.8 Teste de raquete (Teste de mastite da Califórnia – CMT) 

O teste foi realizado nos dias 1, 7, 14 e 21 do experimento, utilizando uma raquete branca com quatro compartimentos e 
 

reagente tipo CMT - Solução (TADABRAS®). Após a limpeza dos tetos com álcool 70% e a retirada dos três primeiros jatos. 

 
os resultados foram interp retados como positivos ou negativos. 

 
 

 
2.9 Análise estatística 

 

O animal foi considerado a unidade experimental para todas as análises. Todas as variáveis dependentes foram testadas quanto à normalidade. 
 

usando o procedimento univariado do SAS (SAS Inst. Inc., Cary, NC, EUA; versão 9.4); apenas contagens bacterianas totais e células somáticas 
 

As contagens não apresentaram distribuição normal e foram transformadas. Em seguida, os dados binomiais de CMT (positivos ou negativos) foram 

analisados usando o procedimento GLIMMIX e todos os demais dados usaram o procedimento MIXED do SAS. Em ambos os procedimentos, os 

A aproximação de Satterthwaite foi usada para determinar os graus de liberdade do denominador para o teste de efeitos fixos. 
 

As variáveis foram analisadas como medidas repetidas. Os resultados da produção de leite (mL/ordenha), composição do leite e CCS foram 
 

testado para efeitos fixos de tratamento, dia, ordenha e todas as interações possíveis, e usando animal (tratamento) como aleatório 
 

variáveis, e animal (tratamento) como sujeito. Os resultados do hemograma, bioquímica sérica e contagem microbiológica do leite 
 

as variáveis foram testadas para efeitos fixos de tratamento, dia e tratamento × dia, e usando animal(tratamento) como o aleatório 

 
variável e animal (tratamento) como sujeito. A estrutura de covariância simétrica composta foi selecionada para o leite 

concentração de gordura e lactose. A estrutura de covariância de Toeplitz foi selecionada para hematócrito, eosinófilos e o primeiro 
 

A estrutura de covariância autorregressiva de ordem foi selecionada para todas as outras variáveis. As estruturas de covariância foram selecionadas 

 
de acordo com o critério de informação de Akaike mais baixo. As médias foram separadas usando PDIFF e todos os resultados foram relatados como 

 
LSMEANS seguido por SEM. Significância foi definida quando P ÿ 0,05, e tendência quando P > 0,05 e ÿ 0,10. 

3. Resultados 

 
3.1 Compostos fenólicos totais (CFT) 
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Fonte: Autores. 

 

 
3.3 Atividade antimicrobiana do extrato de própolis contra isolados 

 
A concentração inibitória mínima (CIM) obtida do extrato aquoso de própolis verde para S. aureus 

 
ATCC 25523 foi de 1 mg/ml. Para os agentes bacterianos isolados S. epidermidis, S. intermedius, S. hyicus, Corynebacterium spp. e 

 
Acinetobacter spp., obteve-se uma concentração de 10 mg/ml, enquanto para Streptococcus equinus, E. coli e E. coli hemolítica , 

 
obteve-se uma concentração de 100 mg/ml capaz de reduzir  o crescimento bacteriano. 

 
 

 

3.4 Produção, composição e qualidade do leite 

 
Não foram detectados efeitos do tratamento × dia × ordenha (P > 0,48) para nenhuma variável de produção e composição do leite 

 

(Tabela 2). Além disso, não foram detectados efeitos do tratamento × dia (P > 0,39) ou tratamento (P > 0,33) para CMT, produção de leite, 

 
concentração de gordura e minerais no leite, densidade ou CCS (Tabela 2). No entanto, os efeitos do tratamento × dia (P ÿ 0,05), mas não 

 

tratamento (P > 0,20) foram detectados para concentração de proteína no leite, lactose e sólidos não gordurosos, e os animais tratados apresentaram menor 

 
concentrações destes nos dias 2, 4 e 14, em comparação aos animais controle (Tabela 2). 
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Tabela 2. Produção e composição do leite de ovelhas Lacaune com mastite subclínica recebendo aplicação intramamária de 

própolis verde. 

Tratamentos2 Valor de p 

Variáveis1 SEM Tratar Tratar × 
Controlar Tratado 

Tratamento × dia × 
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 dia ordenha 

CMT (% de positivo) 90,00 90,00 0,08 0,99 0,44 - 

Produção (mL/ordenha) 415,00 443,33 74,97 0,80 0,39 0,48 

Produção (mL/dia) 830,00 886,67 149,94 0,80 0,39 - 

Composição do leite 

 
Proteína (g/kg) 

    

 
0,23 

 

 
0,05 

 

 
0,99 

d 1 3,89 3,90 3,89    

d 2 4.03a 3,79b 4.03 
   

d 3 3,94 3,78 3,94 
   

d 4 4.24a 4.01b 4.24 
   

d 5 4.18 4.01 4.18 
   

d 6 4.09 4.19 4.09 
   

d 7 4.11 4.06 4.11 
   

d 8 4.12 4.02 4.12 
   

d 14 4.37a 4.06b 4.37 
   

d 21 4.23 4.02 4.23 
   

 
Gordura (g/kg) 6,99 7,37 0,37 0,49 0,49 0,99 

Lactose (g/kg) 

d 1 

 

 
5,52 

 

 
5,56 

 

 
0,13 

0,20 0,05 0,93 

d 2 5.70a 5.39b 0,13 
   

d 3 5,58 5,38 0,13 
   

d 4 6.02a 5.69b 0,13 
   

d 5 5,91 5,69 0,13 
   

d 6 5,78 5,93 0,13 
   

d 7 5,82 5,74 0,13 
   

d 8 5,82 5,68 0,13 
   

d 14 6.16a 5.76b 0,13 
   

d 21 5,97 5,69 0,13 
   

 

Sólidos não gordurosos (g/kg) 
   

0,27 0,03 0,09 

d 1 10.46 10,53 0,26    

d 2 10.89a 10.25b 0,26 
   

d 3 10,68 10.22 0,26 
   

d 4 11h45 10.84b 0,26 
   

d 5 11.26 10,86 0,26 
   

d 6 11.01 11h35 0,26 
   

d 7 11.08 10,98 0,26 
   

d 8 11.09 10,85 0,26 
   

d 14 11.78a 10.97b 0,26 
   

d 21 11,38 10,84 0,26 
   

Densidade 10083,00 9739,07 234,46 0,33 0,50 0,74 
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Minerais (g/kg) 0,82 0,84 0,03 0,64 0,63 0,93 

CCS(x103 /mL) 213,90 242,30 44.10 0,66 0,60 0,52 

 
1SCC, contagem de células somáticas. CMT, Teste de Mastite da Califórnia. 

2Controle e Tratado representam 2,5 ml de solução salina e 2,5 ml de extrato aquoso de própolis, respectivamente. 

a-bDifere (P ÿ 0,05) entre os tratamentos.  

Fonte: Autores. 

 

 
3.5 Hemograma, Bioquímica Sérica e Contagem Bacteriana Total 

 
Não foram detectados efeitos do tratamento × dia (P ÿ 0,14) e do tratamento (P ÿ 0,31) para hemograma ou bioquímica sérica 

variáveis (Tabela 3) e também para contagens microbiológicas do leite (Tabela 4).  

 
 

Tabela 3. Variáveis hematológicas e bioquímicas de ovelhas Lacaune com mastite subclínica submetidas à administração intramamária 
 

aplicação de própolis.  

 
Variáveis 

Tratamentos1 
 

 
SEM 

 
Valor de p 

 Controlar Tratado  Tratar Tratar × dia 

Hemograma 
     

Eritrócitos (x106 µL) 9,77 10,77 0,65 0,31 0,47 

Hematócrito (%) 34,95 37,96 2.01 0,32 0,27 

Hemoglobina (g/dL) 11,65 12,46 0,66 0,41 0,92 

Leucócitos (x103 µL) 67,41 81,99 11.24 0,38 0,55 

Neutrófilos (x103 µL) 34,88 34,51 6.15 0,97 0,33 

Linfócitos (x103 µL) 30,46 41,37 8.15 0,37 0,16 

Monócitos (x103 µL) 0,88 1,24 0,35 0,46 0,93 

Eosinófilos (x103 µL) 1.19 1,85 0,47 0,35 0,23 

 
Bioquímica 

     

 
Proteína Total (g/dL) 

 
8,40 

 
8,76 

 
0,45 

 
0,59 

 
0,57 

Albumina (g/dL) 3.22 3.02 0,20 0,51 0,42 

Globulina (g/dL)  5.19 5,73 0,44 0,40 0,23 

Ureia (mg/dL) 37,90 32,40 6.01 0,54 0,65 

 

1Controle e Tratado representam 2,5 ml de solução salina e 2,5 ml de extrato aquoso de própolis, respectivamente. 

a-bDifere (P ÿ 0,05) entre os tratamentos.  

Fonte: Autores. 
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Tabela 4. Contagem microbiológica do leite de ovelhas Lacaune com mastite subclínica recebendo aplicação intramamária de verde 
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própolis.  

 
 
Variáveis 

Tratamentos1 
  

 
SEM 

 
Valor de p 

 Controlar Tratado  Tratar Tratar × dia 

Teta direita (x 10-1 UFC/mL) 200,07 263,20 94,51 0,65 0,36 

Teta esquerda (x 10-1 UFC/mL) 271,49 324,09 71,54 0,62 0,14 

Ambas as tetas, média (x 10-1 UFC/mL) 235,78 293,65 75,97 0,60 0,22 

 

 
1Controle e Tratado representam 2,5 ml de solução salina e 2,5 ml de extrato aquoso de própolis, respectivamente. 

P > 0,05 sem diferença entre os grupos. 

Fonte: Autores. 

 
4. Discussão 

 

Os microrganismos mais encontrados nas amostras de leite deste estudo foram do gênero Staphylococcus sp. De acordo com a literatura, os 

estafilococos coagulase-negativos (ECN) são os agentes causadores mais comuns de mastite subclínica em bovinos leiteiros.  

ruminantes (Deinhofer & Pernthaner 1995; Contreras et al., 1997; Arznabarreta et al., 2002). Além da prevalência 
 

isolamento de Corynebacterium sp. no SNC foi encontrado em duas amostras. A mastite subclínica causada por este agente não causa nenhuma 
 

principais problemas, pois permite diagnóstico e tratamento rápidos pela visualização do aumento da CCS, ao contrário da infecção causada pela 

 
Staphylococcus sp. que causam destruição das células do epitélio glandular, causando perdas significativas no leite 

 
produção (Barkema et al., 2006). 

 
Em estudo sobre mastite subclínica em ovelhas da raça Lacaune no Oeste de Santa Catarina, 92% dos isolados foram 

 
Staphylococcus sp. e apenas 8% eram Corynebacterium sp. (Alba et al., 2019). No presente estudo, cepas de E. coli e 

E. coli hemolítica também foram isoladas. Segundo Radostits et al. (2000), infecções por microrganismos deste gênero são 
 

transmitidas pelas fezes dos animais e provavelmente contaminam a glândula mamária das ovelhas quando estas se deitam 
 

a baia imediatamente após a ordenha, porque o orifício e o canal do teto ainda estão dilatados ou “abertos”. De acordo com Farshad et 
 

al. (2012), a presença deste microrganismo no leite cru e seus derivados é grave, pois pode causar doenças como a uremia 
 

síndrome hemolítica, colite hemorrágica e diarreia com sangue; é por isso que buscamos reduzir a contaminação bacteriana do leite 
 

na maior extensão possível. Em um estudo recente com bovinos, 14 isolados de leite foram identificados como E. coli (Ismail & 
 

Abutarbush, 2020), uma bactéria zoonótica que precisa estar sob vigilância constante. 
 

Embora a própolis utilizada neste estudo tenha apresentado resultados positivos na redução do crescimento bacteriano em testes in vitro , foi 

não é possível observar o mesmo resultado quando aplicado nas glândulas mamárias dos animais. No caso de sua ação contra E. coli, 
 

por exemplo, encontramos uma maior concentração de produto necessária para inibir o crescimento. De acordo com Sforcin et al. (2000), gram- 
 

bactérias negativas possuem conteúdo lipídico e maior complexidade química na parede celular que limita a ação do própolis. 

 
No entanto, em relação ao Staphylococcus sp., os pesquisadores descobriram que 1 mg/ml teve um efeito bactericida contra uma cepa de S. aureus 

 
(Santana et al., 2012), conforme constatado nos testes in vitro aqui realizados. Um estudo utilizando extrato aquoso e etanólico de própolis contra ovinos 

 
isolados de leite descobriram que a concentração de 0,05 mg/ml (50 ÿg/ml) teve forte atividade in vitro contra cepas de 

 
Staphylococcus sp. (Santos Neto et al., 2009). Pesquisadores descobriram que concentrações mais altas contra bactérias gram-positivas anaeróbias 

bactérias (1.024 ÿg/ml) podem ser eficazes (Santos et al., 2002), enquanto em outro estudo, verificou-se que a inibição 
 

A concentração de S. aureus foi de 3.650 ÿg/ml (Miorin et al., 2003), ambos utilizando extrato etanólico de própolis. Essa flutuação 
 

nas concentrações inibitórias contra cepas do mesmo gênero pode ser explicada pela distinta resistência que as bactérias podem 
 

presente, assim como a atividade da própolis, que, independentemente do seu modo de extração, tem dependência sazonal, pois em cada 
 

estação pode apresentar alterações em seus compostos e isso pode se refletir em sua ação antimicrobiana (Lu et al., 2005). 
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No presente estudo, a composição centesimal do leite não foi alterada pelo tratamento com o extrato aquoso de 

 
própolis. Além disso, de acordo com o Regulamento Técnico de Produção, Identidade e Qualidade do Leite Ovino Cru (2019) 

 
da ABCOL (Associação Brasileira dos Criadores de Ovinos Leiteiros), os parâmetros estavam de acordo com os valores recomendados. 

 

A ausência de um grupo controle negativo (livre de mastite) neste estudo limita nossa interpretação, ou seja, se o leite 

 
composição foi afetada por doenças locais. Em um estudo recente realizado na mesma fazenda (Alba et al., 2019), níveis mais baixos de 

 
proteína, gordura e sólidos totais foram obtidos, e a produção de leite foi menor para o grupo de animais com mastite quando 

 

em comparação aos animais saudáveis do grupo controle. Isso também foi observado em outro estudo realizado na mesma propriedade, 

 
onde os animais apresentaram menores níveis de gordura, proteína, lactose, sólidos não gordurosos e sólidos totais, além de menor produção de leite 

 

diferença de 0,1–0,4 L/ovelha/dia quando avaliada em relação àquelas que receberam algum tipo de tratamento (Jaguezeski et al., 

 
2018). Em relação às variáveis bioquímicas e hematológicas, não obtivemos resultados significativos entre os grupos; porém, 

 

se avaliarmos os dados obtidos e os relacionarmos com o que a mastite altera em termos de saúde animal, notamos que os números de 

 
As células de defesa mudaram, ou seja, aumentaram; isso é semelhante aos resultados descritos por Alba et al. (2019). Corroborando a 

 
resultados do nosso estudo, Ebrahimi et al. (2014) comentaram que, diante da invasão de microrganismos na glândula mamária 

 
glândula, o número dessas células, principalmente neutrófilos, aumenta para combater o processo infeccioso. Pinheiro Junior et al. 

 
(2006) constataram que, em caso de mastite aguda afetada por Corynebacterium pseudotuberculosis, houve elevação dos leucócitos 

 
números, tendo em vista as substâncias adrenocorticais produzidas no início da infecção. Acreditamos que, como subclínico 

 

a mastite tornou-se crônica nas ovelhas utilizadas em nosso estudo, a fase de distúrbios metabólicos já havia ocorrido; ou seja, a 

 
as ovelhas conseguiram adaptar-se à presença de microrganismos; alternativamente, a infecção foi leve, incapaz de alterar a 

 

metabolismo de proteínas, lipídios e carboidratos no sangue desses animais. 

 
Este foi um estudo preliminar, que envolveu apenas uma dose de própolis, bem como um pequeno número de ovelhas com 

 
mastite subclínica crônica. Em estudos futuros do nosso grupo de pesquisa, pretendemos avaliar um maior número de doses, bem como 

 

o efeito da própolis vermelha extraída com solvente aquoso contra casos de mastite in vitro e, em caso de sucesso, in vivo. 

 

 
5. Conclusão 

 
Ovelhas com mastite apresentaram contagens totais elevadas de leucócitos, como resultado do aumento de neutrófilos e linfócitos. O principal 

 

O microrganismo isolado nos casos de mastite deste estudo foi o Staphylococcus epidermidis. O extrato aquoso apresentou forte 

 
efeito antimicrobiano in vitro contra cepas isoladas de casos de mastite. In vivo, a dose de própolis aquosa utilizada não apresentou 

 

efeito curativo, assim como não houve influência na produção ou qualidade do leite, nem na saúde das ovelhas. 
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Resumo 

O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito da aplicação intra-mamária de curcumina em ovelhas com mastite 

subclínica e ovelhas saudáveis sobre produção de leite, qualidade do leite e saúde de ovelhas. Para isso foi realizado 

dois experimentos: Experimento I: 10 ovelhas com mastite subclínica crônica foram divididas em dois grupos de  

cinco ovelhas cada: a) controle, foi aplicado 3 mL de óleo mineral via intra-mamária; b) curcumina, aplicado 2 mg de 

curcumina diluída em óleo mineral via intra-mamária. Houve efeito do tratamento, isto é, ovelhas que receberam a 

aplicação de curcumina tiveram maior produção de leite. Houve o efeito do tratamento para percentagem de proteína 

no leite, assim como tendencia de efeito do tratamento para lactose e solidos totais; com destaque para menores níveis 

de proteína, lactose e sólidos não gordurosos nas ovelhas do grupo curcumina comparado ao controle. Verificamos 

uma interação entre tratamento versus dia para proteína no leite nos dias 7 e 14 após aplicação; menor no grupo 

curcumina. Efeito do dia foi verificado para contagem de eritrócitos e leucócitos, assim como a concentrações de 

hemoglobina em ambos os grupos. Para o experimento II usamos 80 ovelhas divididas em 4 grupos: controle, T2, T3 

e T4 (2, 3 e 4 mg de curcumina diluída em óleo mineral via intra-mamaria, respectivamente). Efeito do dia foi 

observado para o grupo T2, isto é, houve um aumento na produção de leite do dia 1 para 20. A contagem de células 

somáticas (CCS) sofreu efeito do tratamento, dia e interação entre tratamento versus dia. O maior CCS foi observado 

no grupo T4. Do grupo de ovelhas, 17 tiveram problemas na glândula mamaria após a aplicação dos quatro 

tratamentos, sendo que cinco ovelhas desenvolveram uma grave mastite ambiental e morreram; e os demais animais 

também testaram positivos para mastite subclínica no teste da raquete (Califórnia Mastite Teste). De modo geral, o  

uso da curcumina via intra-mamaria nas doses testadas não tem efeito curativo, assim como quando usado em ovelhas 

saudáveis causa efeito negativo, afetando a qualidade do leite (elevou CCS). Além disso, a aplicação de produtos  

intra-mamários (óleo mineral ou óleo + curcumina) são um risco elevado para o animal; portanto, não recomendamos. 

Palavras-chave: Mastite; Extrato Herbal; Ovinos. 
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Abstract 

The objective of this work was to evaluate the effect of intramammary application of curcumin in ewes with 

subclinical mastitis and healthy ewes on milk production, milk quality and ewes health. For this, two experiments  

were carried out: Experiment I: 10 ewes with chronic subclinical mastitis were divided into two groups of five ewes 

each: a) control, 3 mL of mineral oil was applied intra-mammary; b) curcumin, applied 2 mg of curcumin diluted in 

mineral oil, intra-mammary. There was a treatment effect, that is, ewes that received the application of curcumin had 

higher milk production. There was a treatment effect for the percentage of protein in milk, as well as a trend of 

treatment effect for lactose and total solders; with emphasis on lower levels of protein, lactose and non-fat solids in 

the ewes of the curcumin group compared to the control. We found an interaction between treatment versus day for 

milk protein on days 7 and 14 after application; lower in the curcumin group. Day effect was verified for erythrocyte 

and leukocyte counts, as well as hemoglobin concentrations in both groups. For experiment II we used 80 ewes 

divided into 4 groups: control, T2, T3 and T4 (2, 3 and 4 mg of curcumin diluted in mineral oil via intra-mammary, 

respectively). Day effect was observed for the T2 group, that is, there was an increase in milk production from day 1  

to 20. Somatic cell count (SCC) was effected by treatment, day and interaction between treatment versus day. The 

highest SCC was observed in the T4 group. Of the group of ewes, 17 had problems in the mammary gland after 

applying the four treatments, and five ewes developed severe environmental mastitis and died; and the other animals 

also tested positive for subclinical mastitis in the racket test (California Mastitis Test). In general, the use of curcumin 

intra-mammary at the doses tested has no curative effect, as well as when used in healthy sheep, it has a negative 

effect, affecting the quality of the milk (increased CCS). Furthermore, the application of intra-mammary products 

(mineral oil or oil + curcumin) is a high risk for the animal; therefore, we do not recommend. 

Keywords: Mastitis; Herbal Extract; Sheep. 

Resumen 

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la aplicación intramamaria de curcumina en ovejas con mastitis 

subclínica y ovejas sanas sobre la producción de leche, la calidad de la leche y la salud de las ovejas. Para ello se 

realizaron dos experimentos: Experimento I: Se dividieron 10 ovejas con mastitis subclínica crónica en dos grupos de 

cinco ovejas cada uno: a) control, se aplicó 3 mL de aceite mineral intramamario; b) curcumina, se aplican 2 mg de 

curcumina diluidos en aceite mineral intramamario. Hubo un efecto de tratamiento, es decir, las ovejas que recibieron 

la aplicación de curcumina tuvieron mayor producción de leche. Hubo un efecto del tratamiento para el porcentaje de 

proteína en la leche, así como una tendencia del efecto del tratamiento para la lactosa y soldaduras totales; con énfasis 

en niveles más bajos de proteína, lactosa y sólidos no grasos en las ovejas del grupo de curcumina en comparación 

con el control. Encontramos una interacción entre el tratamiento versus el día para la proteína de la leche los días 7 y 

14 después de la aplicación; más bajo en el grupo de la curcumina. Se verificó el efecto día para los recuentos de 

eritrocitos y leucocitos, así como las concentraciones de hemoglobina en ambos grupos. Para el experimento II se 

utilizaron 80 ovejas divididas en 4 grupos: control, T2, T3 y T4 (2, 3 y 4 mg de curcumina diluidos en aceite mineral 

vía intra-mama, respectivamente). Se observó un efecto de día para el grupo T2, es decir, hubo un aumento en la 

producción de leche del día 1 al 20. El recuento de células somáticas (CCS) se efectuó por el tratamiento, el día y la 

interacción entre el tratamiento y el día. La CCS más alta se observó en el grupo T4. Del grupo de ovejas, 17 tuvieron 

problemas en la glándula mamaria después de aplicar los cuatro tratamientos, y cinco desarrollaron mastitis  ambiental 

severa y murieron; y los otros animales también dieron positivo por mastitis subclínica en la prueba de raqueta  

(Prueba de Mastitis de California). En general, el uso de curcumina intramamaria a las dosis probadas no tiene efecto 

curativo, así como cuando se usa en ovejas sanas tiene un efecto negativo, afectando la calidad de la leche (aumento  

de CCS). Además, la aplicación de productos intramamarios (aceite mineral o aceite + curcumina) es de alto riesgo 

para el animal; por lo tanto, no lo recomendamos. 
Palabras clave: Mastitis; Extracto de hierbas; Oveja. 

 

1. Introdução 

A cadeia da ovinocultura leiteira no Brasil e no mundo possui características altamente favoráveis para um 

crescimento exponencial, fato esse que está ligado ao alto valor agregado e da qualidade dos produtos lácteos advindos desses  

animais, logo tal atividade anda atrelado com o mercado consumidor (Rohenkohl et al., 2015). A alta demanda por tais 

produtos está inteiramente associada a composição do leite produzido pelas ovelhas, principalmente os teores de gordura que 

giram em torno de uma média de 8%, variando conforme fase de lactação do animal, raça, alimentação, entre demais fatores 

(Park et al., 2007). Um dos grandes problemas que os produtores de leite enfrentam está relacionado a encontrar animais do 

rebanho acometidos por uma inflamação no sistema mamário, normalmente acometida por um patógeno ou por alguma lesão 

na região, fenômeno esse denominado de mastite, conhecido mundialmente e altamente prejudicial a produção e qualidade do 

leite e principalmente a saúde dos animais (Leitner et al. 2004; Veríssimo et al. 2010). Entretanto, o tratamento imediato aos 
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animais que apresentam tal inflamação baseia-se no uso de antibióticos sintéticos, toda via, o mercado consumidor está cada 

vez mais preocupado com o desenvolvimento acelerado da resistência bacteriana cruzada animal -humano através dos produtos 

de origem animal (Abdalhamed et al. 2018). 

Na busca por mudanças no uso indiscriminado de medicamentos sintéticos, os extratos herbais devido as suas 

características peculiares e semelhantes, os mesmos estão comumente sendo estudados. A curcumina, extrato obtido do rizoma 

da Curcuma longa, vem sendo alvo de inúmeras pesquisas por ser um polifenol com propriedades bioativas benéficas, com 

destaque para a forte atividade antioxidante em ovinos suplementados com curcumina (Molosse et al. 2019, Jaguezeski et al. 

2018). Galli et al. (2018) mostraram efeito anti-inflamatório, antioxidante e anticoccidiano em poedeiras suplementadas com 

curcumina, fato esse que demonstra sua utilização em diferentes espécies e para diferentes objetivos. Toda via, no presente 

estudo, pensando em otimização do uso da curcumina devida a mesma ser altamente metabolizável e ter baixa disponibilidade 

(Noorafshan & Ashkani-Esfahani 2013). Portanto, o objetivo do estudo foi avaliar se a aplicação intra-mamaria de curcumina 

em ovelhas com mastite subclínica e ovelhas saudáveis tem efeitos positivos sobre produção de leite, qualidade do leite e saúde 

de ovelhas. 

 

2. Metodologia 

Esta pesquisa teve um caráter exploratório e quantitativo (Pereira et al. 2018). O projeto foi aprovado pelo Comitê de 

Ética no uso de Animal na Pesquisa da Universidade do Estado de Santa Catarina-UDESC, sob o protocolo nº 9781070619. 

 

2.1 Curcumina 

A curcumina utilizada no Experimento I foi adquirida da Sigma-Aldrich® (China) contendo 94% de pureza. Já a 

curcumina utilizada no Experimento II foi adquirida também da Sigma-Aldrich® (China), porém a pureza era de 80%. 

 

2.2 Produção das bisnagas 

Foram utilizadas seringas intramamárias de bico removível 12,25mL (Embalabor® - Brasil) que possuem cânula fina 

e curta, própria para a anatomia do teto ovino. Inicialmente foram realizadas as pesagens da curcumina de acordo com cada 

tratamento; posteriormente foi diluída em óleo mineral em tubos falcon estéreis, com auxílio de agitador tipo vórtex. Após a 

diluição completa, as seringas foram preenchidas com 3 mL do produto de forma asséptica em capela de fluxo laminar. A 

quantidade aplicada em cada papila foi de 3 mL corrobora com estudo anterior já realizado em ovelhas (Deolindo et al. 2021). 

 

2.3 Experimento I – ovelhas com mastite 

O experimento foi conduzido em uma propriedade comercial localizada no município de Chapecó – SC (Brasil). 

Foram utilizadas 10 ovelhas alojadas no mesmo recinto, diagnosticadas com mastite subclínica crônica (Califórnia Mastite 

Teste - CMT), divididas em dois grupos: cinco ovelhas para o grupo controle, aplicado 3 mL de solução de óleo mineral por 

compartimento mamário; e cinco animais para o grupo curcumina, que recebeu 2 mg de curcumina diluído em 3 mL de óleo 

mineral via intra-mamária. Foi realizada três aplicações por animal (1 por compartimento mamário) após a ordenha em 

intervalo de 12 h cada. Os tetos foram devidamente higienizados com álcool (70%) antes de cada aplicação para reduzir os 

riscos de contaminação. 

 

2.4 Experimento II – ovelhas saudáveis 

Foram utilizadas 80 ovelhas saudáveis, divididas em quatro tratamentos, alojadas em baias com 20 animais cada: 

grupo controle, foi aplicado 3 mL de solução de óleo mineral; grupo T2, T3 e T4, corresponde a aplicação de 2, 3 e 4 mg de 
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curcumina diluída em 3 mL de óleo mineral via intra-mamária, respectivamente. Foi realizada três aplicações por animal (1 por 

compartimento mamário) após a ordenha em intervalo de 12 h cada. Os tetos foram devidamente higienizados com álcool 

(70%) antes de cada aplicação para minimizar os riscos de contaminação. 

 

2.5 Coleta de amostras e análises de laboratório 

No experimento I, as coletas de leite e mensuração de leite produzido foram realizadas no dia 1, 7 e 14 de 

experimento. Para as coletas os tetos foram limpos e desinfetados com álcool (70%), e os três primeiros jatos de leite foram 

descartados, seguidos por coleta manual de leite (50 mL) para a análise centesimal e a contagem de células somáticas (CCS). 

Amostra de sangue também foram realizadas no dia 1, 7 e 14 de experimento, com animais em jejum, pela veia jugular. O 

sangue foi alocado em tubos contendo EDTA como anticoagulante (4 mL) para realização de hemograma. 

No experimento II, a mensuração da produção de leite foi feita no dia 1 e 20; assim como as coletas de leite foram 

realizadas nos dias 1, 3 e 14 pós aplicação de curcumina intra-mamaria usadas para mensurar CCS. 

 

2.5.1 Mensuração do leite 

A ordenha dos animais foi mecanizada e realizada duas vezes ao dia (05:00 e 16:00 horas). A verificação volumétrica 

individual do leite foi realizada para todos os animais, obtida por meio de um medidor tipo “Milk Meter” (True Test®, 

Auckland, Nova Zelândia), medindo o volume produzido nas ordenha da manhã e da tarde. 

 

2.5.2 Contagem de células somáticas 

A contagem de célula somáticas (CCS) foi feita em contador digital (Ekomilk Scan Somatic Cell Analyzer®), 

equipamento de campo utilizado para contagem de CCS em leite de vaca; porém também eficiente para leite de ovinos.  

Usamos um volume de 50 mL de leite para CCS. 

 

2.5.3 Composição centesimal do leite 

A composição centesimal de gordura, proteína, lactose e sólidos não gordurosos no leite foi determinada em 

analisador infravermelho (LactoStar Funke Gerber®). O equipamento automático utiliza 30 mL de leite para análise e 

resultados são apresentados em percentagem. 

 

2.5.4 Isolamento das bactérias 

As amostras foram cultivadas em ágar sangue suplementado com 5% de sangue de ovelha desfibrinado, ágar 

MacConkey e ágar Sabouraud. As placas foram incubadas a 37 ° C por 24 a 72 h os microrganismos foram identificados de 

acordo com as características morfológicas descritas pelo National Mastitis Council (2004) e Markey et al. (2013). 

 

2.5.5 Hemograma 

O número de eritrócitos e leucócitos totais, hematócrito, bem como a concentração de hemoglobina (Hb) foram 

medidos por meio de um aparelho automático (SYSMEX KX-21N). 

 

2.6 Análise estatística 

Os dados foram analisados usando o ‘procedimento MIXED’ do SAS (SAS Inst. Inc., Cary, NC, EUA; versão 9.4), 

para determinar o grau de liberdade do denominador para o teste de efeitos fixos. Todos os resultados foram analisados como 

medidas repetidas e foram testados para efeitos fixos de tratamento, dia e tratamento × dia, usando animal (tratamento) como 
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efeito aleatório. Os resultados de dia 1 foram incluídos como uma covariável independente. Além disso, para essas variáveis a  

fim de gerar a média por tratamento, os resultados dia 1 foram removidos do conjunto de dados, mas foram mantidos como 

covariável. A estrutura de covariância autorregressiva de primeira ordem foi selecionada de acordo com o critério de 

informação de Akaike. As médias foram separadas usando o método PDIFF e todos os resultados foram relatados como 

LSMEANS seguido por erro padrão. A significância foi definida quando P ≤ 0,05 e houve tendência quando P> 0,05 e ≤ 0,10.  

 

3. Resultados 

3.1 Experimento I 

Os resultados de produção de leite, composição centesimal do leite e CCS estão descritos na Tabela 1. Houve efeito 

do tratamento, isto é, ovelhas que receberam a aplicação de curcumina tiveram maior produção de leite. Houve o efeito do 

tratamento para percentagem de proteína no leite, assim como tendencia de efeito do tratamento para lactose e soldos totais; 

com destaque para menores níveis de proteína, lactose e sólidos não gordurosos nas ovelhas do grupo curcumina comparado ao 

controle. Verificamos uma interação entre tratamento versus dia para proteína no leite nos dias 7 e 14 após aplicação; menor no 

grupo curcumina. 

 

Tabela 1. Produção de leite, composição centesimal e contagem de células somáticas de ovelhas que receberam 2 mg de 

curcumina intra-mamária (Experimento 1). 

Items 
Tratamento (Trat)1 

EPM 
 P – valor  

Controle Curcumina Trat Dia Trat × Dia 

Produção de leite (g/dia)    0.05 0.59 0.25 

d 1 875 925 109    

d 7 655 985 109    

d 14 615 985 109    

Media2 622b 998a 103    

Gordura (%)    0.36 <0.01 0.73 

d 1 5.70B 5.44B 0.41    

d 7 7.02A 6.32B 0.41    

d 14 7.11A 6.96A 0.41    

Media2 7.11 6.57 0.38    

Proteína (%)    0.05 <0.01 0.03 

d 1 3.38B 3.44 0.13    

d 7 3.99A, a 3.53b 0.13    

d 14 4.22A, a 3.65b 0.13    

Media2 4.08a 3.61b 0.15    

Lactose (%)    0.07 <0.01 0.21 

d 1 5.04B 5.00 0.17    

d 7 5.56A 5.13 0.17    

d 14 5.89A 5.29 0.17    

Media2 5.74a 5.20b 0.19    

Sólidos não gordurosos (%)    0.06 <0.01 0.21 

d 1 9.43B 9.36 0.35    

d 7 10.5A 9.64 0.35    

d 14 11.2A 9.97 0.35    

Media2 10.9a 9.78b 0.40    

CCS (x 103 cel)    0.53 0.16 0.13 

d 1 1731 3189 622   

d 7 1954 840 674   
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622 

Media2 1304 2114 560 

1Os tratamentos foram: Controle e Curcumina (tratamento curcumina representa os animais que receberam 2 mg de curcumina diluída em 3 

ml de óleo mineral via intra-mamária). 
2Os resultados de dia 1 foram removidos do conjunto de dados para gerar a média por tratamento na análise estatística (EPM – erro padrão da 

média). 
A-B Na mesma coluna, diferem (P ≤ 0,05) ou tendem a diferir (P ≤ 0,10), sendo ilustrado por letras maiúsculas diferentes. 
a-b Na mesma linha, diferem (P ≤ 0,05) ou tendem a diferir (P ≤ 0,10), sendo ilustrado por letras minúsculas diferentes. 
Fonte: Autores. 

 

Resultados hematológicos foram apresentados na Tabela 2. Efeito do dia foi verificado para contagem de eritrócitos e 

leucócitos, assim como a concentrações de hemoglobina em ambos os grupos. No entanto, não houve efeito do tratamento ou 

interação entre tratamento versus dia para variáveis hematológicas analisadas. 

 

Tabela 2. Hemograma das ovelhas que receberam 2 mg de curcumina intra-mamária (Experimento 1). 
 

Items 
Tratamento (Trat)1 

EPM 
 P – valor  

Controle Curcumina Trat Dia Trat × Dia 

Eritrócitos (x 106 µL)    0.17 0.01 0.45 

d 1 9.12A 9.26A 0.18    

d 7 8.51B 8.72B 0.18    

d 14 8.54B 9.09AB 0.18    

Media2 8.49 8.95 0.19    

Hematócrito (%)    0.44 0.79 0.54 

d 1 42.8 41.9 5.62    

d 7 47.2 39.3 5.62    

d 14 49.1 41.0 5.62    

Media2 48.4 39.9 6.57    

Hemoglobina (g/dL)    0.25 0.04 0.34 

d 1 9.91A 9.99A 0.20    

d 7 9.39B 9.55B 0.20    

d 14 9.41B 10.0A 0.20    

Media2 9.37 9.81 0.21    

Leucócitos (x103 µL)    0.92 <0.01 0.24 

d 1 6.39B 6.60B 0.29   

d 7 6.47B 6.86B 0.29   

d 14 8.07A 7.58A 0.29   

Media2 7.24 7.28 0.41   

1Os tratamentos foram: Controle e Curcumina (tratamento curcumina representa os animais que receberam 2 mg de curcumina diluída em 3 

ml de óleo mineral via intra-mamária). 
2Os resultados de dia 1 foram removidos do conjunto de dados para gerar a média por tratamento na análise estatística (EPM – erro padrão da 
média). 
A-B Na mesma coluna, diferem (P ≤ 0,05) ou tendem a diferir (P ≤ 0,10), sendo ilustrado por letras maiúsculas diferentes. 
a-b Na mesma linha, diferem (P ≤ 0,05) ou tendem a diferir (P ≤ 0,10), sendo ilustrado por letras minúsculas diferentes. 
Fonte: Autores. 

 

As bactérias identificadas no leite das ovelhas foram descritas na Tabela 3. Diversas bactérias foram identificadas, 

sendo mais comumente isolada foi Staphylococcus spp. 
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Tabela 3. Bactérias identificadas nas amostras de leite das ovelhas com mastite subclinical nos dias 1, 7 e 14 dias após 

tratamento com curcumina (Experimento I). 

Animal Grupo Dia 1 Dia 7 Dia 14 

1 Curcumina Staphylococcus spp. 

coagulase negativa e 

Candida spp. 

Corynebacterium sp. Corynebacterium sp. 

2 Controle - - Staphylococcus spp. coagulase 

negativa. 

3 Controle - Staphylococcus spp. 

coagulase negativa 

Staphylococcus spp. coagulase 

negativa 

4 Curcumina Staphylococcus intermedius - - 

5 Curcumina Candida sp. - Staphylococcus spp. coagulase 

negativa 

6 Controle Staphylococcus spp. 

coagulase negativa 

- - 

7 Controle Staphylococcus spp. 

coagulase negativa e 

Candida spp. 

Staphylococcus spp. 

coagulase negativa 

Staphylococcus spp. coagulase 

negativa 

8 Curcumina Staphylococcus spp. 

coagulase negativa 

- - 

9 Controle - - Staphylococcus spp. coagulase 

negativa 

10 Curcumina Staphylococcus spp. 

coagulase negativa 

Streptococcus uberis Enterococcus faecalis 

Fonte: Autores. 

 

3.2 Experimento II 

Efeito do dia foi observado para o grupo T2, isto é, houve um aumento na produção de leite do dia 1 para 20 (Tabela 

4). Não houve efeito do tratamento e interação entre tratamento versus dia para produção de leite das ovelhas. 

A contagem de células somáticas (CCS) sofreu efeito do tratamento, dia e interação entre tratamento versus dia 

(Tabela 4). O maior CCS foi observado no grupo T4. O efeito do dia foi em todos os tratamentos, sendo que após 3 dias 

aplicação o CCS elevou-se em aproximadamente 10 vezes quando comparado ao dia 1; sendo que essa contagem reduziu ao 

passar do tempo (dia 14), mas continuou elevado nos 4 grupos. A interação entre tratamento x dia mostrou que nos dias 3 e 14 

o CCS foi maior no grupo T4 comparado ao controle. 

Entre as 80 ovelhas, 17 tiveram problemas na glândula mamaria após a aplicação. Esses animais fizeram parte dos 

quatro tratamentos (T0 = 5; T2 = 3; T3 = 4; T4 = 5), sendo que cinco ovelhas desenvolveram uma grave mastite ambiental e 

morreram em até 96 h pós início dos sinais clínicos; e os demais animais também testaram positivos para mastite subclínica no  

teste da raquete (Califórnia Mastite Teste) e 6 dessas ovelhas cessaram a produção de leite. 
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Tabela 4. Produção de leite e CCS de ovelhas submetidas a diferentes doses de curcumina intra-mamária (Experimento II). 
 

  Tratamento (Trat)1    P – valor  

Items 
Controle T2 T3 T4 

EPM 
Trat Dia 

Trat × 

Dia 

Produção de 

leite (g/dia) 

     0.80 0.05 0.78 

d 1 1060 1060B 1055 1050 31.1    

d 20 1065 1129A 1107 1106 32.7    

Média 1063 1095 1081 1078 22.4    

CCS (x 103 cel) 
     

0.02 <0.01 0.04 

d 1 395C 241C 289C 242C 298   

d 3 2738A, b 2955A, b 3728A, a 3932A, a 298   

d 14 1664B, b 1061B, b 1509B, b 2539B, a 306   

Média2 2254b 1982b 2602ab 3211a 289   

1Tratamentos foram: controle (0 mg) e T2, T3 e T4 representam os animais que receberam 2 mg, 3 mg e 4 mg de curcumina diluída em 3 ml 

de óleo mineral via intra-mamária, respectivamente. 
2Os resultados de dia 1 foram removidos do conjunto de dados para gerar a média por tratamento na análise estatística (EPM – erro padrão da 

média). 
A-B Na mesma coluna, diferem (P ≤ 0,05) ou tendem a diferir (P ≤ 0,10), sendo ilustrado por letras maiúsculas diferentes. 
a-b Na mesma linha, diferem (P ≤ 0,05) ou tendem a diferir (P ≤ 0,10), sendo ilustrado por letras minúsculas diferentes. 
Fonte: Autores. 

 

4. Discussão 

As ovelhas que receberam curcumina via intra-mamária tiveram maior produção de leite, variando em torno de 0,3 a 

0,4 litros mais que no controle. Semelhante a esse resultado, Jaguezeski et al. (2018), suplementou ovelhas diagnosticas com 

mastite subclínica com curcumina via dieta e também observou aumento na produção de leite, assim como cura de 5/6 ovelhas 

com mastite. Pesquisadores também verificaram que a suplementação de vacas com extratos de Curcuma longa contribuiu para 

elevar a produção de leite (Hashemzadeh-Cigari et al. 2014). Tais autores justificam a influência da curcumina a partir do 

metabolismo no trato gasto intestinal dos animais, fato esse que o presente estudo não aborda. 

Estudos demonstram atividade antibacteriana da curcumina (Yun & Lee, 2016), no entanto em nosso experimento I 

não foi verificado in vivo. Li et al. (2020) demonstraram potencial da curcumina contra Staphylococcus aureus, a principal 

bactéria isolada nas ovelhas com mastite desse estudo. Hipostenizávamos que essa atividade da curcumina poderia ser positiva 

na glândula mamaria, pois combateria as bactérias (curar a mastite) e assim poderia aumentar a produção de leite. 

A composição centesimal do leite cru, relacionado a teores de proteína, lactose e sólidos não gordurosos foram 

menores para o grupo curcumina, não corroborando com Jaguezeski et al. (2018), que não demonstrou diferença nesses 

parâmetros quando suplementou com curcumina via dieta as ovelhas. Bencini e Pulina (1997) explicaram que normalmente 

quando ovelhas produzem mais leite tendem a apresentar uma relação inversamente proporcional com os níveis proteicos, 

acarretando a diminuição dos mesmos, como ocorreu aqui. No entanto, importante ressaltar que devesse considerar condições 

que os animais se encontram, fatores (raça, estágio de lactação, idade, infecção no úbere, manejo, dentre outros) que também 

influenciar na composição e na qualidade do leite (Larsgaard e Vaabonoe, 1993; Hassan, 1995; Bencini e Pulina 1997). 

Observamos uma diminuição na contagem de eritrócitos em ambos os grupos e um amento de leucócitos também em 

ambos os grupos, não diferindo entre os tratamentos. Resultados que não corroboraram com Jaguezeski et al. (2018) que  

obteve resultados contrários quando a curcumina foi consumida junto ao concentrado, isto é, aumento de eritrócitos com o 

tempo e diminuição de leucócitos com o tempo para os animais. Contudo, apresentamos semelhança no fato dos valores 

encontrados estarem dentro dos valores de referência recomendados por Feldman et al. (2000). Ressaltamos que os animais do 
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nosso estudo ainda se apresentavam em desafio por conterem CCS alta, indicando possível inflamação o úbere persistente, fato 

esse que pode mobilizar uma carga de leucócitos como agentes de defesa para controle da infecção, aumentando seus níveis 

como ocorrido. 

No experimento II, o aumento na produção de leite ao longo do tempo de ovelhas saudáveis no grupo T2 foi 

interessante economicamente, fato esse que corroborou com o experimento I quando também foi usado 2 mg de curcumina. 

Jaguezeski et al. (2018) forneceu concentrado com 100 mg/kg de curcumina na dieta de ovelhas leiteiras e esses animais 

tiveram maior produção de leite, associado a baixos de CCS. Estudos anteriores já comprovam uma relação inversa entre a 

produção de leite e o CCS, ou seja, quando a produção de leite estiver em alta os níveis de CCS estarão baixos e vice e versa 

(Martí et al. 2013; Caboni et al. 2017). As ovelhas do grupo T4 tiveram elevação de CCS no leite, mesmo não alterando a 

produção, prejudicando assim a qualidade do leite. A ideia de usar curcumina em bisnagas em ovelhas saudáveis tinha como 

objetivo principal reduzir CCS ainda mais, como tinha ocorrido quando a curcumina foi consumida (Jaguezeski et al. 2018); 

porém o inverso ocorreu aqui. Não podemos dizer que foi a curcumina responsável pelo aumento de CCS, assim como não 

podemos afirmar que foi o veículo (óleo mineral) visto que CCS aumentou em todos os grupos. Acreditamos que o aumento de 

CCS é consequência de diversos fatores, isto é, a solução introduzida na glândula mamaria, lesão no interior da glândula 

mamaria devido os animais não ficarem quietos durante a aplicação, assim como não podemos descartar a contaminação do 

canal do teto durante a aplicação. Na sequência, 17 animais desenvolverem mastite, 5 morrerem e aumento de CCS, chegamos 

à conclusão que não é indicado esse tipo de procedimento em animais saudáveis, pois a baixa no rebanho foi de 21,2%; sem 

nenhum efeito positivo para as demais ovelhas (n = 63). 

 

5. Conclusão 

O uso da curcumina via intra-mamaria não tem efeito curativo, assim como quando usado em ovelhas saudáveis causa 

efeito negativo, afetando a qualidade do leite (elevou CCS). Além disso, a aplicação de produtos intra-mamários (óleo mineral 

ou óleo + curcumina) são um risco elevado para os animais, que podem contaminar-se durante a aplicação e desenvolver 

mastite subclínica ou ambiental, capaz de causar a morte. Apensar de ovelhas com mastite terem aumentado a produção de  

leite após receberam a aplicação de curcumina na glândula mamária, não tivemos a cura da mastite nesses animais. 
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INFORMAÇ ÕES DO ARTIGO RESUMO 

 
 

Palavras-chave: 

Produtos apícolas 

Criação de ovelhas 

Aditivo alimentar 

Própolis 

Este estudo determinou a influência do extrato etanólico de própolis vermelha na dieta de cordeiros sobre o ambiente ru minal, a saúde animal e o 

crescimento. Do is experimentos fo ram realizados para atingir esses objetivos. Estudo piloto: Vinte e quatro cordeiros Lacaune fêmeas fora m 

divididos em quatro grupos, com t rês repetições e dois animais por repetição (baia): T0 (Controle ), TP1.3, TP2.7 e TP5.3, representando 0, 1.3, 2.7 

e 5.3 mL de extrato de própolis por animal/dia, respectivamente. O maior ganho de peso diário foi observado em cordeiros que consumiram 2,7 mL 

de extrato de própolis por dia, e eles também tivera m a menor taxa de conversão alimentar e m co mparação ao controle. Menores contagens totais 

de leucócitos fora m observadas e m co rdeiros que consumiram extrato de própolis em compa ração ao controle devido às menores contagens de 

granulócitos e linfócitos. Os níveis de ceruloplasmina e proteína C-reativa foram menores no soro de cordeiros que consumiram própolis em 

comparação ao controle. Cordeiros que consumira m 1,3 e 2,7 mL de extrato de própolis apresentaram menores níveis de TBARS do que o controle. 

O efeito do tratamento foi observado para o pH ruminal, que foi maior nos co rdeiros que consumira m extrato de própolis do que no controle. Uma 

menor concentração de ácidos graxos de cadeia cu rta foi observada em co rdeiros que consu miram própolis do que o controle devido às menores 

concentrações de ácido acético e butírico. No experimento II, 36 cordeiros machos Lacaune fora m selecionados e divididos e m dois g rupos: 

MONENSINA (23,45 ppm de monensina por kg/matéria seca (MS)) e PRÓPOLIS (3,8 mL de própolis por animal/d ia). Os animais que consu miram 

extrato de própolis apresentaram maior peso corporal, ganho de peso e ganho médio diário. Estes também apresentaram menor tempo para reduzir 

o azul de met ileno, demonstrando assim atividade bacteriana mais s ignificativa  no rú men. Além disso,  apresentaram menores contagens de 

Escherichia coli, co liformes totais e Enterobactérias. O perf il de ácidos g raxos da carne e m animais alimentados co m extrato de própolis vermelha 

apresentou maiores concentrações de ácidos graxos monoinsaturados. Em conclusão, a adição de extrato de própolis vermelha ao concentrado 

aumentou o ganho de peso, o ganho médio diário e o equilíbrio oxidativo, com efeito antimicrobiano e anti-inf lamatório. 

 
 
 

 

1. Introdução 
 
 

Os ionóforos são promotores de crescimento na criação de ruminantes que 

melhoram a utilização de energia e proteína e diminuem as emissões de metano dos 

ruminantes (Russell e Strobel, 1988; Wischer et al., 2013), mas são 

Proibido em muitas partes do mundo devido a preocupações com a segurança alimentar 

e ao potencial desenvolvimento de resistência antimicrobiana. Nem todos os ionóforos 

são antibióticos; existem ionóforos que são usados principalmente como ferramentas 

de pesquisa para estudar mecanismos de transporte de íons através das membranas 

celulares (Callaway et al., 2003). No entanto, há controvérsia sobre o uso de 
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antibióticos em dietas animais devido ao risco de transferência de resíduos para a carne  

e o leite  e promoção do desenvolvimento de cepas bacterianas resistentes (Mathew et 

al., 2001). Essas preocupações têm promovido a busca por adi tivos naturais alternativos 

para rações, como a própolis (Oeztuerk e Sag-manligil, 2009; Morsy et al ., 2013). A 

própolis inclui substâncias resinosas, gomosas e balsâmicas coletadas por abelhas de  

brotos, flores e exsudatos de plantas e misturadas com suas secreções salivares, cera  e 

pólen (Berretta  et al., 2017). Sua composição química difere consideravelmente de 

acordo com a região geográfica onde as resinas foram coletadas devido às diferenças 

regionais na flora, e diferentes plantas são fontes de resina (Sforcin e Bankova, 2011). O 

própolis é ativo contra  bactérias gram-negativas e gram-posi tivas, vírus, fungos, oxidantes, 

inflamações, tumores e parasi tas e pode atuar como um imunomodulador (Alencar et al., 

2007; Morsy et al., 2013). 

O experimento foi realizado no setor de ovinos da Fazenda Experimental do Centro  

de Educação Superior do Oeste da Universidade do Estado de Santa Catarina, em 

Guatambu, SC, Brasil (27ÿ 09 ' 09,2" S 52ÿ 47 ' 18,8" W). O estudo foi aprovado pelo  

comitê de pesquisa sobre uso de animais da UDESC, protocolo número 2517210622.  

 
 

 
2.1. Própolis 

 
 

O extrato etanólico de própolis vermelha foi preparado de acordo com Wang et al. 

(2013). A própolis produzida por Apis mellifera (abelha) foi adquirida da Bee Propolis 

(Minas Gerais). A própolis bruta foi moída em um almofariz de porcelana sob nitrogênio  

líquido para obter pequenos fragmentos e, em seguida, moída em um martelo. Uma 

solução de própolis de 70% de etanol foi preparada. As amostras foram colocadas em 

coletados 
1 

um banho-maria de 100 g Lÿ a 40 ÿC por 1 h, e os sobrenadantes foram 

Segundo Mirzoeva e Calder (1996), o mecanismo de ação da própolis sobre bactérias 

gram-positivas está provavelmente relacionado a alterações no estado bioenergético da 

membrana bacteriana, o que inibe sua motilidade; essa ação é semelhante à dos 

ionóforos. Além disso, a  própolis afeta a fermentação e a metanogênese em cul turas  

microbianas contínuas em ruminantes; diminui a população de protozoários e aumenta  

os níveis de propionato em 10,3% (Brodiscou et al., 2000). Estudos recentes mencionaram 

uma melhora geral na saúde e na imunidade de animais alimentados com própolis. A  

administração oral de extrato etanólico de própolis vermelha brasileira em ovelhas Santa  

Inês (3 g/ovelha/dia) durante o período de lavagem aumentou as concentrações de  

leucócitos to tais, proteínas to tais e  globulinas, enquanto diminuiu os triglicerídeos, 

glutamato oxaloacetato transaminase e glu tamato piruvato transaminase (Morsy et al., 

2013). 

 
 
 

Independentemente do tipo ou local de coleta, a própolis vermelha brasileira e a  

própolis marrom egípcia foram incubadas in vitro em diferentes concentrações (125, 250 

e 500 g por 500 mg de MS na die ta) (Morsy et al ., 2015). Os autores atribuíram um  

aumento no to tal de ácidos graxos de cadeia curta  ([SCFAs] principalmente a um aumento  

maciço na produção de acetato (o principal contribuinte para SCFAs) em 45% em  

comparação com a monensina (Morsy et al., 2015). Os extratos de própolis vermelha 

brasileira e marrom egípcia pareciam combater a  metanogênese ruminal, e  os autores  

atribuíram esse efeito às suas propriedades antiprotozoárias, uma vez que os protozoários 

são conhecidos por fornecer hidrogênio como substrato para metanógenos (Morsy et 

al., 2015). A cor da própolis depende da vegetação disponível perto da colmeia (Koru et 

al., 2007). Essa variação afeta diretamente suas propriedades farmacológicas (Afrouzan 

et al., 2018). Portanto, a  influência dos extratos de própolis na fermentação  ruminal pode 

diferir de acordo com sua origem e o método de extração (Morsy et al., 2015). 

 
 
 

Recentemente, Paixão et al. (2022) conduziram um estudo com cordeiros Santa Inês  

alimentados com extrato de própolis vermelha (300 g/L), onde utilizaram doses de 0, 7 , 

14, 21 e 28 mL de própolis por animal/dia. Essas doses podem ser consideradas al tas e  

economicamente inviáveis devido ao al to custo da própolis vermelha no Brasil  

(aproximadamente 400 dólares por kg), considerando que C´ecere et al . (2021) obtiveram 

resultados positivos alimentando cordeiros Lacaune com 1,8 mL de própolis verde por  

animal/dia (150 µL de própolis/kg de peso corporal /dia). Portanto, um estudo piloto foi  

realizado com doses semelhantes às de C´ecere et al. (2021) para direcionar a pesquisa; 

em seguida, um experimento foi conduzido para avaliar a  eficácia do extrato de própolis  

como um potencial substi tuto  da monensina como promotor de crescimento.  

Economicamente, é  desafiador competir com este ionóforo devido ao seu baixo custo, 

mas a proibição de sua utilização em alimentos em diversos países abriu  o mercado para 

substitu tos. Portanto, o objetivo geral  deste trabalho foi avaliar se uma baixa dose de  

extrato etanólico de própolis vermelha em dietas para cordeiros confinados tem efeitos 

positivos sobre o ambiente ruminal, a saúde, o desempenho animal e a qualidade da  

carne. 

 

 
2.  Materiais e métodos 

 

 
Dois experimentos foram conduzidos para responder aos objetivos. O primeiro foi  

identificado como um estudo piloto , essencial para definir a dose do segundo experimento. 

e filtrados através de papel  Whatman No. 4 . O resíduo foi submetido a três dessas  

extrações. Os sobrenadantes foram colocados em um evaporador rotativo sob pressão 

reduzida a 50 ÿC para eliminar o  etanol.  

 
 

 
2.2. Determinação  do perfil químico da própolis via CG-EM 

 
 

Para determinar o perfil químico geral do extrato de própolis, o  método descri to por  

Bayram et al. (2020) foi usado com algumas modificações. 5  mg de própolis liofilizada 

com 75 µL de piridina seca e 50 µL de derivatizante N, O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida 

foi homogeneizado e mantido a 80 ÿC por 20 min. O sobrenadante foi analisado usando  

GC-MS (Shimadzu, GC-MS-QP2010 Ultra) em triplicata usando piridina e o derivatizante 

como amostra em branco. A temperatura do forno da coluna foi inicialmente mantida a  

50 ÿC por um minuto, então programada para aumentar para  280 ÿC a 10 ÿC/min, e  

mantida por 2  min com uma razão de divisão de 100.  

 
 
 
 
 

2.3. Compostos fenólicos totais e  atividade antioxidante da própolis 

extrair 

 
 

Foi realizada a determinação dos compostos fenólicos totais (CFT) e da atividade 

antioxidante  por sequestro  de radicais por 2,2-difenil-1-picril-hidrazil-hidrato  (DPPH). 0,5  

g de cada amostra foi dissolvido em 50 mL de água destilada para extração. A mistura  

foi colocada em banho ultrassônico  (70 W) por 3  h e permaneceu no  escuro  por mais 3 

h. Os sobrenadantes foram filtrados com papel de filtro  quantita tivo (Whatman nº 40) e 

armazenados em balões volumétricos de 100 mL envoltos em papel alumínio. Os extratos 

foram então armazenados em microtubos e mantidos a -80 ÿC até  

 
análise (Larrauri e t al., 1997; Bertoletti et al., 2018). A quantificação de TPC foi realizada 

usando o método colorimétrico de Folin-Ciocalteu, modificado por Bonoli et al. (2004). 

Uma alíquota de cada amostra diluída foi misturada com 0,5 mL do reagente de Folin - 

Ciocalteu e agitada por um minuto. Em seguida, 2 mL de carbonato  de sódio (20%) foram 

adicionados à mistura e agitados por 30 segundos. Após 2 horas de incubação, a  

absorbância foi lida a 750 nm em um espectrofotômetro digital  Kasuaki IL -593-S. A curva  

padrão foi preparada usando várias concentrações de ácido gálico em metanol . A 

concentração de TPC foi calculada usando uma equação derivada da curva padrão de  

ácido gálico (expressa em mg de equivalente de ácido gálico por g de amostra seca; mg 

GAE/g). Os dados foram expressos como média ± desvio padrão de experimentos 

triplicados (Material suplementar 1). 

 

A avaliação da atividade de sequestro de radicais livres nos extratos foi determinada 

como sendo a capacidade antioxidante de redução do radical  DPPH, de acordo com  

Brand-Williams et al. (1995). Cinco diluições de cada extrato foram preparadas em tubos 

de ensaio, e 0,3 mL de cada extrato diluído foi adicionado a 2,7 mL de radical DPPH (40  

ÿg/mL). Após incubação por 1  h no escuro, a absorbância foi lida a 515 nm. A atividade  

de sequestro de radicais livres foi relatada como IC50 (ÿg/mL), a concentração 

antioxidante necessária para sequestro de 50% do DPPH na solução de teste. Todos os 

testes foram realizados em triplicata, e  os valores de IC50 foram expressos como média 

± 

desvio padrão de experimentos triplicados. 
 

 
2 
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2.4.  Experimento 1: estudo piloto transporte e analisados em até 2 h para determinar a contagem total de coliformes, 

Escherichia coli e Enterobactérias. O fluido ruminal (100 mL por animal) foi coletado 

Vinte e quatro cordeiros Lacaune (90 dias de idade; 20,1 ± 3,85 kg) foram 

adquiridos da Cabanha 3-Leites – Lageado Grande, SC, Brasil. O experimento teve 

duração de 75 dias, sendo 15 deles correspondentes à fase de adaptação à dieta e 

à instalação. Os animais foram alojados em baias de 1,2 m x 2,5 m, com ripas de 

madeira e equipadas com comedouros e bebedouros. Os animais foram separados 

nas baias de acordo com o peso corporal. A distribuição das baias nos respectivos 

tratamentos na instalação foi sequencial para evitar interferências ambientais. 

 
A dieta basal foi uma ração completa formulada para atender às necessidades 

dos animais, de acordo com o National Research Council (2007). Os animais 

receberam silagem de milho, feno e concentrado (2% do peso corporal; Tabela 1). 

Os animais designados para cada tratamento receberam doses de 2,2, 4,4 e 8,8 mL 

de extrato de própolis (solução com concentração de 10%) por kg de concentrado, 

misturadas durante a produção. Essas doses permitiram que os cordeiros recebessem 

quatro doses de própolis/animal/dia, conforme detalhado a seguir. 

Os animais foram divididos em quatro grupos, com três repetições e dois animais 

por repetição (baia): T0 (Controle), TP1,3, TP2,7 e TP5,3 representando 0, 1,3, 2,7 

e 5,3 mL de própolis por animal/dia, respectivamente. Essas doses no estudo piloto  

foram def inidas com base no experimento realizado por C´ecere et al. (2021) 

utilizando própolis verde. Para garantir o consumo total de própolis, o concentrado 

foi primeiramente fornecido aos cordeiros; após 100% do seu consumo, o volumoso  

(feno e silagem) foi fornecido. Amostras de silagem de milho, feno e concentrado 

foram coletadas para determinar a composição química. 

 
Os animais foram pesados individualmente no início do experimento e,  

posteriormente, a cada 7 dias. O ganho médio diário (GMD) foi calculado como o 

coeficiente de regressão do peso vivo individual (Yuste et al., 2020). Todas as 

pesagens foram realizadas pela manhã, com os animais em jejum, utilizando uma 

balança eletrônica digital. As sobras de ração foram coletadas ao longo do  

experimento para determinar o consumo de matéria seca (CMS) por baia. Com base 

nessas informações, foi calculada a conversão alimentar (CMS/ganho de peso - kg/ 

kg). É essencial esclarecer que a baia foi utilizada como unidade experimental para 

essas variáveis zootécnicas. 

Os animais foram contidos manualmente para coleta de amostras de sangue no 

primeiro, décimo quinto, quadragésimo quinto e septuagésimo quinto dia, por meio 

de punção da veia jugular, utilizando tubos a vácuo contendo ácido  

etilenodiaminotetracético para a realização dos eritrogramas e leucogramas. Tubos 

sem anticoagulantes foram utilizados para obtenção do soro para análise bioquímica.  

Amostras fecais foram coletadas nos dias 15, 45 e 75, diretamente da ampola retal,  

em sacos estéreis, armazenados em caixa térmica ref rigerada por até 10 dias. 

3 h após a alimentação matinal nos dias 15, 45 e 75, utilizando uma sonda ororuminal 

de silicone conectada a uma bomba de vácuo. 

O pH foi medido usando um medidor de pH digital portátil (TESTO 205®). 

Imediatamente após a medição do pH, a atividade funcional da microbiota ruminal 

foi medida utilizando o teste de redução do azul de metileno (MBRT) descrito por 

Dirksen (1993). Uma subamostra do f luido ruminal foi reservada para a determinação 

de AGCC. O animal foi a unidade experimental para as variáveis de sangue, f luido  

ruminal e fezes. 

 
2.5.  Experimento 2 

 
Foram utilizados 36 cordeiros machos da raça Lacaune (30 dias de idade; 18,4 

± 3,80 kg de peso corporal) provenientes de uma granja comercial no sul do Brasil. 

O experimento teve duração de 75 dias, sendo 15 dias de adaptação à dieta e 

instalação. Os animais foram alojados em baias de 1,2 m x 2,5 m, com piso ripado 

de madeira e equipadas com comedouros e bebedouros. Os animais foram divididos 

em dois grupos, com seis repetições e três por repetição (baia), totalizando 18 

animais para cada tratamento. Os grupos foram MONENSINA e PRÓPOLIS, 

representando a dose de 23,45 ppm de monensina por kg/MS da dieta e a dose de 

5 mL de extrato de própolis vermelha/kg de concentrado, respectivamente. Os 

grupos receberam seus tratamentos monensina e própolis no concentrado, 

misturados durante sua produção. 

 
Os animais receberam silagem de milho e concentrado (2,5% do peso corporal; 

Tabela 2). A dieta basal foi uma ração total formulada para atender às necessidades 

dos animais, de acordo com o National Research Council (2007). 

para um ganho estimado de 300 g/dia. Restos de ração foram coletados ao longo do 

experimento para determinar a IMS. Amostras de silagem e concentrado de milho 

foram coletadas para determinar a composição química. 

Os animais foram pesados individualmente no início do experimento e a cada 15 

dias posteriormente. O ganho médio diário (GMD) foi calculado como o coeficiente 

de regressão do peso vivo individual ao longo do tempo (Yuste et al., 2020). Todas 

as pesagens foram realizadas pela manhã, com os animais em jejum, utilizando uma 

balança eletrônica digital. 

Eles também foram contidos manualmente para coletar amostras de sangue nos 

dias 0, 15, 45 e 75 por meio de pulsação na veia jugular, utilizando tubos a vácuo 

contendo ácido etilenodiaminotetracético para realizar eritrograma e leucograma, e 

em tubos sem anticoagulante para obter soro para análise bioquímica. Amostras 

fecais foram coletadas nos dias 15, 45 e 75 diretamente da ampola retal em sacos 

estéreis, armazenados em um recipiente hermeticamente fechado. 

 
Tabela 1 

Experimento 1: Estudo piloto - Ingredientes (g/kg) e composição química dos ingredientes e rações experimentais (g/kg MS). 

 
Ingredientes Composição   

Silagem de milho 418,2  

Feno: Tifton 85 63,6  

Concentratea 518,2  

  
Concentrado 

Composição químicab Silagem de Feno Controlec TP1.3 TP2.7 TP5.3 

Mestre milho 308,4 803.3 868,4 868,4 868,4 868,4 
 

 

M ILÍM ETROS  40,0 60,9 81,6 81,6 81,6 81,6 

PC 89,9 83,0 205,3 205,3 205,3 205,3 

FDN 334.1 694,6 170,2 170,2 170,2 170,2 

ADF 180,3 328,6 49.1 49.1 49.1 49.1 

EE 33,8 14.0 31,0 31,0 31,0 31,0 

Nota: Compostos fenólicos totais (mg/kg) dos concentrados. Controle: 253,9; TP1,3: 266,8; TP2,7: 276,6; TP5,3: 285,0. IC50 (mg/mL - concentração responsável por reduzir a 

viabilidade celular pela metade) dos concentrados. Controle: 0,033; TP1,3: 0,152; TP2,7: 0,196; TP5,3: 0,255.  

O tratamento controle e os tratamentos TP1.3, TP2.7 e TP5.3 representam 0, 1,3, 2,7 e 5,3 mL de própolis por animal/dia, respectivamente. 
um Composição do concentrado, produção de 1000 kg: fubá de milho (540 g/kg), farelo de soja (200 g/kg), farelo de trigo (200 g/kg), calcário calcítico (10 g/kg), bicarbonato de 

sódio (4 g/kg) e 50 g/kg de pré-mistura (Cálcio (mín./máx.) 175/245 g; Fósforo (mín.) 40 g; Enxofre (mín.) 25 g; Magnésio (mín.) 12 g; Sódio (máx.) 100 g; Matéria Mineral (máx.) 

980 g; Cobalto (mín.) 40 mg; Ferro (mín.) 1800 mg; Iodo (mín.) 80 mg; Manganês (mín.) 1400 mg; Selênio (mín.) 12 mg; Zinco (mín.) 4000 mg; Vit. A (mín.) 300.000 UI; Vit. D3 

(min.) 60.000 UI; Vit. E (min.) 600 UI; Flúor (máx.) 600 mg; Monensina Sódica 600 mg). 
b DM (matéria seca), MM (matéria mineral), CP (proteína bruta), FDN (f ibra em detergente neutro), FDA (f ibra em detergente ácido) e EE (extrato etéreo). 
c Concentrado basal - utilizado em todos os grupos. A composição química do concentrado dos quatro grupos foi idêntica, ou seja, a curvatura fitogênica não se alterou. 

a composição química do concentrado ingerido pelos cordeiros. 
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Tabela 2 

Experimento 2 - Ingredientes (g/kg) e composição química dos ingredientes e rações experimentais 

(g/kg MS). 

A determinação da concentração de dodecil sulfato  de sódio foi realizada de acordo com 

Fagliari et al . (1998) utilizando minigéis (10 × 10 cm). Os géis foram corados com azul de 

Coomassie e fotografados para identificar e quantificar as frações proteicas utilizando o  

software Labimage 1D (Loccus Biotechnology). Um padrão contendo frações com peso  

molecular entre 10 e 250 kD (Kaleidoscope –  Bio-Rad) foi utilizado como referência. O 

teor total  de proteínas pela técnica do biureto foi u tilizado como referência para a  

quantificação (Layne, 1957). 

 

 
2.7. Estado oxidante 

 
 

 

 

 

Nota: Compostos fenólicos totais (mg/kg) dos concentrados. Controle: 243,07; TP138: 269,51. IC50 

(mg/mL -  concentração responsável por reduzir a viabilidade celular pela metade) dos concentrados. 

Controle: 0,206; TP138: 0,253.  

Os tratamentos controle e própolis representam animais que receberam 23,45 ppm/kg/MS de 

monensina e 3,8 mL de própolis animal/dia, respectivamente.  

Composição do concentrado, produção de 1000 kg: fubá de milho (525 g/ kg), farelo de soja 

(300 g/kg), farelo de trigo (117 g/kg), calcário calcítico (10 g/ kg) e 50 g/kg de pré-mistura (Cálcio 

(mín./máx.) 190/260 g; Fósforo (mín.) 20 g; Enxofre (mín.) 40 g; Magnésio (mín.) 20 g; Sódio (mín.) 

62 g; Matéria Mineral (máx.) 980 g; Cobalto (mín.) 8 mg; Ferro (mín.) 1200 mg; Iodo (mín.) 32 mg; 

Manganês (mín.) 800 mg; Selênio (mín.) 6 mg; Zinco (mín.) 1.200 mg; Vit.  A (mín.) 200.000 UI; Vit. 

D3 (min.) 40.000 UI; Vit. E (min.) 400 UI.  

b DM (matéria seca), MM (matéria mineral), PB (proteína bruta), NDF (matéria neutra 

fibra em detergente), ADF (fibra em detergente ácido) e EE (extrato etéreo).  

c Concentrado basal - utilizado em todos os grupos. A composição química do concentrado dos 

quatro grupos foi idêntica; ou seja, a curvatura fitogênica não alterou a composição química do 

concentrado ingerido pelos cordeiros. 

 

caixa térmica refrigerada para transporte e analisada em até 2 h para determinação da 

contagem de coliformes totais/ Escherichia coli e Enterobactérias. 

Além disso, 100 mL de fluido ruminal por animal foram coletados após 3 horas da  

alimentação matinal nos dias 15, 45 e 75, utilizando uma sonda oro-ruminal conectada  a 

uma bomba de vácuo. O pH foi medido utilizando um medidor de pH digital portátil  

(TESTO 205®) e, em seguida, a atividade funcional da microbiota ruminal foi medida  

utilizando o MBRT, descrito  por Dirksen (1993). Uma subamostra de fluido ruminal foi 

reservada para a determinação de AGCCs. Essas amostras, após coletadas, foram  

imediatamente submetidas ao congelamento  para evitar a  degradação dos AGCCs, mas 

a adição de um ácido para permitir a desproteinização da amostra não foi utilizada neste 

momento. 

O abate foi realizado após o término do experimento (dia 76) em um matadouro  

específico para ovinos, seguindo as normas vigentes e acompanhado por um veterinário 

da inspeção municipal. Após os procedimentos de insensibilização, sangria, remoção de 

pele e evisceração, o  pH muscular foi medido no músculo longissimus dorsus. Em  

seguida, uma amostra do músculo glúteo médio foi coletada para análise da composição 

química e do perfil de ácidos graxos. Um pedaço de fígado também foi coletado para  

análise antioxidante. 

Para determinar o estado oxidante, a  atividade da glu tationa S-transferase (GST) 

sérica foi medida com base em Habig et al . (1974) e expressa em µmol de 1-cloro-2,4- 

dinitrobenzeno (CDNB)/min/mg de proteína sérica. De acordo com Ellman (1959), os 

tiois proteicos foram medidos, e os resul tados foram expressos em nmol de tiois/mg de 

proteína. 

A peroxidação lipídica sérica foi medida como a quantidade de TBARS, de acordo 

com Jentzsch et al . (1996). A reação foi lida em um espectrofotômetro Kasuaki IL-593-S 

a 535 nm. Os resultados foram expressos em nmol de malondialdeído (MDA)/mL de soro. 
 
 

 
2.8. Contagens de E. coli, coliformes totais e Enterobacteriaceae nas fezes 

 

A contagem foi realizada com 1 g de cada amostra de fezes, diluída em 9 mL de água peptonada tamponada em tubos 

de ensaio estéreis e homogeneizada em agitador vórtex, resultando em uma diluição de 10ÿ até atingir uma diluição final de 4 

1
, 

diluição de 10ÿ . Em seguida, 1  mL da diluição final foi inoculado em placas 3 M ™ 

Petrifilm™ EC 6414 para contagem de E. coli e coliformes totais. Para contagem de  

Enterobactérias, 1  mL de cada amostra foi inoculado em placas 3 M ™ Petrifilm™ EB 

6420. Posteriormente, as placas foram incubadas em estufa bacteriológica a 37 ± 1 ÿC 

por 24 h. Em seguida, a contagem de colônias foi realizada de acordo com o guia de  

interpretação 3 M™  Petrifilm™ correspondente  para cada tipo  de placa. Os resultados 

foram expressos como unidades formadoras de colônias por grama de fezes (UFC/g).  

 
 
 

2.9. Análise da composição química da silagem e do concentrado 
 
 

As amostras de ração foram previamente pré-secas em estufa de ventilação forçada 

a 55 °C por 72 h. Em seguida, as amostras foram pesadas para determinação do teor de 

matéria seca da amostra original, seguidas de moagem em moinho tipo Wiley (Marconi,  

modelo MA340) com peneira de malha de 1 mm. As amostras pré-secas e moídas foram 

aquecidas a 105 °C por 24 h para obtenção da matéria seca, e as cinzas em mufla a 600 

°C (Silva e Queiroz, 2002). 

As die tas foram analisadas de acordo com a Associação de Químicos Analíticos 

Oficiais (2000): MS, método 930.15; proteína bruta (PB), método 976.05; extra to etéreo, 

método 920.39; e cinzas, método 942.05. O método descrito por Van Soest e t al. (1991), 

sem adição de sulfito de sódio e alfa-amilase, foi escolhido para a análise da fibra em  

detergente neutro e ácido. 

 
 
 

 

2.6. Hematologia, bioquímica  sérica  e proteinograma 
 
 

Contagens de hemoglobina, eri tróci tos e leucócitos totais, hematócrito e diferenciais 

de leucóci tos foram realizados imediatamente após a chegada da amostra  ao laboratório  

usando um analisador hematológico automático (três peças EQUIP VET 3000®). Os  

tubos sem anticoagulante foram centrifugados (7000 rpm por dez minutos) para separar 

o soro. Os sobrenadantes foram transferidos para microtubos de 1,5 mL, identificados e  

armazenados a -20 ÿC. As concentrações de proteína total , albumina, triglicerídeos,  

colesterol, glicose, aspartato aminotransferase (AST) e gama-glutamiltranspeptidase 

(GGT) foram avaliadas em um analisador semiautomático (Bio-2000 BioPlus®) e kits  

comerciais (Analisa®, Belo Horizonte, Brasil). Os níveis de globina foram calculados 

usando a fórmula proteína to tal – albumina. 

 
 

 
Para o proteinograma, eletroforese em géis de poliacrilamida 

 
Para determinar a CPT, 0,5  g de cada concentrado (controle, TP1.3, TP2.7 e TP5.3) 

foi pesado em um tubo Falcon e 5 mL de solvente etanol  (60%) foram adicionados. A  

mistura foi agitada e mantida por 20 minutos em banho aquecido (96 °C). Em seguida,  

permaneceram por 15 minutos em banho ultrassônico (180 W) e centrifugados por 15  

minutos (4000 x g). Os sobrenadantes foram filtrados e os extratos analisados.  

 
 

 
2.10. Determinação  de ácidos graxos de cadeia curta 

 
 

Amostras de fluido ruminal foram descongeladas a 5 ÿC e agitadas manualmente para 

homogeneização. Alíquotas de 1 mL do sobrenadante das amostras de fluido ruminal foram  

coletadas em microtubos de polipropileno (2 mL) e centrifugadas por cinco minutos (12.300 × 

g). Em seguida, 250 ÿL dos sobrenadantes foram removidos e transferidos para um novo 

microtubo contendo 250 ÿL de ácido fórmico. A mistura foi agitada manualmente e centrifugada 

novamente por três minutos. Em seguida, 250 ÿL do sobrenadante foram coletados em um 

frasco para injeção e 500 ÿL de solução de 3-octanol (665 ÿg mLÿ em 
1 

um 
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metanol) foi adicionado, usado como padrão interno (Zahedi e t al ., 2023) e  

homogeneizado. As amostras foram analisadas em um cromatógrafo a gás equipado  

com um detector de ionização de chama (GC -FID; Varian Star 3600, Palo Alto, EUA) e 

um amostrador automático (Varian 8200CX, Palo Alto , EUA). Um microlitro do extrato  

foi injetado em modo split a  1:10 a 250 ÿC. O gás de arraste utilizado foi hidrogênio a  

uma pressão constante de 20 psi. Os analitos (ácidos acético, propiônico, butírico,  

valérico e isovalérico) foram separados por uma coluna capilar CP-WAX 52CB (60 m x 

0,25 mm; espessura da fase estacionária de 0,25 ÿm) (Material suplementar 2). A 

temperatura inicial da coluna foi fixada em 80 ÿC por um minuto e aumentada para 120  

ÿC a uma taxa de 8 ÿC min–1 

, então a 230 ÿC por 15 

para determinar os graus de liberdade do denominador para  os efeitos fixos testados. 

Em ambos os experimentos (piloto e experimento 1), no modelo experimental, u tilizamos 

o tra tamento, o dia  da amostragem e a interação entre tratamento e dia  da amostragem  

como efeitos fixos. O efeito aleatório foi o  "curral" por tratamento (para dados sem  

medições repetidas ao longo do tempo, p . ex.: dados de desempenho de crescimento e  

dados de carne post-mortem; exceção para peso corporal) e  o "animal" por tra tamento 

(para todas as medições repetidas ao longo do tempo, p . ex.: hematologia, bioquímica,  

ácidos graxos e imunidade). 

 
No experimento 1, as médias foram comparadas por meio de contrastes ortogonais  

a 5% de significância. O primeiro contraste (C1) representou o efeito  da adição de  

ÿC min–1 , onde permaneceu  por um minuto. A ionização da chama de- própolis [controle versus tratamentos (TP1,3  + TP2,7  + 
 

A tem peratur a do tector foi  fixada em 250 ÿC . Os  resultados for am expr essos em 1 m m ol Lÿ 

de cada ácido  graxo de cadeia  curta  (AGCC) no fluido ruminal. 
 

 
2.11. Perfil  de ácidos graxos e composição  química da carne 

 
 

A extração foi realizada utilizando o método de Bligh e Dyer (1959) com algumas 

modificações. Frações de 1,5 g de amostras, 0,8 mL de água, 5  mL de metanol  e 2,5 mL 

de clorofórmio foram adicionadas a um tubo de polipropileno de 15 mL, sob agitação  

mecânica por 30 min. Em seguida, 2 ,5 mL de clorofórmio e uma solução de NaÿSOÿ a  

1,5% foram adicionados para promover um sistema bifásico. Essa mistura  foi agi tada 

por 2 min e, em seguida, centrifugada por 15 min a 2000 rpm. Os lipídios obtidos da  

fase clorofórmica foram submetidos à análise  de ácidos graxos. 
 
 

A metilação do perfil de ácidos graxos (AG) foi realizada usando um método de  

transesterificação proposto por Hartman e Lago (1973). 1 mL de solução metanólica de  

KOH 0,4 M foi adicionado aos lipídios extraídos em um tubo de ensaio e agitado em  

vórtice por um minuto. As amostras foram mantidas em banho-maria por dez minutos à  

temperatura de ebulição. Posteriormente, foram resfriadas à temperatura ambiente e 3  

mL de solução metanólica de H2SO4 1 M foram adicionados, agitados em vórtice e  

mantidos em banho-maria por dez minutos. Após o resfriamento, 2  mL de hexano foram  

adicionados e centrifugados a 2000 rpm por dez minutos. Finalmente, o hexano com  

ésteres metílicos de ácidos graxos (FAME) foi submetido à análise cromatográfica. Um  

cromatógrafo a gás modelo TRACE 1310 com um detector de ionização de chama 

(Thermo Scientific) foi usado para determinar o  FAME. Um microlitro de amostras foi  

injetado em um injetor split/splitless, operado em modo split com uma proporção de 1:20  

a 250 ÿC. 

O hidrogênio foi usado como gás de arraste a uma vazão constante de 1,5 mL/min. A 

separação dos FAMEs foi realizada usando uma coluna cromatográfica RT 2560  

( espessura de filme de 100 m × 0,25 mm × 0,20 ÿm, Restek, EUA). A temperatura inicial  

do forno foi programada em 100 ÿC por cinco minutos e aumentada para 180 ÿC a uma 

taxa de 8 ÿC/min. Em seguida, aumentou para 210 ÿC a uma taxa de 4 ÿC/min e, 

finalmente, até 250 ÿC, aumentou para 20 ÿC/min e a manteve por 7  minutos em  

isotérmico. A temperatura do detector foi mantida constante em 250 ÿC. Os compostos 

FAME foram identificados pela comparação do tempo de retenção experimental  com  

aqueles do padrão autêntico (FAME Mix-37, Sigma Aldrich, St. Louis, MO). Os resul tados 

foram apresentados como uma porcentagem de cada AG identificado na fração lipídica, 

considerando o fator equivalente ao tamanho da cadeia FAME para FID e o fator de  

conversão de éster para  o respectivo ácido, segundo Visentainer e  Franco (2006). Para 

a composição química da carne (MS, extrato etéreo, PB e matéria  orgânica), os valores  

foram obtidos utilizando um espectrômetro de reflexão no infravermelho próximo, modelo  

Spectra  Star série 2600 XT de analisadores de infravermelho  próximo (Unity Scientific®). 

 
 
 
 
 
 

2.12. Análise estatística  
 
 

Os dados foram testados quanto à normalidade e homogeneidade de variância usando 

os testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Os hemogramas, as contagens 

bacterianas nas fezes e os resultados da atividade da GST precisaram ser transformados 

para atingir a normalidade e a homogeneidade e, em seguida, foram retransformados para  

as unidades originais para descrição. 

Todos os dados foram analisados usando o procedimento  SAS 'MIXED' (SAS Inst. 

Inc., Cary, NC, EUA; versão 9.4), com a aproximação de Satterthwaite 

TP5.3)]; segundo contraste (C2): [Controle  versus TP1.3]; terceiro  contraste (C3):  

[(Controle versus TP2.7) e quarto contraste (C4): [controle versus TP5.3]. A análise de  

regressão considerando o ganho de peso diário foi realizada para determinar a  dose  

ideal de própolis (mL/animal/dia). Nos experimentos 1 e 2, todos os dados obtidos no  

dia 1 para cada variável foram incluídos como covariáveis em cada análise, e o peso  

inicial foi incluído como uma variável no modelo. A estrutura de covariância  

autorregressiva de primeira ordem foi selecionada de acordo com o menor critério de  

informação de Akaike. As médias foram separadas usando o método PDIFF, o teste t 

foi selecionado e todos os resultados foram relatados como médias com erros padrão. 

A significância foi definida quando P ÿ 0,05.  

 

 
3.  Resultados 

 

 
3.1. Composição  química  do extrato  de própolis vermelha 

 
 

No extrato de própolis vermelha utilizado no estudo piloto, o teor total  de compostos  

fenólicos do extrato foi de 93,07 ±  0,780 mg equivalente de ácido gálico/g, e  a atividade  

antioxidante (CI50) foi de 0,735 ±  0,170 mg/mL. Os perfis químicos dos compostos do  

extrato por GC/MS são apresentados no Material Suplementar 1. 

 
Na própolis vermelha utilizada no experimento 2, o teor de TPC no extrato de  

própolis foi de 90,50 ± 3,8 mg equivalente de ácido gálico/g, e a atividade antioxidante  

(CI50) foi de 0,735 mg/mL. 

 
3.2. Experimento  1: estudo piloto 

 
 

Os resultados do desempenho de crescimento dos cordeiros foram apresentados  

na Tabela 3. Não foi observado efeito  do tratamento com própolis sobre o peso corporal  

e o consumo de ração. Maior ganho de peso diário foi observado nos cordeiros que  

consumiram 2,7 mL de extrato de própolis por dia em comparação ao controle; assim  

como os animais deste grupo apresentaram a menor conversão alimentar em  

comparação ao controle . A análise de regressão considerando o GMD mostrou uma 

tendência (p  = 0,07) em direção à dose ideal de 3,81 mL/animal/dia (y = ÿ 0,001x² +  

0,276x +183,3; R² = 0,562). 

Os resultados do hemograma dos cordeiros foram apresentados na Tabela  4. 

Não houve efeito  do tratamento com extrato de própolis sobre os glóbulos vermelhos 

(eritrócitos, hematócri to e  hemoglobina). No entanto, contagens totais de leucócitos mais 

baixas foram observadas em cordeiros que consumiram extrato de própolis em  

comparação aos controles, devido às menores contagens de granulóci tos e linfócitos.  

Não houve diferença entre os grupos para a contagem de monócitos. Não houve efeito  

do dia e da interação tratamento x dia (P ÿ 0,05) para as variáveis eritrócitos, 

hematócrito, hemoglobina, leucóci tos, monócitos e granulócitos. No entanto, a  variável  

contagem de linfócitos apresentou efeito  significativo do dia para todos os grupos (P =  

0,05) e  para a interação tratamento x dia (P = 0,01); os animais do tratamento controle  

apresentaram contagens mais altas nos dias 45 e 75 do que os animais dos grupos  

TP2.7 e TP5.3 (Material Suplementar 3). 

 
Os resultados da bioquímica sérica são apresentados na Tabela 4. Concentrações 

mais baixas de triglicerídeos foram observadas no soro dos cordeiros do grupo TP5.3 

em comparação ao controle . Concentrações mais altas de colesterol  to tal foram  

encontradas no soro dos animais TP2.7 e TP5.3 em comparação ao controle. Não houve 

efeito do tratamento com extrato de própolis para as variáveis AST, GGT, proteína total , 

albumina, globulina e glicose. 
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Tabela 3 

Experimento 1: Estudo piloto - Desempenho zootécnico de cordeiros alimentados com extrato de própolis vermelha misturado ao concentrado. 
 

Unid Tratamentos    SEM  Valor-pb  

 
CONT TP1.3 TP2.7 TP5.3 

 
C1 C2 C3 C4 

Ganho médio diário (GMD), kg/dia 0,178 0,182 0,194 0,184 0,01 0,18 0,80 0,03 0,36 

Ingestão de matéria seca (CMS), kg/dia 0,95 0,91 0,96 0,92 0,08 0,86 0,92 0,94 0,89 

Conversão alimentar (DMI/ADG), kg/kg 5.33 5,00 4,94 5,00 0,05 0,05 0,21 0,03 0,18 

 

O tratamento controle e os tratamentos TP1.3, TP2.7 e TP5.3 representam 0, 1,3, 2,7 e 5,3 mL de própolis por animal/dia, respectivamente. 
b 

Probabilidades para efeito de contraste: C1 = [CONT vs (TP1,3+TP2,7+TP5,3)]; C2 = CONT vs TP1,3; C3 = CONT vs TP2,7; C4 = CONT vs TP5,3. 
 

 

 

Tabela 4 

Experimento 1: Estudo piloto – Hemograma, bioquímica sérica, proteinograma e estado oxidativo de cordeiros alimentados com extrato de própolis vermelha misturado ao concentrado. 
 

Variáveis Tratamentos1    SEM Valor-p2  

 
CONT TP1.3 TP2.7 TP5.3 

 
C1 C2 C3 C4 

Hematologia 

Eritrócitos (x106 µL) 

 

 
9,65 

 

 
9,52 

 

 
9,63 

 

 
8,76 

 

 
0,14 

 

 
0,89 

 

 
0,85 

 

 
0,87 

 

 
0,72 

Hematócrito (%) 28,7 29.1 28,5 27,4 1,35 0,92 0,90 0,89 0,91 

Hemoglobina (g/dL) 10.9 10.9 10.8 10.3 0,27 0,94 0,91 0,92 0,90 

Leucócitos (x103 µL) 8.10 7,27 6,47 6,72 0,81 0,02 0,26 0,01 0,01 

Granulócitos (x103 µL) 1,39 0,95 0,95 1.02 0,19 0,05 0,04 0,04 0,091 

Linfócitos (x10c µL) 6,45 5,73 5,19 5,34 0,36 0,02 0,28 0,03 0,05 

Monócitos (x103 µL) 0,48 0,42 0,28 0,31 0,09 0,16 0,84 0,13 0,23 

Bioquímica sérica3 

AST (U/L) 

 
94,2 

 
99,8 

 
94,5 

 
101 

 
3,74 

 
0,92 

 
0,89 

 
0,80 

 
0,87 

GGT (U/L) 87,0 89,6 86,3 80,0 2,95 0,86 0,93 0,91 0,29 

Proteína total (g/dL) 7,72 7.21 7,52 7h30 0,36 0,21 0,87 0,79 0,61 

Albumina (g/dL) 2.31 2,50 2,35 2,48 0,14 0,56 0,45 0,82 0,80 

Globulina (g/dL) 5,41 4,71 5,17 4,81 0,20 0,12 0,08 0,67 0,35 

Triglicerídeos (mg/dL) 35,1 34,8 31,3 27,3 1,87 0,65 0,94 0,75 0,04 

Colesterol (mg/dL) 73,7 75,5 79,7 78,1 2.08 0,58 0,92 0,04 0,05 

Glicose (mg/dL) 68,7 69,7 66,7 66,1 3.01 0,85 0,96 0,89 0,90 

Proteinograma 

IgA (g/dL) 

 
0,74 

 
0,69 

 
0,72 

 
0,73 

 
0,04 

 
0,95 

 
0,90 

 
0,95 

 
0,96 

Cadeia pesada de IgG (g/gL) 0,89 0,95 0,96 0,94 0,04 0,20 0,29 0,32 0,27 

Ceruloplasmina (g/dL) 0,54 0,47 0,44 0,39 0,02 0,03 0,25 0,05 0,03 

Transferrina (g/dL) 0,36 0,34 0,33 0,30 0,02 0,80 0,86 0,83 0,09 

Proteína C-reativa (g/dL) 0,19 0,20 0,13 0,11 0,01 0,42 0,95 0,05 0,03 

Haptoglobina (g/dL) 

Estado oxidativo 

0,28 0,27 0,27 0,25 0,02 0,88 0,94 0,92 0,59 

TBARS (n mol MDA/mL) 17,8 13,9 13.6 16.8 0,41 0,25 0,05 0,05 0,91 

Tióis totais 79,1 82,3 83,5 82,1 2.14 0,76 0,81 0,85 0,81 

GST (µmol CDNB/min/mg proteína) 430a 394b 395b 423a 6,87 0,35 0,02 0,02 0,92 

 
1O tratamento controle e os tratamentos TP1.3, TP2.7 e TP5.3 representam 0, 1,3, 2,7 e 5,3 mL de própolis por animal/dia, respectivamente. 2Probabilidades de efeito de contraste: C1 = [CONT vs (TP1.3+TP2.7+TP5.3)]; C2 = 

CONT vs TP1.3; C3 = CONT vs TP2.7; C4 = CON T vs TP5.3. 3Aspartato aminotransferase (AST), gam a-glutamil transferase (GGT), imunoglobulina A (IgA) e G (IgG), substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 

(TBARS) e glutationa s-transferase (GST).  

 

 

 
 

 

Tabela 5 

Experimento 1: Estudo piloto - Indicadores ruminais e microbiologia das fezes de cordeiros alimentados com extrato de própolis vermelha misturado ao concentrado. 
 

Variáveis Tratamentosb    SEM Valor-p5  

 
CONT TP1.3 TP2.7 TP5.3 

 
C1 C2 C3 C4 

Líquido ruminal 

pH do rúmen 

 

 
6,44 

 

 
6,61 

 

 
6,64 

 

 
6,65 

 

 
0,01 

 

 
0,05 

 

 
0,16 

 

 
0,09 

 

 
0,12 

MBRTa (s) 232 160 235 191 28,9 0,21 0,07 0,92 0,59 

Ácidos graxos de cadeia curta totais mmol/L 79,3 74,8 73,0 72,8 0,31 0,01 0,10 0,08 0,05 

Ácido acético, mmol/L 52,9 50,5 48,8 49,0 0,85 0,05 0,25 0,12 0,18 

Ácido propiônico, mmol/L  16,5 15.4 15,7 15.06 0,452 0,36 0,43 0,52 0,39 

Ácido butírico, mmol/L  7,85 7.08 6,65 6,66 0,212 0,01 0,26 0,03 0,09 

Ácido isovalérico, mmol/L 1,21 1,05 1,11 1,34 0,17 0,38 0,45 0,66 0,78 

Ácido valérico, mmol/L 

Fezesd 

0,76 0,72 0,73 0,67 0,03 0,74 0,82 0,80 0,41 

Escherichia co li (x 104 ) 49,2 40,6 39,5 42,4 3.12 0,08 0,10 0,23 0,28 

Coliformes totais (x 104 ) 78,8 52,8 61,7 94,7 5,75 0,62 0,05 0,35 0,22 

Enterobactérias (x 104 ) 83,0 59,6 67,5 74,8 8.23 0,40 0,12 0,66 0,75 

5 
Probabilidades para efeito de contraste: C1 = [CONT vs (TP1,3+TP2,7+TP5,3)]; C2 = CONT vs TP1,3; C3 = CONT vs TP2,7; C4 = CONT vs TP5,3. 

MBRT (teste de redução do azul de metileno). 
b 

O tratamento controle e os tratamentos TP1.3, TP2.7 e TP5.3 representam 0, 1,3, 2,7 e 5,3 mL de própolis por animal/dia, respectivamente. 
c 

Valores expressos em mmol Lÿ 
1 

de cada ácido graxo de cadeia curta (AGCC) no fluido ruminal. 
d 

Valores expressos em log UFC/g de fezes. 

um 
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Também não há efeito dia e interação tratamento x dia (P ÿ 0,05) para triglicerídeos, 

colesterol, AST, GGT, proteína total, albumina, globulina ou glicose. 

Tabela 6 

Experimento 2 - Desempenho zootécnico de cordeiros alimentados com extrato de própolis 

vermelha misturado ao concentrado. 

Os resultados do perfil proteico por eletroforese estão na Tabela 4. O efeito do tratamento 

com extrato de própolis foi observado nos níveis de ceruloplasmina, sendo menor no soro de 

cordeiros que consumiram própolis em comparação ao controle. Menor concentração de 

proteína C-reativa no soro de cordeiros que consumiram 2,7 e 5,3 mL de extrato de própolis 

em comparação ao controle. Nenhum efeito do tratamento foi observado entre os grupos 

para imunoglobulinas, transferrina e haptoglobina. Também não houve interação tratamento  

x dia e efeito dia para concentrações de IgA, cadeia pesada de IgG, transferrina, 

ceruloplasmina e proteína C-reativa. Mas os níveis de haptoglobina foram influenciados pela 

interação entre tratamento x dia (P = 0,05); sem efeito no dia (P = 0,67). 

 

Os dados do estado oxidativo estão na Tabela 4. Os cordeiros que consumiram 1,3 e 

2,7 mL de extrato de própolis apresentaram níveis mais baixos de TBARS em comparação 

ao controle. Esses mesmos animais (TP1,3 e TP2,7) apresentaram menor atividade de GST 

em comparação ao controle. Não houve efeito do tratamento sobre a concentração de tiois 

totais. Além disso, não houve interação tratamento x dia e efeito dia para as concentrações 

de TBARS e tiois totais, assim como a atividade de GST diferiu entre os grupos. 

 
Os resultados dos biomarcadores no fluido ruminal foram apresentados na Tabela 5. 

Efeito do tratamento foi observado para o pH ruminal, sendo maior em cordeiros que 

 
 

 

 
 

 
1
Os tratamentos com monensina e própolis representam animais que receberam 23,45 

ppm/kg/MS de monensina e 3,8 mL de própolis animal/dia, respectivamente.  

Dentro de uma linha significa que sem um sobrescrito comum diferem (P ÿ 0,05) ou tendem a 

diferir (P ÿ 0,10).  

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
sobre 

consumiram extrato de própolis em comparação ao controle. Não houve diferença entre os 

grupos para atividade bacteriana (MBRT). Menor concentração de AGCC foi observada em  

cordeiros que consumiram própolis em comparação ao controle devido às menores 

concentrações de ácido acético e butírico. Não houve efeito do tratamento para ácido 

propiônico, isovalérico e valérico. O ácido acético apresentou interação significativa entre a  

interação tratamento x dia (P = 0,01), e os animais nos tratamentos TP2,7 e TP5,3 

apresentaram maior concentração no dia 15. No dia 75, os animais do grupo controle 

apresentaram concentrações de ácido acético maiores que os dos grupos TP1,3 e TP2,7. As 

concentrações de ácido propiônico apresentaram diferença apenas no dia 15 para o grupo  

controle, que foi maior que o grupo TP5,3 (P = 0,01 para a interação entre tratamento x dia). 

O ácido butírico apresentou concentrações de interação tratamento x dia (P = 0,001), ou 

seja, no dia 15, os grupos TP2.7 e TP5.3 apresentaram concentrações menores que o grupo 

controle; entretanto, no dia 75, os animais do grupo controle superaram apenas o grupo 

TP2.7. A concentração de ácido valérico foi maior nos tratamentos controle, TP1.3 e TP2.7 

em comparação ao tratamento TP5.3 no dia 15 (P = 0,01), e quando avaliadas apenas as 

diferenças entre os tratamentos, houve uma tendência (P = 0,10) dos animais controle 

apresentarem valores maiores que o TP5.3. Houve efeito do dia para acético, butírico e 

valérico nos cordeiros TP5.3, que aumentou ao longo do tempo. Efeito do dia (aumentou ao 

longo do tempo) para ácido propiônico em todos os tratamentos. Não houve interação 

tratamento x dia ou efeito do dia para a soma de AGCC, pH e MBRT (Material suplementar 

3). 

 
 
 
 

 
Não houve efeito do tratamento sobre as contagens de E. coli e Enterobacteria nas fezes 

de cordeiros (Tabela 5). No entanto, contagens totais de coliformes foram encontradas nas 

fezes de cordeiros TP1.3 quando comparados ao controle. Contagens de E. coli entre 

tratamento x dia (P = 0,05). Os animais TP5.3 apresentaram uma contagem maior do que os 

animais TP1.3 no dia 15. A contagem total de coliformes do grupo TP5.3 foi maior do que a 

do grupo TP1.3 no décimo quinto dia; no entanto, os animais dos tratamentos controle e 

TP1.3 apresentaram contagens maiores do que os tratamentos TP2.7 e TP5.3 no dia 45 (P = 

0,01). 

As contagens de Enterobacteriaceae não diferiram entre o tratamento x dia e dia (P ÿ 

0,05). Houve efeito do dia para contagens de E. coli e coliformes totais em todos os 

tratamentos, reduzindo ao longo do tempo (Material suplementar 3). 

 
3.3. Experimento 2 

 
 

Os resultados do desempenho de crescimento estão descritos na Tabela 6. Os animais 

que receberam própolis apresentaram maior peso corporal do que os animais do grupo 

MONENSIN nos dias 60 e 75 (interação; P = 0,05); no entanto, o tratamento não afetou o  

peso corporal (P = 0,17). O ganho de peso de 

A proporção de animais que receberam própolis foi maior do que a daqueles que receberam  

MONENSIN (P = 0,05), assim como o GMD dos animais tratados com própolis (P = 0,05). 

Não houve efeito entre os tratamentos ou na interação tratamento x dia (P ÿ 0,11) para ganho 

de peso do dia 1 ao dia 15, IMS e conversão alimentar. 

 
Os resultados da análise hematológica estão descritos na Tabela 7. 

Animais alimentados com própolis apresentaram contagens maiores de linfócitos do que os 

animais do grupo MONENSIN no dia 15 (P = 0,01). Não foram detectados efeitos de 

tratamento ou tratamento x dia para hematócrito, hemoglobina, eritrócitos, leucócitos, 

granulócitos ou monócitos (P > 0,11). Houve efeito do dia (P = 0,01), para ambos os 

tratamentos (MONENSIN e PRÓPOLIS), para as variáveis leucócitos totais, linfócitos e 

granulócitos. O dia da coleta não teve efeito sobre as demais variáveis hematológicas. 

 
 
 

Os resultados da bioquímica sérica estão descritos na Tabela 7. Os animais alimentados 

com própolis apresentaram maior atividade de AST do que o grupo MONENSINA nos dias 

45 e 75, assim como o efeito do tratamento (P = 0,01). Não foram identificados efeitos do 

tratamento e do tratamento x dia (P > 0,11) para glicose, triglicerídeos, colesterol, proteína 

total, albumina, globulina e gama GT. 

Houve efeito do dia (p = 0,03), para ambos os tratamentos (MONENSINA e PRÓPOLIS), na atividade da  

AST. O dia da coleta não teve efeito sobre as demais variá veis bioquímicas clínicas.  

 

Os resultados dos indicadores ruminais são apresentados na Tabela 8. Os animais 

alimentados com própolis apresentaram valores de pH mais elevados nos dias 45 e 75, com  

efeito significativo do tratamento (P = 0,01). O grupo PRÓPOLIS apresentou menor tempo 

para MBRT do que os animais MONENSINA nos dias 45 e 75 (P = 0,01). Uma menor 

concentração de ácidos graxos de cadeia curta foi encontrada no fluido ruminal dos cordeiros 

que consumiram própolis (Tabela 8). O tratamento ou a interação tratamento x dia não afetou 

a proporção de ácidos acético, propiônico, butírico, isovalérico e valérico (P>0,05). A relação 

acético/propiônico foi maior no rúmen dos cordeiros que consumiram própolis em comparação 

com a monensina. No fluido ruminal, houve efeito do dia (p = 

 
0,01) para ambos os tratamentos (MONENSINA e PRÓPOLIS), para tempo de MBRT, concentração de 

AGCC e proporção de ácido acético. O dia da coleta não teve efeito sobre as demais variáveis relacionadas 

ao fluido ruminal.  

Os resultados da análise microbiológica das fezes estão descritos na Tabela 8. Os 

animais do grupo PRÓPOLIS apresentaram contagens menores de Escherichia coli nos dias 

45 e 75 (P = 0,03), com efeito significativo do tratamento (P = 0,05). O mesmo ocorreu para 

a variável coliformes totais nos dias 45 e 75 (P = 0,01), com contagens menores nos animais 

do grupo PROP-OLIS em comparação ao grupo MONENSINA. No entanto, houve efeito 

significativo do tratamento e interação tratamento x dia para as contagens de Enterobactérias, 

com contagens bacterianas menores observadas no dia 45 (P = 0,05). 

   

   

 

 

 

 

 

Peso corporal (kg)    0,17 

Dia 1 18.3 18.4 0,54  

Peso inicial (d15) 21.0 21.4 0,69  

 
Peso final (d75) 36,5b 38.1a 0,66 

 

 
Ganho médio 0,240b 0,261a 0,02 0,03 

 diário (GMD)  

Ingestão de 

matéria seca 

 
0,910 

0,950 0,42 0,79 - 

(kg/dia)      

Conversão alimentar 3,79 3,63 0,17 0,32 - 
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      Valor de p 

   

 

   

 

 

1Os tratamentos com monensina e própolis representam animais que receberam 23,45 ppm/kg/MS de monensina 
 

3 

  

e 3,8 mL de própolis animal/dia, respectivamente. 2 

 

gama-glutamil transferase (GGT). 

Aspartato aminotransferase (AST) e 
2
Houve efeito do dia (P < 0,05). 

um- 

b
Dentro de uma linha significa que sem um sobrescrito comum diferem (P ÿ 0,05) ou tendem a diferir 

 

Tabela 7 

Experimento 2 - Hemograma de cordeiros alimentados com extrato de própolis vermelha misturado  

ao concentrado comparado à monensina. 

Tabela 8 

Experimento 2 - Indicadores ruminais e microbiologia das fezes de cordeiros alimentados com extrato  

de própolis vermelha misturado ao concentrado. 

 
 

 
Hemograma      Líquido ruminal  

Hematócrito (%) 30.4 29.1 1,25 0,89 0,91 pH ruminal Dia    0,01 0,01 

Hemoglobina (g/dL) 11.8 11.8 0,41 0,92 0,95 15 Dia 6.21 6.34 0,03   

      45 Dia 6.13b 6h35 0,03   

Eritrócitos (x 106 µL) 10.0 10.1 0,26 0,95 0,96 75 MBRT 6.11b 6h38 0,03   

      (s)3 Dia 15    0,26 0,01 

Leucócitos 7.04 7.24 1.01 0,82 0,32 Dia 45 41,4 56,2 3,05   

(x103 µL)2      Dia 75 67,8a 33,0b 3,65   

Linfócitos (x103 /    0,68 0,01  78,3a 57,8b 3,41   

µL)2      ÿ SCFA (mmol/ L)3    0,05 0,01 

Dia 1 10,8 11,0 0,96         

Dia 15 7,43b 8,93a 0,57   Dia 15 121a 98,4b 2,85   

Dia 45 4,37 4,59 0,56   Dia 45 104 101 2,87   

Dia 75 3,13 3,03 0,55   Dia 75 119 113 2,86   

Granulócitos 1,49 1.19 0,75 0,20 0,13 Ácido acético (%)3 59,7 61,3 1,97 0,56 0,23 

(x103 /µL)2      Ácido propiônico 26.3 25,4 0,95 0,89 0,61 

Monócitos 0,56 0,54 0,38 0,90 0,81 (%)      

(x103 /µL) 
    

Ácido butírico (%) 10,6 Ácido isovalérico 10.2 0,64 0,93 0,86 

Sérico     1,40 1,27 0,06 0,15 0,34 

bioquímica 
    (%)     

Glicose (mg/dL) 74,7 Triglicerídeos 74,2 2,85 0,94 0,92 Ácido valérico (%) 1,90 2,43b 1,76 0,07 0,23 0,11 

27,3 (mg/dL) 22,7 3.14 0,73 0,65 propiônico Acético/ 2,57a 0,02 0,02 0,12 

 

 
Colesterol (mg/ 

 

 
65,3 

 

 
65,1 

 

 
2,46 

 

 
0,96 

 

 
0,91 

 

 
Fezes 

  

dL)      microbiologia2   

Proteína total (g/dL) 6.11 6.06 0,26 0,93 0,92 Escherichia coli 0,05 0,03 

      3      

Albumina (g/dL) 2,55 2,54 0,11 0,95 0,96 Dia 15 134 120 5.10   

Globulina (g/dL) 3,56 3,51 0,24 0,93 0,92 Dia 45 310a 186b 6.16   

GGT (U/L) 95,9 96,8 6.41 0,85 0,72 Dia 75 82,7a 42,6b 3,94   

AST (U/L)2 Dia    0,08 0,01 Coliformes totais    0,02 0,01 

1 Dia 94,3 93,6 3.21   3 
(x104 )      

15 Dia 90,6 92,5 3.04   Dia 15 235 195 5,96   

45 Dia 75 80,3a 108,2b 3,94   Dia 45 610a 357b 8.41   

 93,0a 103,5b 3,82   Dia 75 209a 137b 7,36   

 
(x104 )  

Dia 15 175 159 7,28 

Dia 45 594a 338b 10.7 

Dia 75 129 113 9,32 

(P ÿ 0,10). 

Nota: Para analisar o efeito do tratamento, foram utilizados os resultados dos dias 15, 45 e 75, que 

correspondem ao período experimental; os resultados foram apresentados como 

uma média. 

1
Os tratamentos com monensina e própolis representam animais que receberam 23,45 ppm/kg/MS 

de monensina e 3,8 mL de própolis animal/dia, respectivamente. 
2
MBRT (teste de redução do azul de metileno); SCFA (ácidos graxos de cadeia curta); Valores  

expressos em log UFC/g de fezes. 
3
Houve efeito do dia (P < 0,05).a-bDentro de uma linha, as 

 

= 0 ,01) em  cordeiros do grupo PRÓPOLIS. Houve efeito do dia (p = 

0,01) para ambos os tra tamentos (MONENSINA e PRÓPOLIS), quanto à contagem de 

E. coli, coliformes to tais e Enterobactérias. 

Os resultados das características da carcaça e da composição química da carne  

estão descritos na Tabela 9. Não houve efeito  do tratamento (P > 

0,11) para peso da carcaça, rendimento, pH da carcaça quente, MS, gordura, proteína e  

matéria orgânica. 

Os resultados do perfil de AG na carne estão descri tos na Tabela 9. A carne dos 

animais alimentados com própolis vermelha apresentou menor concentração de ácido  

palmítico, enquanto houve aumento de ácido palmitoleico (P = 0,01).  

Além disso, foi detectado efeito  do tratamento (P = 0,05) para a concentração total  de  

ácidos graxos monoinsaturados (AGMI), sendo maior nos animais alimentados com  

própolis vermelha quando comparados aos cordeiros do grupo MONENSIN. Não houve  

efeito do tratamento para as demais variáveis relacionadas ao perfil de AG na carne.  

 

 
4.  Discussão 

 

 

A adição de extrato de própolis vermelha à dieta de cordeiros diminuiu o estado  

oxidativo, melhorou as respostas inflamatórias e o crescimento animal; essas melhorias 

nem sempre ocorrem em experimentos com própolis.  

médias sem um sobrescrito comum diferem (P ÿ 0,05) ou tendem a diferir (P ÿ 0,10). 

 

 

Nota: Para analisar o efeito do tratamento, foram utilizados os resultados dos dias 15, 45 e 75, que 

correspondem ao período experimental; os resultados foram apresentados como médias. 

 

 

 

De acordo com a li teratura, a  composição química da própolis depende da biodiversidade 

na área onde as colmeias coletam seu material  e sua localização fitogeográfica, e  essa  

variação afeta diretamente suas propriedades farmacológicas (Afrouzan et al., 2018). 

Vesti tol e medicarpina existem apenas no décimo terceiro tipo de própolis e  nunca foram  

mencionados nos outros 12 tipos de própolis brasileira (Park et al., 2000). A própolis 

vermelha é rara devido às suas robustas propriedades antioxidantes, antimicrobianas,  

antiprotozoárias e antifúngicas (Freires et al ., 2016; Rufatto  et al., 2018), pois é 

produzida a partir de resinas coletadas de plantas específicas encontradas em regiões 

geográficas limitadas. A própolis vermelha brasileira é derivada principalmente da planta  

Dalbergia ecastaphyllum, que cresce em áreas costeiras específicas da região nordeste 

do Brasil. 

 
Em comparação com outros tipos de própolis, a produção da própolis vermelha é  

naturalmente menor devido à disponibilidade limitada de plantas-fonte e à dependência 

da atividade das abelhas em ambientes específicos. Ela possui compostos químicos  

únicos que não são comumente encontrados em outros tipos de própolis.  
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   P- 

 

  

 

Tabela 9 

Experimento 2 - Composição química e ácidos graxos da carne e características da carcaça de 

cordeiros alimentados com extrato de própolis vermelha misturado ao concentrado. 

e outros, 2011). 

O leucograma deve ser in terpretado com cautela , pois o aumento de células pode  

indicar aumento da resposta inflamatória (efeito  negativo na produtividade animal) ou  

estimulação do sistema imunológico (efeito positivo para o animal). O aumento da  

resposta inflamatória em animais pode levar a uma série de efeitos adversos que 

impactam negativamente  a produtividade, como redução do crescimento, pois a  energia 

que os animais usariam para crescimento e produção pode ser desviada para combater 

a inflamação, e a inflamação pode afetar a digestão e a absorção de nutrientes, resultando 

em menor eficiência alimentar; a  redução dessas células de defesa pode indicar  

interferência negativa na resposta imune ou simplesmente um efeito anti -inflamatório 

desejável devido ao consumo do aditivo. No estudo piloto , houve menor número de  

leucócitos nos animais alimentados com extrato de própolis, embora o valor estivesse  

dentro da faixa de normalidade para a espécie (González e Silva, 2022), sugerindo efeito 

benéfico no desempenho dos cordeiros. Morsy et al . (2016) encontraram maior número  

de leucócitos em ovinos alimentados com extrato de própolis vermelha; Slazon et al. 

(2019) não encontraram diferença no leucograma de bezerros.  

 
 
 

A própolis atua como um imunoestimulante devido à presença de seus flavonoides 

(Nassar et al., 2012) e uma ação anti-inflamatória resultante de compostos presentes na 

própolis (Ramos e Miranda, 2007). O efeito imunomodulador é provavelmente devido aos  

componentes da própolis que aumentam e inibem biomarcadores do sistema imunológico. 

Esses efeitos contradi tórios descritos na li teratura  são provavelmente devido  às complexas 

variações químicas, à presença em diferentes regiões geográficas e às formas de  

extração (Berretta et al ., 2017). Os efeitos contraditórios referem-se às diferentes 

maneiras pelas quais a própolis pode influenciar o  sistema imunológico, conforme 

descrito na literatura científica. Em outras palavras, alguns estudos relatam que a própolis 

pode aumentar certos biomarcadores do sistema imunológico, enquanto outros indicam  

que ela pode inibir esses mesmos biomarcadores. Essas observações contraditórias 

sugerem que os efeitos da própolis no sistema imunológico não são consistentes.  

 
 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
1
Os tratamentos com monensina e própolis representam animais que receberam 23,45 SFA 

ppm/kg/MS de monensina e 3,8 mL de própolis animal/dia, respectivamente. (ácidos graxos 
2 

saturados); MUFA (ácidos graxos monoinsaturados); PUFA (ácidos graxos poli-insaturados). 

 

 
Dentro de uma linha, as médias sem um sobrescrito comum diferem (P ÿ 0,05). 

 

 

própolis. Esses compostos incluem isoflavonas, por exemplo. No entanto, na própolis 

deste estudo, não foram encontrados compostos raros que a classificassem como o 

décimo terceiro tipo. Essa descoberta ocorre porque a  própolis de cada estudo é originária 

de locais diferentes e suas respectivas composições também são diferentes. Portanto, os 

valores de fenóis e flavonoides são exclusivos deste estudo e são difíceis de comparar  

com a literatura. 

No entanto, é possível que a própolis vermelha influencie direta e indiretamente nossos 

resultados, conforme discutido abaixo.  

Animais TP2.7 apresentam maior GMD. No entanto, os cordeiros tra tados com  

PRÓPOLIS no experimento 2 apresentaram maior peso corporal devido ao maior ganho 

de peso e ganho de peso diário durante o período experimental. Cordeiros lactentes que 

foram suplementados com própolis verde na dose de 150 µL/kg de peso corporal  

apresentaram ganho de peso significativo (C´ecere et al ., 2021), enquanto Itavo et al. 

(2011) encontraram ganho de peso diário mais significativo em cordeiros confinados 

alimentados com própolis verde na dose de 15 mL/dia (67,0 mg de flavonoide).  

A própolis possui al ta bioatividade e sinergia entre seus compostos; por isso, é chamada 

de aditivo alimentar. Assim como a monensina, a própolis atua contra bactérias gram - 

positivas, o  que beneficia a fermentação ruminal em termos de utilização de nutrientes, 

melhorando o desempenho animal (Zawadzki  

A menor contagem de linfócitos é responsável pelo menor número de leucóci tos em 

cordeiros alimentados com extrato  de própolis vermelha. Essa diminuição não interferiu 

na concentração de globulinas; no entanto, afetou os níveis de proteínas de fase aguda, 

ou seja, os níveis de ceruloplasmina e proteína C-reativa estavam em menores 

concentrações nos animais alimentados com própolis, sugerindo  um efeito  anti-inflamatório. 

Os flavonoides são potentes anti-inflamatórios, o  que explica nossos resultados. A  

elevação dessas proteínas (ceruloplasmina e proteína C-reativa) pode sugerir uma 

resposta de sobrecarga devido a lesões teciduais e infecções locais (Gabay e Kushner, 

1999), levando a um maior consumo de ATP pelo organismo animal, refletindo em menos 

energia para produzir massa muscular e  proporcionar ganho de peso para os animais.  

Portanto, indiretamente, devido à ação anti-inflamatória, a ingestão de própolis pelos  

cordeiros favoreceu seu crescimento. De acordo com a literatura, os flavonoides também 

podem regular proteínas do ácido araquidônico (Hou et al ., 2007), diminuir espécies 

reativas de oxigênio com consequente inibição da via inflamatória (Salzano et al., 2014), 

inibir a via do NF-kB por meio da ativação do PPAR-gama (Martinez-Micaelo et al., 2015) 

e regular proteínas quinases ativadas por mitógeno (Wadsworth et al ., 2001; Cho et al .,  

2003). C´ecere et al. (2021) avaliaram proteínas de fase aguda, como a ceruloplasmina, 

em cordeiros alimentados com própolis verde e não encontraram diferenças, mesmo em 

uma dose mais alta  (250 µl/kg de peso corporal).  

 
 
 

 
A redução dos níveis de TBARS capazes de reagir ao ácido tiobarbi túrico e a indução 

da ativação de enzimas antioxidantes estão associadas a compostos encontrados na  

própolis (Jasprica et al ., 2007). No presente estudo, foram encontrados flavonoides e 

fenóis, agentes antioxidantes capazes de eliminar radicais livres e proteger a ação da  

peroxidação lipídica (Paulino et al., 2018; Yousef e Salama, 2009). Como resultado, 

podemos atribuir um efeito  hepatoprotetor indireto, visto  que a GST reduziu sua atividade, 

uma enzima crítica  na desintoxicação  hepática; esse efeito  provavelmente  está relacionado 

à redução das oxidações e, consequentemente, dos radicais livres.  

 

 
Houve um  resul tado inesperado porque os animais que consumiram própolis no 

estudo piloto  (TP2.7) tiveram maior ganho de peso e menor 

sobre 

Peso da carcaça quente (kg) 19,5 18.0 0,62 0,87 

Rendim ento de carcaça 47,7 47,7 0,60 0,96 

(%) pH  carcaça quente 6,61 6,60 0,04 0,97 

Composição química (g/kg) 

Matéria seca 

 
27,5 

 
27.2 

 
0,25 

 
0,96 

Lipíd ios totais 2,64 2,22 0,08 0,74 

Proteína bruta 23,3 23,5 0,55 0,95 

Matéria orgânica 1,58 1,49 0,12 0,88 

Ácido graxo (%) 

C8:0 (Caprílico) 

 
0,048 

 
0,046 

 
0,002 

 
0,87 

C10:0 (Caprico) 0,050 0,061 0,003 0,58 

C12:0 (Láurico) 0,046 0,060 0,002 0,44 

C14:0 (Místico) 1,301 1,565 0,361 0,51 

C14:1 (Miristoleico) 0,068 0,089 0,025 0,19 

C15:0 (Pentadecanóico) 0,229 0,285 0,012 0,65 

C16:0 (Palmítico) 25,00a 22,78b 0,851 0,01 

C16:1 (Palmitoleico) 1,626b 2,842a 0,201 0,01 

C17:0 (Heptadecanóico) 0,963 0,978 0,157 0,96 

C17:1 (cisÿ 10-heptadecenóico) 0,744 0,758 0,143 0,95 

C18:0 (Esteárico) 15,87 15,81 0,358 0,94 

C18:1n9t (Elaídico) 1,646 1,705 0,092 0,89 

C18:1n9c (Oleico) 40,31 41.07 0,386 0,74 

C18:2n6c (Linoléico) 7.921 7.758 0,654 0,94 

C20:0 (Araquídico) 0,119 0,122 0,040 0,91 

C18:3n6 (ÿ- linolênico) 0,104 0,108 0,015 0,97 

C18:3n3 (ÿ- linolênico) 0,249 0,250 0,139 0,99 

C21:0 (Henicosanóico) 0,230 0,262 0,097 0,95 

C20:2 (cisÿ 11,14- 0,094 0,085 0,008 0,88 

Eicosadienoico)     

C22:0 (Behenico) 0,062 0,061 0,006 0,96 

C20:3n6 (cisÿ 8,11,14- 0,215 0,214 0,023 0,98 

Eicosatrienoico)     

C20:4n6 (Araquidônico) 2.913 2.884 0,113 0,90 

C20:5n3 (cisÿ 5,8,11,14,17- 0,075 0,079 0,011 0,92 

Eicosapentaenóico) 

C24:1n9 (nervoso) 

 
0,041 

 
0,038 

 
0,008 

 
0,87 

C22:6n3 (cisÿ 4,7,10,13,16,19- 0,057 0,077 0,011 0,65 

docosahexaenóico)     

SFA 18,92 19h25 0,241 0,81 

MUFA 44,44b 46h50 0,468 0,05 

PUFA 11,62 11h45 0,197 0,96 
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Níveis de AGCCs no ambiente ruminal. Ao mesmo tempo, no experimento 2, não  

observamos diferença nos níveis ao final do experimento. Morsy et al . (2021) encontraram 

um aumento nos níveis de acetato, propionato, valerato e AGCCs totais quando a  

própolis vermelha foi fornecida a ovelhas. Precisamos entender melhor como os  

flavonoides presentes na própolis vermelha (vestitol, medicarpina, isoliquiritigenina e  

formononetina) podem afetar o perfil de AGCCs, o  que faremos em um estudo futuro que 

investigará a microbiota ruminal. 

 
Os microrganismos no rúmen são indispensáveis para a digestão eficiente  dos 

 ́
nutrientes presentes na dieta (V'azquez-Anon e Jenkins, 2007; Freires et al., 2016); no 

entanto, neste estudo, um efeito antimicrobiano pode ter ocorrido no rúmen e nas fezes,  

consequentemente in terferindo na síntese de AGCC. Nossa hipótese é que a ingestão de 

extrato de própolis vermelha por cordeiros aumentaria a degradação de nutrientes  

ruminais e produziria proporções individuais e AGCC totais, ao mesmo tempo em que  

mitigaria a formação de metano com base em informações de outros pesquisadores 

(Morsy et al., 2015; Soltan e Patra, 2020). Atribuímos os menores níveis de AGCC ao  

extrato não possuir vestitol, medicarpina, isoliquiritigenina ou for-mononetina, presentes 

no estudo de Morsy et al. (2021); de acordo com os autores, esses compostos ajudaram 

a aumentar a produção de AGCC. Entretanto, a  diminuição nas concentrações de AGCC 

não interferiu nos resul tados de desempenho, o que acredi tamos estar relacionado aos  

efeitos indiretos, como ação anti-inflamatória e antioxidante, que melhoram a saúde dos 

cordeiros. 

 

 
Contagens mais baixas de coliformes totais nas fezes de cordeiros TP1.3  já haviam 

sido descri tas em outro estudo do nosso grupo de pesquisa quando utilizamos própolis  

verde na dose de 150 µL/kg de peso corporal (C´ecere et al., 2021). No experimento 2, 

obtivemos uma diminuição na contagem de coliformes totais, E. coli e Enterobacteria 

para animais alimentados com extrato de própolis vermelha na dose de 3,8 mL animal/ 

dia. Atribuímos esse efeito a flavonoides e terpenos com características antibacterianas. 

De acordo com pesquisadores (Krol e t al . 1993), esses agentes apresentam sinergismo 

e potencializam o mecanismo antibacteriano quando combinados. In  vitro , 30% de  

própolis verde demonstrou inibir a divisão celular em bactérias gram-negativas, incluindo  

E. coli, e causar bacteriólise (Krol e t al., 1993). 
 
 

Notavelmente, o  extrato  no presente  estudo teve uma concentração de 10%, sugerindo 

uma ação antibacteriana mais significativa do que outras composições químicas  

encontradas na literatura em doses mais baixas, mas reduzindo eficientemente a  

contagem de bactérias gram-negativas. 

Os resultados obtidos para ácidos graxos na carne mostram que o extrato de própolis  

vermelha influenciou o perfil ácido. A própolis aumentou a concentração de ácido  

palmitoleico, um ácido monoinsaturado. O ácido palmítico, um ácido saturado, foi reduzido. 

Este achado corrobora Aguiar et al. (2014), onde os autores também encontraram um 

aumento na concentração de ácido palmitoleico ao fornecer própolis a  bovinos confinados. 

Além disso, Itavo et al . (2019), ao suplementar cordeiros com  própolis marrom, observaram 

uma redução nos níveis de ácidos graxos saturados e um aumento nos ácidos graxos  

monoinsaturados (ácido oleico (C18:1n-9) e ácidos graxos poli-insaturados (ácido linoleico, 

C18:2n-6). Embora não tenhamos encontrado um aumento em outros ácidos graxos  

monoinsaturados isoladamente neste estudo, observamos um aumento em seu total .  

Portanto, como o colesterol sérico é afetado pela composição de ácidos graxos e os 

ácidos graxos monoinsaturados desempenham um papel essencial  na redução do  

colesterol sanguíneo (Madruga et al ., 2005), pode-se afirmar que a adição de própolis 

vermelha melhorou o perfil de ácidos graxos na carne de cordeiro, o que é essencial  do  

ponto de vista do consumidor. Aguiar et al . (2014) avaliaram o efeito da própolis no perfil 

de AG do leite de vacas leiteiras em lactação média. Eles observaram que o perfil de AG 

do leite foi alterado pela adição de própolis, o que mostra que ele desempenha um papel 

essencial em microrganismos. 

ácidos graxos desejáveis na carne (Silva et al., 2024). Além disso, verificou-se um 

aumento no teor de ácidos monoinsaturados e, consequentemente, uma melhora na  

qualidade nutricional  e  nos índices de aterogenicidade e trombogenicidade dos ácidos 

graxos desejáveis (Silva et al ., 2024). 

A amostra "n" foi uma das limitações do nosso estudo pilo to, especialmente para a  

avaliação do desempenho zootécnico; no entanto, destacamos que a análise de  

desempenho é apenas um dado complementar, e  o principal objetivo do estudo foi  

compreender os efeitos da própolis na resposta  antioxidante, na inflamação e no perfil de 

AGCC no rúmen. No entanto, o experimento 2 foi realizado para complementar esses 

dados de desempenho e adicionar mais informações sobre a ação da própolis vermelha  

em cordeiros confinados. 

 

 
5.  Conclusão 

 

 

A adição de extrato de própolis vermelha ao concentrado proporcionou um balanço 

oxidativo positivo, o que significa que há um excesso de antioxidantes em comparação  

aos radicais livres. Em termos de balanço oxidativo, isso pode indicar uma condição na 

qual o organismo está bem protegido contra o estresse oxidativo, potencialmente 

promovendo a saúde celular e prevenindo doenças relacionadas. O aditivo alimentar 

apresentou  ação anti-inflamatória e  antimicrobiana; uma dieta  contendo própolis reduziu 

os AGCC no rúmen. Além disso, o extrato de própolis na dose testada de 3,8 mL de 

extrato de própolis/dia foi mais eficiente no desempenho de crescimento dos cordeiros  

em comparação ao grupo controle sem própolis.  
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Apêndice A. Informações complementares 

 
 

Dados suplementares associados a este artigo  podem ser encontrados em 

versão online em doi:10.1016/j.smallrumres.2024.107379. 

 

 
O rúmen está envolvido no processo de bio-hidrogenação. No entanto, na literatura, não 

está claro quais compostos da própolis vermelha podem modular esses efeitos na  

qualidade da carne e no perfil  de ácidos graxos, dificultando  a interpretação  dos resul tados; 

portanto, mais estudos são necessários. Contudo, em outro estudo recente, pesquisadores 

constataram que o extrato de própolis vermelha melhorou o perfil lipídico da carne de  

cordeiro, ou seja, o  tra tamento com própolis apresentou efeito antioxidante mais 

significativo e menor teor de ácidos graxos saturados.  
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Resumo simples: O uso crescente de aditivos alimentares visa aumentar a produtividade, mas 

também pode melhorar a saúde da vaca. Neste estudo, a inclusão de um aditivo fitobiótico à base de 

em uma combinação de óleos essenciais de orégano e canela (livres e microencapsulados) 

associado ao extrato de cúrcuma e tanino na dieta de vacas Jersey aumentou a produção de leite 

produção e também foi capaz de aumentar a gordura do leite, com ênfase em uma maior  

proporção de ácidos graxos poliinsaturados e relação insaturados/saturados. A ingestão 

do fitoativo pelas vacas teve efeito anti-inflamatório, capaz de reduzir marcadores pró-inflamatórios, 

como proteínas de fase aguda, mas estimulou a produção de 

imunoglobulinas. Níveis mais baixos de peroxidação lipídica e espécies reativas de oxigênio indicam 

que o aditivo tem efeito antioxidante e pode reduzir e minimizar os efeitos fisiológicos 

estresse oxidativo em vacas lactantes. 

 

Resumo: Este estudo teve como objetivo avaliar se a adição de um aditivo fitobiótico 

formulado à base de óleos essenciais de canela e orégano (50% livres e 50% 

microencapsulados ) combinados com extrato de cúrcuma e taninos na dieta de vacas tem efeitos ben 

sobre saúde, produtividade e qualidade do leite. Em um delineamento inteiramente casualizado, dezoito 

Vacas Jersey foram utilizadas em um sistema de compostagem por 45 dias. As vacas foram divididas 

em dois grupos homogêneos: um controle (sem aditivo; n = 9) e outro tratamento 

(com fitobiótico na dose de 2 g/vaca/dia; n = 9). A dieta foi formulada com base em 

silagem de milho, feno e concentrado para produção diária de 30 L/vaca. Amostras de sangue e leite 

foram coletadas em intervalos de 15 dias. Houve interação tratamento × dia: vacas que 

consumiram o aditivo fitobiótico e produziram uma quantidade maior de leite aos 14 dias, 

17, 18, 30, 39 e 45 (p ÿ 0,05). Quando corrigimos a produção de leite para a percentagem de gordura, 

observaram maior produção de leite nas vacas que consumiram fitobióticos em comparação às 

controle durante o período experimental (p = 0,01). O consumo de ração das vacas alimentadas com fitobióticos 

foi menor (p = 0,01). Assim, a eficiência alimentar foi melhor nas vacas que consumiram fitogênicos. 

Houve maior percentual de gordura no leite das vacas que consumiram fitobióticos e 

maior quantidade de ácidos graxos poliinsaturados em comparação ao controle (p = 0,02). 

houve aumento nos níveis de proteína total e globulina (p = 0,01), o que pode estar associado 
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1. Introdução 

A manutenção da saúde animal tornou-se prioridade entre produtores em sistemas de 

produção intensiva [1]. O objetivo é melhorar a condição dos animais contra doenças 

metabólicas, estresse oxidativo e desafios imunológicos que podem comprometer o 

desempenho do crescimento, bem como a longevidade das vacas leiteiras diante de problemas 

que frequentemente exigem intervenções veterinárias e o uso de anti-inflamatórios e 

antibióticos, que aumentam os custos de produção, além da probabilidade de levar ao 

desenvolvimento de resistência antimicrobiana, uma preocupação global de saúde pública.  

Portanto, a busca por soluções alternativas e sustentáveis tem ganhado destaque; entre elas, 

os aditivos fitobióticos e compostos de origem vegetal com propriedades funcionais têm se 

mostrado promissores [2]. Os óleos essenciais (OEs) são reconhecidos como aditivos naturais 

eficazes que modulam a fermentação ruminal, mitigam a produção de gás metano, aumentam 

a digestibilidade dos nutrientes e contribuem para a melhoria da eficiência da produção e da 

saúde dos ruminantes [2,3]. A microencapsulação de OEs é um método tecnológico que 

protege compostos bioativos e otimiza sua liberação no trato digestivo dos animais, aumentando sua ef 

Além disso, os OE apresentam ações antimicrobianas e antioxidantes, modulam a microbiota 

ruminal e promovem maior eficiência fermentativa [5]. 

A curcumina, derivada da Curcuma longa, é amplamente reconhecida por suas propriedades 

antioxidantes e anti-inflamatórias, que contribuem para a redução do estresse oxidativo e a 

melhora da função hepática em bovinos [6]. Os taninos, por sua vez, protegem as proteínas da 

dieta contra a degradação ruminal, melhoram a eficiência alimentar e contribuem para a redução 

das emissões de metano, o que torna essa interação sinérgica potencialmente benéfica à saúde 

animal e torna os nutrientes presentes na dieta mais eficientes, além de garantir o bem-estar animal [7]. 

Neste estudo, utilizamos uma combinação de OEs de canela e orégano em suas formas livre e 

microencapsulada associada ao extrato de cúrcuma e tanino, que, em uma pesquisa anterior do 

grupo, potencializou o ganho de peso de bovinos em confinamento [8], diferentemente de outro 

estudo nosso com aditivo similar, a única diferença sendo que os OEs estavam apenas na forma 

microencapsulada, com efeitos positivos iniciais no ganho de peso que não se mantiveram ao 

longo do período experimental na fase de recria [9]. Em dois estudos [8,9], foi observado efeito 

anti-inflamatório e antioxidante, além de efeito hepatoprotetor, que, segundo os autores, pode 

ser responsável por potencializar o desempenho de crescimento de bovinos de corte. Nossa 

hipótese é que os efeitos anti-inflamatórios, antioxidantes e antimicrobianos dos componentes 

presentes no aditivo aumentarão a produtividade, uma vez que esses efeitos fitogênicos 

conhecidos melhoram a saúde animal. Portanto, o objetivo de 

com a interação das propriedades antimicrobianas, antioxidantes e imunomoduladoras do aditivo 

fitobiótico. Um aumento nas imunoglobulinas (p = 0,01) e uma redução nas proteínas de fase 

aguda (p ÿ 0,05) foram observados no sangue de vacas no grupo fitobiótico. Níveis mais baixos 

de TNF-ÿ, IL-1ÿ e IL-6 e níveis mais altos de IL-10 no soro de vacas que consumiram o fitoativo 

(p = 0,01) reafirmam o efeito anti-inflamatório do aditivo. Níveis mais baixos de peroxidação 

lipídica (TBARS) e espécies reativas de oxigênio (ROS) foram observados no soro de vacas no 

grupo fitobiótico. Maior atividade da catalase e superóxido dismutase foi observada em vacas 

que consumiram o fitogênico (p < 0,01). Portanto, pode-se concluir que o aditivo em questão 

possui ações antioxidantes, imunológicas e anti-inflamatórias e tem potencial para melhorar o 

desempenho produtivo quando corrigido para gordura do leite. 

Palavras-chave: carvacrol; timol; cinamaldeído; curcumina; polifenóis 
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este estudo teve como objetivo avaliar se a adição de uma mistura de OE (livres e 

microencapsulados ), combinada com extrato de cúrcuma e tanino, à dieta de vacas lactantes 

teve efeitos benéficos na saúde e no metabolismo animal, modulou o sistema imunológico e 

estimulou a resposta antioxidante, resultando em melhor desempenho de crescimento de 

vacas Jersey no pico de produção. 

2. Materiais e Métodos 

2.1. Aditivo 

A mistura fitobiótica foi o Phyto Rumen Plus® (Tecphy, Canelinha, Brasil), nome 

comercial da A mistura fitogênica contém em sua formulação 1/3 da mistura fitogênica 

correspondente ao OE microencapsulado de canela (cinamaldeído) e orégano (carvacrol 

e timol) (proporção de 50:50), 1/3 de OE não encapsulado de canela e orégano (50:50%) 

e 1/3 de extrato de cúrcuma (4,5–5% de curcumina) e tanino. A mistura continha 166 mg 

por concentrado [8], resultando em uma ingestão média diária de 2 g de compostos 

fitogênicos de origem animal. A dose foi definida com base em estudos anteriores do 

nosso grupo de pesquisa e respeitou a indicação comercial do produto. 

 
2.2. Caracterização do Ambiente Experimental O 

experimento foi conduzido no setor de ruminantes da Fazenda Experimental do Centro de 

Educação Superior do Oeste (FECEO) da Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC), 

localizado na cidade de Guatambu/SC, Brasil. Em um galpão tipo celeiro de compostagem com 

área de 384 m2 com área para,cama de maravalha/serragem (15,2 m2 por vaca), foi utilizado 

um comedouro com comedouros individuais, onde cada canister continha uma vaca. Um sistema 

de ordenha robotizado com livre acesso às vacas foi utilizado neste estudo, configurado para 

permitir até quatro ordenhas por vaca por dia. Além disso, a instalação contava com 

alimentadores inteligentes (Intergado®, Betim, Brasil) que identificavam as vacas e quantificavam 

seu consumo durante a noite. 

 
2.3. Animais, Desenho Experimental e Dieta 

O experimento envolveu 18 vacas multíparas da raça Jersey, entre 21 e 30 dias de 

lactação, divididas em dois grupos de 9 vacas cada, de acordo com a produção média de leite 

nos últimos 7 dias antes do experimento (dia 1). Antes do experimento, as vacas pós-parto 

consumiam uma dieta (silagem de milho e concentrado) com baixa quantidade de amido nos 

comedouros duas vezes ao dia e tinham acesso a pasto de milheto, o que explica porque a 

produção de leite no dia 1 foi em média de 22,5 kg, reduzindo nos primeiros sete dias (Figura 

1), e quando houve mudança na dieta, houve redução no consumo (os animais foram retirados 

do pasto); a alimentação era apenas nos comedouros, conforme descrito abaixo.  

O grupo f itobiótico recebeu o concentrado com a adição de 2 g/dia do fitobiótico (Phyto Rumen Plus®, Tecphy, Canelinha, Brasil) 

via concentrado no comedouro individual durante as duas alimentações da manhã e da tarde, e o grupo controle recebeu o concentrado 

basal sem a inclusão do aditivo. É importante ressaltar que optamos por adicionar aditivos apenas nas alimentações com quanti dades 

controladas para garantir o consumo total do aditivo na dose programada de 2 g/vaca/dia. Como não houve sobra de ração durante todo 

o período experimental, podemos garantir que 100% do aditivo foi consumido. 
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Figura 1. Produção diária de leite de vacas alimentadas com fitobióticos em comparação com vacas do grupo controle. 

* indica a diferença entre os grupos devido à interação tratamento × dia. 

 
As dietas foram formuladas de acordo com as necessidades nutricionais do NRC [10] 

para produção diária de 30 L/vaca. A ração foi formulada à base de silagem de milho (44,74%), 

Feno Tifton 85 (7,03%) e concentrado (48,23%) fornecidos às vacas na forma de 

dieta basal (ingestão de matéria seca (CMS) de 20 kg, que correspondeu a uma composição calculada 

de 16,9% de proteína bruta/kg MS e energia líquida da lactação (ELL) de 1,59 Mcal/kg MS 

(Tabela 1). Durante o dia, a alimentação era realizada em comedouros individuais (os animais eram 

presos em uma gaiola por 90 min), com acesso a água e bebedouros entre os comedouros, duas vezes 

por dia (07:00 e 16:00). À noite, as vacas tinham acesso a alimentadores inteligentes que forneciam 

ingestão diária de ração para cada vaca (Intergado®, Ponta Agro, Betim, Brasil), que continha  

a dieta total utilizando o concentrado sem aditivos, como mencionado anteriormente. Água 

foi fornecido ad libitum, pois as vacas tinham acesso a bebedouros automáticos espalhados por 
 

a instalação. 

 
Tabela 1. Composição química e teor de ácidos graxos da ração mista parcial (PMR) utilizada na alimentação de vacas. 

 

Variável Controle PMR 
1 1 

PMR Fitobiótico 

 

Alimentação de robôs 

Matéria seca (MS), % 49,7 49,6 92,0 

Cinzas, % MS 7,24 7,11 10.6 

Proteína bruta, % MS 14,0 14,0 21,8 

Extrato etéreo, % MS 1,21 1,02 5,63 

FDN, % MS 19,0 19,2 29,7 

Ácido graxo, %    

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

C4:0 (Butírico) 0,55 0,57 

C6:0 (Capróico) 0,01 1,31 

C12:0 (Láurico) 0,72 0,70 

C13:0 (Tridecanóico) 0,20 0,15 

C14:0 (Mirístico) 0,03 0,27 

C14:1 (Miristoleico) 0,40 0,49 

C15:0 (Pentadecanóico) 0,16 0,24 
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Tabela 1. Cont. 

Variável Controle PMR  
PMR Fitobiótico 

 
 

C16:0 (Palmítico) 

C16:1 (Palmitoleico) 

C17:0 (Heptadecanóico) 

C17:1 (cis-10-heptadecenóico) 

C18:0 (Esteárico) 

C18:1n9t (Elaídico) 

C18:1n9c (Oleico) 

C18:2n6c (Linoléico) 

C20:0 (Araquídico) 

C20:1n9 (cis-11-eicosenoico) 

C18:3n3 (a-linolênico) 

C21:0 (Henicosanóico) 

C20:2 (cis-11,14-eicosadienoico) 

C22:0 (Behênico) 

C20:3n6 

(cis-8,11,14-eicosatrienoico) 

C20:4n6 (Araquidônico) 

C24:0 (Lignocérico) 

C24:1n9 (Nervônico) 

 
 
 
 

 
23,6 24,1 - 

2,15 2,08 - 

0,22 0,47 - 

0,04 0,07 - 

4,22 4,85 - 

0,34 0,33 - 

24,6 24,2 - 

39,6 38,8 - 

0,68 0,53 - 

0,25 0,24 - 

4,20 4,55 - 

0,05 0,03 - 

0,06 0,03 - 

0,61 0,43 - 

0,01 0,02 - 

0,17 0,11 - 

0,70 0,47 - 

0,02 0,07 - 

 
O concentrado utilizado nesta dieta foi formulado à base de 34% de milho, 42% de f arelo de soja, 5% de farelo de trigo, 

12,5% de casca de soja, 1,5% de bicarbonato de sódio, 4,5% de suplemento mineral/vitamínico, 0,25% de ureia e 0,25% 

de adsorvente de micotoxinas. O suplemento vitamínico e mineral apresentou os seguintes níveis garantidos: cálcio (mín.)  
231,40 (g/kg), cálcio (máx.) 250,00 (g/kg), fósforo (mín.) 40,00 (g/kg), enxofre (mín.) 20 (g/kg), 

magnésio (mín.) 25,00 (g/kg), potássio (mín.) 10,00 (g/kg), sódio (mín.) 70,00 (g/kg), cobalto (mín.) 
15,00 (mg/kg), cobre (mín.) 750,00 (mg/kg), cobre (mín.) 20,00 (mg, kg), iodo (mín.) 40,00 (mg/kg), manganês (mín.) 2000,00 

(mg/kg), selênio (mín.) 22,00 (mg/kg), zinco (mín.) 2850,00 (mg/kg), vitamina A (mín.)  

350.000,00 (UI/kg), vitamina D3 (min.) 100.000,00 (UI/kg), vitamina E (min.) 2.000,00 (UI/kg). 
1 Parcialmente misto 

ração, sendo fornecida apenas a dieta em comedouros individuais/alimentadores automáticos (sem alimentação robotizada). 

 

Um sistema de ordenha robótica com sistema de fluxo livre foi utilizado para a ordenha das vacas; 

como atrativo para a busca pela ordenha, as vacas recebiam ração peletizada em cada visita, limitada a 

3 kg/dia. Portanto, na mensuração da ingestão de matéria seca, considerou-se o seguinte: 

(CMS) das vacas: dieta em comedouros individuais (durante o dia) + dieta em comedouros automáticos  

(durante a noite) + concentrado robótico (durante a ordenha). 

 

2.4. Coleta de Dados e Amostras 

Os dados sobre o consumo diário de ração foram obtidos por meio de um sistema de ordenha robótica 

(ração peletizada), um sistema inovador de alimentação, e pela pesagem das sobras nos comedouros 

individuais. A produção de leite era realizada diariamente utilizando o sistema de ordenha, permitindo 

a verificação da produção de tetos e da produção total de leite. Com base nessas informações , foi calculada 

a eficiência produtiva das vacas. A produção de leite corrigida para 

4% de gordura (4% FCM) foi estimado usando a equação proposta pelo NRC (2001) [10]: 

4% FCM = 0,4 × (kg de leite produzido) + 15 × (% gordura) × (kg de leite produzido). 

O sangue foi coletado durante os 45 dias do experimento em intervalos de 15 dias, sempre 

pela manhã (entre 7h30 e 9h30), antes de alimentar os comedouros individuais. 

No dia da coleta, todos os animais estavam aparentemente saudáveis e nenhuma vaca estava aparentemente 

no cio. 

Amostras foram coletadas nos dias 14, 28 e 45 para análise de composição e qualidade. 

A coleta do leite foi realizada por meio de um sistema de ordenha robotizada, que permite a coleta 

de uma amostra homogênea de todo o período de lactação da vaca, com o material 

alocados em tubos (50 mL) contendo conservantes (bronopol). O material coletado foi 

enviado no mesmo dia a um laboratório comercial especializado e autorizado pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (Anvisa). 

governo federal. 
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O leite (50 mL) foi coletado no 45º dia para determinar o perfil de ácidos graxos. As amostras 

de sangue foram coletadas em tubos com ativador de coagulação (4 mL) para separar o soro 

sanguíneo e em tubos com anticoagulante EDTA 10% (4 mL) para análise do hemograma e tubos 

com citrato de sódio para análise de enzimas antioxidantes no sangue total. Após a coleta, o 

material foi armazenado em caixa térmica com gelo (temperatura ± 10 °C) até o processamento em até 3 ho 

Os tubos com o ativador de coágulo foram centrifugados (820× g por 10 min), e o soro foi coletado e armazenado 

em microtubos a -20 ÿC. 

Duzentos gramas de amostras de ração parcialmente misturada (RPM) fornecida em 

alimentadores individuais e automáticos foram coletados ao longo do experimento (dias 1, 10, 

20, 30 e 45), totalizando 1 kg da RMP que foi congelada (-20 ÿC) até a análise. Esse material, 

bem como a ração do robô (fornecida durante a ordenha), coletada na mesma data da RMP, 

foram submetidos às análises físico-químicas descritas a seguir. 

 
2.5. Análise Laboratorial 

2.5.1. Composição Química da Ração 

Inicialmente, as amostras de ração foram parcialmente secas em um forno de ventilação 

forçada a 54 ÿC por 72 h, após o que cada amostra foi moída para passar por uma peneira de 0,5 

mm usando um moinho triturador (Retsch zm 200 (Retsch, Haan, Alemanha), tamanho da peneira 

circular: 0,75 mm) antes da análise química. Para avaliação da matéria seca (MS), as amostras 

foram colocadas em um forno de ventilação forçada a 105 ÿC por 24 h e então pesadas. A 

quantificação da proteína bruta foi realizada usando o método Kjeldahl (Método 2001.11), que inclui 

as fases de digestão, destilação e titulação [11]. O teor de cinzas, que indica a matéria mineral nas 

amostras, foi medido pela incineração das amostras em um forno mufla a 600 ÿC por seis horas, 

eliminando a matéria orgânica e retendo apenas as cinzas, que foram pesadas para determinar o 

cálculo percentual. O extrato etéreo foi quantificado de acordo com as recomendações do 

fabricante, utilizando um extrator automático de gordura e lipídios (SER 158/6 Velp Scientifica®; 

Usmate Velate, Itália). Por fim, a análise da fibra em detergente neutro (FDN) foi realizada de 

acordo com os métodos descritos pelos pesquisadores [11,12]. 

 
2.5.2. Hemograma 

As variáveis hematológicas foram obtidas de amostras de sangue coletadas em tubos 

com EDTA e analisadas utilizando o analisador hematológico automático VET3000® (EQUIP, 

Itatiba, Brasil). Este analisador determina a contagem de leucócitos, linfócitos, granulócitos, 

monócitos, eritrócitos e plaquetas, bem como a concentração de hemoglobina (g/dL) e 

hematócrito (%). 

2.5.3. Bioquímica do Soro 

Amostras de sangue coletadas em tubos sem anticoagulante foram centrifugadas em 

centrífuga de tubos QUIMIS (São Paulo, Brasil) por 10 min a 820 g para obtenção do soro 

sanguíneo. O soro foi então armazenado em microtubos a -20 ÿC até a análise ser realizada. 

Os níveis séricos de proteína total , albumina, ureia, proteína C-reativa, colesterol, 

frutosamina, alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST) e gama- 

glutamiltranspeptidase (GGT) foram determinados. Para tanto, foram utilizados kits Analisa® 

(Gold Analisa Diagnóstica Ltda., Belo Horizonte, Brasil) com equipamento EQUIPIVET (Zybio 

EXC-200®, Shenzhen, China). A concentração de globulina foi calculada utilizando a seguinte 

equação: proteína total — albumina. 

2.5.4. Proteinograma e Citocinas 

Primeiramente, o teor proteico total obtido pela técnica do biureto foi utilizado como 

referência para quantificação. A eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de 

sódio (SDS-PAGE) foi realizada de acordo com a técnica descrita por Fagliari et al. [13] utilizando 
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minigéis (10 × 10 cm) com adaptações feitas por Tomasi et al. [14]. Os géis foram corados 

com azul de Coomassie e fotografados para identificação e quantificação das frações proteicas 

utilizando o software Labimage 1D (Loccus Biotechnology, São Paulo, Brasil). Um padrão 

contendo frações com pesos moleculares entre 10 kDa e 250 kDa (Kaleidoscope, Bio -Rad, 

Hercules, CA, EUA) foi utilizado como referência, utilizando padrões comerciais conhecidos.  

As análises foram realizadas em duplicata. 

Os níveis de interleucina 1ÿ (IL-1ÿ), IL-6 e IL-10 no soro foram medidos usando kits 

comerciais e um dispositivo de ensaio imunoenzimático (Awareness Technology, Inc., Palm 

City, FL, EUA; Chem Well; USCN, Wuhan, China). O fator de necrose tumoral alfa (TNF- 

ÿ) no soro foi avaliado pelo ensaio ELISA usando kits comerciais de imunoensaio Quantikine 

(Abingdon Science Park, Abingdon, Reino Unido), de acordo com as instruções do fabricante. 

 
2.5.5. Estado oxidativo 

As variáveis do estado oxidativo avaliadas no soro sanguíneo foram espécies reativas de oxigênio 

(EROs), substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARSs) e atividade da mieloperoxidase (MPO). 

As análises foram realizadas em triplicata, utilizando metodologias bioquímicas específicas. Os leitores 

de cor e fluorimétricos foram preparados utilizando o Varioskan™ LUX (Thermo Scientific™, Waltham, 

MA, EUA). 

A formação de ROS foi estimada usando um protocolo fluorométrico estabelecido por Ali et al. [15]. 

Dez microlitros de soro foram embebidos em 10 µL de diacetato de 2' ,7'- diclorofluoresceína (DCFH -DA, 7 µM) e 

240 µL de PBS. Após 30 minutos de incubação a 37 °C, o produto final da oxidação de DCFH-DA, diclorofluoresceína 

(DCF), foi medido. A intensidade de emissão de fluorescência foi lida em um comprimento de onda de emissão de 

525 nm e um comprimento de onda de excitação de 488 nm. Os resultados foram expressos como uma 

porcentagem (%) da intensidade de fluorescência em relação ao controle.  

 

A lipoperoxidação é uma reação altamente rápida formada pela quebra de ácidos graxos poli - 

insaturados, que geralmente são medidos por seus produtos, principalmente TBARSs, entre os quais o 

malondialdeído (MDA) é o produto primário [16]. Para avaliar este produto, foi utilizada a reação do 

ácido tiobarbitúrico (TBA) com amostras de soro, que, na presença de MDA, resultou em um produto 

rosa que pode ser lido a 532 nm. Resumidamente, 20 µL de cada amostra foram misturados com 55 µL 

de água destilada, 100 µL de ácido ortofosfórico (0,2 M) e 25 µL de TBA (0,1 M). As leituras 

espectrofotométricas foram feitas após 45 min de incubação a 37 ÿC. Os resultados são expressos em 

nanomolar MDA/mL. 

MPO é uma enzima heme produzida por mediadores inflamatórios e liberada por 

leucócitos no local da lesão. Portanto, os níveis de MPO refletem a ativação de neutrófilos e 

linfócitos. A MPO catalisa a reação de íons cloreto com H2O2 para gerar grandes quantidades 

de ácido hipocloroso (HOCl), que reage posteriormente para gerar oxigênio singlete e 

radicais hidroxila. Na presença de H2O2 como agente oxidante, a MPO catalisa o 

acoplamento oxidativo de fenol e 4-aminoantipirina (AAP), resultando em um produto colorido, 

quinoneimina, com uma absorbância máxima de 492 nm [17]. A atividade da MPO foi 

analisada usando um sistema de peroxidase modificado, com uma mistura de 12 µL de 

amostra de soro com 148 µL de AAP em solução de fenol (AAP 2,5 mM; fenol 20 mM) e 17 µL de sol 

Após 30 min de incubação a 37 ÿC, o sistema foi analisado espectrofotometricamente. 

Os resultados são expressos como µM de quinoneimina por mg de proteína produzida em 30 

min (µMq/mg/30 min). 

Em sangue total coletado com citrato de sódio, foi medida a atividade das enzimas 

antioxidantes catalase (CAT) e superóxido dismutase (SOD). Antes da análise enzimática, os 

níveis de proteína foram determinados pelo método de Bradford [18], utilizando albumina sérica 

bovina como padrão. A atividade da CAT foi medida pelo método modificado de Nelson e 

Kiesow [19]. Este ensaio envolveu uma alteração na absorbância a 240 nm devido à CAT- 
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decomposição dependente de peróxido de hidrogênio. A atividade da CAT foi expressa em nmol de 

CAT por miligrama de proteína. A atividade da SOD foi determinada com base na inibição da reação 

do radical superóxido com adrenalina, conforme descrito por McCord e Fridovich [20]. Neste 

método, a SOD presente na amostra compete com o sistema de detecção pelo radical superóxido. 

Os resultados foram expressos em UI de SOD por miligrama de proteína.  

 
2.6. Qualidade do Leite: Composição Centesimal, Ureia e Contagem de Células Somáticas do Leite 

As análises de composição química, contagem padrão de bactérias em placas e contagem de 

células somáticas (CCS) foram realizadas pelo Laboratório de Qualidade do Leite Comercial, 

Curitiba, PR, credenciado ao Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento por portaria MAPA. 

A quantificação de gordura, proteína, lactose, sólidos totais e extrato seco desengordurado foi 

realizada pelo Método de Espectrometria de Infravermelho Médio, de acordo com a norma ISO 

9622—Norma IDF 141:2013. A contagem bacteriana total foi realizada pelo Método de Citometria  

de Fluxo, de acordo com a norma ISO 21187—Norma IDF 196/2021, e a CCS pelo Método de 

Citometria de Fluxo, de acordo com a norma ISO 13366-2—Norma IDF 148-2/2006. 

 
2.7. Perfil de ácidos graxos (AG) no leite 

A extração foi realizada pelo método descrito por Bligh e Dyer [21]. 

Amostras (3 mL) foram adicionadas a tubos de polipropileno de 50 mL, e 16 mL de metanol e 8 mL 

de clorofórmio foram adicionados para homogeneização e desintegração completa da amostra, 

seguidos de agitação mecânica por 60 min. Em seguida, 8 mL de clorofórmio e solução de NaÿSOÿ 

a 1,5% foram adicionados para promover um sistema bifásico. Essa mistura foi agitada por 2 min  

e, em seguida, centrifugada por 15 min a 2000 rpm. Os lipídios obtidos da fase clorofórmica foram 

submetidos à análise de ácidos graxos.  

A metilação do FA foi realizada usando o método de transesterificação proposto por Hartman 

e Lago [8,22]. Os lipídios extraídos foram adicionados a 1 mL de solução metanólica de KOH 0,4 M 

em um tubo de ensaio e agitados em um vórtice por 1 min. As amostras foram mantidas em banho- 

maria por 10 min no ponto de ebulição. Posteriormente, foram resfriadas à temperatura ambiente e 

3 mL de solução metanólica de H2SO4 1 M foram adicionados, agitados em um vórtice e mantidos 

em banho-maria por 10 min. Após o resfriamento, 2 mL de hexano foram adicionados e a mistura 

foi centrifugada a 2000 rpm por 10 min. Por fim, o hexano com ésteres metílicos de ácidos graxos 

(FAMEs) foi submetido à análise cromatográfica.  

Para a determinação de FAME, foi utilizado um cromatógrafo gasoso (TRACE 1310) equipado 

com um detector de ionização de chama (Thermo Scientific). Um microlitro de amostra foi injetado 

em um injetor split/splitless operado em modo split 1:10 a 250 °C. Hidrogênio foi usado como gás 

de arraste a uma vazão constante de 1,5 mL/min. A separação de FAME foi realizada usando uma 

coluna cromatográfica RT 2560 (100 m × 0,25 mm × 0,20 µm de espessura de filme, Restek,  

Bellefonte, PA, EUA). A temperatura inicial do forno foi programada para 100 °C por 5 min e então 

aumentada para 180 °C a 8 °C/min. Em seguida, foi aumentada para 210 ÿC a 4 ÿC/min e,  

finalmente, até 240 ÿC, foi aumentada para 20 ÿC/min, sendo mantida por 20 minutos em condições 

isotérmicas. A temperatura do detector foi mantida a 250 ÿC.  

Os compostos FAME foram identificados pela comparação dos tempos de retenção experimentais com os de padrões 

autênticos (FAME Mix-37, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Os resultados foram apresentados como uma 

porcentagem de cada AG identificado na fração lipídica, considerando o fator equivalente de tamanho de cadeia dos 

FAMEs para FID e o fator de conversão do éster para o respectivo ácido, de acordo com Visentainer e Franco [23]. 

 

 
2.8. Análise Estatística 

Primeiramente, foi realizada uma análise descritiva dos dados, aplicando-se o teste de 

normalidade (Shapiro-Wilk) e avaliando-se o erro residual. Os dados sem distribuição normal foram 

transformados em logaritmos e normalizados para análises subsequentes. Todos os dados foram  
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analisado usando o procedimento SAS 'MIXED' (SAS Inst. Inc., Cary, NC, EUA; versão 9.4) 

com a aproximação de Satterthwaite para determinar os graus de liberdade do denominador para 

o teste de efeitos fixos. As variáveis de produção média de leite e eficiência alimentar foram testadas para um 

efeito fixo do tratamento usando animais (tratamento) como efeito aleatório. Os dados restantes 

foram analisados como medidas repetidas e testados para efeitos de tratamento fixo usando dia e 

tratamento × dia, com vaca (tratamento) como efeito aleatório. Os resultados do d1 foram incluídos 

como covariáveis independentes. Além disso, para essas variáveis, as pontuações d1 foram removidas 

do conjunto de dados para gerar a média por tratamento, mas foram retidas como covariáveis. 

a estrutura de covariância autorregressiva de primeira ordem foi selecionada de acordo com o menor Akaike 

critério de informação. As médias foram separadas pelo método PDIFF (teste de Student) e 

todos os resultados foram relatados como LSMEANS seguidos de erro padrão (EPM). A significância foi 

definido como p ÿ 0,05, e uma tendência foi indicada quando p > 0,05 e ÿ 0,10. 

 

3. Resultados 

3.1. Desempenho Produtivo 

Os resultados de desempenho são apresentados na Tabela 2 e Figura 1. Não houve efeito 

do tratamento na produção média de leite por vaca por dia durante a adaptação 

período (d1–14) e período experimental (d15–45) (Tabela 2). No entanto, observamos uma 

interação tratamento × dia (Figura 1): as vacas que consumiram o aditivo fitobiótico 

produziu maior quantidade de leite (d14, d17, d18, d30, d39 e d45). Observamos 

8,57% maior produção de leite corrigida para percentual de gordura nas vacas que consumiram 

fitobióticos do que no controle durante o período experimental.  O efeito do tratamento 

o consumo de ração foi 10,23% menor nas vacas que consumiram o aditivo do que no controle. 

Os valores de eficiência alimentar foram 15,38% maiores nas vacas que consumiram fitobióticos em ambos os 

cálculos usando a produção de leite por dia e a produção de leite corrigida para 4% de gordura. 

 
Tabela 2. Produção de leite (PM), leite corrigido para gordura (4% FCM). 

 

 

2 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Observação 
1 

: A produção de leite corrigida para 4% de gordura (4%FCM) foi estimada pela equação proposta pelo NRC 

(2001) [10]: FCM = 0,4 × (kg de leite produzido) + 0,15 × (% gordura) × (kg de leite produzido). 

 
2 : O tratamento 

Observe o efeito quando p < 0,05, com a diferença entre os grupos ilustrada por letras minúsculas diferentes (a e b) na 
mesma linha. 

 

 
3.2. Qualidade do Leite 

Os resultados da composição centesimal e da CCS do leite são apresentados na Tabela 3. 

foi um efeito do tratamento e do dia; portanto, houve uma interação tratamento × dia para o leite 

gordura, com as vacas do grupo fitobiótico apresentando maior teor de gordura no leite em comparação com o grupo controle 

grupo. Não houve efeito do dia, tratamento ou interação tratamento × dia na proteína, 

lactose, sólidos totais, ureia e CCS no leite. 

Variáveis  Controlar Fitobiótico SEM p: Tratar 

Produção de leite — MP. kg (média)      

d ÿ7 para 1 (pré-experimento)  22,2 22,6 0,22 0,95 

d 1 a 14 d  22,6 22,8 0,20 0,94 

15 a 45  25,2 26,0 0,19 0,15 

Leite com correção de gordura (4% 
1 

. kg     

FCM) d ÿ7  18,5 19,5 0,2 0,84 

a 1 d 1 a  20,2 21,7 0,18 0,76 

14 d 15 a  24,5 
b 

26,6 um 0,17 0,01 

45 Ingestão de ração — FI. kg (média) 
d 1 a 14 d 16,5 16,2 0,14 0,95 

15 a 45 17,6 um 

15,8 
b 0,12 0,01 

Eficiência alimentar (kg MS/kg FI)     

d 15 a 45 b 1,43 1,65 um 0,04 0,01 

Pontuação corporal     

d1 3,25 3,08 0,08 0,62 

d45 3,34 3,11 0,07 0,12 
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Tabela 3. Composição centesimal do leite de vacas que consumiram fitobióticos, níveis de ureia no leite, 

e contagem de células somáticas (CCS). 

 
Variáveis Controlar SEM fitobiótico 

 
p: Tratar 

1 
p: Dia 

2 
p: Tratar × Dia 

3 

Gordura (g/kg) 36,5  
b 40,1 um 0,47 0,01 

 
0,05 

 
0,01 

 

Proteína (g/kg) 36,9 36,8 0,35 0,97 0,96 0,97 

Lactose (g/kg) 46,3 45,8 0,24 0,88 0,95 0,93 

Sólidos totais (g/kg) 120 123 1,75 0,91 0,96 0,92 

Ureia (mg/dL) 18,3 19,9 0,64 0,82 0,89 0,83 

CCS (×103 mL) 61,9 56,3 2,42 0,64 0,58 0,72 

Gordura (g/ 
2,3 

kg) 

 

 

32,9  
bB 

 

 

36,9  
aB 

 

 
0,46 

d14 34,1 
bAB 

37,8  
aB 0,48 

d28 d45 42,4  
bA 

45,6 
aA 

0,46 

Observ ação 
1 

:  O efeito do tratamento quando p < 0,05, com a diferença entre os grupos ilustrada po r diferentes letras minúsculas 

Letras (a e b) na mesma linha. Observe B)  2 : O efeito do dia quando p < 0,05, ilustrado por letras maiúsculas (A e 

na mesma coluna para a gordura do leite em ambos os grupos.  3 :Esta tabela demonstra o tratamento versus dia 
Observe a interação para a gordura nos dias 14, 28 e 45 do experimento, com letras minúsculas (a e b) na mesma linha. 

 

 
Os resultados do perfil de ácidos graxos do leite são apresentados na Tabela 4. Nenhum efeito do tratamento 

foi observada para ácidos graxos específicos. Ainda assim, houve uma tendência para uma maior soma de 

ácidos graxos insaturados (p = 0,09) e ácidos graxos monoinsaturados (p = 0,07) no leite de 

vacas que consumiram o fitogênico. No entanto, houve uma pequena diferença para a soma de 

ácidos graxos poliinsaturados (controle: 1,51 e fitogênico: 1,61%), mas isso foi significativo 

entre os grupos devido ao consumo do aditivo. Consequentemente, verificamos que uma 

maior relação UFA/SFA foi observada no leite de vacas que consumiram o fitogênico 

comparado ao controle. 

 
Tabela 4. Perfil de ácidos graxos no leite de vacas que consumiram f itobióticos como aditivo alimentar. 

 
1 

Ácido graxo Controlar Fitobiótico SEM Valor p 

C4:0 (Butírico) 0,20 0,19 0,016 0,95 

C6:0 (Capróico) 0,09 0,01 0,033 0,24 

C10:0 (Caprico) 2,42 2,10 0,156 0,36 

C11:0 (Undecanóico) 0,21 0,15 0,024 0,23 

C12:0 (Láurico) 3,20 3,11 0,078 0,78 

C13:0 (Tridecanóico) 0,13 0,12 0,005 0,96 

C14:0 (Mirístico) 12,0 12,5 0,158 0,92 

C14:1 (Miristoleico) 0,53 0,53 0,032 0,94 

C15:0 (Pentadecanóico) 1,11 1,24 0,044 0,56 

C16:0 (Palmítico) 43,9 43,1 0,504 0,91 

C16:1 (Palmitoleico) 1,17 1,06 0,043 0,44 

C17:0 (Heptadecanóico) 0,66 0,67 0,009 0,98 

C17:1 (cis-10-heptadecenóico) 0,12 0,11 0,004 0,95 

C18:0 (Esteárico) 10,8 11,9 0,275 0,18 

C18:1n9t (Elaídico) 1,50 1,71 0,058 0,13 

C18:1n9c (Oleico) 14,4 15,0 0,369 0,31 

C18:2n6t (Linolelaídico) 0,02 0,01 0,001 0,99 

C18:2n6c (Linoléico) 1,25 1,33 0,027 0,19 

C20:0 (Araquídico) 0,14 0,16 0,003 0,35 

C20:1n9 (cis-11-eicosenoico) 0,07 0,08 0,003 0,96 

C18:3n3 (a-linolênico) 0,10 0,12 0,006 0,55 
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Observação 1 
: Letras diferentes na mesma linha ilustram o efeito do tratamento quando p ÿ 0,05. Nota: gordura saturada 

2 

ácidos graxos (SFA), ácidos graxos insaturados (UFA), ácidos graxos monoinsaturados (MUFA) e ácidos graxos poliinsaturados 

ácidos graxos pol iinsaturados  (PUF A). 

 

 
3.3. Alterações hematológicas e bioquímicas 

Os resultados para as variáveis sanguíneas são apresentados na Tabela 5 e Figura 2. O efeito da 

interação dia e tratamento × dia foi observada para leucócitos e linfócitos totais 

contagens, ambas menores no sangue das vacas do grupo fitobiótico. 

não houve efeito do tratamento ou interação nas outras variáveis de contagem sanguínea (número de 

granulócitos, monócitos, plaquetas, concentração de hemoglobina e porcentagem de hematócrito), 

exceto pelo número de eritrócitos, que foi maior nas vacas que consumiram o 

aditivo. A Figura 2 ilustra a interação tratamento × dia e o efeito do dia sobre 

contagens de leucócitos e linfócitos. 

 
 

 
 
 

 
 

 
 
 

 
 

 
 
 

 
 

 
 
 

 
 

 
 
 

 
Figura 2. O efeito da interação tratamento vs. dia (ilustrado por asteriscos acima das barras) e 

efeito do dia (mostrado por letras maiúsculas (A e B) dentro da barra do grupo fitobiótico) para leucócitos totais, 

biomarcadores de linfócitos, proteínas totais e globulinas. O asterisco (*) ilustra a diferença em cada 

dia, referindo-se à interação tratamento × dia. 

 Tabela 4. Cont.  

 
Ácido graxo 

 

Controlar 
 

Fitobiótico SEM 
 

Valor p 

C21:0 (henicosanóico) 
 0,20 0,25 0,016 0,47 

C20:2 (cis-11.14-eicosadienoico)  0,02 0,01 0,002 0,96 

C22:0 (Behênico)  0,06 0,07 0,002 0,95 

C20:3n6 

(cis-8.11.14-eicosatrienoico) 
0,07 

 

0,07 
 

0,002 0,99 

C20:4n6 (Araquidônico) 0,04  0,04  0,002 0,98 

C22:2 (cis-13.16-docosadienoico) 0,02  0,01  0,003 0,96 

C24:0 (Lignocérico) 0,05  0,04  0,005 0,94 

C20:5n3 (cis-5.8.11.14.17- 

Eicosapentaenóico) 
0,01 

 
0,01 

 
0,000 0,99 

C24:1n9 (Nervônico) 2 SFA UFA 0,01  0,01  0,001 0,99 

MUFA 75,3  74,7  0,652 0,24 

 19,3  20,1  0,125 0,09 

 17,8  18,5  0,097 0,07 

PUFA 1,51 
b  1,61 

 
um 0,030 0,03 

UFA/SFA 0,25 
b  0,27 

 

um 0,011 0,05 
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Tabela 5. Hemograma e bioquímica sérica de vacas alimentadas com fitobióticos. 

Variáveis Controlar Fitobiótico SEM p: Tratar 1 
p: Dia 

2 
p: Tratar × Dia 

2 

Hematologia 
 

Leucócitos totais (×103 µL) 

Linfócitos (×103 µL) 

Granulócitos (×103 µL) 

Monócitos (×103 µL) 

Eritrócitos (×106 µL) 

 

 

Albumina (g/dL) 

Colesterol total (mg/dL) 

Frutosamina (mg/dL) 

GGT (U/L) 

Glicose (mg/dL) 

Proteína total (g/dL) 6,67 
b 

 0,11 0,05 0,01 0,01 

AST (U/L) 

ALT (U/L) 

3 

3 

Triglicerídeos (mg/dL) 

Ureia (mg/dL) 

Globulina (g/dL) 

 
 
 
 
 
 

 
b 8,02  0,35 0,05 0,08 0,05 

b 4,18  0,23 0,05 0,05 0,02 
 
 

3,16  3,26  0,20 0,89 0,82 0,93 

0,72  0,79  0,04 0,87 0,79 0,81 

4,98 b 5,44 
 

um 0,08 0,05 0,18 0,12 
 
 

Hemoglobina (g/dL) 9,10 9,31 0,14 0,26 0,31 0,26 

Hematócrito (%) 26,1 26,4 0,41 0,92 0,94 0,88 

Plaquetas (×103 µL) 370 339 20,9 0,55 0,63 0,61 

Bioquímica sérica       

 

 3,40 3,45 0,08 0,97 0,95 0,92 

140 139 1,21 0,91 0,89 0,89 

325 330 2,05 0,85 0,81 0,87 

3 30,1 31,0 1,25 0,95 0,94 0,94 

 64,4 60,7 2,36 0,88 0,84 0,85 

 
88,7  94,6  3,32 0,56 0,26 0,39 

71,3  72,2  2,67 0,92 0,94 0,94 

10,2  9,95  0,98 0,96 0,95 0,97 

42,4  45,8  1,54 0,66 0,51 0,45 

3,26 b 4.31 
 

um 0,13 0,05 0,01 0,01 

 

Observ ação 
1 

: Efeito do tratamento quando p < 0,05, com diferença entre os grupos ilustrada por letra s minúsculas diferentes 

(a, b) na mesma linha. Nota: 2Efeito do dia e interação tratamento × dia quando p < 0,05; os resultados são mostrados em 

Figura 2. Nota: GG3T (gama-glutamil transferase), AST (aspartato aminotransferase) e ALT (alanina 

aminotransferase). 
 

 

Os níveis de proteína total e globulina foram maiores no soro das vacas no grupo fitobiótico 

grupo em relação ao controle (Tabela 5), destacando-se a maior concentração proteica no 

dia 45 do experimento (Figura 2). Nenhum efeito do tratamento ou da interação tratamento × dia 

foi observado para albumina, colesterol, frutosamina, GGT, AST, ALT, triglicerídeos, glicose, 

ou ureia. 

Os perfis de proteínas obtidos por eletroforese são mostrados na Tabela 6 e Figura 3. 

níveis de IgA, cadeia pesada de Ig (Ig-hc) e transferrina foram observados no soro de vacas 

alimentados com o fitobiótico (p < 0,05). Os níveis de ceruloplasmina e haptoglobina foram menores no grupo 

soro dessas vacas do que no controle (p < 0,05). Uma interação tratamento × dia 

foi observada principalmente no dia 45 para IgA, Ig-hc, haptoglobina e transferrina (Figura 3). 

Verificamos o efeito do tratamento e dia e a interação tratamento x dia 

para níveis de citocinas (Tabela 6 e Figura 4). Níveis mais baixos de TNF, IL-1 e IL-6 e níveis mais altos 

níveis de IL-10 no soro de vacas que consumiram o fitobiótico em comparação ao controle 

foram observados. 

Os marcadores do estado oxidativo foram apresentados na Tabela 6 e Figura 5. Não houve 

efeito do tratamento para ROS, mas houve um efeito de dia e interação tratamento × dia para este 

variável, com níveis mais baixos de ROS observados nas vacas do grupo fitobiótico em comparação 

para o controle no dia 28 do experimento. Houve um tratamento, dia e interação 

efeito nos níveis de TBARS, que foi menor nas vacas que consumiram o fitobiótico nos dias 

14, 28 e 45. A atividade da MPO teve efeito apenas no tratamento, com maior atividade enzimática 

nas vacas do grupo fitobiótico em comparação ao controle. A atividade da CAT foi maior em 

o sangue das vacas que consumiram o fitogênico em comparação com o controle. Atividade da SOD 

foi maior no sangue das vacas que consumiram aditivos nos dias 28 e 45 em comparação com 

o controle. 
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Figura 3. Efeito da interação tratamento versus dia (ilustrado por asteriscos acima das barras) e efeito dia (mostrado por letras  

maiúsculas (A, B e C) dentro da barra) para os biomarcadores IgA, Ig -hc, haptoglobina e transferrina. O asterisco (*) ilustra a diferença 

em cada dia, referindo-se à interação tratamento × dia. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 4. Efeito da interação tratamento versus dia (ilustrado por asteriscos acima das barras) 

e efeito dia (mostrado por letras maiúsculas (A, B e C) dentro da barra) para os biomarcadores 

de citocinas (IL-1, IL-6, IL-10 e TNF). O asterisco (*) ilustra a diferença em cada dia, referindo- 

se à interação tratamento × dia. 
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Figura 5. A interação tratamento × dia (ilustrada por asteriscos acima das barras) e efeito dia 

(mostrado por letras maiúsculas (A e B) dentro da barra) para espécies reativas de oxigênio (ROS) e peroxidação 

lipídica (TBARS) no soro e superóxido dismutase (SOD) no sangue total de vacas alimentadas com fitobióticos. 

O asterisco (*) ilustra a diferença em cada dia, referindo-se à interação tratamento × dia. 
 

Tabela 6. Perfil proteico em eletroforese e marcadores de reações oxidativas de vacas alimentadas com fitobióticos. 

 

Variáveis Controlar  
 

Fitobiótico SEM 
 

1 

p: Tratar 

 
2 

p: Dia 

 
2 

p: Tratar × Dia 
 

Proteinograma 

 
IgA (g/dL) 

 

 
b 0,75 

 
0,98 um 

 
0,03 

 
0,01 

 
0,01 

 
0,01 

Ig de cadeia pesada (g/dL) b 1,12 1,46 
um 0,05 0,01 0,01 0,01 

Ceruloplasmina (g/dL) 0,65 
um 

0,52 
b 0,02 0,05 0,22 0,26 

Haptoglobina (g/dL) 0,61 um 

0,42 
b 0,02 0,01 0,01 0,01 

Ferritina (g/dL) 0,40 0,37 0,01 0,65 0,74 0,68 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ROS 

TBARS (nmol/mL) 6,83 um 

b 5,77 0,13 0,02 0,01 0,01 

MPO (µM quinoneimina/30 min) 2,27 2,75 0,02 0,05 0,14 0,20 

CAT (nmol CAT/mg de proteína) 9,74 11,2 0,45 0,04 0,11 0,13 

SOD (U SOD/mg de proteína) 4,23 8,23 0,31 0,01 0,01 0,01 

 

Observ ação 
1 

: O efeito do tratamento quando p < 0,05, com a diferença entre os grupos ilustrada por diferentes letras minúsculas 

letras (a e b) na mesma linha. Observe os 2 : O efeito do dia e a interação tratamento × dia quando p < 0,05, com o 

resultados apresentados nas Figuras 3 e 4. Nota
3
: espécies reativas de oxigênio (ERO), substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 

(TBARS), mieloperoxidase (MPO), catalase (CAT) e superóxido dismutase (SOD). 

Transferrina (g/dL) 0,32 
b 

0,36 
 

um 0,01 0,05 0,02 0,05 

 
Citocinas 

       

IL-1ÿ (pg/mL) 56,9 um 

b 42,9 
 

2,58 0,01 0,01 0,01 

IL-6  (pg/mL) 40,1 um 

b 29,5  2.27 0,04 0,01 0,01 

IL-10 (pg/mL) b 65,8 94,3 
um 3,41 0,01 0,01 0,01 

        

 TNF (pg/mL) 164 um 

135 
b 5.02 0,03 0,01 0,01 

 
Estado oxidativo 

     

3 (% de in tensidade  de fluorescência) 8.20 um 

b 7,60 0,22 0,19 0,03 0,05 
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4. Discussão 

De forma prática e aplicada, esses estudos mostraram que a ingestão de aditivos fitobióticos por vacas 

Jersey influencia o desempenho produtivo corrigido para gordura, o consumo de ração, a eficiência alimentar e o 

percentual de gordura no leite. Alguns desses resultados corroboram os de outro estudo publicado recentemente 

sobre as fotoatividades de vacas Jersey [24] e ovelhas Lacaune [25]; mas é importante ressaltar que os estudos 

utilizaram formulações diferentes, portanto, a comparação precisa ser feita com cautela. O presente estudo testou 

OEs de canela e orégano nas formas livre e microencapsulada, diferentemente do estudo de Vitt et al. [24], que 

utilizou a mesma concentração desses OEs apenas na forma microencapsulada. Maxin et al. [26] relataram que o 

teor de gordura no leite de vaca é alterado pelo acetato e butirato; ou seja, quando aumentam, há diminuição do 

propionato, da glicose e do teor de gordura no leite, o que já foi descrito em outros estudos com fitobióticos 

semelhantes ao aqui testado [8,9,24]. A menor ingestão de ração pode estar relacionada ao OE livre no aditivo, 

que gerou maior odor no concentrado e na dieta total, e reduziu a ingestão. Apesar disso, a produção de leite 

nessas vacas foi igual entre os grupos; consequentemente, porque quando calculamos o valor da eficiência 

alimentar, verificamos que foi significativamente maior nas vacas que consumiram o fitogênico. Dentre os 

ingredientes do aditivo testado, verificamos que o extrato de cúrcuma contém curcumina, já descrita como 

responsável por melhorar a digestibilidade da fibra ovina e, consequentemente, aumentar a produção de leite [27], 

bem como melhorar a digestibilidade da ração e dos nutrientes em vacas leiteiras alimentadas com extrato de 

Curcuma longa na dieta [28]. 

 

 

 

No entanto, não podemos descartar outros mecanismos nutricionais capazes de alterar a composição do leite e o  

desempenho do crescimento, como o uso de óleos essenciais (orégano e canela) [5] e taninos [29], que alteram a 

relação acetato/propionato e a quantidade de ácidos graxos de cadeia curta (AGCCs). Observamos um efeito 

diário para a gordura do leite, que aumentou ao longo do experimento; no entanto, esse aumento foi maior no 

grupo fitobiótico. 

A explicação para o efeito dia em ambos os grupos está relacionada à alimentação dessas vacas antes do início 

do experimento, ou seja, as vacas tinham acesso a pasto e eram animais em fase inicial de lactação (menos de 

30 dias pós-parto); este é um momento fisiológico e comum em que o animal está em balanço energético negativo 

e tem metabolismo instável. Ao final do experimento, o percentual de gordura do leite atingiu o valor de referência 

para a raça Jersey no pico de produção. O mecanismo exato que levou ao aumento de gordura nos animais que 

consumiram o fitobiótico será investigado futuramente por nosso grupo de pesquisa, avaliando a fermentação 

ruminal, os ácidos graxos voláteis e a microbiota ruminal e intestinal.  

 
 

 

O mecanismo exato envolvido neste aumento da gordura do leite é desconhecido. No entanto, no futuro, 

investigaremos a influência deste aditivo no metabolismo lipídico, que não alterou os níveis séricos de colesterol. 

O aditivo influenciou positivamente a composição de ácidos graxos no leite, aumentando o índice de ácidos graxos 

poli-insaturados. A adição de curcumina à ração de ovelhas leiteiras aumenta os ácidos graxos monoinsaturados 

[27] e o uso de taninos em cabras aumenta o ácido oleico [30]. De acordo com a literatura, os taninos podem inibir 

a última etapa da bio-hidrogenação ruminal; portanto, isso aumenta o conteúdo de ácidos graxos insaturados no 

leite [31]. No entanto, vale ressaltar que o efeito do aditivo na qualidade do leite foi moderado, ou seja, afetando 

apenas a gordura. Não levantamos a hipótese de que o consumo do aditivo alteraria os níveis de proteína e lactose 

no leite; mas esperávamos uma redução na CCS, como já havia sido descrito em outro estudo com um fitogênico 

[24]. Os resultados dos exames sanguíneos discutidos abaixo sugerem um efeito anti-inflamatório do aditivo, o que 

poderia ter reduzido a contagem de células somáticas no leite, mas isso não ocorreu, o que pode estar relacionado 

a outros fatores locais na glândula mamária, que não são conhecidos.  

 
 

 

Menores contagens de leucócitos sanguíneos devido à redução de linfócitos foram observadas em vacas 

alimentadas com fitobióticos. Essa alteração sugere que o aditivo interfere na modulação da 
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processos inflamatórios [32,33], favorecendo assim um efeito anti-inflamatório. Contagens mais baixas 

de leucócitos já foram verificadas no consumo de curcumina por ovelhas leiteiras [27] e bezerros 

leiteiros [34], bem como na ingestão de óleo de canela e orégano microencapsulados na dieta de 

cordeiros [35]. A adição de tanino de castanha à dieta de vacas aumentou as contagens de leucócitos 

e linfócitos, mas reduziu a relação neutrófilo/linfócito [36]. É importante deixar claro ao leitor que a 

menor contagem de leucócitos/linfócitos também pode indicar imunossupressão, mas devido aos 

resultados produtivos promissores, bem como outros biomarcadores sanguíneos, acreditamos que 

essa redução na contagem dessa célula seja um efeito anti-inflamatório, confirmado pela menor 

concentração de citocinas pró-inflamatórias (IL-1ÿ, IL-6 e TNF) e maiores níveis de citocina anti- 

inflamatória (IL-10). 

Neste estudo, observou-se uma maior concentração de proteínas totais devido ao aumento de 

globulinas. Como os animais estavam aparentemente saudáveis, sem qualquer sinal de desidratação, 

interpretamos a redução da proteína total como um efeito imunológico, confirmado pelo perfil proteico 

determinado por eletroforese. Níveis mais elevados de globulina já foram registrados em cabras 

lactantes alimentadas com uma dieta à base de óleos de canela, gengibre e alho [37]. 

O mesmo produto comercial aqui testado não alterou os níveis de proteína total e globulina quando 

utilizado na dieta de bovinos de corte confinados [8]. Entretanto, aditivos semelhantes em uma mistura 

fitogênica aumentaram os níveis de globulina em novilhos em crescimento [9] e vacas em lactação 

[24]. Um leucograma mostrou uma contagem total de linfócitos menor. No entanto, o número de 

globulinas foi maior, o que sugere que houve uma redução de linfócitos T e possivelmente um 

aumento de linfócitos B ou atividade mais significativa dessas células, o que resultou em uma maior 

produção de imunoglobulinas, como observado em nosso estudo, onde vacas alimentadas com 

fitobióticos apresentaram maior concentração de IgA sérica, semelhante ao encontrado em outros 

estudos do nosso grupo de pesquisa [9,24,38,39]. No entanto, esta é a hipótese de modulação para 

maior IgA; mas não podemos descartar a possibilidade de que o aditivo cause irritação na mucosa 

intestinal, o que também poderia estimular o aumento dessa imunoglobulina. É essencial destacar  

que a concentração de outras imunoglobulinas de cadeia pesada também aumenta, reforçando que a 

ingestão deste aditivo estimula uma resposta humoral [40]. Há uma hipótese de que as imunoglobulinas 

aumentem pela ação direta dos ingredientes do aditivo sobre as células imunes humorais, e outra 

possibilidade é que os componentes do aditivo (principalmente óleo essencial e tanino) sensibilizem  

a mucosa intestinal, o que é uma resposta imune e de defesa, e aumentem os níveis de IgA. 

 
A redução de linfócitos, combinada com uma menor concentração de proteínas de 

fase aguda positivas (ceruloplasmina e haptoglobina) e um aumento na proteína de fase 

aguda prejudicial (transferrina), ajuda a caracterizar uma resposta anti-inflamatória que 

tem sido comumente descrita em ruminantes alimentados com fitobióticos [24,39,41,42]. 

Já se sabe que a combinação de óleos microencapsulados de carvacrol, cinamaldeído e 

timol tem efeitos anti-inflamatórios [41,42]. Tung et al. [43] observaram que o EO de 

Cinnamomum osmophloeum poderia inibir fortemente a produção de óxido nítrico (NO) em 

células RAW 264.7 após exposição a lipopolissacarídeo (LPS), destacando o envolvimento 

do cinamaldeído nessa atividade. A capacidade do cinamaldeído de reduzir a síntese de 

mRNA da óxido nítrico sintase induzível (iNOS) em células RAW 264.7 foi observada [44]. 

A curcumina reduz a atividade de enzimas que medeiam a inflamação, como a 

ciclooxigenase-2 (COX-2), a lipoxigenase (LOX) e a iNOS, e reduz os níveis de citocinas 

pró-inflamatórias [45,46]. Wijesinghe et al. [47] sugeriram que os taninos vegetais exercem 

efeitos anti-inflamatórios ao inibir o NO e a prostaglandina-E2. Em resumo, o efeito anti- 

inflamatório observado aqui era esperado e pode ser indiretamente responsável pela maior 

produção de leite dessas vacas, pois a redução da resposta inflamatória exigiu menor 

consumo de ATP para manter a inflamação, e mais energia estava disponível para a produção de 
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Níveis mais baixos de TBARS e ROS combinados com a maior atividade das enzimas 

antioxidantes CAT e SOD foram observados neste estudo, semelhantes aos descritos em outros 

estudos sobre fitobióticos em ruminantes [8,9,24,39]. É bem conhecido que a curcumina tem efeitos 

antioxidantes em ovinos [48,49], e os OEs de canela e orégano diminuem a peroxidação lipídica, pois 

possuem compostos com alta capacidade de absorver radicais de oxigênio [50] e taninos, que são 

metabólitos vegetais que possuem atividade antioxidante e podem ser usados para melhorar o estado 

antioxidante dos animais [51]. De acordo com a literatura, a curcumina possui grupos ativos capazes 

de neutralizar radicais livres e estimular enzimas antioxidantes como SOD, glutationa peroxidase e 

glutationa S-transferase [52,53]. Além disso, uma meta-análise mostrou que a curcumina, quando 

consumida, reduz a concentração de malondialdeído (MDA) no soro e tem o potencial de aumentar o 

potencial antioxidante total, removendo consequentemente oxigênio e nitrogênio reativos, quelando 

metais e regulando inúmeras enzimas [54]. 

 
5. Conclusões 

A inclusão de um aditivo fitobiótico à base de uma combinação de OE de orégano e canela 

(livre e microencapsulado) associado a extrato de cúrcuma e tanino na dieta de vacas Jersey 

apresenta efeitos positivos nessas condições experimentais, aumentando o teor de gordura 

corrigido para o leite (4%FCM), sendo também capaz de aumentar a gordura do leite, gerando 

uma melhora parcial na qualidade do leite, uma vez que a proteína do leite, a lactose e a CCS não são alter 

No entanto, a adição do fitogênico reduziu o consumo de ração das vacas, mas manteve a 

produção, elevando o valor calculado da eficiência alimentar dessas vacas. A ingestão do aditivo 

pelas vacas teve efeito anti-inflamatório, capaz de reduzir marcadores pró-inflamatórios, como 

proteínas de fase aguda, mas estimulou a produção de imunoglobulinas. A redução nos níveis de 

peroxidação lipídica e ROS indica que o aditivo tem efeito antioxidante, com maior atividade de 

CAT e SOD, e pode reduzir e minimizar o estresse oxidativo fisiológico em vacas em lactação. 
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Resumo Simples: Fitogênicos à base de carvacrol, eugenol, cinamaldeído e cap-saicina 

melhoraram a saúde animal devido às suas atividades anti-inflamatória, antioxidante e 

imunomoduladora. O aditivo pode ser uma alternativa promissora para reduzir  

estresse metabólico durante a lactação. Foram observados indícios de que os fitogênicos influenciam as 

vias de sinalização colinérgica e purinérgica imunológica, embora seus efeitos sobre o metabolismo energético 

metabolismo estão relacionados à produção de ATP. Os efeitos metabólicos observados no geral 

a saúde das vacas Jersey alimentadas com fitogênicos não impactou negativamente o desempenho produtivo. 

 

Resumo: O objetivo foi determinar se vacas leiteiras podem ativar os sistemas tradicionais 

e vias inflamatórias alternativas consumindo uma combinação de uma dieta fitogênica 

(óleo essencial e resina de pimenta). Vinte vacas Jersey prenhes na última (terceira) lactação 

fase (260 dias em lactação) foram divididos em dois grupos: controle, sem consumo de aditivos , e 

teste, com adição do fitogênico à porção concentrada do 

dieta (150 mg/dia/kg de matéria seca). Amostras de sangue foram coletadas nos dias experimentais 

1, 7, 14, 21, 28, 35 e 42 por punção da veia coccígea para avaliação do hemograma completo, 

bioquímica sérica dos níveis de proteína total, albumina e globulina, bem como metabolismo de 

carboidratos (glicose), metabolismo de lipídios (colesterol e triglicerídeos), proteína 

metabolismo (ureia), atividades das enzimas hepáticas (gama-glutamil transferase (GGT) e 

aspartato aminotransferase (AST)), níveis de citocinas (interleucinas IL-1ÿ, IL-6 e IL-10), 

resposta antioxidante [substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), oxigênio reativo 

espécies (ROS), tiol total (PSH) e tiol não proteico (NPSH) e glutationa S (GST)],  

sistema colinérgico [colinesterase total (ChE) e acetilcolinesterase (AChE)], purinérgico 

sinalização [NTPDase, 5ÿ ectonucleotidase e adenosina desaminase (ADA)] e energética 

enzimas do metabolismo [creatina quinase (CK), piruvato quinase (PK) e adenilato quinase 

(AK)]. O desempenho produtivo foi avaliado por meio da ingestão de ração e da produção de leite. 

Os resultados revelaram que a utilização de compostos fitogênicos influenciou significativamente a 
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1. Introdução 

Como promotores da saúde, os óleos essenciais podem aumentar a eficiência alimentar, 

reduzindo distúrbios metabólicos e digestivos em ruminantes. Seu potencial para melhorar a saúde, 

a imunidade e a produtividade animal foi cientificamente documentado, inclusive durante a terceira 

fase da lactação, um período crítico para a saúde animal [1–3]. Essa abordagem ecoeficiente e 

natural à nutrição animal está alinhada aos objetivos de desenvolvimento sustentável da pecuária leiteira mun 

A inflamação é um processo fisiológico fundamental que desempenha um papel crucial na 

defesa imunológica. No entanto, a inflamação excessiva ou crônica pode comprometer a saúde 

e a produtividade animal, particularmente em vacas leiteiras durante estágios fisiológicos 

críticos, como a terceira fase da lactação [4]. Entender como modular a inflamação de forma 

eficaz é essencial para otimizar o bem-estar e a eficiência da produção. 

A adição de uma mistura de óleos essenciais (carvacrol, eugenol, cinamaldeído e 

capsaicina) à dieta de vacas holandesas resultou em uma melhora significativa na eficiência 

alimentar, uma vez que a ingestão de matéria seca foi reduzida e a produção de leite 

aumentou no grupo tratado [5]. Dados recentes de um estudo piloto demonstraram que o 

consumo de fitogênicos à base de carvacrol, eugenol, cinamaldeído e capsaicina também 

estimula a resposta anti-inflamatória, a capacidade antioxidante e a resposta imune humoral 

em vacas Jersey [6]. Embora os efeitos dos óleos essenciais em biomarcadores inflamatórios 

tradicionais sejam conhecidos, pesquisas recentes sugerem que vias inflamatórias alternativas 

também podem desempenhar um papel crítico na modulação imunológica. No entanto, 

levantamos a hipótese de que outras vias participariam dessa modulação da inflamação, 

incluindo as vias anti-inflamatórias colinérgicas e imunomoduladoras purinérgicas durante um 

período crítico da vida, como a terceira fase da lactação. 

Neste contexto, a sinalização purinérgica é um sistema de comunicação celular ubíquo 

composto por moléculas de sinalização extracelular representadas por nucleotídeos (ATP, 

ADP e AMP) e seu nucleosídeo derivado adenosina, controlado pela ação enzimática de E- 

NTPDases, 5'- Nucleotidases e adenosina desaminases. Essas biomoléculas regulam vários 

processos fisiológicos e patológicos com ações anti-inflamatórias e imunomoduladoras [7,8]. 

Também foi bem documentado que, além dos sistemas colinérgicos neuronais, existem 

sistemas colinérgicos não neuronais, que desempenham simultaneamente um papel na 

resposta inflamatória [9–11]. A acetilcolina (ACh), um neurotransmissor, também é 

 
 

Sistema colinérgico e sinalização purinérgica associados à imunologia. A redução na 

atividade da colinesterase (ChE) e o aumento na atividade da acetilcolinesterase (AChE) em 

linfócitos sugerem a modulação do sistema colinérgico, melhorando a resposta imune. Além 

disso, a atividade elevada da adenosina desaminase (ADA) em linfócitos e plaquetas, 

juntamente com o aumento da hidrólise de ATP e ADP em plaquetas, indica a regulação 

benéfica da sinalização purinérgica, contribuindo potencialmente para a modulação 

inflamatória. Esses efeitos foram acompanhados por uma menor produção de citocinas pró- 

inflamatórias (IL-1ÿ e IL-6) e uma maior produção de IL-10, reforçando um perfil anti- 

inflamatório . As contagens reduzidas de leucócitos e linfócitos podem refletir uma menor 

demanda inflamatória, enquanto os níveis aumentados dos antioxidantes NPSH e GST 

sugerem proteção celular. Apesar dessas alterações fisiológicas, o desempenho produtivo e 

a qualidade do leite permaneceram inalterados. Em resumo e em termos práticos, a inclusão 

deste aditivo na dieta das vacas beneficia a saúde da vaca no terço final da gestação, quando 

o animal já apresenta uma resposta imunológica reduzida devido à gestação avançada. 
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Machine Translated by Google 

Vet. Sci. 2025, 12, 344 3 de 20 

 

 

 
 

 
Envolvido na comunicação célula a célula e controla funções celulares, como a redução da 

proliferação de citocinas pró-inflamatórias [12,13]. Dado o crescente interesse em estratégias 

sustentáveis e livres de antibióticos para a prevenção de doenças na pecuária, investigar o 

impacto dos óleos essenciais nessas vias de sinalização alternativas pode fornecer novos 

insights sobre métodos não farmacológicos para o controle da inflamação. Portanto, acredita- 

se que os óleos essenciais também possam influenciar essas vias de sinalização celular, 

oferecendo uma abordagem potencialmente benéfica para modular a inflamação e promover a 

saúde em vacas leiteiras durante a terceira fase da lactação, pois, nessa fase, os animais 

apresentam uma redução em seu sistema imunológico [14]. 

Hipoteticamente, a ativação das vias de sinalização purinérgica e colinérgica nas células 

do sistema imunológico pode regular a produção de citocinas e promover uma resposta anti- 

inflamatória e imunomoduladora eficaz. Esse efeito pode ter implicações significativas para o 

desenvolvimento de novas terapias para distúrbios inflamatórios e imunológicos, visto que a 

modulação da atividade desses processos celulares e extracelulares pode aumentar a 

capacidade do corpo de manter a homeostase. Assim, a inovação do presente estudo é 

identificar o envolvimento das vias colinérgica e purinérgica durante a terceira fase da lactação 

de vacas, um período crítico associado a diversas alterações metabólicas, hormonais e  

imunológicas [4], para entender como essas vias contribuem para as mudanças imunológicas nesse pe 

Além disso, outra inovação importante do estudo é avaliar os possíveis efeitos moduladores  

de aditivos à base de produtos naturais capazes de modular as vias colinérgica e purinérgica, 

melhorando a resposta imune. Ao identificar potenciais mecanismos pelos quais os óleos 

essenciais influenciam essas vias, este estudo visa contribuir para o desenvolvimento de 

estratégias nutricionais inovadoras que otimizem a função imune e, ao mesmo tempo , 

melhorem o desempenho animal. Portanto, o objetivo foi avaliar se as vias inflamatórias 

tradicionais e alternativas podem ser ativadas pela ingestão de uma combinação de compostos 

fitogênicos (óleo essencial e resina de pimenta) em vacas leiteiras.  

2. Materiais e Métodos 

2.1. Aditivo 

O aditivo comercial à base de OE microencapsulado de orégano e resina de canela e 

pimenta (Activo Premium®; GRASP, Curitiba, PR, Brasil), aditivo já utilizado em estudo anterior 

na fase de pico de produção [6]: carvacrol (terpenoides), eugenol, cinamaldeído 

(fenilpropanoides) e óleo de resina de pimenta vermelha (alcaloides); sendo que os 

componentes ativos representam 15% do produto. 

2.2. Condição Experimental 

O estudo foi realizado na Fazenda Experimental da UDESC, localizada na região oeste 

de Santa Catarina (clima subtropical úmido e mesotérmico ameno). O experimento utilizou 20 

vacas Jersey prenhes, com 3 anos de idade, no final da lactação (260 ± 53 dias de lactação). 

Todos os animais estavam aparentemente saudáveis. As vacas foram alojadas em um sistema 

de compost barn e foram ordenhadas (05:30 e 15:30) utilizando um sistema de ordenha 

robótica guiada, modelo AMI 5550 (DeLaval VMSTM, Suíça, Suécia). O sistema de ordenha  

só foi desligado à noite, devido a problemas na rede elétrica da fazenda, o que prejudicou seu 

funcionamento. 

 
2.3. Desenho Experimental e Alimentação 

Vinte vacas primíparas lactantes foram utilizadas em delineamento inteiramente 

casualizado, divididas em dois grupos de dez vacas cada. A distribuição dos animais 

considerou a produção de leite projetada para 305 dias (260 ± 53 dias de lactação; 20 ± 2 L de 

leite por dia), bem como o escore de condição corporal (ECC). Os primeiros quatorze dias foram definid 
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período de adaptação, sendo o período experimental definido entre os dias 15 e 42, quando 

dados e amostras foram coletados. A ração mista total (RMT) foi calculada com base na 

necessidades nutricionais do gado leiteiro para atender à produção de 20 L de leite por dia [15], 

o que correspondeu a uma energia líquida de 1,59 Mcal/kg de matéria seca (24,6 Mcal/vaca/dia). 

As vacas receberam a dieta três vezes ao dia em comedouros individuais (06:00, 11:00 e 17:00), 

com água à vontade durante o período de alimentação e também quando estavam em repouso no 

cama de aparas de madeira. O aditivo alimentar foi adicionado durante a produção do concentrado em um 

proporção que garantiu o consumo de 150 mg/kg de matéria seca na ração tratada 

grupo. O grupo controle consumiu o mesmo TMR, mas sem o aditivo. O produto químico 

a composição dos alimentos está na Tabela 1. 
 

 
Tabela 1. Composição química das dietas  experimentais fornecidas às vacas Jersey durante o estudo. 

 
TMR: Fornecido em 

 
* TMR: Fornecido em  Ração peletizada para 

Variáveis, % 
Alimentadores Individuais Intergado® Robô 

 

Matéria seca 38.2 33,7 86,7 

Proteína bruta 19.3 14.4 20,8 

Extrato de éter 3.01 2,67 2,77 

Cinzas 7.08 6,62 5,93 

Fibra detergente neutra 

(NDF) 

 
42,2 

 
51,2 

 
27,6 

Fibra em detergente ácido (FDA) 16.6 22,7 8,98 

Energia bruta (Kcal) 271 282 379 

Nota: ração total mista — TMR (concentrado + silagem + feno). O concentrado foi formulado com base em ração moída 

milho (38%), farelo de soja (32%), grãos de destilaria secos com solúveis (16%), casca de soja (4,5%), farelo de trigo 

(4,5%), pré-mistura mineral (3,3%), adsorvente de micotoxinas (0,4%) e tampão (1,3%). O núcleo mineral continha 

cálcio (231,40 a 250 g/kg), fósforo (40 g/kg), enxofre (20 g/kg), magnésio (25 g/kg), potássio (10 g/kg),  

sódio (70 g/kg), cobalto (15 mg/kg), cobre (750 mg/kg), cromo (20 mg/kg), iodo (40 mg/kg), manganês (2000,00 mg/ 

kg), selênio (22 mg/kg), zinco (2850,00 mg/kg), vitamina A (350.000,00 UI/kg), vitamina D3 
(100.000,00 UI/kg) e vitamina E (2.000,00 UI/kg). * Intergado® — alimentadores inteligentes capazes de quantif icar a quantidade 

a ração era consumida pela vaca durante o dia, mas usada neste experimento para alimentar as vacas à noite. 

 
2.4. Coleta de Amostras 

Nos dias 1, 7, 14, 21, 28, 35 e 42, o sangue foi coletado das vacas por punção coccígea. 

punção venosa e uso de sistema de coleta a vácuo (BD Vacutainer®, Franklin Lakes, NJ, 

EUA). Tubos com anticoagulante (EDTA) foram u tilizados para realizar análises hematológicas 

bem como tubos contendo ativador de coágulo; este material  foi  utilizado para obtenção do soro. Após 

coleta, o sangue foi colocado em caixa térmica com gelo reciclável (±10 ÿC) durante  

transporte para o laboratório. Todas as amostras de sangue coletadas foram utilizadas para medir o nível de sangue 

contagem e bioquímica sérica; apenas amostras coletadas nos dias 14, 28 e 42 do 

experimentos foram usados para avaliar o estado oxidativo e biomarcadores imunológicos. 

 
2.5. Hemograma 

Utilizando um analisador hematológico de três partes (Equip® Vet 3000, Itatiba, SP, Brasil), 

foram medidos eritrócitos e leucócitos, bem como a concentração de hemoglobina e hematócrito. 

porcentagem. O equipamento automático fornece os resultados instantaneamente em planilhas do Excel, 

que permite uma análise descritiva rápida e, se necessário, a repetição do teste usando o 

mesma amostra. 

 
2.6. Bioquímica do Soro 

O soro sanguíneo foi obtido por centrifugação com ativador de coágulo em centrífuga para 

Tubos QUIMIS® (Diadema, SP, Brasil) por 10 min com força de 7871 g e armazenados em 

tubos Eppendorf a -20 ÿC para análises bioquímicas subsequentes. Proteína total (PT), albumina, 

níveis de glicose, colesterol, triglicerídeos e ureia, bem como gama-glutamil transferase 

(GGT), aspartato aminotransferase (AST) e atividades enzimáticas da colinesterase (ChE), foram 
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medidos no soro. Os níveis de globulina foram calculados [Globulina = TP ÿ albumina]. 

Utilizamos um analisador automático (Zybio EXC-200, Shenzhen, Província de Guangdong, 

China) com kits comerciais Analisa® (Gold Analisa Diagnostica Ltda., Belo Horizonte, MG, 

Brasil), de acordo com suas respectivas metodologias para determinar o perfil bioquímico listado 

acima. Os níveis de beta-hidroxibutirato foram determinados com um dispositivo digital portátil, 

Free Style Optium Neo® (Abbott®, Chicago, IL, EUA), a partir de tiras de teste de ÿ-cetona 

sanguíneas (Abbott®, Chicago, IL, EUA). 

 

2.7. Citocinas — Interleucina 1ÿ, Interleucina 6 e Interleucina 10 

As interleucinas (IL-1ÿ, IL-6 e IL-10) foram quantificadas por meio de ensaios de imunoadsorção enzimática 

com kits comerciais e de acordo com as instruções do fabricante (R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA). A 

intensidade da cor foi medida por meio de um leitor de micro-ELISA para determinar as concentrações de citocinas. 

 

 
2.8. Níveis TBARS 

 

Os níveis de TBARS foram medidos usando malondialdeído (MDA) como produto primário. 

A técnica é baseada na reação de MDA com ácido tiobarbitúrico (TBA), resultando em uma 

mudança de cor (rosa), que é quantificada por espectrofotometria com absorbância (532 

nm, após 45 min de incubação a 37 ÿC) [16,17]. De acordo com as instruções técnicas, 20 

µL de amostras foram misturados com 55 µL de água destilada, 100 µL de ácido ortofosfórico 

(0,2 M) e 25 µL de TBA (0,1 M). A leitura espectrofotométrica foi realizada após 45 min de 

incubação a 37 ÿC. Os resultados foram expressos em nM MDA/mL de soro. 

 
2.9. Espécies Reativas de Oxigênio (ERO) 

Técnicas fluorimétricas foram utilizadas para quantificação de ROS [18–20]. A produção 

de ROS é determinada indiretamente pela estimativa de diacetato de 2' ,7'- diclorofluoresceína 

(DCFH-DA), que é oxidado a diclorofluoresceína (DCF), uma molécula fluorescente. Um 

volume de 10 µL de soro foi misturado com 10 µL de DCFH-DA (7 µM) e 240 µL de PBS e, 

após 30 minutos de incubação a 37 ÿC, o produto final de oxidação, DCF, foi medido (525 nm e 488 nm 

(Thermo Scientific™ Varioskan™ LUX, Waltham, MA, EUA). Os resultados foram expressos em unidades de 

DCFH por miligrama de proteína. 

 
2.10. Níveis de Tiol Total (PSH) e Tiol Não Proteico (NPSH) 

Os tiois totais e não proteicos foram medidos usando o método descrito por Ell-man 

[21], com ajustes para um formato de placa de 96 poços. Um volume de 30 µL de soro foi 

adicionado a uma placa de 96 poços, bem como 200 µL de tampão fosfato de potássio 

(PPB) e 20 µL de ácido 5,5'- ditiobis(2-nitrobenzóico) (DTNB). O material foi primeiramente 

desproteinizado a 10% com um volume igual de ácido tricloroacético (TCA) para medir a 

fração de tiois não proteicos , e o sobrenadante restante foi usado. Então, 40 µL do 

sobrenadante foram combinados com 260 µL de PPB e 15 µL de DTNB, com leitura 

imediata. Uma leitura imediata foi então realizada em um espectrofotômetro. Os resultados 

foram comparados a uma curva padrão de cisteína e expressos em micromolaridade (µM). 

 
2.11. Atividade da glutationa S-transferase (GST) 

A atividade da glutationa S-transferase (GST) foi determinada com base em Habig et al. [22]. 

A técnica utilizada foi dependente da capacidade da GST de catalisar a conjugação da glutationa reduzida (GSH) 

com 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB). A atividade da GST foi medida como a taxa de formação de dinitrofenil- 

S-glutationa a 340 nm em meio contendo 50 mM de fosfato de potássio a pH 6,5, 1 mM de GSH, 1 mM de CDNB 

como substrato e sobrenadantes teciduais (aproximadamente 0,045 mg de proteína). Os resultados foram 

expressos em U de GST/mg de proteína. 



Machine Translated by Google 

Vet. Sci. 2025, 12, 344 6 de 20 

 

 

 
2.12. Sinalização Purinérgica: Separação de Linfócitos e Plaquetas 

O isolamento de linfócitos do sangue periférico foi realizado utilizando Ficoll- Histopaque™ 

plus (Sigma-Aldrich Brasil Ltda, Barueri, SP, Brasil) para formar gradientes de densidade de 

acordo com a metodologia descrita por Bøyum [23]. A separação de plaquetas foi realizada 

de acordo com o método descrito por Pilla et al. [24]. A viabilidade celular foi estimada pela 

liberação de lactato desidrogenase antes e após a incubação a 37 ÿC usando o método 

cinético do aparelho Labquest (Gold Analisa Diagnostica Ltda., Belo Horizonte, MG, Brasil). 

Quantificação dos níveis de proteína usando albumina sérica bovina como padrão seguido 

método de Bradford [25]; as proteínas foram ajustadas em cada ensaio (mg/mL). 

A atividade da adenosina desaminase (ADA) em linfócitos foi medida com base na amônia 

produzida quando esta enzima atua sobre a adenosina [26]. Para iniciar a análise, o substrato 

(adenosina) foi adicionado a uma concentração final de 21 mmol/L e as incubações foram 

realizadas por 1 h a 37 ÿC. A reação foi interrompida pela adição de 106 mmol/L/0,16 mmol/L de 

solução de fenolnitroprussiato/mL. Em seguida, a solução foi misturada com 125 mmol/L/11 

mmol/L de hipoclorito de sódio e agitada. Sulfato de amônio (75 µmol/L) foi usado como padrão 

para amônia, que teve seus níveis determinados a partir da absorção de indofenol a 620 nm. Os 

resultados foram apresentados em U/mg de proteína. 

A atividade da acetilcolinesterase (AChE) nos linfócitos foi determinada pelo método 

espectrofotométrico [27]. Todas as amostras tiveram níveis de proteína ajustados para 0,1–0,2 mg/mL. 

Em seguida, 0,2 mL de linfócitos foram adicionados a uma solução contendo 1,0 mM de 

acetiltiocolina , 0,1 mM de ácido 2-nitrobenzoico e 0,1 mM de tampão fosfato a pH 8,0. Antes 

e após a incubação por 30 minutos a 27 °C, a absorbância foi medida em um espectrofotômetro 

a 412 nm. A atividade enzimática foi expressa em µmol de iodeto de acetiltiocolina (AcSCh) 

por hora por mg de proteína. 

De acordo com Lunkes et al. [28] e Pilla et al. [24], para determinar a hidrólise de ATP/ADP, 

uma reação foi projetada contendo 5 mM de CaCl2, 100 mM de NaCl, 5 mM de KCl, 6 mM de 

glicose e 50 mM de tampão Tris-HCl, pH 7,4. Para determinar a hidrólise de AMP, usamos 10 

mM de MgCl2 em vez de CaCl2 em comparação com a hidrólise de ATP/ADP. A normalização 

de proteínas foi realizada em solução salina, então 20 µL de plaquetas foram adicionadas ao 

sistema de reação e pré-incubadas a 37 ÿC por 10 min adicionando os substratos ATP e ADP 

para determinar a atividade de NTPDase e AMP para atividade de 5'nucleotidase em um sistema 

de incubação a 37 ÿC por 70 min. As reações foram interrompidas quando 150 µL de TCA a 10% 

foram adicionados. De cada amostra, 30 µL foram transferidos para uma nova placa, 300 µL de 

verde malaquita como reagente colorimétrico foram adicionados e o fosfato inorgânico liberado 

foi medido a 630 nm em um espectrofotômetro. Uma curva padrão foi traçada com KH2PO4, e 

os resultados foram expressos em nmol de Pi liberado/min/mg de proteína. 

2.13. Metabolismo Energético 

Enzimático A atividade da CK foi determinada na mistura de reação contendo as seguintes 

concentrações finais: tampão Tris-HCl 65 mM, pH 7,5, PCr 7 mM, MgSO4 9 mM e 20 µL de 

amostra. Após 10 min de pré-incubação a 37 ÿC, a reação foi iniciada pela adição de 0,3 µmol de 

ADP e interrompida após 10 min pela adição de 1 µmol de ácido hidroximercuribenzoico. Em 

seguida, a concentração de creatina foi obtida pelo método colorimétrico [29]; as leituras a 540 

nm e os resultados foram expressos como U/L de creatina formada por minuto por mg de 

proteína. A atividade da AK foi verificada com um ensaio enzimático usando hexoquinase (HK) e 

glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PD) [30]. A reação foi iniciada pela adição de 2 mM de ADP, 

e a redução de NADP+ foi medida a 340 nm por 3 min em um espectrofotômetro; a atividade foi 

expressa em mU/mL de ATP formado por min por mg de proteína. A atividade de PK foi medida 

usando a metodologia descrita em detalhes por 
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Leong et al. [31], e os resultados foram expressos como U/L de piruvato formado por minuto por 

mg de proteína. 

 
2.14. Análise de Nutrientes 

As amostras de TMR foram pré-secas em estufa de ventilação forçada (55 ÿC por 72 h), e em 

seguida o material foi pesado novamente para determinação do teor de matéria seca parcial. Este 

material passou por um processo de moagem em moinho Wiley (Marconi, modelo: MA340), com 

peneira de malha de 1 mm. Posteriormente, as amostras pré-secas foram colocadas em estufa (105 

ÿC por 24 h), metodologia que permitiu verificar a matéria seca (MS) da amostra. Para determinação 

das cinzas, utilizou-se uma mufla a 600 ÿC [32]. O teor de nitrogênio foi medido pelo método micro- 

Kjeldahl (Método 984.13); as informações foram utilizadas para estimar o teor de proteína bruta (Método 

976.05; CP = N × 6,25). A porcentagem de fibra em detergente neutro (FDN) foi medida colocando as 

amostras de TMR moídas em sacos de poliéster [33] e então expondo-as a uma solução de detergente 

neutro em uma autoclave a 110 ÿC por 40 min. [34]. Incluímos na reação a atividade da alfa-amilase 

termoestável = 17.400 Unidades Liquefon/mL (FAA, ANKOM Technology, Macedon, NY, EUA) [29]. A 

proporção de fibra em detergente ácido (FDA) foi medida de acordo com o método 973.18 [26]. A 

porcentagem de extrato etéreo na TMR foi medida usando um espectrômetro de refletância no 

infravermelho próximo, modelo Spectra Star série 2600 XT de analisadores de infravermelho próximo 

(Unity Scientific®, Ferntree Gully Rd, Knoxfield, Austrália). 

 

2.15. Desempenho Produtivo 

As vacas leiteiras foram pesadas em uma balança digital no primeiro dia para ajustar a dieta 

fornecida diariamente. Cada vez que a vaca passava pelo robô, o ECC era avaliado diariamente usando 

uma câmera digital de alta resolução acoplada ao sistema de ordenha robótica instalado na fábrica. O 

software do robô transformava essas imagens em números de ECC de 1 (baixo) a 5 (alto).  

 
O sistema de ordenha robótica quantificou a produção diária de leite, individualmente para 

cada papila e por ordenha diária, e calculou a média ao longo de sete dias; esses dados foram 

extraídos para planilhas do Excel. As contagens de células somáticas (CCS) foram determinadas 

automaticamente pelo sistema acoplado ao sistema de ordenha robótica diária, e essa 

quantificação foi realizada sempre que a vaca foi ordenhada naquele dia; ao final, a CCS média 

por dia foi calculada. Durante a ordenha, até 2 kg/dia de ração peletizada (Cooper Alfa, Chapecó, 

Brasil) foram fornecidos às vacas automaticamente, mas registrados pelo robô. 

O estudo teve duração de 42 dias, durante os quais a ração fornecida (silagem, concentrado,  

feno) foi pesada individualmente, misturada manualmente e oferecida à vaca em seu comedouro. Uma 

vez ao dia, as sobras foram pesadas e descartadas. A quantidade fornecida e as sobras determinaram 

o consumo de alimento em matéria natural. Em seguida, foi mensurada a porcentagem de MS na TMR, 

o que permitiu calcular o consumo de alimento em MS. A fórmula determinou a eficiência alimentar: 

produção de leite em quilogramas/consumo de alimento em MS por dia em quilogramas.  

 
A produção de leite corrigida para 4% de gordura (FCM) foi calculada da seguinte forma: 

FCM = 0,4 × Produção de leite + 15 × Produção de gordura, de acordo com o NRC. 

 

2.16. Análise do 

Leite Utilizando o sistema de coleta Delaval (série VMSTM) acoplado à ordenha robotizada, o leite 

foi coletado nos dias 1, 14, 28 e 42. Este material foi utilizado para mensurar a composição centesimal  

do leite em um laboratório credenciado pelo MAPA no Brasil, utilizando a metodologia de espectrometria 

de infravermelho médio com transformada de Fourier para determinar os teores de proteína total,  

lactose, gordura, sólidos totais e nitrogênio ureico do leite, expressos em porcentagens (norma  

brasileira: ISO 9622/IDF 141:2013). Utilizando citometria de fluxo, seguindo a norma ISO 13366-2/IDF 

148-2:2006, foi determinada a contagem de células somáticas no leite.  
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2.17. Análises Estatísticas 

Os dados foram avaliados usando o procedimento SAS 'MIXED' (SAS Inst. Inc., Cary, NC, EUA; 

versão 9.4), com aproximação de Satterthwaite para determinar os graus do denominador de 

liberdade para o teste de efeitos fixos. A produção de leite, a ingestão de TMR e a eficiência da produção foram 

testado para efeitos fixos de tratamento usando animais (tratamento) como efeitos aleatórios. Produção de leite 

e todos os resultados de sangue total e fluido ruminal foram analisados como medidas repetidas; onde 

para efeitos fixos de tratamento e tratamento × dia, usando animal (tratamento) como efeitos aleatórios. 

Todos os dados obtidos no dia 1 foram incluídos como uma covariável independente. As médias foram 

testado pelo teste t, e os resultados foram apresentados como média e erro padrão da média (EPM). Como o teste permite, 

considerada significância quando p ÿ 0,05, bem como tendência se p > 0,05 e ÿ 0,10. 

 
3. Resultados 

 
3.1. Hemograma e Bioquímica Sérica 

Os resultados do hemograma e da bioquímica sérica estão na Tabela 2. Um tratamento versus 

interação diária (p ÿ 0,05) foi observada para leucócitos e linfócitos. Uma interação significativa 

menor contagem total de leucócitos foi observada nos dias 7, 14 e 28 no grupo Fitogênico, 

e a contagem de linfócitos foi significativamente menor no grupo Fitogênico em comparação ao 

controle nos dias 7, 14 e 35. A concentração de ureia diminuiu significativamente no dia 28 em 

grupo Fitogênico (p ÿ 0,05). A atividade da AST foi menor nas vacas que consumiram o 

aditivo (p ÿ 0,02) nos dias 28 e 35. A atividade da colinesterase foi significativamente menor no 

Grupo fitogênico nos dias 28, 35 e 42 (p ÿ 0,01). Não houve efeito do tratamento e 

interação tratamento × dia para vários granulócitos, monócitos e plaquetas, hemoglobina 

concentração e porcentagem de hematócrito, bem como para proteína total, albumina, colesterol, 

glicose, triglicerídeos, GGT e BHB (p > 0,05). 

 
Tabela 2. Hemogramas e bioquímica sérica no sangue de vacas Jersey alimentadas com dieta controle, e 

a dieta foi suplementada com a dieta fitogênica. 
 

Variáveis 

 
Hemograma 

Leucócitos (×103 µL) d1 d7 

Controlar Fitogênico SEM P: Tratar 
 

 

0,58 

P: Tratar × Dia 
 

 

0,05 

 5,62  5,58 0,15 

5,89 
 

um 

5,03 
b 

0,16 

d14 5,76 
 

um b 4,87 0,15 

d21 5,56 5,09 0,15 

d28 5,62 um 

4,71 
b 0,15 

 

 

 
0,41 0,03 

 
 
 
 

 

d35 

d42 

Granulócitos (×103 µL) 

Monócitos (×103 µL) 

Eritrócitos (×106 µL) 

Hemoglobina 

Hematócrito, % 

Plaquetas (×103 µL) 

3,35 um 

3,12 

2,74 
b 

3,05 

0,10 

0,11 

d35 5,61 5,21 0,14 

d42 5,48 5,33 0,14 

Linfócitos (×103 µL) 

d1 
 

3,15 
 

3,01 

 
0,11 

d7 3,25 
 

um 2,67 
b 

0,11 

d14 3,43 
 

um 2,83 
b 

0,10 

d21 3,25 3,91 0,12 

d28 3,37 3,89 0,12 
 

1,34 1,40 0,13 0,84 0,91 

0,94 0,87 0,26 0,82 0,63 

5,32 5,33 0,03 0,95 0,97 

10,0 9,95 0,09 0,93 0,95 

26,9 27,2 0,45 0,92 0,87 

302 264 14,6 0,32 0,15 
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Tabela 2. Cont. 

 

Variáveis 

 
Bioquímica sérica 

Proteína total (g/dL) 

Globulina (g/dL) 

Controlar 

 

 
7,57 

4,05 
b 

Fitogênico 
 

 

7,62 

4,30 
um 

SEM 
 

 

0,11 

0,10 

P: Tratar 
 

 

0,76 

0,07 

P: Tratar × Dia 
 

 

0,81 

0,11 

 
 
 
 
 
 
 

 

d28 51,8 
um 

41,7 
b 2.01 

 

d35 48,3 42,6 2.04  

d42 42,6 38,4 2.01 

GGT (U/L) 14,6 17,2 1,25 0,41 0,57 

AST (U/L) d1 

d7 
 

91,8 
 

89,7 

 
4,65 

0,02 0,01 

 88,3 90,3 5.03   

d14 96,2 84,7 5.01   

d21 92,1 76,1 5.21   

d28 123 
 

um 

91,4 
b 6.14 

d35 93,7 
 

um b 71,2 5,85 

d42 80,3 67,3 5.12 
  

Colinesterase (×10 U/L) d1 d7 d14  

114 
 

118 

 
3,52 

0,67 0,01 

 121 124 3,45   

d21 132 128 3,51   

d28 117 102 3,42   

d35 115 
 

um 

84,9 
b 

3,49 

d42 138 
 

um b  3,45 

 
b 122 1

u

3
m 

7 3,52 
  

BHB (mmol/L)  113 1,18 1,15 0,03 0,95 0,93 

Nota: Letras diferentes na mesma linha mostram diferenças entre os grupos (p ÿ 0,05). 
 

 

3.2. Níveis de Citocinas e Estado Oxidativo 

Para citocinas, houve efeito do tratamento e interação tratamento × dia (Tabela 3). 

Os níveis de interleucina 1ÿ e interleucina 6 foram significativamente menores no grupo Fitogênico 

nos dias 14, 28 e 42 (p ÿ 0,01 — Tabela 3). Por outro lado, os níveis de interleucina 10 foram 

significativamente maior nos dias 14, 28 e 42 no grupo Fitogênico. 

 
Tabela 3. Efeitos da adição de fi togênicos à dieta de vacas Jersey sobre os níveis de citocinas (IL-1ÿ, IL-6, 

e IL-10) e biomarcadores do estado oxidativo. 
 

Variáveis Controlar Fitogênico SEM  2 Tratar 1 

 
1 

Tratar × Dia 
 

 
um 

CitocinasInterleucina 1ÿ (pg/mL) 26,9 d14 28,3 d28 

27,0 
um 

um 

 
d42 

Interleucina 6 (pg/mL) d14 

d28 

 
25,4 

um 

17,5 
um 

18,2 
um 

17,9 
um 

Albumina (g/dL) 3,51 3,32 0,08 0,65 0,52 

Glicose (mg/dL) 43,6 46,7 0,54 0,34 0,28 

Colesterol (mg/dL) 160 147 4,89 0,12 0,21 

Triglicerídeos (mg/dL) 8,80 10.1 0,59 0,64 0,72 

Ureia (mg/dL) d1    0,16 0,05 

d7 35,6 39,7 2.13   

 36,7 37,4 2.09   

d14 45,1 47,3 2.06   

d21 48,6 44,3 2.07   

 

b 17.8 1,68 0,01 0,01 

b 19,4 1,71   

b 16,9 1,70   

b 17,3 1,70   

b 10,2 0,91 0,02 0,01 

b 10,2 0,90   

b 9,98 0,93   
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Tabela 3. Cont. 

Variáveis Controlar Fitogênico SEM   Tratar × Dia 
 

d42 

Interleucina 10 (pg/mL) d14 

d28 

d42 

 

 
 

  

  

 

  

 

 
 

 

 

Estado oxidativo TBARS 

(nmol/mL) 

ROS (% da intensidade de fluorescência) 

d14 

d28 

d42 

PSH (µmol/L) 

 69,7 
b 

81,0 

3,52 

 

 
 

 

 

6.04 

4,50 

0,56 

0,06 

0,05 

0,05 

0,06 

0,85 

0,01 

0,72 

0,01 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

GST (U GST/mg proteína) d14 

d28 

d42 

0,01 0,01 

249 

241 b 

 
 

247 

 

 

7,44 

7,89 

9,85 

 
 
 
 
 

 
0,95  

3,31 0,01 0,01 

3,34  

3,30 

3.32 

 
12.4 um 

9,74  
b 

1,25 0,05 0,12 

 
89,1 

 

 
87,2 

 
2,35 

0,04 0,01 

 
 

 

NPSH (µmol/L) d14 0,82 
b  0,91 

d28 0,85 
b  0,97 

d42 0,82 
b 0,99 

 
0,86 

b 1,05 

 
 
 
 
 

 
 

1 Dentro de uma linha, quando há letras diferentes (a,b), elas diferem (p ÿ 0,05) ou tendem a diferir (p ÿ 0,10) pelo teste t. 
2 Erro padrão da média. 

 
Os níveis de TBARS foram significativamente menores no grupo Fitogênico em comparação ao 

controle (p ÿ 0,05—Tabela 3). Houve interação tratamento × dia para ROS, NPSH e 

A quantificação de GST.ROS foi significativamente menor nas vacas alimentadas com fitogênicos nos dias 

28 e 42 (p < 0,01). Os níveis de NPSH foram significativamente maiores no grupo Fitogênico em 

dias 14, 28 e 42 (p ÿ 0,01). A atividade da GST foi maior no grupo Fitogênico apenas nos dias 

dia 42 (p ÿ 0,01). 

 
3.3. Sinalização purinérgica 

Os resultados em linfócitos são mostrados na Figura 1. A atividade enzimática da ADA 

nos linfócitos foi menor no grupo Fitogênico nos dias 21 e 42 em comparação ao 

controle, com efeitos do tratamento (p ÿ 0,01) e interação tratamento versus dia (p ÿ 0,01). 

A atividade da AChE nos linfócitos foi maior nas vacas alimentadas com o fitogênico 

dia 21 (p ÿ 0,01) comparado ao controle. 

A atividade enzimática das NTPDases (substrato ATP e ADP) nas plaquetas foi significativamente maior no 

grupo Fitogênico nos dias 21 e 42, com efeitos do tratamento (p ÿ 0,01)  

e interação tratamento × dia (p ÿ 0,01). A atividade enzimática da 5ÿnucleotidase 

(substrato AMP) nas plaquetas foi maior no grupo Fitogênico apenas no dia 21 (p ÿ 0,01). 

atividade de ADA (substrato adenosina) nas plaquetas foi significativamente maior no grupo Fitogênico 

grupo nos dias 21 e 42, com efeitos do tratamento (p ÿ 0,01) e interação tratamento × dia 

(p ÿ 0,01). Os resultados são mostrados na Figura 2. 
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a atividade da AChE nos linfócitos foi maior nas vacas alimentadas com o fitogênico no dia 21 

(p ÿ 0,01) em comparação ao controle. 
 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 
 

 
Figura 1. Atividade da adenosina desaminase ( a : ADA) e acetilcolinesterase ( b : AChE ) em linfocitos de vacas Jersey 

alimentadas com o fitogênico. * Diferença entre os grupos. 

 

 

A atividade enzimática das NTPDases (substrato ATP e ADP) nas plaquetas foi 

significativamente maior no grupo Fitogênico nos dias 21 e 42, com efeitos do tratamento (p ÿ 

0,01) e interação tratamento × dia (p ÿ 0,01). A atividade enzimática da 5ÿnucleotidase 

(substrato AMP) nas plaquetas foi maior no grupo Fitogênico apenas no dia 21 (p ÿ 0,01). 

A atividade da ADA (substrato adenosina) nas plaquetas foi significativamente maior no grupo 

Fitogênico nos dias 21 e 42, com efeitos do tratamento (p ÿ 0,01) e interação tratamento × dia 

(p ÿ 0,01). Os resultados são mostrados na Figura 2. 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 

 
Figura 2. Atividade da NTPDase ((a) substratos ATP e (b) ADP, 5ÿnucleotidase (c) substrato 

AMP, Figura 2. Atividade da NTPDase ((a) substratos ATP e (b) ADP, 5ÿnucleotidase (c) substrato AMP, 
e adenosina desaminase (d) substrato de adenosina) em plaquetas de vacas alimentadas com 

fitogênicos. e adenosina desaminase (d) substrato de adenosina) em plaquetas de vacas alimentadas com fitogênicos. 
* Diferença entre os grupos. 

* Diferença entre os grupos. 

3.4. Metabolismo Energético 

Efeito do tratamento (p ÿ 0,01) e interação tratamento  × dia  (p ÿ 0,01) para as atividades de CK e PK. A 

atividade enzimática da CK foi significativamente menor no grupo Fitogênico nos dias 14, 21, 28, 35 e 42, e a 

atividade da PK foi significativamente menor nas vacas alimentadas com aditivos nos dias 14, 21, 28 e  35. A 

atividade  enzimática  da AK foi  significativamente  maior no grupo Fitogênico  nos dias 7, 14 e  21 (ÿ 0,05) em  

comparação ao grupo controle. 
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3.4. Metabolismo Energético 

Um efeito do tratamento (p ÿ 0,01) e interação tratamento × dia (p ÿ 0,01) para CK e PK 

atividades. A atividade enzimática da CK foi significativamente menor no grupo Fitogênico em 

Vet. Sci. 2025, 12, x PARA REVISÃO POR PARdEiSas 14, 21, 28, 35 e 42, e a atividade farmacocinética foi significativamente menor nas va c a1s3 ad lei m2 2en ta d a s  com 

aditivos nos dias 14, 21, 28 e 35. A atividade enzimática do AK foi significativamente maior 

no grupo Fitogênico nos dias 7, 14 e 21 (p ÿ 0,05) em comparação ao controle (Figura 3). 
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3.5. Desempenho 

O aditivo alimentar não afetou o consumo de ração (14,12 kg de MS/dia), a produção de leite 

 

nos teores de gordura, proteína, lactose, sólidos totais ou rendimentos de CCS. Os dados são apresentados em 

Tabela 4. 

 
Tabela 4. Desempenho e composição do leite de vacas Jersey alimentadas com ração fitogênica ou não. 

 
 

Ingestão de ração, kg MS 14,0 13,8 0,18 0,94 0,89 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Variáveis Controlar Fitogênico SEM P: Tratar 1 

P: Tratar × Dia 

Produção de leite (kg/d) 15,6 15,2 0,30 0,92 0,95 

FCM-4% (kg/dia) 
2 

ECM (libras) 

17,3 

212 

16,2 

199 

0,26 

3,29 

0,35 

0,12 

NE 

NE 

 
Eficiência alimentar 1.11 1,10 0,05 0,97 NE 

Gordura do leite, % 4,75 4,45 0,06 0,45 0,29 

Proteína do leite, % 3,89 3,67 0,04 0,52 0,44 

Lactose do leite, % 4,64 4,62 0,02 0,97 0,94 

Sólidos totais do leite, % 14,3 13,7 0,36 0,50 0,43 

CCS (×103/mL) 169 229 20,4 0,62 0,49 

Pontuação corporal 3,37 3,41 0,03 0,38 0,73 
 

Observação 
1 

: Não houve efeito dos tratamentos ou da interação tratamento × dia (p > 0,05). Nota 

Leite corrigido. Leite com energia corrigida (ECM); NE (não avaliado). 

2 : FCM-4%: 4% de gordura- 

 
4. Discussão 

A avaliação do estado de saúde da vaca leiteira deve considerar o quadro clínico geral 

contexto, estágio de lactação, dieta, manejo e ambiente. Análise do hemograma e 

perfil bioquímico são métodos diagnósticos essenciais para monitorar o estado geral de saúde 

de animais [35]. Os valores de referência para a contagem total de leucócitos em bovinos geralmente variam entre 

4.000 e 12.000 leucócitos por µL de sangue; nossos resultados estão de acordo com o padrão literário [ 36 ]. 

A contagem de linfócitos representa tipicamente cerca de 60% a 80% da contagem total de leucócitos [37]. 

Assim, em nosso estudo, associamos a redução da contagem total de leucócitos com a diminuição 

na contagem de linfócitos. Os óleos essenciais podem influenciar as flutuações na contagem de linfócitos, 

mas este mecanismo de ação não é claro. Hipoteticamente, acredita-se que o antimicrobiano 

efeito exercido pelos óleos essenciais reduz o desafio infeccioso; portanto, o redirecionamento energético 

ocorre [38,39]. Sugerimos uma remodelação da resposta inflamatória devido ao efeito anti-inflamatório do 

fitogênico à base de carvacrol, eugenol, cinamaldeído e 

capsaicina [40–43]. Este resultado está alinhado com estudos que utilizaram óleos essenciais microencapsulados 

em ruminantes [38,44]. Descobertas recentes de um estudo piloto sugerem ação antiinflamatória, 

com redução de leucócitos e linfócitos em vacas Jersey no início do 

período de lactação (DEL 21 ± 1). Neste estudo, observamos o comportamento dessas células apesar 

diferenças no avanço da fase de lactação [6]. O potencial antiinflamatório 

de fitogênicos pode ser uma alternativa interessante para vacas leiteiras em lactação como um tratamento 

opção para distúrbios inflamatórios [45]. 

Descobertas recentes indicam que o uso de fitogênicos pode estar relacionado à estimulação 

da resposta imune humoral [44]; também foi relatado que o uso de fitogênicos 

em vacas leiteiras aumenta a concentração sérica de proteínas totais, globulinas, com efeitos sobre 

a produção de imunoglobulina A e imunoglobulina de cadeia pesada [6]. Além disso, 

embora a diminuição do nitrogênio da ureia em nosso estudo tenha sido sutil, pode ser devido à capacidade 

de óleos essenciais para reduzir a proteólise e a desaminação de aminoácidos no rúmen, 

o que leva a uma menor produção de amônia [2]. Isso é benéfico porque a alta concentração de amônia 

Os níveis no rúmen podem prejudicar o animal e resultar em perdas de nitrogênio, uma proteína valiosa 

recurso de síntese. 
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Esses achados sugerem menor metabolismo e catabolismo proteico [46]. Embora os níveis 

séricos de ureia sejam frequentemente usados para avaliar a função renal, quando associados à 

atividade das enzimas hepáticas, podem ser úteis no diagnóstico diferencial da saúde hepática. A 

AST sinaliza danos às células hepáticas; no entanto, também desempenha um papel no metabolismo 

de aminoácidos e é uma molécula intermediária crítica na produção de energia celular [47]. Foi 

relatado que fitogênicos à base de carvacrol [48], eugenol [49], cinamaldeído [50] e capsaicina [51] 

apresentaram atividade hepatoprotetora; em nosso estudo, é evidente que o uso de fitogênicos 

combinados apresenta sinergia para essa atividade biológica. Pesquisas demonstraram que a 

síntese avançada de proteínas pode ser um mecanismo hepatoprotetor, que é uma maneira do  

corpo contribuir para acelerar o processo de regeneração e produção de células hepáticas [50]. 

Esse mecanismo é explicado por sua regulação negativa em processos oxidativos e inflamatórios, 

bem como por seu poder de atenuar a disfunção mitocondrial e a apoptose [51]. 

As interleucinas são moléculas sinalizadoras envolvidas na modulação da resposta imune, 

reguladas por mecanismos de feedback positivo e negativo para prevenir respostas imunes 

excessivas ou insuficientes [37]. O carvacrol inibe a ativação enzimática da ciclooxigenase e 

causa efeitos anti-inflamatórios ao reduzir a produção de mediadores inflamatórios, como IL-1ÿ 

e proteinoides, possivelmente através da indução da liberação de IL-10 responsável por suprimir 

respostas imunes excessivas [41]. Em nosso estudo, a produção de citocinas pró-inflamatórias 

(IL-1ÿ e IL-6) diminuiu significativamente , enquanto os níveis de IL-10 aumentaram, sugerindo 

sinergia entre ação fitogênica e anti-inflamatória comprovada. 

 
O tratamento com o Fitogênico afetou os níveis séricos de ROS e TBARS, ou seja, nosso 

tratamento reduziu a formação de radicais livres e os danos lipídicos. Os compostos fenólicos 

presentes na estrutura dos óleos essenciais desempenham papéis importantes na decomposição 

de peróxidos e na neutralização de radicais livres devido à sua alta reatividade com radicais 

peroxila, que são eliminados pela transferência formal de átomos de hidrogênio, mediada pela 

propriedade redox [52,53]. O cinamaldeído, principal componente da canela, pode estar ligado a 

efeitos protetores contra a formação de ROS e consequentemente os danos lipídicos séricos, 

uma vez que é um potente antioxidante que previne a formação de espécies reativas, prevenindo 

danos a proteínas, lipídios e ácidos nucleicos [43,50]. 

NPSH, assim como GST, contém um grupo tiol livre (-SH) responsável por sua capacidade 

antioxidante. GST atua na defesa celular contra o estresse oxidativo e na destoxificação do 

organismo , ambos considerados marcadores positivos do equilíbrio redox [54]. Portanto, o 

aumento de NPSH e GST observado em animais tratados com fitogênicos era esperado, 

considerando que o mesmo aditivo foi utilizado em vacas Jersey e apresentou comportamento 

semelhante: peroxidação lipídica e níveis de proteína carbolina foram reduzidos, e a atividade 

enzimática de GST e glutationa peroxidase foi aumentada [6]. De forma geral, representa o 

equilíbrio redox essencial para a manutenção da homeostase, possivelmente devido ao baixo 

consumo ou degradação reduzida de antioxidantes endógenos pela ação antioxidante do fitogênico [49,5 

Além disso, esse efeito também pode ser atribuído ao cinamaldeído, visto que seus efeitos sobre 

diversas enzimas desintoxicantes, incluindo a GST, têm sido estudados. A GST é crucial na 

desintoxicação celular, auxiliando na conjugação de substâncias tóxicas com a glutationa, tornando 

-as mais solúveis em água para excreção [43], contribuindo para o aprimoramento do sistema de 

defesa antioxidante durante a terceira fase da lactação. Por fim, o efeito protetor sobre o sistema 

antioxidante também pode ser atribuído ao carvacrol, o principal componente do óleo essencial de orégano [ 

Seu mecanismo antioxidante baseia-se principalmente em sua estrutura química, que lhe permite 

interagir com ROS e outros radicais livres, prevenindo assim o estresse oxidativo e os danos 

celulares. Há evidências que sugerem que o carvacrol pode fortalecer as defesas antioxidantes 

do próprio corpo, como a GST e a glutationa peroxidase. Pode estimular a expressão 
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ou atividade dessas e de outras enzimas antioxidantes, fornecendo uma linha secundária de defesa contra danos 

oxidativos [48]. 

A acetilcolina (ACh) é um neurotransmissor essencial, mas tem sido associada ao metabolismo energético e aos 

efeitos anti-inflamatórios [12]. Em relação à sua resposta ao sistema colinérgico anti-inflamatório, quando não degradada 

pela colinesterase (ChE), a acetilcolina pode se ligar aos receptores muscarínicos (proteína G) ou nicotínicos (canais 

iônicos) das células imunes e atuar na inibição da produção de citocinas pró-inflamatórias. Dessa forma, o aumento da 

atividade da ChE reduz os níveis de ACh biodisponível e favorece os processos inflamatórios [56]. Em nosso estudo, o 

uso de fitogênicos pode ter influenciado as flutuações nos níveis séricos de ChE, remodelando assim a resposta 

inflamatória [57]. Inicialmente, foi observada uma redução na ChE, seguida de um aumento. Embora esses valores 

tenham permanecido dentro da faixa de referência para bovinos, as razões para essas flutuações ainda não são 

totalmente compreendidas. 

 

As células imunes possuem receptores colinérgicos [58–60]. Essa via é mediada pela ACh, que atua 

principalmente por meio do nervo vago e de receptores colinérgicos nas células imunes e tecidos periféricos. Os 

linfócitos, que expressam ACh e AChE, são responsivos aos receptores muscarínicos e nicotínicos [60]. A 

conexão com esses receptores leva à inibição da produção de citocinas pró-inflamatórias, como o fator de necrose 

tumoral alfa (TNF-alfa), interleucinas (IL-1, IL-6) e outros biomarcadores inflamatórios [12]. Assim, os agonistas 

colinérgicos atuam inibindo a síntese de citocinas, uma forma de proteger o organismo de doenças mediadas por 

citocinas. Dessa forma, os sinais neurais transmitidos pelo nervo vago acabam inibindo a liberação de citocinas 

por meio de um mecanismo que necessita do receptor nicotínico de acetilcolina ÿ7 (ÿ7nAChR) [61,62]. Portanto, 

com a diminuição da ativ idade hidrolítica da AChE, há, consequentemente, um aumento na disponibilidade de 

ACh livre para se ligar aos linfócitos e inibir a inflamação [12,63,64]. No entanto, nossos resultados mostram uma 

maior ativ idade hidrolítica da AChE em vacas alimentadas com linfócitos fitogênicos apenas no dia 21, indicando 

uma redução na atividade anti-inflamatória da ACh especificamente naquele dia.  

 
 

 

Considerando que os níveis séricos de colinesterase foram reduzidos em nosso estudo nos dias 28 e 35, isso sugere 

um aumento na biodisponibilidade da ACh. O carvacrol demonstrou inibir a atividade da acetilcolinesterase. Ao inibir a 

AChE, o carvacrol potencialmente aumenta os níveis de acetilcolina na fenda sináptica. A acetilcolina elevada pode 

ativar vias colinérgicas, que são conhecidas por exercerem efeitos anti-inflamatórios [41,45]. 

 

As purinas dentro das células desempenham papéis cruciais na regulação do metabolismo energético e outros 

processos celulares , enquanto as purinas extracelulares sinalizam por meio de receptores purinérgicos específicos [7,8]. 

Purinas e seus derivados, exemplificados pela adenosina 5'- trifosfato (ATP) e adenosina, também atuam como 

moléculas de sinalização, transmitindo sinais entre células em vários processos fisiológicos, incluindo efeitos na 

neurotransmissão e na regulação da função imunológica [65]. A redução da atividade enzimática da ADA neste estudo 

reflete um aumento na biodisponibilidade da adenosina, uma molécula com efeitos anti-inflamatórios conhecidos, capaz 

de reduzir a produção de citocinas pró-inflamatórias [7]. 

 

Os nucleotídeos adenosina 5'- trifosfato (ATP), adenosina difosfato (ADP) e adenosina monofosfato (AMP) são 

degradados por várias enzimas nucleotidases, sendo o produto dessas reações a adenosina [66]. Isso ocorre porque a 

NTPDase ou CD39 podem converter ATP ou ADP em AMP, reduzindo a carga de fosfato, enquanto a ecto-5'- 

nucleotidase (CD73) converte ainda mais AMP em adenosina [67]. A literatura tem chamado a atenção para o 

metabolismo anormal do ATP extracelular (eATP), que tem efeitos pró-inflamatórios e promove diversos efeitos nas 

células, como inflamação e dano tecidual [68]. Nesse contexto, o impacto do aditivo fitogênico foi refletido no aumento 

da atividade da NTPDase em substratos de ATP e ADP, o que pode ser indicativo da diminuição da resposta 

inflamatória, bem como no aumento da atividade da 5'- nucleotidase em substratos de AMP [69]. 

 
 

 
Embora a adenosina tenha sido degradada em inosina devido ao aumento da atividade da adenosina desaminase 
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Em nosso estudo com um aditivo fitogênico, a inosina, semelhante à adenosina, exibe uma ampla 

gama de propriedades anti-inflamatórias e imunomoduladoras [70,71]. Essas descobertas sugerem 

que os óleos essenciais interferem nas vias de sinalização celular e extracelular, embora os 

mecanismos de ação ainda não sejam totalmente compreendidos. A administração oral de curcumina 

preveniu efetivamente danos histológicos e alterações na atividade da NTPDase e da AChE nos 

pulmões e linfócitos. Esse resultado pode ser atribuído ao carvacrol, o principal componente do óleo 

essencial de orégano. O uso de monoterpenos naturais, como carvacrol e timol, foi capaz de melhorar 

a enzima NTPDase para hidrólises de ATP e ADP, revelando que esses componentes podem ser 

alternativas para melhorar a imunidade por meio de efeitos regulatórios no sistema purinérgico [72]. 

 

 
A geração e manutenção de energia celular também dependem da ação enzimática de CK, PK e AK, que são responsáveis pela 

transferência ef iciente de fosfatos de alta energia e pela comunicação celular que mantém a homeostase energética [73]. A CK catalisa 

a conversão reversível de fosfocreatina e ADP em creatina e ATP, atuando como um tampão energético e permitindo a rápida regeneração 

de ATP [74]. A PK produz ATP a partir de ADP pela quebra da glicose para gerar ATP [56]. A AK catalisa a interconversão de adenilatos, 

convertendo duas moléculas de ADP em uma molécula de ATP e uma de AMP, e é responsável pelo equilíbrio energético celular,  

especialmente sob condições de estresse [75]. Nosso estudo observou atividade reduzida de CK e PK, possivelmente relacionada à 

síntese e disponibilidade reduzidas de ATP [76]. De uma perspectiva inf lamatória, esse efeito pode ser positivo, pois indica uma redução  

na biodisponibilidade pró-inf lamatória de ATP [68] devido ao uso de fitogênicos com os efeitos anti-inf lamatórios mencionados 

anteriormente. No entanto, a diminuição do ATP pode prejudicar a homeostase celular devido à falta de energia. Como uma tentativa 

compensatória, o aumento da AK pode indicar a ativação de vias alternativas de fosforilação para a produção de ATP [77]. É importante 

notar que não há relatos sobre os efeitos dos fitogênicos na regulação do gasto energético em vacas leiteiras. Portanto, os f itogênicos 

impediram apenas a inibição da atividade da AK. Relatos sugerem que essas enzimas são altamente suscetíveis à inativação por radicais 

livres e à oxidação de grupos tiol (SH) [78,79], o que não foi observado em nossos resultados. 

 
 

 
 

 

 
 

 

Considerando que as vacas estavam no final do período de lactação, só foi possível observar 

a manutenção e a persistência da lactação ao final do período experimental. Além disso, os animais 

estavam com aproximadamente cinco meses de gestação e, com o desenvolvimento fetal, houve  

aumento da necessidade energética com ajustes na partição de nutrientes [80]. Apesar dos resultados 

positivos em termos de saúde, não foram observados efeitos dos fitogênicos sobre o consumo de 

ração, a produção de leite e a eficiência alimentar, como relatado ao utilizar o mesmo aditivo em  

outro momento [5]. 

 
5. Conclusões 

As vacas que ingeriram a mistura fitogênica à base de carvacrol, eugenol, cinamaldeído e 

capsaicina apresentaram efeitos anti-inflamatórios, antioxidantes e imunomoduladores. Portanto, 

podem ser uma alternativa promissora para reduzir o estresse metabólico durante a lactação. 

Além disso, há indícios de que os fitogênicos influenciam as vias de sinalização colinérgica e 

purinérgica imunológica, embora seus efeitos no metabolismo energético estejam relacionados 

à produção de ATP. Os efeitos metabólicos observados na saúde geral de vacas Jersey 

alimentadas com fitogênicos não impactaram negativamente o desempenho produtivo. Na prática, 

a inclusão de aditivos fitogênicos na dieta das vacas beneficia a saúde da vaca no terço final da 

gestação, quando o animal já apresenta uma resposta imunológica reduzida devido à gestação 

avançada . Os fitogênicos na pecuária leiteira têm sido utilizados como melhoradores de 

desempenho, substituindo antibióticos, mas, nessa fase da lactação, não aumentaram a produção. 
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Resumo: A infecção por Trypanosoma vivax é uma condição emergente que causa danos e 

mortalidade entre o gado e é transmitida por vetores mecânicos ou fômites contaminados. 

Essa doença vem se espalhando pelo sul do Brasil, causando anemia, perda de peso, diarreia, 

aborto e infertilidade; no entanto, seu comportamento e relações hospedeiro-parasita ainda não são conhecidos. 

totalmente compreendida. Para esclarecer esta questão, os animais que apresentaram sinais clínicos foram submetidos 

a um teste de triagem imunocromatográfica. Um teste de imunofluorescência indireta foi 

então realizado em amostras coletadas antes do tratamento (o teste padrão ouro), que 

mostraram que no rebanho de 20 vacas, tivemos 14 soropositivas para T. vivax. Amostras de sangue 

foram coletados antes e depois do tratamento para estudar os efeitos da doença e do tratamento, 

com as vacas divididas em dois grupos: infectadas e não infectadas. As vacas foram avaliadas quanto  

respostas hematológicas, bioquímicas e antioxidantes, comparando-as com indivíduos não infectados e 

animais infectados, bem como pré e pós-tratamento (cloreto de isometamídio—1 mg/kg 

peso corporal [PC]). Não houve diferença (p > 0,05) entre os grupos na produção de leite 

e consumo de ração; porém, dez dias após o tratamento, houve um aumento de 1,72 kg de leite 

em vacas diagnosticadas como infectadas com T. vivax. Vacas soropositivas apresentaram menor contagem de eritrócitos, 

concentrações de hemoglobina, hematócrito, contagem de plaquetas e contagem de linfócitos e granulócitos 

contagens. Em vacas soropositivas, a maior concentração de proteína total é devida ao aumento 

globulinas, cujo perfil proteico por eletroforese mostrou estar relacionado a níveis mais elevados 

de imunoglobulinas (IgA e outras imunoglobulinas de cadeia pesada), ceruloplasmina, haptoglobina , ferritina, 

proteína C reativa; associada a níveis mais baixos de transferrina. A ativ idade  

das enzimas aspartato aminotransferase, gama-glutamil transferase, colinesterases, 

e creatina quinase foram comparados em vacas soronegativas e soropositivas para T. vivax. 

Níveis séricos de cálcio mais baixos foram observados em vacas soropositivas. Vacas diagnosticadas com 

tripanossomíase apresentou altos níveis de espécies reativas de oxigênio, peroxidação lipídica, proteína 

oxidação, atividade de nitrito/nitrato, superóxido dismutase e glutationa peroxidase. 

as enzimas catalase e glutationa S-transferase apresentaram menor atividade no sangue de 

vacas soropositivas em comparação ao controle no dia do diagnóstico, que não era mais 

observados dez dias após o tratamento. Os animais apresentaram hipogalactia, anemia, 

licenças/por/4.0/). 
trombocitopenia , leucopenia e resposta de fase aguda acompanhada de alterações no tecido hepático e muscu 
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1. Introdução 

 

A tripanossomíase bovina, causada pelo Trypanosoma vivax, está se espalhando no Brasil [1]. Diagnosticada 

pela primeira vez neste país em 1972, desde então surgiu em vários estados [2], incluindo regiões do sul, como 

Santa Catarina e Rio Grande do Sul [3]. A tripanossomíase é uma infecção transmitida por artrópodes, vetorizada  

por moscas do gênero Glossina na África. Ao mesmo tempo, sua transmissão na América do Sul é atribuída a 

fômites contaminados ou vetores mecânicos, como tabanídeos. No entanto, a transmissão experimental por moscas 

Stomoxys calcitrans não foi bem-sucedida [4], gerando novas possibilidades quanto às rotas de transmissão na 

condição americana. Após a inoculação na pele, o parasita cresce por alguns dias, entra nos linfonodos e 

posteriormente no sangue, onde se reproduz por fissão binária e pode levar a picos de parasitemia que são 

acompanhados por sinais clínicos como depressão, febre, anorexia, perda de peso, anemia, edema e sinais 

nervosos, com aborto espontâneo e diarreia observados em alguns casos [5].  

 
 

 

Animais infectados com T. vivax apresentam quadros clínicos variados, desde hemorragias graves 

acompanhadas de óbito até quadros subclínicos com presença de anticorpos e parasitemia oscilante acompanhada 

de imunossupressão e doenças concomitantes causadas por outros agentes [6]. O efeito do parasita no leito 

vascular é marcante, levando à formação de trombos, danos vasculares e lesões neurológicas como 

meningoencefalite, decorrentes de efeitos vasculares e autoimunes e da formação de imunocomplexos 

consequências da interação do sistema imunológico com o parasita [7]. A tripanossomíase pode ser diagnosticada 

por meio do teste de imunofluorescência indireta, que busca animais com soroconversão. Este teste é o padrão 

ouro para esta doença devido à parasitemia intermitente, levando a falsos negativos em testes que buscam o 

parasita no sangue (PCR, por exemplo) [3]. Por sua vez, o tratamento é realizado no Brasil com diaceturato de 

dimenazeno na dose de 7,0 mg/kg e isometamídio nas doses de 0,5 e 1,0 mg/kg, apresentando alta eficiência no 

controle e eliminação da parasitemia [8]. 

 
 

 
Estudos com infecção experimental em bovinos demonstram a presença extravascular de DNA de T. vivax 

em tecidos nas fases aguda e crônica da infecção, aumentando as evidências de que T. vivax não é exclusivamente 

um parasita sanguíneo [9]. A detecção do parasita em tecidos por longos períodos torna a ideia de “autocura” pouco 

aplicável neste cenário e dificulta o tratamento [9,10]. Essas diferenças levam à necessidade de compreender as 

características da tripanossomíase bovina e o efeito do tratamento sobre os parâmetros hematológicos, metabólicos  

e oxidativos de vacas naturalmente infectadas antes e após o tratamento com isometamídio. 

 
 

 
2. Materiais e Métodos 

 
2.1. Histórico 

Em janeiro de 2023, 70% das vacas e todas as novilhas prenhes (sete animais) estavam doentes, com 

diagnóstico laboratorial-clínico-terapêutico de babesiose e anaplasmose (agentes etiológicos visualizados em 

lâmina). Entre os animais doentes, três morreram por anemia grave (eritrócitos (média 2,56 × 106/µL), hemoglobina 

(média 6,20 mg/dL) e hematócrito (entre 12,5%). Os animais restantes foram medicados (aceturato de diminazeno 

3,5 mg/kg PV, oxitetraciclina 10 mg/kg PV, antitóxico (Mercepton®, Laboratório Bravet,  

danos e estresse oxidativo, demonstrando o efeito da infecção por T. vivax em vacas Jersey naturalmente infectadas. 

Palavras-chave: Trypanosoma vivax; imunossupressão; gado; laticínios 
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Rio de Janeiro Brasil—50 mL/animal), ferro injetável (4 mL/animal por quatro dias consecutivos) 

e suplemento vitamínico B12 (5 mL/animal em três doses em intervalos de 48 h); eles se 

recuperaram. No entanto, oito desses animais apresentaram recidivas de hipertermia 

(controlada com dipirona) e anemia leve (verificada por hemograma completo), reduzindo a 

ingestão de ração e a produção de leite entre abril e maio de 2023. Uma vez observados esses 

sinais clínicos, a terapia foi realizada com uma dose única de dipropionato de imidocarbe (1,8 

mg/kg PC); os animais melhoraram e a anemia permaneceu leve: eritrócitos (entre 4 a 5 × 106/ 

µL), hemoglobina (entre 7,8 a 9,5 mg/dL) e hematócrito (entre 18,6 a 23,7%). Esfregaços 

sanguíneos das vacas foram colhidos e corados com o kit Panótico Rápido (Digilab, Piracicaba , 

Brasil) e apresentaram resultados negativos para estruturas compatíveis com Anaplasma 

marginale e Babesia spp. na análise microscópica. Em junho de 2023, outra vaca adoeceu e  

foi medicada com um protocolo de dipropionato de imidocarbe, mas não apresentou melhora. 

Foi necessário realizar transfusão sanguínea duas vezes devido à anemia (hematócrito < 12%). 

No esfregaço sanguíneo deste animal, foi observada uma estrutura morfológica compatível com tripoma 

Devido à alta e recente incidência de Trypanosoma vivax no oeste de Santa Catarina [3], 

suspeitou-se que esse parasita infectasse vacas. Portanto, utilizamos um kit comercial de 

diagnóstico rápido (Imunotest®, Imunodot Diagnóstico Avançado, Jaboticabal, Brasil) em cinco 

vacas do rebanho, das quais três apresentaram resultado positivo para T. vivax. 

Em seguida, foi aplicada medicação específica para controle de T. vivax à base de cloreto 

de isometamídio (Vivendium®, Ceva Saúde Animal Ltda, Paulínia, Brasil) em injeção 

intramuscular única de 1,0 mg/kg de peso corporal em todas as vacas. Combinamos o 

tratamento com uma dose antitóxica de 40 mL/animal (intramuscular) (Mercepton®, Laboratório 

Bravet, Rio de Janeiro, Brasil). Após 1 h da aplicação, foram observadas reações adversas nas 

vacas, que ficaram inquietas (deitando/levantando), rolando na cama de serragem do galpão e 

reduzindo o consumo de ração. Após seis horas da aplicação, não foram observadas alterações 

clínicas evidentes nas vacas. 

2.2. Animais, Dieta e Instalação 

O rebanho de 20 vacas Jersey primíparas foi incluído neste estudo. Os animais fazem 

parte da fazenda experimental da Universidade Estadual de Santa Catarina (UDESC) em 

Guatambu, sul do Brasil. Os animais são mantidos em um celeiro de compostagem, com 

sistema de ordenha robotizada com fluxo guiado, às 5h e às 15h. As vacas foram alimentadas 

em comedouros individuais (silagem de milho e concentrado), no robô durante a ordenha 

(ração do robô) e em pastagem de aveia e azevém por 3 h por dia. Estima-se que o consumo 

de alimento foi de 15 kg MS/vaca/dia, 10,5 kg no galpão de forma controlada e 4,5 kg de pasto. 

2.3. Diagnóstico Sorológico e Desenho 

Experimental 2.3.1. Ensaio de 

Imunofluorescência 

Indireta-IFI O teste de imunofluorescência para detectar anticorpos anti-T. vivax foi 

realizado de acordo com a metodologia descrita por Cuglovici et al. [11] usando como ponto de 

corte a diluição 1:80. Resumidamente, as lâminas com antígenos fixados foram removidas do 

congelador e secas à temperatura ambiente. O positivo (soro de carneiro imune para T. vivax) 

e o negativo (soro pré-imune) foram diluídos em solução salina tamponada com fosfato (PBS) na diluiçã 

As amostras de campo foram diluídas em PBS a 1:40, 1:80 e 1:160. Vinte µL de soro diluído foram distribuídos 

nas lâminas contendo o antígeno de T. vivax. As lâminas foram incubadas por 30 minutos em câmara úmida a 37 

°C e lavadas com PBS três vezes. As lâminas marcadas com FITC 

O conjugado antibovino foi adicionado a cada lâmina na diluição de 1:300 em PBS. As lâminas foram 

novamente incubadas por 30 minutos e lavadas com PBS conforme descrito anteriormente. As lâminas 

secas foram analisadas usando um microscópio epifluorescente Nikon® (Microscope Central, Feasterville, IL). 



Machine Translated by Google 

Patógenos 2025, 14, 143 4 de 12 

 

 

 

 
PA, EUA). Após análise, constatou-se que quatorze vacas (14/20) eram soropositivas para T. vivax. 

 
 

 
2.3.2. Projeto Experimental 

Dois grupos (Positivo [n = 14] e Negativo [n = 6]) foram formados para avaliar os impactos 

da doença nas vacas, bem como os efeitos pós-tratamento. 

2.4. Coleta de amostras 

Amostras de sangue foram coletadas para análises hematológicas, bioquímicas e 

imunológicas nos dias 1 (dados do diagnóstico e antes do tratamento) e 10 dias após o tratamento. 

As coletas foram feitas através da veia coccígea com agulhas e tubos vacuolados. 

Tubos com EDTA foram utilizados para prevenir a coagulação e permitir a análise hematológica, e outro continha 

um ativador de coágulo para obtenção do soro. Para a separação do soro, os tubos sem anticoagulante foram 

centrifugados a 3500 RPM por dez minutos, e o soro foi transferido para microtubos identificados e armazenado 

a -20 ÿC até a realização de análises adicionais.  

2.5. Produção de leite e consumo de ração 

 

Os dados de produção de leite foram obtidos do sistema de ordenha robótica, pois a quantidade de leite 

era medida sempre que os animais v isitavam o robô. A quantidade de ração consumida pelos bovinos no galpão 

foi medida pelo robô e em alimentadores indiv iduais, exceto para o consumo de pasto.  

 

 
2.6. Hemograma 

As análises hematológicas foram realizadas no equipamento automático Equipe Vet 3000® 

(Equip, Itatiba, Brasil), utilizando sangue fresco. O equipamento permitiu quantificar o número total 

de leucócitos e a contagem diferencial (linfócitos, granulócitos e monócitos) , contagem total de 

eritrócitos, concentração de hemoglobina e hematócrito. 

 
2.7. Bioquímica do Soro 

Todas as variáveis foram quantificadas utilizando um analisador bioquímico EXC200 (Zybio, Belo Horizonte, 

Brasil), equipamento automático. Nas análises bioquímicas, os níveis séricos de proteína total, glicose, albumina, 

colesterol e ureia foram medidos utilizando kits comerciais Analisa® (Gold Analisa Diagnóstica Ltda., Belo Horizonte, 

Brasil). Os níveis de globulinas foram obtidos por cálculo matemático (proteínas totais - albumina). A atividade da 

gama-glutamiltransferase (GGT), aspartato aminotransferase (AST), colinesterase e creatina quinase foi medida 

utilizando kits comerciais Analisa, seguindo as instruções do fabricante do kit.  

 
 

 
2.8. Proteinograma 

Para o fracionamento proteico, foi realizada eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil 

sulfato de sódio , de acordo com Tomasi et al. [12], utilizando um minigel (10 × 10 cm). O gel foi 

corado com Azul de Coomassie e fotografado para identificação e quantificação das frações 

proteicas utilizando o software Labimage1D, número L340 (Loccus Biotechnology, Cotia, Brasil). 

Um padrão contendo frações com peso molecular entre 10 e 250 kDa (Kaleidoscope — 

Laboratórios Bio-Rad, São Paulo, Brasil) foi utilizado como referência. 

 
2.9. Estresse Oxidativo 

 

Primeiramente, o teor de proteína foi medido seguindo o protocolo estabelecido por Read e 

Northcote [13], utilizando albumina sérica bovina como padrão. Em seguida, os níveis de proteína 

foram ajustados e a análise descrita a seguir foi iniciada. 
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A peroxidação lipídica foi determinada como níveis de TBARS usando os métodos descritos 

por Jentzsch et al. [14] para amostras de soro. Os TBARS séricos foram expressos como nM 

malondialdeído (MDA)/mL. A determinação dos níveis de nitrito/nitrato (NOx) foi realizada 

usando o método de redução de nitrato a nitrito com o reagente de Griess; a medição da reação 

foi realizada a 550 nm usando nitrato de sódio como padrão. Os níveis de proteína carbonil no 

plasma foram determinados em sobrenadantes, conforme descrito por Reznick e Packer [15]. 

Os resultados foram expressos como nmol de carbonil formado/mg de proteína. Os níveis de 

ROS no plasma foram determinados pelo método de oxidação de diacetato de 2' ,7'- 

diclorofluoresceína (DCF-DA), conforme descrito por LeBel et al. [16] usando excitação e 

emissão dos comprimentos de onda de 485 e 538 nm, respectivamente. Os resultados foram expressos 

A atividade da glutationa S-transferase (GST) no soro foi medida com base no método 

descrito por Habig et al. [17]. A atividade enzimática foi expressa como U GST/mg de proteína. 

A atividade da glutationa peroxidase (GPx) no soro foi medida de acordo com a metodologia 

descrita por Paglia e Valentine [18]. A atividade enzimática foi expressa como U GPx/mg de 

proteína. A atividade da catalase (CAT) foi medida no hemolisado de hemácias usando o método 

de Beers e Sizer [19], com a decomposição de H2O2 seguida diretamente pela diminuição da 

absorbância a 240 nm e a diferença na absorbância por min/mg de Hb foi tomada como uma medida 

da atividade da CAT. A avaliação da atividade da superóxido dismutase (SOD) foi realizada no 

sangue de acordo com o método descrito por Misra e Fridovich [20]; este método é baseado na 

inibição da autoxidação da epinefrina em pH 10,2 pela SOD.  

2.10. Análise Estatística 

Todos os dados foram analisados usando o procedimento SAS MIXED (SAS Inst. Inc., Cary, 

NC, EUA; versão 9.4), com a aproximação de Satterthwaite para determinar os graus de liberdade 

do denominador para o teste de efeitos fixos. Todas as variáveis (produtivas, bioquímicas, 

hemograma , contagem de proteínas e oxidantes) foram analisadas como medidas repetidas e  

testadas para efeitos fixos de tratamento, dia e tratamento × dia. Todos os resultados obtidos no d1 

para cada variável também foram incluídos como covariáveis; no entanto, o comando para  

covariáveis foi removido do modelo quando p > 0,05. As médias foram determinadas usando PDIFF, 

e todos os resultados foram relatados como LSMEANS seguidos pelo erro padrão. Diferenças 

significativas foram definidas quando p ÿ 0,05 e tendências quando p > 0,05 e > 0,10.  

 

3. Resultados 

Os animais infectados apresentaram aumento na produção de leite após o tratamento (p < 

0,01), conforme demonstrado na Tabela 1; entretanto, o consumo de matéria seca não foi afetado, 

não sendo observadas diferenças entre os animais positivos e negativos no dia do tratamento (dia 

1), ocorrendo o mesmo dez dias após o tratamento. 

Quando analisamos o efeito do T. vivax sobre os leucócitos, observamos 

leucopenia, linfopenia e redução no número de granulócitos ao estudar a interação 

dias versus tratamento (Tabela 2). Não foram observados efeitos nos parâmetros 

hematológicos ao estudar a interação entre o dia 1 versus o dia 10 pós-tratamento. 

Não foi observada diferença em relação aos monócitos nas interações dias versus 

tratamento e entre os dias do experimento. Outro efeito observado na interação dia 

versus tratamento, demonstrado na Tabela 2, foi a redução na contagem de eritrócitos, 

confirmando uma condição anêmica nos animais infectados (p < 0,01), que foi 

acompanhada por uma redução na hemoglobina (mg/dL) e uma redução no 

hematócrito (%) e queda na contagem de plaquetas (p < 0,01). 
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Tabela 1. A produção e o consumo de leite das vacas são positivos e negativos para infecção de 

Trypanosoma vivax, bem como os efeitos do tratamento com isometamídio no dia e interação de 

tratamento e dias de produção de leite e ingestão de ração. 

 
 

Variável 
 

 
Produção de leite, kg d1 

 
Positivo 

(n = 14) 

 

Negativo 

(n = 6) 

 

 
SEM p—Tratar 

 
 
 

 
# 

 
 
 

 

0,91 

 
* 

p—Tratamento × Dia 

 
0,17 

(diagnóstico) d5 d10 17,1 17,4 0,52 

 17,5 17,3 0,51 

 18,8 17,4 0,51 

Média de 1 a 10 17,9 17,4 0,50 
 

 

Aumentar a produção (1 a 10), kg 1,72 
 
um 

b 0,0 0,05 0,01 - 

Consumo de ração, kg de MS 
d1 

 
10,1 

 
10,5 

 
0,03 

0,89 0,62 

d5 10,4 10,5 0,03   

d10 10,5 10,5 0,03   

Ingestão total 100,2 105,6 0,14   

# 
Mostra o efeito do tratamento, onde letras diferentes na mesma linha mostram diferenças significativas (p ÿ 0,05) e tendências 

(p > 0,05 e ÿ0,1) entre os grupos; na mesma * Mostra a interação tratamento × dia, onde diferentes letras minúsculas (a,b) 

linha mostram diferenças significativas (p ÿ 0,05) e tendências (p > 0,05 e ÿ0,1) entre os grupos. 

 

Tabela 2. Efeitos da infecção por T. vivax no hemograma, contagem de leucócitos, plaquetas e interação 

no dia e tratamento e efeitos no dia 1 versus dia 10 pós-tratamento. 

 
Variável 

 
Leucócitos (×103 cel/µL) d1 d10 

 
 

Positivo Negativo SEM p—Tratar × Dia 

 
 

 
0,01 

 

 

* + 

p—Dia 

0,72 
um 

0,28 
um 

0,23 

 
um 

0,41 
um 

0,36 

 
 
 

0,01 

 
 
 

0,81 

 

Monócitos (×103 cel/µL) d1 d10 0,62 0,78 

 0,68 0,89 0,24   

 0,54 0,94 0,29   

Granulócitos (×103 cel/µL) d1 d10 
 

 
b 1,99 

 
2,95 

um 

 
0,22 

0,05 0,69 

 2,10 2,74 0,26   

Eritrócitos (×106 cel/µL) 

d1 

 

 

b 4,62 

 
6,25 

um 

 
0,06 

0,01 0,22 

d10 4,97 
b 

6.12 
um 

0,05   

Hemoglobina (mg/dL) d1 d10 
 

 
b 8,96 

 
12,0 

um 

 
0,15 

0,01 0,36 

 b 9.21 12,4 um 

0,13   

Hematócrito (%) d1    0,01 0,31 

d10 b 22,8 29,7 
um 

0,64   

 24,2 
b 

30,8 
um 

0,52   

Plaquetas (×103 µL) d1    0,01 0,71 

d10 b 375 
um 

9,74   

 b 2
5
4
5
6 351 

um 

8,58   

* Mostra a interação tratamento × dia, onde diferentes letras minúsculas (a,b) na mesma linha mostram significância 
+ 

diferenças (p ÿ 0,05) e tendências (p > 0,05 e ÿ0,1) entre os grupos; Mostra o efeito do dia. 

 
A infecção também afetou os parâmetros bioquímicos, com efeito do dia versus 

tratamento com proteína C-reativa, creatina quinase e colinesterase (Tabela 3), principais 

vacas infectadas. Para proteína total, globulinas, GGT e AST, foi demonstrada uma interação 

entre tratamento versus dia, com este efeito (alto em vacas soropositivas) sendo mantido 

na análise entre o dia 1 e o dia 10 pós-tratamento (Tabela 3). Os níveis séricos de cálcio 

foram menores em vacas soropositivas no dia 1; entretanto, dez dias após o tratamento, houve 

não houve mais diferença entre os grupos. Não houve efeito sobre a glicose, colesterol,  

níveis de frutosamina, creatina, albumina, ureia e magnésio. 

b 4,25 7,82 

b 4,68 7,74 

Linfócitos (×103 cel/µL) d1 d10 
 

 b 1,58 3,98 

 b 2.04 4,06 
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Tabela 3. Parâmetros bioquímicos clínicos para vacas infectadas (positivas) e negativas. Interações de 

dia versus tratamento e dia 1 versus dia 10 pós-tratamento. 
 
 

 
+ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 

8,25 
 

 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 

 
5,20 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
96,0 

 
 

 
 
 

 
 

 
 

 

8,75 

 
 
 

 
 
 

 
* Mostra a interação tratamento × dia, onde diferentes letras minúsculas (a,b) na mesma linha mostram significância 

diferenças (p ÿ 0,05) e tendências (p > 0,05 e ÿ0,1) entre os grupos; Most+ra o efeito do dia, onde diferentes capitais 

letras (A,B) na mesma coluna mostram diferenças significativas (p ÿ 0,05) entre os dias 1 a 10; Abreviações:  

CK = creatina quinase; GGT = gama glutamil transferase; AST = aspartato aminotransferase. 

 
Houve efeito nas proteínas séricas (Tabela 4), com aumento dos níveis de IgA, 

Ig de cadeia pesada, amiloide sérico, ceruloplasmina, ferritina e haptoglobina, e uma redução 

nos níveis de transferrina em vacas soropositivas. O efeito do dia foi observado para 

níveis de haptoglobina em vacas infectadas, com diferença entre os dias 1 e 10. 

Os resultados dos marcadores de estresse oxidativo foram demonstrados na Tabela 5. As vacas diagnosticadas 

com tripanossomíase apresentaram altos níveis de espécies reativas de oxigênio, peroxidação lipídica, 

oxidação de proteínas, nitrito/nitrato, superóxido dismutase e atividade da glutationa peroxidase. 

A catalase e a GST apresentaram menor atividade no sangue das vacas soropositivas do que o controle 

no dia do diagnóstico, que não foi mais observado dez dias após o tratamento. Efeito do dia 

e interação tratamento x dia (dia 10) foi observada para antioxidantes totais no soro, com 

Níveis de FRAP sendo mais altos em vacas soropositivas. 

Variáveis Positivo SEM negativo p—Tratar × Dia  
* 

p—Dia 

Glicose (mg/dL) d1 d10  

79,5 

 

82,3 

 

2,65 

0,92 0,86 

 73,9 75,6 2,67   

CK (U/L) d1    0,01 0,11 

d10 551 um 

b 288 18.2   

 647 um 

b 269 17,5   

Colesterol (mg/dL) d1 d10  
151 

 
163 

 
3,95 

0,54 0,95 

 153 160 3,90   

Fructosamina (mg/dL) 

d1 

 

2,39 

 

2,30 

 

0,25 

0,75 0,92 

d10 2,34 2,31 0,19   

Creatinina (mg/dL) d1 d10  

0,58 

 

0,53 

 

0,06 

0,87 0,97 

 0,55 0,51 0,07   

Proteína total (g/dL) d1 d10    0,01 0,05 

 9,05  
aA 

b 0,32   

 B 
7.10 7.33 0,28   

Albumina (g/dL) d1 d10  

3,10 

 

3,05 

 

0,12 

0,68 0,98 

 3,04 2,94 0,11   

Ureia (mg/dL) d1 

d10 
 

33,8 

 

31,3 

 
1,74 

0,92 0,96 

 34,6 33,0 1,72   

Globulina (g/dL) d1 d10    0,01 0,05 

 5,94  
aA 

b 4,04 0,26   

 B 
4,38 0,26   

GGT (U/L) d1    0,01 0,02 

d10 49,2  
aA 

b 24,8 3,05   

 B 32.4 25,0 3.12   

AST (U/L) d1    0,01 0,01 

d10 134 
aA 

b 96,9 4.16   

 B 
83,6 4.19   

Colinesterase d1 d10    0,01 0,28 

 120 um 

b 92,7 3,54   

 134 um 

b 84,7 3.28   

Cálcio d1    0,02 0,02 

d10 8,03  
bA 

9,53 um 0,25   

 B 
9,68 0,25   

Magnésio d1 d10  

2,35 

 

2,76 

 

0,09 

0,11 0,96 

 2,32 2,33 0,10   

Proteína C-reativa d1 d10    0,05 0,64 

 0,29 um 

b 0,26 0,01   

 0,28 0,28 0,01   

 



Machine Translated by Google 

Patógenos 2025, 14, 143 8 de 12 

 

 

 

 
Tabela 4. Proteinograma de vacas infectadas e não infectadas por T. vivax. Interações entre dia e 

tratamento e dia 1 versus dia 10 pós-tratamento. 
 

 

 

 
+ 

 
 
 
 
 

 

d10 
 

 

Ceruloplasmina (g/dL) d1 d10 

0,35 
um 

0,34 

 

b 0,28 

0,29 

0,02 

0,02 

 
 

 

0,01 

 
 

 

0,95 
 

0,91 
um 

b 0,56 0,04 

0,93 um 

b 0,58 0,05 

Haptoglobina (g/dL) d1 d10 
 

 

0,45 

 
aA 

b 

 

 

0,02 

0,01 0,01 

 B 0,32 0,21 0,23 0,03   

Ferritina (g/dL) d1 

d10 
 

0,32 

 
 

 
 

 
um 

b 0,18 

 
0,02 

0,01 0,80 

 0,35 
um 

b 0,19 0,02   

Transferrina (mg/dL) d1 d10 
 

 
b 

 
0,45 

um 

 
0,04 

0,01 0,29 

0,21 
b 0,25 0,44 

um 

0,05 

* Mostra a interação tratamento × dia, onde diferentes letras minúsculas (a,b) na mesma linha mostram significância 

diferenças (p ÿ 0,05) e tendências (p > 0,05 e ÿ0,1) entre os grupos; Most
+

ra o efeito do dia, onde diferentes capitais 

as letras (A,B) na mesma coluna mostram diferenças significativas (p ÿ 0,05) entre os dias 1 a 10. 

 
Tabela 5. Estado oxidativo de vacas positivas e negativas para infecção por T. vivax. Interação de 

tratamento versus dia e dia 1 versus dia 10 pós-tratamento. 
 
 

 

 

+ 

 
 
 
 
 
 

 
 

 
NOx no soro d1 d10 

6,59 
um 

b 3.08 1,45 
 

 

0,01 

 

 

0,92 
 

86,2 55,1 7,52 

81,3 58,3 7,39 

GST no soro d1 

d15 

 

 
aB 232 

 

414 

 

 

 
 

 

um 

 
 

19,8 

0,01 0,01 

 Um 430 417  15,5   

GPx no soro d1 
    

0,01 0,82 

d10 21,8 
um 

b 12.7 2,85   

 25,2 um b 14.3 2,74   

SOD no sangue 
   

0,76 0,62 

d1 5,98 
um 

b 3,05 0,54   

d10 

CAT no sangue d1 

6,24 um 

b 3.16 0,55 
 

0,01 
 

0,01 

d10 2,69 
bB 

8,47 
um 

0,68 

 

 

FRAP no soro d1 

Um 6,87 
 

 
B 62,6 

7,96 
 

 
68,4 

0,71 
 

 

5,96 

 

 

0,01 

 

 

0,01 

d10 95,6  
aA 

70,3 
b 

4,99 

* Mostra a interação tratamento × dia, onde diferentes letras minúsculas (a,b) na mesma linha mostram significância 

diferenças (p ÿ 0,05) e tendências (p > 0,05 e ÿ0,1) entre os grupos; Most
+

ra o efeito do dia, onde diferentes capitais 

letras (A,B) na mesma coluna mostram diferenças significativas (p ÿ 0,05) entre os dias 1 a 10; Abreviações: TBARS 

= Substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico; ROS = espécies reativas de oxigênio; NOx = Nitrito/nitrato; GST = Glutationa 

S-transferases; GPx = Glutationa peroxidase; SOD = Superóxido dismutase; CAT = catalase; FRAP = férrico 

reduzindo a capacidade antioxidante. 

Variáveis Positivo SEM negativo p—Tratar × Dia 
 * 

p—Dia 

IgA (g/dL) 

d1 

 

 

1,32 
um 

 

 
b 0,64 

 

 

0,08 

0,01 0,35 

d10 1,38 
um 

b 0,71 0,08   

Ig de cadeia pesada (g/dL) d1 

d10 
 

1,91 
um 

 

 

b 1,03 

 
0,09 

0,01 0,68 

 1,86 
um 

b 0,97 0,08   

Soro amilorida d1    0,04 0,97 

 

Variáveis Positivo SEM negativo p—Tratar × Dia 
 * 

p—Dia 

TBARS no soro (nmol/mL) d1 d10 
   0,01 0,05 

 25,9  
aA 

b 4.12   

 B 18.7 14.6 14.1 3.13   

ROS no soro d1    0,01 0,01 

 111 
aA 

b 62,7 18.2   

d10 76.1
B 

58,4 9,75 
  

Carbonil no soro d1 d10 
   0,01 0,88 

 6,85 
um 

b 2,74 1,69   
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4. Discussão 

O presente trabalho demonstrou o efeito da infecção por T. vivax em vacas Jersey e as 

respostas sobre os parâmetros produtivos, hematológicos, proteinogramas e estresse oxidativo. 

Observou-se redução na produção de animais infectados, mas sem alterações no consumo de 

ração (Tabela 1), o que demonstra o redirecionamento de nutrientes para auxiliar a resposta 

imune, como a resposta de ativação do sistema imunológico pela infusão de lipopolissacarídeos [21]. 

A ativação da resposta imune na tripanossomíase é essencial no controle da doença e no desenvolvimento de 

alterações patológicas. Na tripanossomíase africana, o iníc io da infecção, a ativação de macrófagos 

(predominantemente M1) e a produção de citocinas inflamatórias são essenciais para o controle da parasitemia;  

no entanto, a persistência do tipo M1 e a ativação do sistema fagocitário mononuclear estão associadas à anemia 

decorrente do aumento da eritrofagocitose [22,23]. O presente trabalho demonstra a redução da contagem de 

eritrócitos abaixo de 5 × 106 µL, caracterizando um quadro anêmico (Tabela 2) [24]. No entanto, o papel da 

eritrofagocitose e das sialidases no desenvolvimento da anemia não foi testado neste trabalho.  

 
 

 

Quando analisamos a resposta hematológica à infecção, é notável a redução na contagem de linfócitos e 

granulócitos, mas sem diferença estatística entre a contagem de monócitos (precursor dos macrófagos após a 

migração tecidual), conforme demonstrado na Tabela 2. Estudos mostram que a produção de citocinas é essencial 

e modulada pelo tipo de resposta celular representada no início da infecção pelo aumento de citocinas inflamatórias 

e transição para citocinas anti-inflamatórias com IL-10, por exemplo [25]. Outro efeito observado dessas citocinas 

(IL-10) é o aumento da ferritina e a redução do número de plaquetas (trombocitopenia) [22]. Os dados aqui 

apresentados demonstraram a redução da contagem de plaquetas e o aumento dos níveis de ferritina, juntamente 

com o aumento da ceruloplasmina e a redução da transferrina. O aumento dessas proteínas é um componente da 

resposta de fase aguda, acompanhado pelo aumento de proteínas como haptoglobina, SAA e proteína C-reativa, 

consequência do aumento de sua síntese hepática estimulada por citocinas pró-inflamatórias [26]. O efeito vascular 

da infecção também deve ser considerado para explicar a redução das plaquetas, com danos vasculares e 

coagulopatias observados na infecção por T. vivax em vasos do cérebro, coração, pulmão, fígado, baço, pâncreas, 

rins e tecido adiposo em experimentos com camundongos [6,7]. 

 
 
 

 

Sampaio et al. [26] demonstraram um aumento nos níveis de imunoglobulinas e proteínas de fase aguda, o 

que corrobora os dados do presente experimento, onde observamos altos níveis de proteínas totais, globulinas, 

IgA e Ig de cadeia pesada, resultado da ativação de linfócitos B e desenvolvimento da resposta humoral à infecção 

por T. v ivax [25]. Como observado neste estudo, a infecção por T. vivax leva à hipocalcemia, possivelmente devido 

ao aumento da permeabilidade vascular e sequestro de cálc io no fluido intersticial. Outra possível via é a 

estimulação do receptor sensor de Ca na paratireoide por c itocinas inflamatórias; no entanto, essa via não está 

totalmente elucidada em bovinos [27] e o mecanismo de depleção de cálcio não é o foco deste estudo.  

 

 
Os níveis de gama-glutamil transferase e AST indicam lesão hepatobiliar, lesão hepática, 

lesão muscular ou hemólise, respectivamente, sendo a creatina quinase (CK) um marcador 

confiável para lesão muscular [28]. O presente trabalho demonstrou que a infecção por T. vivax 

leva ao aumento dos níveis de GGT, AST e CK, sendo sugestivo de lesões hepáticas e destruição 

de hemácias que contribuem para a anemia e o dano muscular observados. Estudos com T. 

vivax mostraram lesões vasculares no músculo cardíaco [7], corroborando um aumento nos 

níveis de CK , mas sem alterações nos níveis de creatinina; no entanto, lesões no músculo 

esquelético devem ser consideradas para explicar o aumento da creatina quinase. 

A colinesterase, um marcador de inflamação de baixo grau e estresse oxidativo, pode 

indicar lesão celular [29]. O presente trabalho demonstrou um aumento nos níveis de colinesterase 
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(Tabela 3), indicando inflamação, cuja presença é corroborada pela forte resposta de 

proteínas de fase aguda. Os níveis de FRAP, um indicador da capacidade de oxirredução do 

ferro plasmático e um marcador de “capacidade antioxidante”, estavam baixos e associados 

a altos níveis de TBARS, carbonila e ROS séricos, demonstrados neste experimento que 

indica peroxidação lipídica, oxidação de proteínas e aumento de espécies reativas de 

oxigênio circulantes, mostrando estresse oxidativo e dano celular [30]. 

Na infecção natural por T. evansi em camelos, foi observado aumento de CAT e SOD 

[31] ; entretanto, em bovinos, a infecção por T. vivax reduz os níveis séricos de CAT e não 

altera os níveis de SOD. Níveis elevados de óxido nítrico foram observados, e seu aumento 

tem efeitos positivos no controle da parasitemia em infecções por T. evansi; entretanto, está 

relacionado à fase crônica da infecção com relação positiva com anemia e atuando ativamente 

no estresse oxidativo [23]. Também foi observado aumento de GPx, responsável pela 

redução de peróxido de hidrogênio, e redução de GST, que catalisa a conjugação de 

substâncias eletrofílicas à glutationa, demonstrando aumento de espécies reativas de oxigênio 

[32] e padrão específico de resposta oxidativa para infecção por T. vivax em vacas Jersey. 

 
5. Conclusões 

A infecção natural por T. vivax em vacas Jersey interfere na produção de leite, que é 

acompanhada por leucopenia e anemia, redução de linfócitos e granulócitos e redução na 

contagem de plaquetas, sem alterar a contagem de monócitos. Observou-se uma resposta 

aguda, marcada pelo efeito sobre as proteínas séricas, o efeito da resposta inflamatória e o 

metabolismo do ferro resultante da infecção por T. vivax, com aumento de enzimas 

relacionadas a danos hepáticos e musculares. Foi demonstrado que a infecção por 

tripanossoma desencadeia a produção de ROS e NOx, com aumento da peroxidação lipídica 

e da oxidação proteica, juntamente com um padrão peculiar de resposta de enzimas antioxidantes e 

O tratamento com cloreto de isometamídio combinado com protetor hepático e vitamina B12 

foi eficaz no tratamento de vacas contra T. vivax. 
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