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A mastite, inflamacdo da glandula maméria de vacas leiteiras, é
frequentemente causada por microrganismos como Staphylococcus aureus e leva a
reducdo da qualidade e producdo do leite, além de aumentar os custos com o
tratamento. Entre os métodos utilizados convencionalmente, o pés-dipping com
desinfetantes quimicos é amplamente utilizado, mas pode deixar residuos no leite.
Como alternativa, o uso de terapias fotodinamicas antimicrobianas (TFDa) associado
a extratos naturais e emulgéis tem se mostrado promissor. Substancias como 6leo de
copaiba, extrato de Chlorella vulgaris e Mimosa tenuiflora presentam propriedades
antimicrobianas, antioxidantes e anti-inflamatérias que auxiliam na prevencdo e
tratamento da mastite. O presente estudo também explorou o papel de minerais
quelatados, como zinco, cobre e selénio, que aumentam a imunidade e contribuem
para reducdo da contagem de células somaticas (CCS) no leite. Essas abordagens
buscam minimizar o uso de antibioticos, evitar residuos quimicos no leite e melhorar

a saude dos animais de forma sustentavel. O experimento 1 avaliou in vitro e in vivo

a inativacdo fotodinamica de microrganismos utilizando extratos naturais de jurema-
preta, Oleo de copaiba e Chlorella vulgaris como pds-dipping para vacas em
lactacdo. Foram utilizadas 12 vacas das racas Holandesa e Jersey. Os tratamentos
incluiram: T1- grupo controle utilizacdo de iodo, T2- aplicacdo de emulgel EJO
(jurema-preta e Oleo de copaiba) sem iluminacdo e T3- aplicacdo de emulgel EJOC
som iluminacgéo (jurema-preta, Chlorella vulgaris e éleo de copaiba). Os tetos foram
irradiados com luz Led vermelha. As formulacdes, foram submetidas a
caracterizacdo mecanicas, reoldgicas e estudos de estabilidade, evidenciando que
ambas obtiveram estabilidade, comportamento pseudoplastico e natureza elstica.
AvaliacBes in vitro contra S. aureus (ATCC 25923), evidenciaram acdo anti-
bacteriana dos extratos, sendo o tratamento com iluminacdo mais efetivo para
Chlorella, jurema-preta e 6leo de copaiba. Em ensaios in vivo, ndo houve diferenca
significativa nas CCS do leite e contagem microbioldgica de aerdbios mesofilos entre
os tratamentos, indicando que as formulacdes tém grande potencial para aplicacao
topica, equiparando-se ao iodo. Os resultados sugerem que 0s emulgéis podem ser

usados como desinfetantes eficazes no pos-dipping. O experimento 2 avaliou a
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eficicia de um ndcleo mineral contendo minerais quelatados na ativacdo do sistema
imunoldgico, na melhoria da qualidade do leite e na reducdo da CCS em vacas
leiteiras para prevenir a mastite. Foram usadas oito vacas das ragas Holandesa e
Jersey, em delineamento cross-over sendo dois tratamentos: T1 (ndcleo mineral
contendo minerais quelatados) e T2 (nucleo mineral controle O nucleo mineral
testado continha cobre, zinco e selénio na forma quelatada, além, de vitamina E,
niacina e antioxidantes, enquanto o controle possuia apenas calcario, palatabilizantes
e aromatizantes. O leite foi coletado nos dias 0 e 28 para andlises de CCS, contagem
de aerdbios meséfilos e composicdo fisico-quimica. Amostras de sangue foram

colhidas para avaliagdo do perfil nutricional. Experimento 1: O estudo in vitro

demonstrou que os tratamentos com luz foram eficazes na redugdo de S. aureus
(ATCC 25923) em todas as concentracdes avaliadas, além de promoverem a ruptura
de biofilmes pré-formados. No ensaio in vivo, ndo foram observadas diferengas
significativas (p > 0,05) nas CCS, de aerébios mesofilos e nos parametros

hematoldgicos entre os tratamentos testados. Experimento 2: N&o houve diferengas

significativas entre tratamentos para CCS, contagem de aerdbios mesofilos,
composicéo fisico-quimica do leite e hemograma entre os tratamentos (p > 0,05). No
entanto, a producdo de leite foi significativamente maior (p < 0,05) no grupo tratado
com minerais quelatados. Os estudos demonstraram que 0s emulgéis com extratos
naturais e terapia fotodinamica sdo promissores como desinfetantes no pos-dipping,
equiparando-se ao iodo. Além disso, os minerais quelatados aumentaram na

producdo de leite, destacando seu papel na saide animal e na producéo sustentavel.

Palavras-chave: qualidade de leite, extratos naturais, fotoinativacdo, microbiologia

do leite, minerais quelatados, sistema imunoldgico.

ABSTRACT
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Mastitis, which is mammary gland inflammation in dairy cows, is often
caused by microorganisms such as Staphylococcus aureus and leads to a reduction in
milk quality and production, as well as increasing treatment costs. Among the methods
used conventionally, post-dipping with chemical disinfectants is widely used, but can
leave residues in the milk. As an alternative, the use of antimicrobial photodynamic
therapies (PDT) associated with natural extracts and emulgels has shown promise.
Substances such as copaiba oil, Chlorella vulgaris and Mimosa tenuiflora extract have
antimicrobial, antioxidant and anti-inflammatory properties that help prevent and treat
mastitis. This study also explored the role of chelated minerals, such as zinc, copper and
selenium, which increase immunity and contribute to reducing somatic cell counts (SCC)
in milk. These approaches seek to minimize the use of antibiotics, avoid chemical
residues in milk and improve animal health in a sustainable way. Experiment 1 evaluated
in vitro and in vivo the photodynamic inactivation of microorganisms using natural
extracts of jurema-preta, copaiba oil and Chlorella vulgaris as post-dipping for lactating
cows. Twelve Holstein and Jersey cows were used. The treatments included: T1- control
group using iodine, T2- application of EJO emulgel (black jurema and copaiba oil)
without lighting and T3- application of EJOC emulgel with lighting (black jurema,
Chlorella vulgaris and copaiba oil). The teats were irradiated with red Led light. The
formulations were submitted to mechanical and rheological characterization and stability
studies showed that both extracts had stability, pseudoplastic behavior and an elastic
nature. In vitro evaluations against S. aureus (ATCC 25923) showed the antibacterial
action of the extracts, with the lighting treatment being the most effective for Chlorella,
black jurema and copaiba oil. In in vivo tests, there was no significant difference in milk
SCC and microbiological count of mesophilic aerobes between the treatments, indicating
that the formulations have great potential for topical application, on a par with iodine.

The results suggest that emulgels can be used as effective post-dipping disinfectants.
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Experiment 2 evaluated the effectiveness of a mineral core containing chelated minerals
in activating the immune system, improving milk quality and reducing SCC in dairy cows
to prevent mastitis. Eight Holstein and Jersey cows were used in a cross-over design
with two treatments: T1 (mineral core containing chelated minerals) and T2 (control
mineral core The mineral core tested contained copper, zinc and selenium in chelated
form, as well as vitamin E, niacin and antioxidants, while the control contained only
limestone, palatability enhancers and flavorings. Milk was collected on days 0 and 28 for
analysis of SCC, mesophilic aerobic count and physicochemical composition. Blood
samples were taken to assess the nutritional profile. Experiment 1: The in vitro study
showed that the light treatments were effective in reducing S. aureus (ATCC 25923) at
all the concentrations evaluated, as well as breaking up pre-formed biofilms. In the in
vivo test, there were no significant differences (p > 0.05) in SCC, mesophilic aerobes and
hematological parameters between the treatments tested. Experiment 2: There were no
significant differences between treatments for SCC, mesophilic aerobes count, milk
physicochemical composition and blood count between treatments (p > 0.05). However,
milk production was significantly higher (p < 0.05) in the group treated with chelated
minerals. The studies showed that emulgels with natural extracts and photodynamic
therapy are promising as post-dipping disinfectants, on a par with iodine. In addition,
chelated minerals increased milk production, highlighting their role in animal health and

sustainable production.

Keywords: milk quality, natural extracts, photoinactivation, milk microbiology, chelated

minerals, immune system.

I. INTRODUCAO
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A mastite € uma das doengas mais recorrentes e preocupantes em
propriedades leiteiras, gerando grandes prejuizos na qualidade e producdo do leite
(Tozzetti, 2008). Trata-se de uma inflamacéo da glandula mamaria causada por estresse,
traumas ou infeccbes por microrganismos como bactérias, fungos, leveduras e virus
(Schvarz & Santos, 2021). Para controle e prevencdo, o pos-dipping € um manejo
amplamente utilizado, consistindo na imersdo dos tetos em solucgdes desinfetantes para
reduzir a carga microbiana (do Brasil et al., 2012). Produtos como iodo, hipoclorito de
sodio e clorexidina s@o 0s mais usados (Benedette, 2018), porém podem deixar residuos

no leite, que podem ser prejudiciais a saude humana (Schelles et al., 2021).

O principal desafio da presenca de Staphylococcus aureus na producdo de
leiteira € 0 uso de antibioticos, que tem levado a resisténcia bacteriana e ao descarte do
leite devido aos altos niveis de residuos desses medicamentos. Além disso, a infecgédo
causada por S. aureus pode resultar em mastites cronicas de tratamento, impactando
qualidades na satde dos animais, na qualidade do leite e no retorno da producéo. 1sso
reforca a necessidade de estratégias alternativas e preventivas, como o0 uso de
desinfetantes naturais no pos-dipping e a implementacdo de medidas de biosseguranca

para reduzir a incidéncia da infeccao. (Langoni et al., 2017).

Neste contexto, a terapia fotodinamica antimicrobiana (TFDa) que se baseia
na utilizacdo de um fotossensibilizador ativado por luz para espécies reativas de oxigénio
que eliminam microrganismos, tem se mostrado uma opcdo eficiente no tratamento de
infeccdes locais em animais e surge também como alternativa promissora para a remogao
de biofilmes e auxilio no controle da qualidade do leite (Campanholi et al., 2018). Assim,
a TFDa associado com extratos naturais de plantas fotossensiveis e um sistema de
liberacdo como emulgel, para aplicacdo antimicrobianas e terapéuticas, vem se
destacando no ramo da pesquisa. De acordo com estudo in situ realizado por Silva
Junior et al. (2019), os autores indicaram eficiéncia da aplicagdo da TFDa em

procedimentos pos-dipping visando a prevencao de mastite bovina.
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Uma outra alternativa promissora para a prevencdo da mastite é o
fornecimento de nucleo mineral contendo minerais quelatados e vitaminas. Os minerais
quelatados s@o capazes de se ligar a moléculas organicas, o que melhora sua absorc¢éo e
biodisponibilidade no organismo animal. Na producdo animal, estes contribuem para o
desempenho produtivo, imunidade e salde da glandula mamaéria, proporcionando
condicOes para a vaca manifestar sua total producdo de leite e reducdo da contagem de
células somaticas (CCS) (Taylor, 2000; Andrieu, 2008; Mottin et al., 2013). Os custos
associados ao tratamento da mastite sdo elevados, tornando essencial investir na

prevencao adequada desta doenga.

Assim, é fundamental explorar alternativas terapéuticas eficientes e
sustentaveis, como as abordadas nesta pesquisa, que buscam minimizar 0S prejuizos
econdmicos e promover a saude animal de forma segura e inovadora. Diante do exposto,
este estudo objetivou avaliar a inativacdo fotodindmica de microrganismos na reducao da
contaminacdo do leite e dos tetos dos animais por patdgenos causadores de mastite
bovina propondo um desinfetante pds-dipping fotossensivel, contendo extratos naturais
incorporados em matriz polimérica, para reduzir a contaminacao por S. aureus no leite e
nos tetos dos animais, assim como avaliar a eficiéncia na ativacdo do sistema imune e
reducdo da CCS por meio de minerais quelatados na dieta dos animais visando a

prevencao da mastite.

1. Revisdo De Literatura
1.1.  Bovinocultura De Leite

Dentro do agronegocio, as cadeias produtivas devem buscar maior qualidade
dos seus produtos, tornando a busca por melhorias no setor um fator importante para a
escolha dos consumidores. A cadeia do leite e seus derivados, s@o alimentos base para a
alimentacdo da populacdo mundial. Esse produto vem da agricultura familiar ou da
producdo tecnificada de grandes fazendas leiteiras, tendo sua qualidade de origem cada
vez mais exigida (Ribeiro et al., 2022). O leite esta entre os alimentos mais consumidos
do mundo, sendo considerado uma fonte de nutrientes importantes para o0

desenvolvimento humano (Ribeiro et al., 2022).
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O Brasil se destaca mundialmente na producéo leiteira, desempenhando um
papel fundamental na economia agropecuaria ao gerar renda familiar, empregos e
contribui¢Ges no setor. Além de ser um pilar econdmico, a producao de leite é uma fonte
essencial de alimento para o consumo interno, garantindo a seguranga alimentar de
diversas familias (Rocha et al., 2013; Embrapa, 2023).

Com isso, torna-se necessario 0 acompanhamento diario na criacdo do gado
leiteiro, a fim de evitar e/ou identificar doencas que pode comprometer a qualidade do
produto e a sua comercializacdo. Porém, algumas doengas, como a mastite, podem
tornar o sistema de producdo leiteira oneroso, uma vez que gera despesas com 0
tratamento, com diminui¢do na producédo e descarte de animais, sendo uma das doencas
que mais acomete o0s rebanhos leiteiros afetando sua producdo e comprometendo sua
qualidade (Azooz et al., 2020; Sharun et al., 2021). O uso excessivo de bactérias, que
pode deixar residuos no leite, provoca preocupacdo publica, desvaloriza o produto e
resulta no descarte de lotes (Cheng & Han, 2020).

1.2. Mastite Bovina

A mastite bovina gera prejuizos na area de produtores de leite e seus
derivados lacteos. Os custos incluem desde medicamentos e servicos veterinarios até o
descarte de animais e leite contaminado, o que, além de representar um risco a saude
publica, compromete significativamente a qualidade do leite, impactando a rentabilidade
da producéo e prejudicando a confianca dos consumidores. Isso reforca a importancia de
estratégias de prevencdo e controle eficientes para evitar a contaminacdo e reduzir os
impactos econdmicos e sociais.

De acordo com estimativas, 0 impacto que a mastite causa na economia pode
chegar a 10% do faturamento das fazendas leiteira (Neiva, 2018). Segundo Essa et al.
(2023), a mastite € uma inflamacdo da glandula mamaria, normalmente causada por
bactérias patogénicas, além de outros agentes infecciosos como fungos, virus e parasitas
presentes no ambiente. E uma das patologias mais recorrentes e criticas nos rebanhos
leiteiros, devido ao seu alto impacto econémico (Pedersen et al., 2021). A mastite € uma
inflamacdo complexas, causada pela interacdo entre o agente etioldgico, o ambiente e o
animal hospedeiro, de origens fisicas, fisioldgicas ou microbianas (Peters, 2012), a causa

mais comum é infecciosa, destacando as bactérias (Caliman et al., 2023).
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Ademais, a resisténcia bacteriana tornou-se uma ameaga crescente devido ao
fato de que, convencionalmente nas propriedades leiteiras, o tratamento da mastite € a
base de antibidticos, os quais podem levar ao desenvolvimento de cepas resistentes
(Peng et al., 2022). Além disso, problemas com residuos de medicamentos também
foram relatados na literatura (Monistero et al., 2021; Vidal et al., 2022; Bordie et al.,
2023).

1.3. Classificacdo quanto ao tipo de mastite

A mastite se manifesta em duas formas diferentes: a mastite clinica e a
subclinica. A mastite clinica é considerada de facil diagndstico, pois apresenta sinais
clinicos visiveis como alteracdes no leite (grumos, pus e sangue). Além de sinais de
infeccéo e inflamagdo como edema e aumento de temperatura local, dor e sensibilidade
no Ubere, podendo acometer um ou mais quartos mamarios (Schvarz & Santos, 2012).
Em casos mais agudos, pode apresentar sintomas sistémicos como febre, apatia, reducédo
no apetite e queda na producéo de leite, levando a reducdo da producao de leite, perda
de tetos, até a morte (Demeu, 2015), podendo ser diagnosticada pelo teste da caneca ou
California Mastite Teste (CMT).

Os custos associados a mastite clinica sdo relacionados a perda de producéo
de leite, onde pode causar uma reducdo na producéo de leite, impactando negativamente
a rentabilidade da propriedade, perdas com descarte de leite devido ao uso de
antibidticos, onde o leite deve ser descartado para evitar residuos no produto,
representando cerca de 29 % do custo total da mastite clinica. O tratamento e mao de
obra geram gastos com medicamentos e exames, correspondendo a aproximadamente
37% dos custos. O descarte precoce e mortalidade dos animais pode representar cerca
de 28 % dos custos associados a mastite clinica (Carneiro et al., 2024).

Por outro lado, a mastite subclinica ndo apresenta sinais visiveis, sendo mais
dificil seu diagnostico e, em vista disso, sua prevaléncia se faz maior dentro dos rebanhos
fazendo com que o animal permaneca na linha de producdo (Massote et al., 2019). O
diagndstico € realizado por meio de testes laboratoriais como a CCS no leite e cultura
microbiolégica (Motta, 2015).

Os custos da mastite subclinica envolvem a reducdo na producgdo de leite,
representando cerca de 48 % a 55 % do custo total da doenca, também a qualidade do

leite e bonificacBes, relacionados ao aumento na contagem de CCS devido a mastite
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subclinica resultar em perda de bonificagfes pagas por qualidade (Gongalves et al., 2021;
Martinelli, 2024).

1.4.  Classificacdo quanto a forma de contaminacéo

A mastite pode ser contagiosa, ocorrendo principalmente na forma subclinica
da doenca, ocorrendo o aumento da CCS do leite. Os patdgenos sdo encontrados na pele
da glandula mamaria e nos tetos, assim, sua infeccdo ocorre através das mdos do
ordenhador, dos equipamentos mal higienizados e de animal para animal (Massote et al.,
2019). Segundo Arcanjo et al. (2017), a mastite contagiosa é a que mais causa
problemas dentro da producéo leiteira, com isso torna-se crucial sua profilaxia e controle
0 quanto antes. J& a mastite ambiental ocorre devido aos microrganismos do proprio
ambiente em que o animal vive, como nas camas, bebedouros, cochos, entre outros.
Diferente da mastite contagiosa, a mastite ambiental & mais frequente em quadros de
mastite clinica. Pelo fato nos microrganismos estarem sempre presentes no ambiente,

tornando o controle mais dificil dentro do rebanho (Rezende, 2017).

1.5. Patogenos causadores da mastite

Os principais agentes bacterianos responsaveis pela doenca dividem-se em
dois grupos epidemioldgicos, sendo contagiosos: S. aureus, Streptococcus agalactiae e
ambientais: Escherichia coli, S. uberis. (de Almeida. 2020).

Staphylococcus aureus é uma bactéria Gram-positiva, anaerobia facultativa,
em forma de cocos. Amplamente associada a mastite bovina, sendo resistente a diversos
tratamentos e por sua capacidade de formar biofilme, além de produzir toxinas e
enzimas, tornando-a fortemente adaptada a colonizar e invadir o tecido mamario e
ambiente (Rainard et al., 2013). A infeccdo ocorre através dos tetos, onde a bactéria se
fixa nas células epiteliais, colonizam e se multiplicam na glandula mamaria. Caracterizada
pela alta prevaléncia no indice de mastite nos rebanhos, seu tratamento € desafiador, uma
vez que apresenta baixas taxas de cura, devido a sua elevada resisténcia aos
antimicrobianos, sendo capaz de produzir enzimas que neutralizam o efeito de

antibidticos como penicilinas e cefalosporinas (Langoni et al., 2017).

1.6. Diagnostico de mastite
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O diagnobstico precoce da mastite é de extrema importancia, a fim de
minimizar as perdas para o produtor, tornando o tratamento mais viavel economicamente
(Massote et al., 2019). O diagnéstico inicialmente pode ser realizado pelo exame de
forma fisica, o qual ¢ realizado a inspecdo e palpacdo do Ubere. Em seguida, pode-se
realizar exames complementares que irdo avaliar tanto o animal quanto o leite (Costa et
al., 2013). Realizar testes rotineiros nas fazendas sdo importantes para monitorar o
rebanho, a fim de evitar contaminagéo.

O teste da caneca do fundo preto é realizado antes da ordenha, com o intuito
de verificar se o animal apresenta mastite clinica através da formacdo de grumos no leite
e/ou sangue ja nos primeiros jatos (Massote et al., 2019). O teste CMT, é importante
para diagndstico da mastite subclinica. Ele funciona através da adigdo de um reagente
(CMT) ao leite da vaca, que reage com o DNA das celulas somaticas. Quanto maior a
concentragdo de células somaticas, mais espessa fica o gel formado, diminuindo a
presenca e a intensidade da mastite (Massote et al., 2019).

Ja CCS é um teste quantitativo realizado para avaliar a qualidade do leite e
detectar mastite subclinica. As células somaticas consistem em leucocitos e células
epiteliais descamadas do tecido mamario, onde o aumento dessas células indica caso de
infeccdo na glandula mamaéria (Massote et al., 2019). Ha um aumento de leucdcitos e
células epiteliais no leite, resultante da migracdo dessas células do sangue para o interior
da glandula mamaria em resposta a inflamacao local. Em casos normais, o leite apresenta
CCS menor que 100.000 cel/mL, enquanto a CCS de um quarto mamario infectado

geralmente é superior a 200.000 cel/mL (Maiochi et al., 2019).

Tabela 1. Contagem de células somaticas expressa em numeros de células por mililitros
(células/mL)

CCS (células/mL) Interpretacao

<200.000 Normal, Ubere saudavel
200.000 - 500.000 Suspeita de mastite subclinica
>500.000 Indicativo de mastite subclinica

Fonte: Maiochi et al., 2019.
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Figura 1. A) Sinais clinicos de mastite clinica no leite B) Teste de contagem de células
somaticas para deteccdo de mastite subclinica (Googles imagens; Arquivo préprio,
2023).

1.7.  Métodos de controle e prevencdo de mastite

A limpeza dos tetos ap6s a ordenha, conhecida como pds-dipping,
desempenha um papel essencial na remocdo da pelicula de leite que permanece no teto.
Essa pratica é direcionada principalmente ao controle da mastite contagiosa,
especialmente causada por S.aureus e S. agalactiae (Campos et al., 2023). Essa pratica
consiste na imersdo dos tetos dos animais em solucdes desinfetante, as quais visam
reduzir a carga microbiana presente nos tetos (do Brasil et al., 2012). Apds a ordenha, 0s
esfincteres dos tetos permanecem abertos por um periodo, tornando-os vulneraveis a
entrada de microrganismos e o uso de solucdes desinfetantes no pds-dipping, podem
eliminar bactérias presentes na pele dos tetos, prevenindo a colonizacdo e entrada de
agentes causadores de mastite (Radostits et al., 2007).

Convencionalmente nas propriedades sdo utilizadas solucdes desinfetantes,
compostas de iodo (0,7 % a 1,0%), clorexidina (0,5% a 1,0%) ou cloro (0,3% a 0,5%)
no pés-dipping (da Silva Pol6 dos Anjos & Silva, 2021). Ha relatos na literatura de que
esses compostos podem deixar residuos no leite causando efeitos nocivos a sadde
humana (Schelles, 2021).

A resisténcia bacteriana tem se tornado uma ameaga crescente, especialmente
nas propriedades lacteas, onde o tratamento da mastite é habitualmente baseado em

antibioticos, favorecendo a formagdo de cepas resistentes (Peng et al., 2022). De acordo
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com Oliver (2020), essa resisténcia pode levar a infecgdes, com evidéncias de que 0s
antimicrobianos usados em animais de producdo podem ser transferidos para humanos,
seja pelo consumo de carne, leite e derivados contaminados com antibi6ticos de
bactérias, ou por contaminacédo direta desses produtos.

Nesse cenario, a utilizacdo de alternativas terapéuticas utilizando extratos de
plantas tem sido estudada como compostos bioativos, capazes de inibir o crescimento de
patdgenos (Fernandes, 2009; Pozzo et al., 2011). Assim, o estudo de terapias
alternativas em substituicdo aos antimicrobianos convencionais tem se mostrado
promissores no controle da mastite (Silva Junior et al., 2020). Nesse contexto, a busca
por agentes naturais para uso no pés-dipping visa substituir o iodo e outros produtos
quimicos, oferecendo alternativas seguras para a saude humana e animal (Schelles,
2021). Em virtude das ponderagdes acima, torna-se necessario a buscar por alternativas
terapéuticas ndo invasivas e que ndo causam resisténcia desses microrganismos (da Silva
Junior et al., 2020; da Silva Junior et al., 2019).

1.8.  Extratos Naturais e seus Compostos Bioativos na Prevencao de

Infecgdes

O Brasil possui uma rica biodiversidade vegetal, porém grande parte ainda
ndo foi explorada pela ciéncia. Entretanto nos altimos anos, pesquisas vém sendo
desenvolvidas avaliando as atividades farmacoldgicas, especialmente em acgdes anti-
inflamatorias, analgésicas e antimicrobianas em diversas plantas (Maia, 2016; Correa,
2018). Entre as substancias encontradas, destaca-se os polipeptideos, terpenoides,
alcaloides, compostos fenolicos, polifendis e taninos (Pozzo et al., 2011; Rocha, 2019;
Fanin et al., 2020). Segundo o estudo realizado por Silveira et al. (2023), a utilizacdo de
extratos de plantas (Lafoensia pacari; Hymenaea sp.; Stryphodendron aadstringnes)
apresentou atividade antimicrobiana, anti-inflamatoria e antioxidante, diminuindo a
incidéncia de mastite e melhoria da saude animal. Ainda, a utilizacdo de extratos vegetais
se mostrou uma alternativa na reducdo microbiana dos tetos, em que, a partir da
utilizacdo de uma formulacdo composta de extratos naturais para uso como pos-dipping
durante o manejo de ordenha, os autores observaram uma reducdo na carga microbiana

no leite (Lopes et al., 2020).

1.9. Jurema-preta



30

Dentre os extratos utilizados, destaca-se a Mimosa tenuiflora, popularmente
conhecida como “jurema-preta”. E uma planta nativa do semiarido brasileiro amplamente
utilizada na medicina, pertencente a familia Fabaceae e destaca-se por suas propriedades
medicinais, quimicas e ecolégicas (Figura 1) (Santos et al., 2022).

A jurema-preta é rica em compostos bioativos com propriedades
antimicrobianas, antioxidantes e cicatrizantes. Entre esses compostos destaca-se 0S
taninos com alto potencial antioxidante, atuando na cicatrizacdo e na inibicdo de
microrganismos, as saponinas contribuindo com suas propriedades anti-inflamatdrias e
antissépticas, os flavonoides como antioxidantes naturais, ajudando no combate ao
estresse oxidativo e alcaloides (Alves et al., 2010). O mecanismo de ac¢do antimicrobiana
fungos e a complexagdo dos substratos dessas enzimas. A agdo nas membranas celulares
desses patdgenos altera o metabolismo ou a incorporacdo dos taninos com ions
metalicos, levando a redugdo desses elementos no metabolismo dos microrganismos
(Santos & Melo, 2004).

A atividade antimicrobiana de extratos de plantas pode ser avalizada através
de determinacdo de uma quantidade da substancia necessaria para inibir o crescimento do
microrganismo testado. Esse valor € conhecido como concentragdo minima inibitoria
(CMI). Assim, estudos vém sendo realizados demonstrando o controle exercido pela
acdo da jurema-preta em relagdo a microrganismos causadores de mastite. Desse modo,
um estudo realizado por Bezerra et al. (2009) demonstrou que a jurema-preta possuiu
acdo antimicrobiana frente a S. aureus isoladas de leite de vacas com historico de
mastite, confirmando o potencial do extrato para sua utilizacdo como uma indicacao
terapéutica. Ainda, o extrato bruto da casca do caule de M. tenuiflora em cepas de S.
aureus; e foi observado uma CIM de 0,18 mg/mL para 16 cepas e de 0,36 mg/mL para
14 cepas (Padilha et al., 2010). Ja Soares (2015), testou o uso do extrato de M.
tenuiflora na forma de pomada, como tratamento intramamario controla S. aureus,
igualmente ao antibiético cloranfenicol, na qual verificou efeito alternativo ao tratamento

convencional.
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Figura 2. llustracdo da arvore da espécie jurema-preta (Mimosa tenuiflora) (Fonte:
Google imagens).

1.10. Oleo de copaiba

O 6leo de copaiba (OC) é um produto natural oriundo da seiva resinosa de
arvores do género Copaifera. O Oleo-resina de copaiba é obtido através de cortes na
casca do caule de arvores encontradas no Sudeste e Centro-Oeste da América do Sul
(Figura 2). Seu género compreende 72 espécies, onde 20 espécies existem no Brasil,
dentre elas destacam-se Copaifera duckei, C. glycicarpa, C. martii e C. reticulata
(Campanholi et al., 2022; Campanholi, Silva Junior, et al., 2022).

O OC é composto por diterpenos e sesquiterpenos, compostos bioativos que
sdo responsaveis pelas propriedades terapéuticas do Oleo. Alguns dos principais
componentes incluem o B-cariofileno, o acido copalico e o acido caurendico, 0s quais
apresentam propriedades anti-inflamatdrias, antimicrobianas, antioxidante, analgésica,
cicatrizantes e antissépticas (Anjos, 2020; Campanholi, Silva Junior, et al., 2022).
Segundo Lima (2022), os principais ativos da copaiba sdo o0s sesquiternos e diterpenos,
compondo cerca de 72% e 28% do 6leo-resina, respectivamente.

As propriedades do OC vém sendo, como: propriedades diuréticas, laxante,
antidote ao tétano, cicatrizante, inibidor de tumores e anti-inflamatoria. O OC pode ser
administrado por via oral ou utilizacdo topica, na qual seus efeitos terapéuticos podem
varias de acordo com a espécie de copaiba (Rodrigues; Souza, 2017; Leite et al., 2023).
Pesquisa realizada por Palheta et al. (2017), foi demonstrado in vitro e in vivo,

resultados promissores, indicando que o OC pode acelerar o processo de cicatrizagéo,
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promovendo a regeneracdo tecidual. Esse efeito de cicatrizagdo é atribuido a acédo
antioxidante do 6leo protegendo as células da pele contra o estresse oxidativo.

De acordo com Lima (2022), o 6leo-resina de copaiba é um antibiético
natural eficaz contra bactérias Gram-positivas, sendo amplamente utilizado como
cicatrizante e anti-inflamatério no tratamento de infecgfes. O 6leo resina de C. multijuga
apresentou atividade antimicrobiana frente as bactérias E. coli (ATCC-25922), S. aureus
(ATCC-25923), e P. sedomonas aeruginosa (ATCC-9027) (Mendonca; Onofre, 2009).
Outro estudo realizado por Pacheco et al. (2006), avaliaram a atividade do 6leo-resina
de copaiba de diferentes arvores contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, onde

constataram inatividade das amostras contra as Gram-negativas.

Figura 3. Extrativismo do 6leo de copaiba, proveniente da arvore de copaiba (Fonte:
Google imagens).

1.11. Chlorella vulgaris

Outro extrato vegetal demonstra propriedades antioxidantes, antimicrobianas
e anti-inflamatoria é microalga Chlorella vulgaris (Sedighi et al., 2016) (Figura 3). A C.
vulgaris € uma microalga verde pertencente a familia Chlorophyta, unicelular de agua
doce, conhecida por suas propriedades nutricionais e terapéuticas (Richmond, 2004).

A Chlorella tem despertado interesse em estudos pelo fato dela ser um
fotossensibilizador utilizado em terapias fotodindmicas, devido a presenca de compostos
bioativos que absorvem luz em determinados comprimentos de onda. Rica em
carotenoides e clorofila, a Chlorella é capaz de liberar oxigénio por meio da fotossintese

e gerar biomassa para alimentacdo, compostos Uteis e combustivel (Markou & Nerantzis,
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2013). Elas capturam a luz solar absorvendo dioxido de carbono como alimento principal
(Mata et al., 2010). Essa microalga tem atraido interesse em diversas aplicacdes
biomédica, como seu potencial fotossensibilizador em terapias fotodindmicas (TFD). A
Chlorella wvulgaris possui compostos bioativos como as porfirinas, que sdo
fotossensiveis, na qual quando irradiadas com luz geram espécies reativas de oxigénio
(EROs) sob luz visivel ou infravermelho; além de conter polifendis e outros antioxidantes
(Almalki et al., 2022). A utilizagdo de composto fotossensiveis foi eficaz em testes
antimicrobianos, inibindo o crescimento das bactérias patogénicas da mastite (Silva
Junior et al., 2020).

Figura 4. Extrato de microalga Chlorella vulgaris (Fonte: Google imagens).

1.12.  Emulgel como sistema de liberacéo topica

O desenvolvimento de emulgéis vem ganhando destaque como sistemas
terapéuticos promissores. Esses sistemas de aplicacdo tdpica apresentam diversas
propriedades de emulsdes e géis, na qual proporciona beneficios para aplicacdo em
animais. Sua capacidade de melhorar a estabilidade, a penetracdo e a eficacia de agentes
terapéuticos, tornando-o ideal para o tratamento de infeccdes e inflamacdes em tecidos

externos, como o Ubere (Khullar et al., 2012).

Sua estrutura é¢ uma combinagdo de 6leo em agua ou agua em 6leo, com uma
base de gel, resultando em um sistema estavel, permitindo a liberacdo gradual de
principios ativos. A presenga de emulsificantes e agentes gelificantes como o Carbopol,
facilitam a penetracdo de compostos bioativos na pele ou tecido-alvo. Essa caracteristica

é essencial para o tratamento de infecgdes ou inflamacfes em camadas mais profundas da
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pele, na qual apresentam forma agradavel, alta capacidade de penetrar a pele, sem
gordura, facilidade de aplicagio e remocdo, podem apresentar comportamento
toxotrépico, emoliente e possuem vida util mais longa (Varma, 2014; Jadale; Pawaw,
2017). A textura semissolida permite espalhabilidade uniforme, maximizando o contato
dos principios ativos com a &rea tratada. Essa propriedade € especialmente relevante em

regides de dificil acesso ou em animais que se movimentam constantemente.

O emulgel é ideal para incorporar extratos naturais, como OC e extratos
vegetais, que possuem propriedades antimicrobianas e anti-inflamatérias amplamente
exploradas no tratamento da mastite bovina. Estudos evidenciam que emulgéis contendo
OC apresentam boa adesividade, capacidade de penetracdo dérmica e atividade
antimicrobiana contra S. aureus, onde o OC apresentou uma contagem total de S. aureus
de log 7,46 UFC/mL, apresentando reducao de duas unidades logaritmicas em relacéo ao
controle positivo, que apresentou contagem de log 9,62 UFC/mL. (Campanholi et al.,
2022

1.13. Aplicacéo de terapia fotodinamica (TFD)

A TFD é uma técnica terapéutica, minimamente invasiva e tem mostrado
resultados promissores para o tratamento de lesdes. A técnica consiste na interacao entre
uma luz de comprimento de onda especifico, um fotossensibilizador e oxigénio molecular
presente nos tecidos, na qual induzem a formagdo de EROs, como o0 oxigénio singleto
(Campanholi et al., 2018).

O seu tratamento consiste na administracdo de um fotossensibilizador no
local-alvo, como porfirinas, clorinas e/ou clorofilas. A irradiacdo com luz de
comprimento de onda especifico ativa o fotossensibilizador, onde ele transfere energia
para 0 oxigénio molecular presente nos tecidos, formando espécies reativas que causam
danos a estrutura celular, levando a morte celular ou eliminacdo de microrganismos
(Campanholi et al., 2018). A TFD tem mostrado potencial em aplicacdes na medicina
veterinaria e na producdo animal, onde o tratamento de infeccbes microbianas
resistentes, como no manejo da mastite bovina, na reducdo de biofilmes bacterianos em
superficies de pele e mucosa e na substituicdo de antimicrobianos convencionais,

minimizando o risco de resisténcia bacteriana (Silva, 2009; Li et al., 2024).
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A sinergia entre a TFD, extratos naturais e sistemas de liberagdo como os
emulgéis, para aplicacfes antimicrobianas e terapéuticas, vem se destacando no ramo da
pesquisa. O uso de OC, por exemplo, como parte de um sistema terapéutico combinado
com TFD, tem mostrado resultados promissores devido as suas propriedades
antimicrobianas naturais, que sdo ampliadas pela agdo fotodinamica. Estudos utilizando a
TFD combinada com géis termorresponsivos contendo curcumina, Safranina e extratos
de clorofila aplicados como pés-dipping, onde apresentou eficacia na reducdo de
microrganismos in vitro e in vivo. A TFD, aliada a formulaces como hidrogéis
fotoativos, se apresenta como alternativa sustentadvel aos antibidticos, reduzindo
impactos ambientais e residuos no leite, além de ser economicamente viavel. A
iluminacdo com LEDs de baixo custo € uma das estratégias mais utilizadas (da Silva
Junior et al., 2019).

A substituicdo de tratamentos convencionais por propostas baseadas na TFD
associada a extratos naturais possui potencial, mostrando eficacia antimicrobiana
(Songca, 2023). Alem da utilizacdo de extratos naturais, como de jurema-preta e OC,
que possuem propriedades antimicrobianas e anti-inflamatdrias, na qual aliados a TFD,
aumentam a eficacia do tratamento. Essa sinergia pode reduzir a dependéncia de

antibidticos e minimiza o risco de residuos quimicos no leite (Li et al. 2024).
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Figura 5. Terapia fotodindmica antimicrobiana associada a emulgel de extrato de jurema-
preta, Chlorella vulgaris e 6leo de copaiba no po6s-dipping em vacas leiteiras (Arquivo
proprio, 2024).

2. Minerais

Minerais sdo elementos quimicos cruciais no metabolismo de animais,
desempenhando papel importante na composicdo de estruturas biomoleculares, na
regulacdo do crescimento e manutencdo de tecidos, na atuacdo como cofatores
enzimaticos, na ativacdo de acfes hormonais e no controle da pressdo osmotica e do
equilibrio acido-base. Apesar de representarem 5% do peso total do corpo, podem
influenciar diretamente a produtividade do sistema, seja positivamente ou negativamente
(Filappi et al., 2005). Eles sdo classificados em duas categorias, 0S macrominerais como
calcio (Ca), fosforo (P), potassio (K), sodio (Na), cloro (Cl), magnesio (Mg) e enxofre
(S), necessarios em grandes quantidades, e os microminerais, sendo zinco (Zn), cobre
(Cu), selénio (Se), iodo (1), ferro (Fe), manganés (Mn) e cobalto (Co), necessarios em
pequenas quantidades (NASEM, 2021). Na alimentacdo, 0s minerais sdo encontrados em
plantas e forragens, sendo a principal fonte natural, também na agua e na suplementacao

através da inclusdo em racdes para corrigir deficiéncias.

2.1.  Minerais e o sistema imunologico

O sistema imunoldégico € um dos sistemas mais importantes do organismo
animal, pois compreende todos 0s mecanismos pelos quais 0 organismo se defende de
invasores externos, como fungos, virus, bactérias e protozoarios, também protege o
corpo contra células defeituosas (Tizard, 2002). O adequado funcionamento do sistema
imune garante aos animais maior resisténcia as doencas, e melhor desempenho
produtivo. Sabe-se que determinados nutrientes da dieta possuem efeito sobre a resposta
imunoldgica e podem aumentar os mecanismos de defesa. Os elementos minerais

desempenham um papel importante neste aspecto.

2.2.  Selénio
O selénio é um micromineral essencial que desempenha papel na salude

imunoldgica e antioxidante das vacas leiteiras, especialmente na prevencdo da mastite. O



37

selénio age protegendo a célula no processo de degeneracdo celular em conjunto com a
vitamina E (Ishler et al., 1997). E necessario a utilizacdo de selénio para a producio da
enzima glutationa peroxidase, que € responsavel por neutralizar radicais livres gerados
durante o metabolismo, reforcando a defesa antioxidante do organismo. A sua
deficiéncia estd associada a uma reducdo na capacidade imunoldgica, tornando o0s
animais mais susceptiveis a infec¢des uterinas, mastite e retencéo de placenta (McDonald
et al., 1993).

A absorcdo do selénio ocorre no duodeno, e sua excrecdo acontece
principalmente via urina e fezes. Porém, seu excesso pode causar claudicacéo,
deformacdes no casco e levar até a morte por insuficiéncia respiratéria (Andriguetto et
al., 1990). McDowell (2002) cita o decréscimo na capacidade bactericida do sistema
imune com a ocorréncia de deficiéncia de selénio. Desta forma, o equilibrio entre a

deficiéncia e 0 excesso é crucial para a saude e a produtividade dos animais.

2.3. Cobre

O cobre participa desempenhando fung¢fes essenciais no organismo, como a
formacdo Ossea, auxiliando no desenvolvimento e manutencdo do tecido 0sseo, fungéo
no sistema nervoso e cardiovascular, contribuindo para a manutencéo da integridade do
sistema nervoso, participa da sintese de colageno, hemoglobina, melanina e aminas, atua
na queratinizacdo, desempenha papel crucial no sistema antioxidante por meio das
enzimas ceruloplasmina e CuzZn SOD (superdxido dismutase cobre-zinco), sendo
fundamental para a defesa da glandula mamaria contra infec¢bes (Larvor, 1983;
McDowell, 1992; McDonald et al., 1993). Utilizacdo de fontes quelatadas de cobre é
interessante devido a sua capacidade de reduzir interacdes com antagonistas (McDowell,
2003).

O cobre se acumula no figado, cérebro, rins, coracdo, sendo o figado o
principal local de armazenamento em ruminantes (McDowell, 1992). A sua absorcao
ocorre no duodeno e sua excrecao ocorre principalmente pelas fezes. O excesso de cobre
ocorre principalmente devido ao acimulo no figado, levando a perda de apetite, ictericia,

leséo hepatica e até a morte (McDonald et al., 1993; Ishler et al., 1997).

2.4. Zinco
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O zinco desempenha papel essencial no metabolismo, como componentes de
diversas metaloenzimas, como anidrase carbonica, fosfatase alcalina e DNA polimerase.
Este mineral também esta envolvido em processos como queratinizagdo, participa da
molécula de insulina e é crucial para o funcionamento do olfato e do paladar. O zinco
também participa do mecanismo de liberacdo da vitamina A no figado, mostrando sua
influéncia imunoldgica (Larvor, 1983). Na defesa da glandula mamaria contra infeccoes,
0 zinco esté ligado ao mecanismo de reconstrucdo da queratina presente no canal do teto
entre as ordenhas, além do seu envolvimento com o metabolismo oxidativo, sendo
também essencial para manter a integridade da pele, primeira linha de defesa deste érgédo
(Paschoal, 2013).

O zinco é absorvido no abomaso e no intestino delgado em ruminantes, e
excretado principalmente pelas fezes (McDowell et al. 1977). A deficiéncia do zinco
pode acarretar problemas como menor capacidade de fagocitose pelos macrofagos,
atrofia do baco e do timo, 0rgdo essenciais para o sistema imunologico. Sua deficiéncia
também esta associada a problemas, como menor ganho de peso, reducdo da eficiéncia
alimentar, dificuldades de cicatrizagdo, inflamacdes oculares e estreitamento articular
(McDonald et al., 1993; Ishler et al., 1997). J& o0 excesso de zinco pode interferir na
absorcdo de cobre, reduzindo o consumo voluntario de alimentos pelos animais
McDonald et al. (1993).

2.5. Minerais Quelatados

Os minerais quelatados ou orgéanicos foram introduzidos no final da década
de 1970, surgindo como uma fonte de suplemento mineral, com potencial de aprimorar o
desempenho dos animais (Kiefer, 2005). Eles sdo formas de minerais em que o ion
mineral (zinco, ferro, cobre ou magnésio) se liga a moléculas organicas, formando um
anel de ligacdo. Essa ligacdo entre o mineral e a substancia organica protege o mineral
durante o transito digestivo, melhorando sua absor¢do e biodisponibilidade. 1sso ocorre
porque a estrutura do mineral quelatado impede que ele reaja com outros compostos da
dieta que poderiam reduzir sua absor¢do, como fitatos ou fibras, resultando em uma
maior eficiéncia de utilizacdo pelo organismo (NRC, 2021).

A forma quelatada destes minerais (selénio, cobre e zinco) via suplementacao
é mais eficiente, pois é mais absorvida. 1sso evita perdas que podem ocorrer com as

formas inorgénicas (Paschoal et al., 2003). A absor¢do dos minerais quelatados pode
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ocorrer sob duas formas: o mineral pode ser ligado a borda em escova sendo absorvido
pela célula epitelial ou como ocorre na maioria das vezes, onde o agente quelante é

absorvido levando junto a si o metal (Kiefer, 2005).

2.6. Importancia dos minerais quelatados

Na nutricdo de vacas leiteiras, os minerais quelatados vem ganhando
destaque devido aos seus beneficios em termos de absorcdo, biodisponibilidade e
impacto positivo na saude e produtividade animal. Com isso, apresentam caracteristicas
superiores as fontes inorgénicas tradicionais (McDowell, 2003).

A suplementagdo com cobre, zinco e selénio em dietas de vacas leiteiras
durante o periodo seco e de lactagdo ajudam a melhorar a resisténcia as infeccGes
mamarias e resultaram em menores taxas de mastite clinica e subclinica e em aumento da
qualidade do leite (Bhanderi et al., 2013; Zigo et al., 2021). Além disso, o uso de
minerais quelatados como cobre, zinco e selénio pode ser benéfico na melhoria da
resposta imunologica de vacas, reduzindo a gravidade das infeccdes e melhorando a
salde do Ubere, onde minerais biquelatados demonstraram aumentar a biodisponibilidade
dos microminerais, reduzindo as taxas de mastite ao melhorar a fungdo imunologica,
protecdo antioxidante e integridade do tecido do Ubere. Ainda, a utilizagdo de minerais
quelatados (cobre, manganés, zinco e ferro) resultou em maior absor¢do e menor
excrecdo em comparacdo com formas inorganicas. 1sso contribui para uma melhoria no
sistema imunologico e na reducdo de inflamagGes, incluindo a mastite (Mottin et al.,
2013).
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1. OBJETIVOS GERAIS

Avaliar o uso de terapia fotodindmica antimicrobiana associado a
emulgéis contendo extratos naturais Mimosa tenuiflora, Chlorella vulgaris e 6leo de
copaiba na prevencdo da mastite.

Avaliar o potencial de minerais quelatados, como zinco, cobre e selénio,
na ativacdo do sistema imune e na reducdo da contagem de células somaticas no

leite.

Objetivos especificos

Experimento I: Desenvolvimento e avaliacdo do uso da terapia fotodinamica

antimicrobiana e emulgéis com extratos naturais no pés-dipping

e Desenvolver e caracterizar emulgéis contendo extratos naturais de

Mimosa tenuiflora, Chlorella vulgaris e 6leo de copaiba;
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e Testar a eficicia antimicrobiana in vitro destes emulgeéis contra patdégeno
causador de mastite (Staphylococcus aureus);
e Avaliar a aplicagéo pratica in vivo terapia fotodindmica antimicrobiana

associada aos emulgéis no manejo pés-dipping, analisando a capacidade

de reduzir a carga microbiana nos tetos e no leite;

Experimento Il: Avaliacdo do potencial de minerais quelatados na imunidade
e saude do ubere

e Investigar o efeito de minerais quelatados (zinco, cobre e selénio) na dieta

de vacas leiteiras sobre o sistema imunolégico;

e Quantificar contagem de células somaticas no leite.
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I11 - Emulgel desinfetante natural associado a terapia fotodindmica

antimicrobiana para prevengao da mastite bovina

Natural disinfectant emulgel associated with antimicrobial photodynamic therapy

for prevention bovine mastitis

Artigo redigido conforme as normas da revista Ciéncia e Agrotecnologia

RESUMO

Convencionalmente, desinfetantes a base de iodo, hipoclorito ou acido lactico sdo
usados no pds-dipping para a higiene dos tetos em fazendas leiteiras. Como alternativa
natural para a prevengdo da mastite bovina, Mimosa tenuiflora, 60leo de copaiba
(Copaifera martii) e Chlorella vulgaris apresentam propriedades antimicrobianas e anti-
inflamatorias. Associadas a terapia fotodinamica antimicrobiana (TFDa), essas
substancias inibem Staphylococcus aureus. Este estudo desenvolveu dois emulgéis
naturais contendo esses extratos e avaliou sua estabilidade, bioadesividade, textura e
citotoxicidade. O estudo também avaliou a eficacia desses emulgéis naturais combinados
a terapia fotodindmica, para uso como pds-dipping para prevencdo de mastite. Doze
vacas das racas Holandesa e Jersey foram tratadas com: T1 - controle com uso de iodo,
T2 - aplicacdo de emulgel EJO sem iluminacéo e T3 - aplicacdo de emulgel EJOC com
iluminacdo. Os tetos de todas as vacas foram irradiados com luz LED vermelha. As
formulacGes apresentaram estabilidade, comportamento pseudoplastico e natureza
elastica, sem efeito citotoxico. O estudo in vitro evidenciou que os tratamentos com
utilizacdo de luz apresentaram eficacia na reducdo de Staphylococcus aureus (ATCC
25923) para todas as concentracfes de extratos testadas e os extratos também foram
eficientes em romper biofilme pré-formado. No ensaio in vivo, ndo houve diferenca
significativa (p>0,05) entre os tratamentos para as contagens de células somaticas no
leite, de estafilococos no leite e swabs dos tetos entre os tratamentos, indicando que 0s
emulgéis tém potencial semelhante ao iodo como desinfetantes pos-imerséo.
Termos de indexacdo: vacas leiteiras; extratos naturais; fotoinativacdo; qualidade do

leite.

ABSTRACT
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Conventionally, disinfectants based on iodine, hypochlorite or lactic acid are used
in post-dipping for teat hygiene on dairy farms. As a natural alternative for the
prevention of bovine mastitis,jurema-preta (Mimosa tenuiflora), copaiba oil (Copaifera
martii) and Chlorella vulgaris have antimicrobial and anti-inflammatory properties.
Associated with antimicrobial photodynamic therapy (PDT), these substances inhibit
Staphylococcus aureus. This study developed two natural emulgels containing these
extracts and evaluated their stability, bioadhesiveness, texture and cytotoxicity. The
study also evaluated the efficacy of these natural emulgels combined with photodynamic
therapy, for use as post-dipping to prevent mastitis. Twelve Holstein and Jersey cows
were treated with: T1 - control with the use of iodine, T2 - application of EJO emulgel
without lighting and T3 - application of EJOC emulgel with lighting. The teats of all the
cows were irradiated with red LED light. The formulations showed stability,
pseudoplastic behavior and elastic nature, with no cytotoxic effect. The in vitro study
showed that the treatments using light were effective in reducing Staphylococcus aureus
(ATCC 25923) for all the concentrations of extracts tested and the extracts were also
effective in breaking up pre-formed biofilm. In the in vivo test, there was no significant
difference (p > 0.05) between treatments for somatic cell counts in milk, staphylococci in
milk and teat swabs between treatments, indicating that emulgels have similar potential
to iodine a post-immersion disinfectant.

Index terms: dairy cows; natural extracts; photoinactivation; milk quality.

INTRODUCAO

Alternativas terapéuticas para prevencdo da mastite vém ganhando destaque
para reduzir a dependéncia de antibioticos e a resisténcia bacteriana, tornando a
producdo de leite mais sustentavel. A Mimosa tenuiflora (jurema-preta) possui
propriedades antimicrobianas (Santos et al., 2022). O 6leo de copaiba (Copaifera
martii), extraido de arvores do género Copaifera, € conhecido por suas atividades anti-
inflamatorias no tratamento de doencas de pele (Seumaro et al., 2020). O 6leo de
copaiba € eficaz no tratamento de mastite, com efeito antibidtico e reparacdo tecidual
(Estevao et al., 2013; Oliveira et al., 2020; Silva et al., 2022). A microalga Chlorella
vulgaris possui propriedades antioxidantes, antimicrobianas e anti-inflamatorias, inibindo
bactérias causadoras de mastite (Silva Junior et al.,, 2020). Alguns pigmentos de

microalgas, como a clorofila, podem ter propriedades fotossensibilizadoras, gerando
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espécies reativas ou oxigénio singlete, que causam danos celulares, em um tratamento
conhecido como terapia fotodindmica (Campanholi et al., 2022).

Considerando os problemas causados pela mastite bovina, a terapia fotodinamica
antimicrobiana (TFDa) utiliza compostos fotossensibilizadores ativados pela luz para
gerar espécies reativas de oxigénio, inibindo microrganismos e biofilmes, contribuindo
para a qualidade do leite (Broekgaarden et al., 2015; Teichert et al., 2022). Estudos in
situ confirmam a eficacia do TFDa no pds-dipping (Silva Junior et al. 2019). Este estudo
avaliou a inativacdo fotodindmica de microrganismos, propondo um desinfetante
fotossensivel pos-dipping, com extratos naturais incorporados em uma matriz
polimérica, para reduzir a contaminacdo por Staphylococcus aureus no leite e nos tetos

de animais.

MATERIAIS E METODOS
Matéria-prima para o preparo de emulgéis

O oOleo-resina de copaiba foi coletado no municipio brasileiro de Baido-PA. O
método de coleta do Oleo-resina de copaiba empregou uma broca manual tradicional de
1 polegada para a perfuracdo mecanica no meio do tronco. O perimetro da arvore foi
superior a 1,20 m (cerca de 40 cm de diametro). Os rolos foram perfurados na altura de
cerca de 1- 1,5 m do solo. Apos a perfuracdo, os furos foram mantidos fechados. O
produto foi registrado no Sistema Nacional de Autorizacdo e Informacdo sobre a
Biodiversidade (SISBIO n.° 72922-1) e no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio
Genético (SISGEN n.° AOFOD20). A casca moida de preta-preta (Mimosa tenuiflora) foi
adquirida em comércio local. Na cidade de Maringa- PR. A C. vulgaris foi adquirida em

comeércio local em Vila Nova, Jundiaindpolis Jundia-SPE.

Formulacdo e Analises de Emulgéis

O extrato de jurema-preta foi preparado pela infusdo de 200 g de casca moida em
1000 mL de agua a 60 °C, sob agitacdo por 2 horas, seguida de filtracdo. Para
quantificacdo, 10 g de jurema-preta foram infundidos em 50 mL de agua e secos até
massa constante. O emulgel foi desenvolvido utilizando Carbopol 934 P (0,25 % p/p)
dissolvido em 100 g de extrato de jurema-preta (12,5 % p/p), agitado por 5 horas e
ajustado para pH 7,0 com trietanolamina. O extrato de Chlorella (0,2 % p/p), rico em

clorofila e sensivel a luz, foi dissolvido em 6leo de copaiba (4 % p/p) e adicionado ao



54

polimero sob agitacdo por 10 minutos. A formulagdo foi armazenada a 4 °C. O emulgel
submetido a iluminacdo foi denominado EJOC, enquanto o emulgel sem iluminagéo foi
denominado EJO.

As formulacBes foram submetidas a testes prévios de estabilidade, utilizando
centrifugacdo (BioTek/EIX808, Synergy), teste de estabilidade acelerada e de vida util
(ANVISA, 2008). A analise do perfil de textura (TPA) foi realizada no mddulo
TAXTplus (Stable Micro Systems, Reino Unido), utilizando uma sonda de policarbonato
de 10 mm de diametro. A sonda foi inserida duas vezes na amostra, a uma profundidade
de 15 mm e a uma taxa de 2 mm/s?, com 15 s de descanso entre as compressdes
(Borghi-Pangoni et al., 2016).

A forca bioadesiva do emulgel foi comprovada por um aplicador de textura,
utilizando pele de orelha suina a 38°C. A pele foi introduzida em uma sonda, que foi
pressionada contra o emulgel com uma forga de 0,1 N por 30 s. Em seguida, a sonda foi
elevada a 1,0 mm/s, medindo-se a forca necessaria para derrubar a pele. Os testes foram
realizados em pelo menos seis repeticdes, utilizando o analisador de textura TAXT plus
(Stable Micro Systems, Surrey, Reino Unido); (Campanholi et al., 2018).

A determinacdo dos fenois totais foi realizada pelo meétodo de Folin-Ciocalteu,
utilizando acido galico como padrdo. A dosagem dos flavonoides totais no extrato foi
feita por espectrofotometria UV-Vis (Agilent Technologies/Cary 60); (Zhishen et al.,
1999).

Para Analise Reologica de Cisalhamento Continuo, as amostras foram analisadas
em redmetro MARS |1 (Haake, Newington, Alemanha), utilizando uma geometria cone-
placa paralela de 35 mm de didmetro e angulo de 2°, separadas por 0,105 mm, a 38 *
1°C. Um gradiente de cisalhamento de 0 a 2000 s-1 foi aplicado por 150 segundos. Foi
realizada analise reoldgica de cisalhamento oscilatério usando o reémetro MARS Il com
geometria cone-placa. A regido viscoelastica linear (LVR) foi determinada a 38 = 1 °C,
aplicando-se um gradiente de tensdo de 0,01 a 20 Pa a 1 Hz. Em seguida, aplicou-se um
gradiente de frequéncia de 0,1 a 10 Hz sob tensdo constante, com analise dos parametros
oscilatérios no programa RheoWin (Campanholi et al., 2018).

A citotoxicidade das formulacdes foi avaliada em fibroblastos murinos (células L-
929) usando o ensaio de viabilidade celular baseado na redugéo de MTT MTT ((brometo
de 3-4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazélio) (Mossmann, 1983). As células L-929

foram cultivadas em meio DMEM com 10 % de soro fetal bovino, mantido a 37 °C e 5
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% de CO: por 24 horas. Apos a formagdo da monocamada, as formulas foram
adicionadas em concentragdes de 188 a 12.000 pg mL™! e incubadas por 48 horas. Apds
0 tratamento, as células foram lavadas e incubadas com MTT por 4 horas. Os cristais de
formazan foram solubilizados em Dimetilsulfoxido e a absorbancia foi medida a 570 nm.
A porcentagem de ceélulas viaveis foi calculada em relagdo ao controle, e os valores de
CC50 (concentracdo citotdxica a 50%) foram determinados por andlise de regressdo ndo
linear, com os resultados expressos como média + desvio padrdo de pelo menos trés
experimentos independentes.

Para a analise da concentracdo inibitoria minima (CIM), cada composto e 0 mix
(jurema-preta + Chlorella + 6leo de copaiba) foram testados contra Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) nas concentracdes de 100, 50, 25 e 12,5 mg/mL, sem iluminacao
e com iluminacéo, sendo utilizado fonte de luz LED vermelha 665 nm por 30 minutos a
15 cm de distancia (Campanholi et al. 2022a).

Doze isolados estafilococos proveniente de amostras de leite cru foram avaliados
para identificar os genes nuc, de producao de enterotoxina sea e de hemolisina hlb e hla.
Foram identificados por meio da andlise de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (Rall
et al., 2014). Também foi avaliado o potencial fototoxico de C. vulgaris como
fotossensibilizador (PS) em 10 % de leite desnatado reconstituido (LDR 10%). Apos a
inoculacdo, as amostras de leite foram refrigeradas (7 °C) no escuro por 10 min e foram
iluminadas a uma distancia de 15 cm por 5, 10 e 15 min (AOAC, 1992). Os controles
foram realizados com leite inoculado sem e com PS sem iluminacdo para avaliar a
atividade antimicrobiana no escuro. A capacidade de ruptura de biofilme dos extratos

naturais foi determinada de acordo com Saini et al. (2023).

Ensaio in vivo em bovinos lactantes usando emulgéis como pds-dipping

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica no
Uso de Animais em Experimentacdo (CEUA/UEM), sob Protocolo n° 6646060323.

O experimento foi conduzido na Fazenda Experimental do Iguatemi (FEI/UEM),
da Universidade Estadual de Maringd, Parand, Brasil. Antes da ordenha os tetos dos
animais eram lavados com agua e secos com papel toalha descartavel. Apds a ordenha
mecénica o procedimento pos-dipping era realizado. Para aplicacdo foram utilizados 12
animais das racas Holandesas e Jersey em diferentes estagios de lactacdo, com peso

meédio de 500 kg e producdo média de 20 litros/dia, mantidas em pastagem e
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suplementadas com silagem de milho e concentrado de grdo de milho, por um periodo de
71 dias.

Os animais foram distribuidos em delineamento quadrado latino quadruplo 3x3,
com 7 dias de adaptacdo e 21 dias de coleta. Os tratamentos foram: T1 - controle,
aplicacdo de iodo como pdés-dipping; T2 - aplicacdo de emulgel EJO sem iluminacéo
(jurema-preta e Gleo de copaiba); T3 - aplicacdo de emulgel EJOC com iluminagdo
(jurema-preta, Chlorella vulgaris e éleo de copaiba). Os tetos foram irradiados com luz
LED vermelha de 665 nm, irradiancia de 3,40 x 103 W cm-2, a uma distancia de 3 cm por
1 min. Para garantir o alcance de todos os tetos dos animais do T3, um bastédo de
madeira foi acoplado ao Led. Avaliacbes microbioldgicas e analises do leite foram
realizadas nos dias 7, 14, 21 e 28. As contagens de Staphylococcus spp. foram realizadas
por coleta de suabes e leite em semeadura em Agar Baird Parker (BP). A contagem de
células somaticas (CCS) foi usando Ekomilk Scan (CapLab). As amostras sanguineas
foram colhidas nos dias 0 e 28, ap0s a primeira ordenha da manhad por meio de puncéo
da jugular utilizando agulhas descartaveis e tubos Vacuntainer® com adicdo de acido
etilenodiamino tetraacético (EDTA) (Viana et al., 2002). As amostras de sangue foram
mantidas em caixa térmica com gelo até a chegada ao laboratorio particular, onde, num
prazo de 24 horas, sera realizado o hemograma que consistird em contagem global do
nimero de hemacias, determinacdo do volume globular, teor de hemoglobina, indices
hematimeétricos absolutos, contagem global do numero de leucécitos e contagem

diferencial de leucécitos.

Analise Estatistica
Os dados obtidos in vitro e in vivo foram submetidos & analise de variancia
(ANOVA) e a diferenca significativa entre as médias (p < 0,05) foi determinada por meio
do teste de Tukey utilizando o software SAS 9.3 (Statistical Analysis System Institute,
Cary, NC).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudo Preliminar de Estabilidade de Formulagdes
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As formulag6es foram estaveis nos estudos de estabilidade preliminar e acelerada,
sem separagdo de fases e incorporacdo adequada de Oleo de copaiba. O emulgel EJO
manteve estabilidade estrutural, coloracdo e auséncia de separacdo de fases por até oito
meses. As formulacdes demonstraram viscosidade desejavel, aparéncia consistente,
estabilidade fisica e adesdo satisfatoria. Para analise de textura, foi observada diferenga
significativa nas variaveis (p<0,05), exceto para elasticidade (p>0,05). A for¢a necesséaria
para dureza (N), compressibilidade (N.mm) e adesividade (N.mm) foi maior para o

emulgel EJO.

Tabela 1. Caracterizagdo mecénica de emulgéis de 6leo de copaiba (Copaifera martii),

jurema-preta (Mimosa tenuiflora) e Chlorella e bioadesividade em pele ex vivo

Propriedades EJO EJOC 1I0DO p valor
Dureza (N) 0,155 + 0,003a 0,067 + 0,000b 0,034 +£0,013c  <0,0001
Compressibilidade (N.mm) 1,305 + 0,086a 0,363 + 0,069b 0,079 £0,011c  <0,0001
Adesividade (N.mm) 0,736 £ 0,044a 0,232 £ 0,010b 0,000 + 0,000c  <0,0001
Elasticidade (mm) 0,995 + 0,001a 0,998 + 0,000a 0,980 + 0,06a  >0,9534
Coesdo (Adimensional) 1,218 £ 0,072a 0,000 + 0,000a 1,005+0,133b  <0,0001

Bioadesividade

Forca méaxima (N) 0,063 + 0,009 0,069 + 0,005 <0,0001

Trabalho de bioadesdo (N.mm) 0,009 + 0,000 0,011 + 0,000 <0,0001

EJO = emulgel de jurema-preta e 6leo de copaiba; EJOC = emulgel de jurema-preta,
6leo de copaiba e Chlorella vulgaris; lodo = controle; Bioadesividade em pele ex vivo;
valores representam a média (£ desvio padréo); p < 0,05. Médias seguidas pela mesma

letra na linha sdo iguais estatisticamente pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.

A estabilidade do produto é influenciada pela interacdo entre o 6leo e o
Carbopol, o que pode causar separacdo de fases; no entanto, isso ndo ocorreu no
presente estudo, onde o 6leo interagiu adequadamente com demais componentes; falhas
no teste de centrifugacdo exigem reformulacdo. No teste de estabilidade acelerada, o

EJOC apresentou instabilidade, possivelmente devido a fotodegradacéo de C. vulgaris.
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A radiacdo luminosa pode alterar a cor e 0 odor dos componentes, e a evaporagao por
aquecimento resultou em uma textura mais fluida, revertida com a refrigeragéo.

A adesividade favorece a permanéncia do emugel nos tetos. A coesividade do
emulgel afeta a capacidade de manter sua integridade; no entanto, a adesdo a pele
depende mais da adesividade do emulgel do que de sua coesividade. Portanto, a falta de
coesividade do EJOC ndo impede necessariamente a adesdo. A coesividade indica maior
viscosidade e estrutura (Oliveira et al., 2021).

Houve diferenca significativa para as variaveis analisadas quanto a bioadesdo na
pele ex vivo (p < 0,05). A bioadesividade do EJOC foi maior, demonstrando maior
compatibilidade na adesividade cuténea (Tabela 1). O EJOC possui maiores propriedades
bioadesivas em comparacdo ao EJO, relacionadas as suas caracteristicas mecanicas e
capacidade de interacdo com a superficie da pele. 1sso garante que o0s principios ativos
sejam liberados no local da aplicagdo, aumentando o tempo de contato e,
consequentemente, a eficAcia. Estudos sobre geis bioadesivos com principios
fitoterapicos, utilizando polimeros como o Carbopol e substéncias bioativas naturais,
como 0leos e clorofila, mostram grande potencial terapéutico (Campanholi et al., 2022).

Os valores medios para polifenois totais foram de 16,976 mg EAG/L para a
jurema-preta e 16,1571 mg EAG/L para a C. vulgaris. Os valores de flavonoides foram
de 983,941 mL/eq quercentina e 134,2084 mL/eq quercentina, respectivamente. A alta
concentragdo de flavonoides e taninos na jurema-preta confere propriedades
antimicrobianas, inibindo o crescimento de diversas bactérias, destacando seu potencial
como agente natural (Santos et al. 2022). Os valores relatados na literatura foram:
extrato de jurema-preta 5,4989 pg/ml de flavonoides, fendlicos totais de 50,584 ug/ml
(Silva et al., 2021) e para C. vulgaris de 24,95 mg/100 g para fendlicos totais (Miranda
et al. 2001).

Os emulgéis apresentaram comportamento pseudoplastico e viscosidade néo
linear (ndo newtoniana, n<1) do tipo tixotrépico, apresentando pequena area de histerese
714,60 Pa/s (EJO) e 4414,33 Pa/s (EJOC), caracterizada pela capacidade de aumentar a

viscosidade do material apds aplicacdo de tensdo. EJO apresentou tensdo de escoamento.
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Houve diferenca significativa para as variaveis K e N (p < 0,05) (Figura 1).
Figura 1. Reologia de cisalhamento continuo das formulacGes a 38 °C; curvas de fluxo de
sistemas emulgel; EJOC = jurema-preta, 6leo de copaiba, Chlorella vulgaris; EJO =

jurema-preta, 6leo de copaiba.

Os emulgéis apresentaram comportamento G' > G", apresentando natureza
elastica, conferindo propriedades viscoelasticas, apresentando-se como um sistema

estruturado, com interagdes entre seus constituintes (Figura 2).
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Figura 2. Reograma de cisalhamento oscilatorio a 38 °C; EJO = jurema-preta, 0leo de

copaiba; EJOC = jurema-preta, 6leo de copaiba e Chlorella vulgaris.

Os materiais analisados apresentaram comportamento pseudoplastico, com
viscosidade adequada para aplicacao topica, o que facilita a espalhabilidade e a adesao a
pele. Também apresentaram comportamento tixotropico. Na reologia oscilatoria, 0s
emulgéis apresentaram predominancia elastica sobre viscosa (G' > G") em baixas
frequéncias, indicando boa estabilidade mecanica. A transicdo do comportamento
elastico para viscoso foi observada na frequéncia critica. Esses resultados sugerem que a
formulacdo possui estrutura coesa e estavel, reforcada pela presenca de compostos
bioativos, como polissacarideos e compostos fendlicos, que contribuem para sua eficacia
e estabilidade (Narvaes et al., 2023).

Em relacdo a toxicidade foi observado um efeito dose-dependente, ou seja, com o
aumento da concentracdo dos extratos houve diminuicdo da viabilidade celular.
Entretanto, essa diminuicdo s6 ocorreu de forma mais proeminente em concentracdes

maiores que 1.500 pg/ml -1 (Figura 3).
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Citotoxicidade em células L.-929
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Figura 3. Avaliacdo da citotoxicidade das formulas contra fibroblastos; EJOC = emulgel
de jurema-preta, 6leo de copaiba e Chlorella vulgaris; EJO = emulgel de jurema-preta e

0leo de copaiba.

O 6leo de copaiba é reconhecido por suas propriedades anti-inflamatorias e
cicatrizantes, e é geralmente seguro em concentracdes moderadas, mas altas doses
podem causar citotoxicidade em algumas células. A adicdo de C. vulgaris ao emulgel
EJOC parece ter reduzido os efeitos toxicos, aumentando a viabilidade celular em
concentracdes intermediarias, tal fato estd de acordo com as evidéncias de que a C.
vulgaris pode aumentar a estabilidade das formulacbes e oferecer protecdo celular
devido a presenca de clorofila e polissacarideos, que promovem o reparo tecidual e
reduzem o estresse oxidativo (Latif et al., 2021). O emulgel EJOC mostra vantagens na
viabilidade celular em concentracdes mais altas, tornando-o benéfico para aplicacbes
topicas com baixa toxicidade. Esses resultados destacam a importancia de combinar
extratos vegetais com atividades sinérgicas, como 0Oleo de copaiba e C. vulgaris, para
otimizar a eficacia e a seguranca das formulacgdes.

Para a avaliacdo in vitro contra S. aureus, 0 mix dos extratos reduziu 100%
contagem microbiana na concentragdo de 25 mg com o uso de luz. A cepa padrdo (S.
aureus ATCC 25923) submetido e ndo submetido a iluminagdo apresentou valor de 7,90

e 8,00 log UFC/mL, respectivamente. Ao testar-se diferentes concentragdes de extrato
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de C. vulgaris e jurema-preta, a concentracdo que mais inibiu o crescimento foi de 12,5
mg com luz, sendo o valor de reducdo decimal da cepa controle de 5,33 log UFC/mL e
5,34 log UFC/mL, respectivamente. Para o éleo de copaiba, a concentracdo de 100 mg
com luz obteve maior redugdo com 4,92 Log UFC/mL.

C. vulgaris possui grande potencial antimicrobiano, variando com o tipo de
solvente e as espécies bacterianas testadas. Bezerro et al. (2009) relataram eficacia no
tratamento de mastite bovina com concentragcdes de 107,5 mg/mL de extrato de jurema-
preta devido aos compostos bioativos como alcaloides, flavonoides e taninos presentes
na planta. Almeida et al. (2020) relataram um MIC de 6leo-resina de copaiba de 1,63
mg/mL para S. aureus.

Todos os 12 isolados amplificaram o gene nuc e apenas duas bactérias para o
gene hla e hlb e trés bactérias amplificaram o0 gene sea. A presenca do gene nuc é usada

para caracterizar a espécie S. aureus (Figura 4).

: : . Loe
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Figura 4. Genes para producdo de enterotoxina e alfa hemolisina; A) imagem de
eletroforese em gel de agarose do gene hla (210 pb); B) gene hlb (300 pb); C) gene sea
(120 pb) de diferentes isolados de Staphylococcus aureus. aureus provenientes de leite

de vaca; S = cepa padréo; M = marcador.

A presenga do gene sea € essencial para a produgdo de toxinas e contribui para
sua viruléncia. Os genes, hla e hlb codificam hemolisinas que aumentam a capacidade do
S. aureus no hospedeiro em agravar infeccGes como a mastite.

Em relacdo a fotoinativagdo destes isolados no leite, os resultados evidenciaram
diferencgas significativas entre as cepas (p < 0,0001) e os tempos de exposicdo (p <

0,0001) (Figura 5), sendo o tempo de exposi¢do a luz de 10 minutos mais eficiente para
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os isolados 1, 4, 9 e 10. Estudos utilizando a fotoinativagdo in vitro mostram sua eficacia
em bactérias Gram positivas, embora tais bactérias tenham estrutura de parede celular
mais complexas, tornando-as mais espessas, dificultando a penetracdo de
fotossensibilizadores e, portanto, essas bactérias teoricamente, seriam mais resistentes a
inativacdo fotodinamica (Melo et al., 2013). Dos Anjos et al. (2020) avaliando o efeito

da luz azul sobre S. aureus, evidenciaram uma redugdo de mais de 5,0 logio por 2 horas.
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Figura 5. Inativacdo fotodindmica de 12 cepas de Staphylococcus aureus em leite LDR
10%; LDR + Chlorella vulgaris com e sem fotoinativacdo; Com C. vulgaris = cepas
com extrato de Chlorella apds 10 min no escuro a 5 °C; sem luz Chlorella = cepas sem
extrato C. vulgaris ap6s 10 min no escuro a 5 °C; 5 min, 10 min e 15 min = tempos de

exposicao a fotoinativacao das 12 cepas isoladas.

O extrato de jurema-preta e C. vulgaris promoveram atividade bactericida contra
os isolados em biofilme pré-formado (Tabela 2). Estes compostos inibem a sintese de
polissacarideos, alterando a integridade da membrana bacteriana proporcionando a
ruptura dos biofilmes pré-formados. Essa estratégia pode ser promissora para o
desenvolvimento de tratamentos naturais contra infecgdes bacterianas em biofilmes,
principalmente em contextos veterinarios. Destaque para as menores concentracdes de
extratos testados (0,78125 ug) as quais foram eficientes em romper 70,36% e 66,62% de
biofilme pré-formado.

Formacédo de biofilmes por S. aureus é um desafio no tratamento de infec¢des,
devido a resisténcia que as bactérias Gram-positivas. Com isso, estudos visando a
atividade bactericida de diferentes compostos contra biofilmes pré-formados tornam-se

necessario. As fracdes do extrato de C. urucarana erradicaram S. aureus em biofilmes de
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forma equivalente ao antibidtico vancomicina, onde o extrato (5 mg/mL-*) foi capaz de
inibir 88,94% da formacdo da matriz bacteriana de S. aureus. Ainda, Reiter et al. (2012)
avaliaram a eficiéncia da rifampicina, isoladamente e em combinagdo com vancomicina,
contra biofilmes maduros de S. aureus. Os autores indicaram que a rifampicina sozinha
ndo foi eficaz na erradicacdo dos biofilmes, porém a combinagdo apresentou capacidade
demonstram a importancia de diversos extratos naturais na inibicdo e erradicagdo de

biofilmes de S. aureus, indicando o desenvolvimento de novos agentes antibacterianos.

Tabela 2. Atividade bactericida do extrato de jurema-preta e Chlorella vulgaris sobre

isolados de Staphylococcus aureus presentes em biofilme

Extratos Jurema-preta Chlorella vulgaris

Concentracao (células/mL)

Bactérias/concentragdo 100 0,78125 100 0,78125
Inibicéo de biofilme
(%)
cp 73,24% £ 0,018 61,60% + 0,313 73,14% £ 0,082 61,19% +
0,356
76,78% £ 0,026  64,88% + 0,331 78,36% £ 0,061  65,36% +
Svl 74,96% £ 0,004 68,94% + 0,016 0,369
Sv3 75,40% £ 0,009  66,62% +
0,042
Svb 72,78% £ 0,061 70,36% + 0,161 71,04% £ 52,97% +

CP = cepa padrao de Staphylococcus aureus (ATCC 25923); Sv1, Sv3 e Sv5 = cepas de
S. aureus; 100 = maior concentracdo testada; 0,78125 = menor concentracdo testada;

valores representam a média (+ desvio padréo).

Ensaio in vivo em bovinos lactantes usando emulgéis como pds-dipping

Com base na andlise estatistica dos dados fisico-quimicos e microbiolégicos do
leite e tetos, observou-se que a maioria dos parametros avaliados ndo apresentou
diferencga estatisticamente significativa entre os trés tratamentos testados (p > 0,05). A
excecdo foi a varidvel SWAB_Log10, que apresentou diferencas significativas nas

comparagdes entre os tratamentos 1x2 (p = 0.001) e 2x3 (p = 0.025). Esses resultados
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indicam que o tratamento 2 teve maior contamina¢do microbioldgica em superficies,
sugerindo possivel falha na sanitizagdo ou menor eficiéncia do protocolo aplicado nesse

grupo (Tabela 3).

Os parametros CCS_log10 (contagem de células somaticas), gordura (G), s6lidos
totais (ST), densidade (D), proteina (P), lactose (L), SL (s6lidos), contagem bacteriana
do leite (LEITE_Logl0) e producdo de leite (PROD_LEITE) ndo apresentaram
diferencas significativas entre os tratamentos (p > 0,05). Isso sugere que os diferentes
tratamentos aplicados ndo influenciaram de forma relevante a composicdo ou qualidade

fisico-quimica do leite (Tabela 3).

Apesar de alguns parametros como SL apresentar erros padrdo médios (EPM)
baixos, indicando certa variacdo entre 0s tratamentos, oS testes estatisticos ndo
confirmaram essas diferencas como significativas. Esses achados indicam uma relativa
estabilidade nas caracteristicas do leite, independentemente do tratamento aplicado, com

excecdo da contaminagdo microbioldgica de superficies (Tabela 3).

A presenca de diferenca significativa apenas na variavel SWAB_Lo0g10 reforca a
importancia da eficacia do protocolo de higiene na ordenha, sugerindo que o tratamento

2 pode demandar revisdo guanto a sua eficiéncia sanitaria.

Os valores de CCS obtidos foram inferiores aos limites estabelecidos pela IN 76,
que estabelecem uma contagem maxima de 5,70 log10 (500.000 células/ml). Assim
como no presente estudo, Silva Junior et al. (2019) demonstraram que 0 uso de um
hidrogel de SF (fotossensibilizador) foi equivalente ao iodo, garantindo qualidade
microbiolégica e baixa CCS. Os emulgéis atuaram como um produto antisséptico,
proporcionando adequada cobertura dos tetos, atuando como uma barreira fisica. A
adicdo de carbopol C934P proporcionou melhor adesividade, estabilidade e consisténcia,
por ser um polimero sintético hidrofilico derivado do &cido poliacrilico (Campanholi et
al., 2022).
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Tabela 3. Contagem de células somaticas no leite, composicdo fisico-quimica do leite, contagem de estafilococos nos tetos e leite de vacas

submetidas a aplicacdo de emulgéis

Variavel Trat 1 (lodo) Trat 2 (Emulgel) Trat 3 (Emulgel + Luz) EPM p - valor

1x2 1x3 2x3
CCs_log10 5.27 5.28 5.16 0.1331 0.979 0.554 0.536
G 4.84 4.44 461 0.1902 0.158 0.413 0.537
ST 9.69 9.64 9.82 0.2105 0.874 0.672 0.553
D 33.42 33.56 34.24 0.6949 0.884 0.417 0.503
P 3.55 3.52 3.62 0.0798 0.777 0.519 0.357
L 5.22 5.18 5.30 0.0961 0.798 0.588 0.427
SL 0.80 0.79 0.82 0.0163 0.701 0.490 0.287
SWAB_Log10 2.02 2.46 2.18 0.0822 0.001* 0.212 0.025*
LEITE_Log10 2.28 2.78 2.66 0.2272 0.137 0.254 0.713

PROD_LEITE 15.16 16.54 15.73 2.0093 0.636 0.846 0.779
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CCS = Contagem de células somaticas; Tratamento 1 = lodo; Tratamento 2 = Emulgel;
Tratamento 3 = Emulgel + Luz; G = gordura (%); ST = sdlidos desengordurados; D =
densidade (kg/L); L = lactose; SL = solidos; P = proteina (%); SWAB_Log10 = contagem de
estafilococos no teto; LEITE_Logl0 = contagem de estafilococos no leite; Prod leite =
producdo de leite/L; EPM = erro padrdo médio. Valor de p. Valores com *asterisco* indicam
significancia (p < 0,05).

Tabela 4. Analise de parametros hematoldgicos de vacas utilizando pés-dipping com extratos

de jurema-preta, dleo de copaiba e Chlorella vulgaris
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Hemograma
Tratamento HE
HEMO HEMA V.C.M CHC  RDW PLAQ  LEU SEG LIN MON  EOS BAS
Emulgel 5,693a 8,453 27.666a  48,400a  30,466a  14,333a 24400a  12,350a  24,166a 58,000a  2,166a  15500a  0,166a
Emulgel+Luz 5,440a 7,516a 24,7834 453832 30,1832  14,166a 146332 29500a 49,333 2,000a 19,000a  0,166a
lodo 4,583a 6,700a 21,933a 306,166a 14616a 25666  44,500a 1,000a 12,000a  0,166a
39,833 25433 11,833 227,50a
Dias
1 4,681a 6,555a 22,0008 41,677a 264442 125555a  260,00a  11922a 22222a  43444a  1444a 21,555a  0,222a
28 5,796a 8,555a 27,5884 47400a 30,9442 14333a  25844a 158lla 30,666a 57,777a  2,000a 9,444b  0,1lla
) 1,416 2,319 7,468 12,186 7123 3349 101,299 5775 17641 21,721 2,309 11,785 0,408
p-valor
Tratamento (A) 0,3927 0,4495 0,4384 0,4877 04877 0,388 03945 07389 08658 05671 06492 0,6022
Dia (C) 0,1207 0,0923 0,1384 0,3389 03389  0,2823 00745 01787 03299 0,869 06191 00499 05744
Int. AXC 0,6787 0,8657 0,830 0,6646 06646 0,3722 0,036 02603 04158 08616 06127 03141  0,3000
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HE = eritrdcitos; HEMO = hemoglobina; HEMA =hematdcitos; VCM = volume corpuscular
meédio; CHCM = concentracdo de hemoglobina corpuscular média); RDW = largura de
distribuicdo de hemécias; PLAQ = plaquetas; LEU = leucdcitos; SEG = segmentado; LIN =
linfocitos; MON = mondfilos; EOS = eosindfilos; BAS = basofilos.

Os valores de referéncia sdo: eritrdcitos (5,00 a 10,00 milhdes/ul); hemoglobina (8,0 a 15,0
g/dL); hematdcitos (24 a 46%); VCM (40,0 a 60,0 pg); CHCM (30 a 36%); plaquetas
(100.000 a 800.000/ul); leucocitos (4.000 a 12.000/ul); segmentados (15 a 45%); linfocitos
(45 a 75%); mondcitos (2 a 7%); eosinofilos (2 a 20%); baséfilos (0 a 2%).

Fonte: Schalm’s Veterinary Hematology (2010).
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Para 0 hemograma, ndo houve diferengas significativas para os parametros avaliados (p
> (0,05) (Tabela 4). Entretanto, no dia 28, os animais apresentaram reducédo significativa nos
valores de eosinofilos (p < 0,024) e para a interacdo dias x tratamento para eosindéfilos, a
menor contagem foi para o grupo emugel contendo jurema, C. vulgaris e dleo de copaiba
(EJOC) (Material suplementar, Tabela S4).

No presente estudo, os valores obtidos estavam de acordo com os limites de referéncia
para eosinofilos, valores menores podem indicar estresse, infecgdes agudas, uso de corticoides,
prenhés, lactacdo ou reacdes alérgicas graves. Em casos de mastite, a resposta imune tende a
priorizar a ativacdo de neutrdfilos, resultando em diminuicdo da contagem de eosinofilos
(Braun et al. 2021).

CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstram que os emulgéis apresentaram caracteristicas fisico-
quimicas projetadas, como estabilidade, bioadesividade e comportamento pseudopléstico,
tornando-as uma opcao promissora para aplicacdes terapéuticas. Além disso, a associacdo de
extratos naturais a terapia fotodindmica mostrou-se eficaz na reducdo de Staphylococcus
aureus, sem efeitos citotoxicos e com capacidade de rompimento de biofilmes, reforcando seu
potencial no combate a infeccbes bacterianas. No contexto da aplicagdo pds-dipping, o0s
achados indicam que as formulacdes testadas possuem desempenho semelhante ao iodo na
manutencdo da CCS e no controle de estafilococos, evidenciando seu potencial como
alternativa antisséptica para a prevencdo da mastite bovina. Assim, os resultados ressaltam as

opcdes do uso de estratégias naturais e inovadoras para o controle microbiano.
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IV - SUPLEMENTACAO COM NUCLEO MINERAL CONTENDO
MINERAIS QUELATADOS PARA PREVENCAO DA MASTITE

Mineral core supplementation containing chelated minerals for mastitis
prevention.

Artigo redigido conforme as normas da revista Acta Scientiarum Animal Sciences

Resumo: A mastite é uma inflamacdo na glandula maméria que afeta a producdo de leite,
sendo um problema significativo na producgdo leiteira. Este estudo avaliou a eficacia de um
nacleo mineral contendo minerais quelatados na ativagdo do sistema imunolégico, e melhoria
da qualidade do leite por meio da reducdo da contagem de células somaticas para prevencdo da
mastite em vacas leiteiras. Foram utilizadas oito vacas das racas Holandesa e Jersey, em um
delineamento cross-over de 28 dias, comparando-se 0s tratamentos: T1 nucleo mineral
contendo minerais quelatados e T2 nucleo mineral controle. N&o houve diferenca significativa
entre os tratamentos para contagem de células somaticas, contagem de aerobios mesofilos,
composicéo fisico-quimica do leite e hemograma entre os tratamentos (p > 0,05). No entanto,
a producdo de leite foi significativamente maior (p < 0,05) no grupo tratado com minerais
quelatados. Observou-se efeito do periodo para as varidveis de gordura (p < 0,015) e
condutividade elétrica (p < 0,023), bem como efeito dos dias para densidade (p < 0,049),
proteina (p < 0,046) e contagem de aerdbios mesoéfilos no leite aos 28 dias (p < 0,026). Com
relacdo ao hemograma, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos avaliados (p >
0,05). Porém, houve interacdo entre tratamento e periodo para as variaveis: plaquetas (p <
0,048), leucdcitos (p < 0,006), segmentados (p < 0,039) e basofilos (p < 0,013) e entre dia e
periodo para a variavel segmentados (p < 0,013). O suplemento mineral contendo minerais
quelatados aumentou a producdo de leite, porém ndo houve diferenca significativa para a
contagem de células somaticas e na ativacdo do sistema imune.

Palavras-chave: sistema imunoldgico; quelatos; qualidade de leite; contagem de células

somaticas.

Abstract: Mastitis which is mammary gland inflammation that affects milk production and is a
significant problem in dairy production. This study evaluated the effectiveness of a mineral
core containing chelated minerals in activating the immune system, improving milk quality

through reducing somatic cell counts for preventing mastitis in dairy cows. Eight Holstein and
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Jersey cows were used in a 28-day cross-over design, comparing the treatments: T1 mineral
core containing chelated minerals and T2 mineral core control. There were no significant
differences between treatments for somatic cell count, mesophilic aerobic count, physical-
chemical composition of milk and blood count between treatments (p > 0.05). However, milk
production was significantly higher (p < 0.05) in the group treated with chelated minerals. A
block effect was observed for the variables of fat (p < 0.015) and electrical conductivity (p <
0.023), as well as an effect of days for density (p < 0.049), protein (p < 0.046) and mesophilic
aerobic count in the milk at 28 days (p < 0.026). Regarding the blood count, there was no
significant difference between the evaluated treatments (p > 0.05). However, there was an
interaction between treatment and block for the variables: platelets/ul (p < 0.048),
leukocytes/ul (p < 0.006), segmented% (p < 0.039) and basophils% (p < 0.013) and between
day and block for the segmented variable (p < 0.013). The mineral supplement containing
chelated minerals increased milk production, but there were no significant differences in
somatic cell count and immune system activation.
Key words: immune system; chelates; milk quality; somatic cell count.
INTRODUCAO

A suplementacdo de minerais na dieta de vacas leiteiras desempenha um papel
fundamental na manutencdo da saude, no desempenho produtivo e na qualidade do leite.
Dentre as formas disponiveis, os minerais quelatados vém ganhando destaque devido a sua
maior biodisponibilidade e eficiéncia na absorcdo pelo organismo animal, melhorando a
assimilacdo e fortalecendo o sistema imunolégico, auxiliando na saude da glandula mamaria,
reduzindo a CCS e favorecendo a producdo de leite, visto que menores contagens de células
somaticas implicam em menor incidéncia de mastite clinica no rebanho e melhor qualidade do
leite (AAFCO, 2000). Diferente dos minerais inorganicos, os quelatados sdo ligados a
moléculas organicas, como aminoacidos ou proteinas, o que reduz a interferéncia de fatores

antag6nicos no trato digestivo e melhora sua utilizacdo metabdlica (Mottin et al., 2013).

Estudos indicam que a suplementacdo com minerais quelatados pode contribuir
significativamente para o fortalecimento do sistema imunoldgico das vacas leiteiras,
favorecendo a resposta inflamatoria e reduzindo a incidéncia de doengas como a mastite.
Como consequéncia, observa-se uma reducdo na contagem de células somaticas (CCS) no
leite, um parametro amplamente utilizado para avaliar a salde da glandula mamaria. Além

disso, a melhor absorcdo dos minerais esta associada a beneficios como aumento da producéo
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de leite, melhora na reproducdo e maior resisténcia ao estresse oxidativo (AAFCO, 2000;
Franco et al, 2018; Nasem, 2021).

Andrieu (2008) observou que a metionina de zinco organico aumentou a produgao de
leite e reduziu a CCS, contribuindo para a saude maméria. Banadaky et al. (2021) sugeriram
que minerais organicos tém maior efeito na producdo durante o pico de lactacdo em
comparacdo aos outros estagios. Diante disso, este estudo se propde a avaliar a eficacia de
nacleo mineral contendo minerais quelatados na dieta de vacas leiteiras visando avaliar seu
efeito sobre o status imunoldgico dos animais e reducdo de CCS do leite, diminuindo assim, a

incidéncia de mastite clinica e subclinica.

MATERIAIS E METODOS

Local de conducéo do experimento

O experimento foi conduzido na Fazenda Experimental de Iguatemi (FEI/UEM), da
Universidade Estadual de Maringd, localizada no distrito de Iguatemi, no Municipio de
Maringd — PR (23°21°S, 52°04’W, altitude de 564 m). A pesquisa foi realizada no setor de
Bovinocultura de Leite e no Centro Mesorregional de Exceléncia em Tecnologia de Leite
(CMETL). Todos os procedimentos experimentais receberam aprovacdo do Comité de Etica
no Uso de Animais em Experimentacdo (CEUA/UEM), sob o Protocolo n° 8566131123.

Ensaio in vivo em bovinos lactantes para prevencdo de mastite utilizando nucleo mineral
via racao

Foram utilizadas oito vacas das racas Holandesa e Jersey, com peso médio de 500 kg e
producdo média de 20 litros/dia, em diferentes fases de lactacdo, mantidas em pastagem (capim
estrela) e suplementadas com silagem de milho (30 kg/cab/dia) e concentrado de gréo de milho
(8 kg/cab/dia). O experimento foi realizado durante os meses de janeiro e fevereiro (época das
aguas). A dieta experimental continha, em percentual da MS 40 % de milho seco moido, 38 %

de farelo de soja e 17 % farelo de trigo.

Tabela 1. Composicdo quimica (% MS) da silagem de milho (SM), milho moido (MM), farelo
de trigo (FT), farelo de soja (FS), racdo convencional, nucleo mineral (C) e nicleo mineral

contendo minerais quelatados (T) para vacas em lactagéo

Componente Unidade SM MM FT FS Racéo C T

Matéria seca % 36,94 86,52 89,58 88,99 88,01 99,28 99,10
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(MS)

Matéria % da MS 3,96 1,27 5,92 6,76 3,93 88,58 86,58
mineral
(MM)

Matéria % da MS 96,04 98,73 94,08 93,24 96,07 11,42 13,42
organica
(MO)

Proteina % da MS 7,67 8,90 17,78 47,70 24,47 1,12 1,22
bruta (PB)

Extrato % da MS 3,19 4,52 3,48 2,93 1,86 0,51 0,34
etéreo (EE)

Fibra % da MS 39,74 17,12 42,53 20,56 19,51 - -
detergente

neutro

(FDN)

Fibra % da MS 22,06 4,90 14,27 11,18 8,20 - -
detergente
acido (FDA)

Energia Mcal/kg  4.515,48 4.47472 4.589,76 4.766,99 4.564,14 - -
bruta (EB) MS

Controle = calcario calcitico, palatabilizante de melaco e aromatizante de baunilha; Teste =
calcério calcitico, sultato de cobre, sulfato de zinco, selenito de sodio, selénio quelatado, cobre
quelatado, zinco orgénico, vitamina E, niacina (vitamina Bj;), palatabilizante flavonizante,

antioxidante (B.H.T.).

A analise da composic¢do mineral do ndcleo contendo minerais quelatados e do nucleo
controle foram realizadas a partir da obtencdo da matéria mineral (MM), ou cinzas. Para isso,
preparou-se uma solucdo mineral dissolvendo as cinzas do cadinho em uma solucdo de acido
cloridrico (HCI) na proporc¢édo 1:1, com o objetivo de solubilizar os minerais presentes. Apds o
preparo da solucdo, realizou-se a avaliagdo individual dos minerais, incluindo célcio, cobre e
zinco. Com base nas diluicdes da solucdo padréo, foi elaborada uma curva de calibracdo que
relacionou a concentracdo dos minerais com a absorbancia, conforme as recomendacfes de
Silva et al. (2002) e Detmann et al. (2012).

Ambos os nucleos foram homogeneizados em um balde com aproximadamente 200 g
de concentrado. Apls essa etapa, a mistura foi incorporada a silagem e o restante do
concentrado, que foi entdo fornecido aos animais. O nucleo mineral contendo minerais
quelatados e o nucleo controle ambos foram fornecidos no cocho na dose de 10g/cabeca/dia. A
dieta foi formulada para atender ou exceder as exigéncias nutricionais de vacas leiteiras com
producdo média de 20 kg/dia de leite (Nasem, 2021). O delineamento utilizado foi cross-over
sendo os tratamentos: T1 — ndcleo contendo minerais quelatados e T2 — ndcleo mineral

controle. Ambos os grupos utilizaram iodo como pés-dipping. O periodo experimental foi de
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28 dias por periodo, totalizando 63 dias, com sete dias de adaptagdo. O nlcleo contendo
minerais quelatados continha célcio (min-max) 180-225 g/kg, cobre 3000 mg/kg, selénio 75
mg/kg, zinco 4250 mg/kg, cobre quelatado 3000 mg/kg, selénio quelatado 75 mg/kg, zinco
organico 4250 mg/kg, niacina (vitamina B3) 500 mg/kg, vitamina E 2200 Ul/kg, O produto
denominado ndcleo controle continha calcario calcitico 2,69 g/cm?, palatabilizante de melago

0,2 % e aromatizante de baunilha 0,2 %.

Os animais foram ordenados mecanicamente duas vezes ao dia, sendo usado como pos-
dipping solucdo a base de iodo. Para mensuracdo da producéo leiteira houve o registro diario
da quantidade de leite obtida por animal em ambas as ordenhas da manh& (06h30 min) e tarde
(15h00 min).

Apos a ordenha, os animais eram mantidos em canzil, onde cada um possuia um espaco
individual para se alimentar. A dieta era fornecida a vontade, garantindo um fornecimento
adequado de nutrientes, e a 4gua estava sempre disponivel para consumo ad libitum. Além
disso, o ambiente contava com ventiladores para proporcionar conforto térmico, contribuindo
para 0 bem-estar dos animais e auxiliando na manutencdo da produtividade e saude do

rebanho.

Amostras de leite foram coletadas nos dias 0 e 28 para a contagem total de aerobios
mesoéfilos semeadas em Agar Plate Count (PCA), com incubacédo a 35 °C por 48 horas (Franco
e Landgraf). A CCS e as analises de composi¢édo fisico-quimica foram realizadas utilizando
aliquotas do galdo de ordenha apds homogeneizacdo. O leite foi mantido a 4 °C e analisado
imediatamente. As analises de CCS foram realizadas com 0 uso do equipamento Ekomilk Scan

- CapLab® e as de composicdo fisico-quimica com o Ekomilk Total - CapLab®.

Coleta de sangue dos animais para hemograma completo

As amostras de sangue foram coletadas apds a primeira ordenha da manha por puncgéo
da wveia jugular, utilizando agulhas descartaveis e tubos Vacuntainer® com EDTA. As
amostras foram mantidas em caixa térmica com gelo até o transporte ao laboratdrio particular,
onde, em até 24 horas, foi realizado 0 hemograma, incluindo contagem de hemaécias, volume
globular, hemoglobina, indices hematimétricos, contagem de leucdcitos e contagem diferencial

de leucacitos, conforme as recomendacdes de Viana et al. (2002).

Andlise estatistica
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Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e a diferenca
significativa entre as médias (p < 0,05) foi determinada por meio do teste de Tukey usando o
software SAS 9.3 (Statistical Analysis System Institute, Cary, NC).

RESULTADOS E DISCUSSOES
Em relagdo a andlise da composicdo mineral dos nucleos, os resultados obtidos para o
ncleo com minerais quelatados indicaram as seguintes concentracGes: 0,007813 ppm de
calcio, 0,001522 ppm de cobre e 0,001564 ppm de zinco. Por outro lado, para o nicleo
mineral controle, as concentracdes observadas foram 0,059981 ppm de célcio, 0,002740 ppm

de cobre e 0,003272 ppm de zinco.

N&o foram observadas diferencas significativas para CCS, contagem microbioldgica de
aerobios mesafilos e na composigéo fisico-quimica do leite entre os tratamentos (p > 0,05). No
entanto, houve diferenca significativa (p < 0,05) na producéo de leite (Tabela 1). Observou-se
efeito do periodo para as variacbes de gordura (p < 0,015) e condutividade elétrica (p <
0,023), bem como efeito dos dias para densidade (p < 0,049), proteina (p < 0,046) e contagem
de aerdébios mesofilos no leite (p < 0,026) (Tabela 1). Além disso, houve interacdo entre
tratamento e periodo para condutividade elétrica (p < 0,029) (Material Suplementar TS1),
assim como interacdo entre tratamento e dia para a variavel gordura (p < 0,022) (Material

Suplementar TS2).

Os valores de CCS ficaram abaixo da recomendacéo da IN 76 (5,70 logyo), sendo 5,27
log;o UFC/mL para os animais que receberam nucleo mineral quelatados e 5,47 log;o UFC/mL
para 0 grupo controle. A composicao fisico-quimica do leite também atendeu as normas da IN
77/2020 (Brasil, 2020), sem haver diferenca entre os tratamentos. A producdo de leite
aumentou significativamente com o uso de minerais quelatados, corroborando com Hackbart
et al. (2010) os quais observaram aumento na producdo de leite no pos-parto com
suplementacdo organica de zinco, cobre, manganés e cobalto. Banadaky et al. (2021) também
relataram resposta positiva na lactacdo de vacas holandesas primiparas suplementadas com
minerais gquelatados, especialmente durante o pico de lactacdo, evidenciando maior efeito dos

minerais organicos nesse estagio em comparacao a outros periodos.

Rabiee et al. (2010), verificaram ganhos de 0,93 kg/dia de leite, 0,04 kg/dia de gordura

e 0,03 kg/dia de proteina com minerais organicos (zinco, manganés e cobalto), contudo, a CCS
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do leite ndo apresentou reducgéo significativa, similar ao presente estudo. O zinco destaca-se na
nutricdo de bovinos leiteiros por contribuir para o aumento da producdo de leite e reducéo da
CCS, gracas ao seu papel em processos cataliticos, estruturais e reguladores. Este mineral é
essencial para a queratinizagdo e o metabolismo proteico, formando uma barreira de queratina
no canal do teto, que protege contra infeccbes (Andrieu, 2008). No estudo de Banadaky et al.
(2021), vacas suplementadas com zinco organico apresentaram menor contagem de células
sométicas (CCS) e maior teor de gordura no leite. No entanto, os resultados do presente
estudo diferem desses achados, uma vez que foi observada uma reducéo no teor de gordura e
um aumento na condutividade elétrica do leite entre os periodos, sem impacto na CCS. Esse
efeito pode estar relacionado ao papel essencial dos minerais na regulacdo do metabolismo e na
funcionalidade ruminal das vacas. Minerais como cobre e zinco atuam como cofatores de
diversas enzimas envolvidas no metabolismo lipidico. Quando fornecidos na forma de quelatos,
essas fontes organicas apresentam maior biodisponibilidade, aumentando a eficiéncia das
reacOes metabolicas. Isso pode influenciar a producdo de componentes do leite, como a
gordura, além de alterar parametros como a condutividade elétrica (Nasem, 2001; Nocek et
al., 2007).

Os valores de densidade do leite de vaca variam entre 1.028 e 1.035 g/mL, dependendo
de sua composicdo. A diminuicdo da densidade do leite observada, pode ser explicada pela
reducdo do teor de gordura, uma vez que a gordura possui menor densidade em comparacéo
aos outros componentes do leite. Além disso, outros fatores podem influenciar a densidade,
como variagdes nos teores de proteina e lactose, aléem da presenca de agua ou infecgdes, como
a mastite, os quais alteram a concentracdo de solidos no leite. Dessa forma, a reducdo da
densidade pode ser um indicativo de mudancas na composicdo do leite ou de possiveis

problemas de qualidade (Brasil, 2018).

O aumento da proteina no leite ap6s o fornecimento de minerais quelatados sugere que
0s minerais desempenham um papel importante na melhoria da sadde e nutri¢cdo das vacas. A
suplementacdo adequada de minerais tem sido associada a melhorias na saude geral dos
animais, o que pode impactar positivamente na sintese de proteinas no leite, como a caseina,
um dos principais indicadores da qualidade nutricional do leite. O fornecimento de minerais,
especialmente os quelatados, pode melhorar a absorcédo e utilizagcdo de nutrientes essenciais,

promovendo uma producéo de leite de melhor qualidade (Santos e Ipharraguerre, 2017).
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A diminuicdo na contagem de aerdbios mesofilos no leite aos 28 dias é um indicativo
positivo de melhoria na satde geral das vacas, resultando em uma menor carga microbiana no
leite. Minerais quelatados podem fortalecer o sistema imunoldgico das vacas, ajudando a
prevenir infeccdes bacterianas reduzindo a contagem de aerdbios mesofilos no leite. O
crescimento desses microrganismos também pode ser indicativo de problemas de higiene ou de
infeccBes, como a mastite. Sendo assim, essa diminui¢cdo na CBT pode indicar que o leite esta
mais higiénico e com menor contaminacao bacteriana. Além disso, pode ser um sinal de que a
suplementacdo de minerais quelatados promoveu uma melhora na salude imunoldgica das
vacas, resultando em menos infecgdes e melhor qualidade do leite produzido (Franco et al.,
2018; Nasem, 2021).

Observou-se interagédo significativa entre tratamento e periodo, sendo observado para
0s animais que receberam nucleo controle maior valor de condutividade elétrica (5,598%) no
periodo 1 (Material Suplementar TS1). Os valores de condutividade elétrica devem oscilar
entre 4,0 e 6,5 ms/cm (Nasem, 2021), valores elevados indicam alteragdes na saude do Utero,
sendo associados a mastite.

Na interacdo entre tratamento e dias de coleta, observou-se que o0s animais
suplementados com minerais quelatados apresentaram maiores teores de gordura no leite aos
28 dias, atingindo 4,410%. Esse resultado sugere que a suplementacdo com minerais
quelatados pode influenciar positivamente melhorando a digestibilidade da dieta. Essa elevacao
no teor de gordura pode estar relacionada a uma melhor eficiéncia nutricional, contribuindo
para a qualidade do leite e potencializando a rentabilidade da producdo lactea (Material

Suplementar TS2).

Tabela 2. Contagem de células somaticas, composicdo fisico-quimica e contagens

microbioldgicas do leite de vacas que receberam nacleo mineral via racao
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Composicio

Tratamento CCS (células/mL.) G ST D P co LOG10 Leite Prod_leite
Nucleo minerais 5,276% 3,5478 9,9792 1,023962 3,411° 5,5362 2,8332 14,982
quelatados
Ndcleo controle 5,4702 2,900? 9,859 1,021102 3,4052 5,4332 2,881 11,23v
Periodo
1 5,3822 4,0982 9,939 1,027992 3,585? 5,569? 3,122a 12,867
2 5,363% 2,349 9,899a 1,017072 3,2322 5,400 2,593a 13,367
Dia
1 5,3252 3,1792 9,593b 1,01692> 3,071 5,458a 3,328a 14,002
28 5,4202 3,268 10,245a 1,028142 3,7452 5,6122 2,386h 12,228
SD 0,3151 1,900 3,520 15,351 0,907 0,196 1,027 4,150

P-valor

Tratamento (A) 0,0946 0,3453 0,9849 0,6043 0,9846 0,1503 0,9049 0,0174*
Periodo (B) 0,8639 0,0156* 0,3296 0,0556 0,2828 0,0230* 0,1968 0,7363
Dia (C) 0,4051 0,8953 0,1608 0,0498* 0,0464* 0,4571 0,0266* 0,2382
Int. AXB 0,3126 0,4226 0,5525 0,3243 0,6526 0,0291* 0,4807 0,1046
Int. AXC 0,2065 0,0227* 0,3085 0,6786 0,8472 0,2910 0,9814 0,4027
Int. BXC 0,2837 0,8837 0,8518 0,2718 0,1407 0,0816 0,1044 0,6376
Int. AXBxC 0,3009 0,2828 0,8792 0,2727 0,8532 0,9574 0,3525 0,8266
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CCS = contagem de células sométicas; Logl0 Leite = contagem de aerdbios no leite; G =
gordura (%); ST = sélidos desengordurados; D = densidade (kg/L); P = proteina (%); CO =

condutividade (mS); Prod leite = producéo de leite/L.

Com relagcdo ao hemograma, ndo houve diferenga significativa (p > 0,05) entre os
tratamentos avaliados (Tabela 2). Porém, houve interacdo entre tratamento e periodo para as
variaveis: plaquetas/pul (p < 0,048), leucécitos/pl (p < 0,006), segmentados% (p < 0,039) e
baséfilos% (p < 0,013) (Material Suplementar TS3) e entre dia e periodo para a variavel

segmentados (p < 0,013) (Material Suplementar TS4).

Tabela 3. Andlise dos Parametros Hematoldgicos de vacas utilizando nicleo mineral via ragao



Hemograma
Tratamentos
HE HEMO \I—/|ECM'\,;AI\ CHCM RDW PLAQ LEU SEG LIN MON EOS BAS
Nucleo minerais 5,070? 7,556° 23,9872 44,6122 29,4252 13,4372 295,622 12,2502 35,9378 45,3122 0,687  11,375° 0,4372
quelatados
Nucleo controle 5,2662 7,9872 25,1562 47,9432 31,7252 14,6872 299,562 13,2502 40,125* 48,5002 0,875 10,1872 0,3122
Periodo
1 5,2872 7,7252 24,8682 47,2628 30,9812 14,3752 305,062 13,675*  40,375? 47,0008  0,500% 11,6252 0,500?
2 5,049? 7,188? 24,2752 45,2938 30,1682 13,7502 290,122 12,5318 35,6877 46,8122 1,0622¢  9,9372 0,2502
Dia
1 4,8462 7,006° 22,8372 44,4128 28,7182 13,5002 269,682 11,7312 38,1872 42,9378 0,625% 11,5622 0,4372
28 5,4902 8,537 26,3062 48,1432 32,4312 14,625? 325,502 14,4758 37,875? 50,8752 0,937¢ 10,0002 0,312
SD 1,270 1,942 6,055 9,908 5,547 2,677 111,62 6,250 16,830 18,747 1,035 8,088 0,661
Tratamento (A) 0,6651 0,5360 0,5902 0,3511 0,2524 0,1991 0,9214 0,4476 0,4884 0,6349 0,6133  0,6817 0,5979
Periodo (B) 0,6009 0,8926 0,7839 0,5793 0,6824 0,5153 0,7084 0,6095 0,4386 0,9777 0,1376  0,5607 0,2957
Dia (C) 0,1651 0,0354* 0,1182 0,2974 0,0705 0,2462 0,1701 0,2264 0,9586 0,2428 0,4019 0,5899 0,5979
Int. AXB 0,5858 0,3766 0,4366 0,4269 0,3981 0,4359 0,0484* 0,0063* 0,0398*  0,1081 0,0727  0,2949
0,0133*
Int. AXC 0,3711 0,3862 0,3580 0,4411 0,3582 0,3012 0,8644 0,6772 0,2310 0,1284 0,8659  0,2581 0,2957
Int. BXC 0,7569 0,6340 0,7184 0,3547 0,2731 0,5153 0,3246 0,7478 0,0131 0,3320 0,8659  0,2581 0,5979
Int. AXBxC 0,3916 0,4260 0,3790 0,3935 0,4085 0,4359 0,9189 0,4950 0,1258 0,9628 0,6133  0,3146 0,2957
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HE = eritrocitos; HEMO = hemoglobina; HEMA = hematdcitos; VCM = volume corpuscular medio; CHCM = concentracdo de hemoglobina

corpuscular média; RDW = largura de distribuicdo de hemécias; PLAQ = plaquetas; LEU = leucdcitos; SEG = segmentados; LIN = linfdcitos;
MON = mondfilos; EOS = eosindfilos; BAS = basofilos.

Os valores referéncia para bovinos leiteiros sdo: eritrocitos (5,00 a 10,00 milh/ul); hemoglobina (8,0 a 15,0 g/dL); hematdcitos (24 a 46%); VCM
(40 a 60 pg); CHCM (30 a 36%); plaquetas (100,000 a 800,000/ul); leucécitos (4,000 a 12,000/ul); neutréfilos segmentados (15% a 45%);

linfocitos (45 a 75); mondcitos (25 a 840/ul); eosinofilos (2 a 20); baséfilos (0 % a 2%). Fonte: Schalm’s Veterinary Hematology (2010).
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Observou-se que embora tenham sido constatadas maiores contagens de
leucdcitos para 0s animais que receberam minerais quelatados na dieta (17,837 cels/uL)
para 0s animais do periodo 2, excederam o valor referéncia que é de 4,000 a 12,000
células/pL (Material Suplementar TS3), o que poderia indicar ativacdo do sistema
imunoldgico devido a resposta contra patdgenos; as contagens para basofilos, outro tipo
de leucdcito relacionado & resposta alérgica e inflamatoria (Radkowska; Herbut, 2014)
os valores para esta variavel permaneceram de acordos com 0S parametros
recomendados 0 a 2 % (Material Suplementar TS3).

Foram constatados maiores valores para contagem de neutréfilos segmentados no
sangue dos animais do grupo minerais quelatados (44,750 %) para o periodo 1, porém
mantiveram-se no limite estabelecido (15 % a 45 %); (Schalm’s Veterinary Hematology,
2010). Niveis elevados de neutréfilos segmentados indicam resposta inflamatoria ou
infeccdo bacteriana, como observado em casos de mastite, onde os neutrofilos
desempenham papel essencial na defesa contra patogenos (Kirby et al., 2010). Para
basofilos, foi constatado maiores valores para o ndcleo mineral quelatado para o periodo
1 (0,875 %), porém mantendo-se no nivel recomendado 0 a 2 % (Schalm’s Veterinary
Hematology, 2010).

Para a interacdo entre dia X periodo na analise do sangue para a variavel
neutrofilos segmentados %, observou-se que no dia 1, houve diferenca significativa no
percentual de segmentados entre os periodos, indicando que no periodo 2 o valor foi
menor entre 0s periodos. Ja aos 28 dias, os valores mantiveram-se semelhantes,
mostrando que essa diferenca inicial ndo se manteve ao longo do tempo.

Enfermidades em ruminantes, como a mastite, podem causar alteracdes nos
globulos vermelhos e brancos, sendo o hemograma uma ferramenta (til para diagnéstico.
Taylor (2000) observou que, em animais com mastite clinica, houve aumento nos indices
leucocitarios e de neutrofilos, com elevagdes de 31 % e 41,5 %, respectivamente, em

comparagdo com animais saudaveis.

CONCLUSOES
A suplementacdo com minerais quelatados ndo resultou na redugdo de células
somaticas no leite. No entanto, observou-se um aumento na producdo de leiteira,

indicando um efeito positivo na eficiéncia produtiva dos animais. Desta forma, os
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minerais quelatados podem contribuir para a melhoria do desempenho produtivo, mas
seu impacto direto na satde da glandula mamaria e na reducdo das células somaticas

pode depender da adocédo de estratégias complementares de manejo e prevengao.
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CONSIDERACOES FINAIS

No agronegécio, as cadeias produtivas buscam investir continuamente na
melhoria da qualidade dos seus produtos para atender as exigéncias dos consumidores. A
cadeia do leite e seus derivados desempenham um papel essencial na alimentacéo global.
No entanto, a mastite bovina destaca-se como uma das doencas mais recorrentes e
preocupantes nas propriedades leiteiras, causando prejuizos na qualidade e producéo do
leite. Tradicionalmente, o seu tratamento baseia-se no uso de antibidticos, que podem
deixar residuos no leite, comprometendo a producéo de lacteos e representando riscos a
saude humana. Ademais, a utilizacdo continua de antibidticos tem contribuido para o
surgimento de cepas bacterianas resisténcia, configurando uma ameagca crescente a saude
publica e a sustentabilidade das propriedades leiteiras.

Nesse contexto, a substituicdo de tratamentos convencionais por alternativas
inovadoras, como a terapia fotodinamica (TFD) associada a extratos naturais,
demonstrou potencial antimicrobiano. Extratos como os de jurema-preta (Mimosa
tenuiflora), Oleo de copaiba (Copaifera martii) e Chlorella vulgaris possuem
propriedades antimicrobianas e anti-inflamatérias, e, quando combinados a TFD,
aumentam a eficacia do tratamento. Essa abordagem sinérgica reduz a dependéncia de
antibidticos, minimizando o risco de residuos quimicos no leite e contribuindo para uma

producdo mais segura e sustentavel.

Paralelamente, a suplementacdo com minerais quelatados também desempenha
um papel crucial na saude das vacas leiteiras, especialmente no manejo da mastite. A
busca por alternativas sustentaveis e eficazes para 0 manejo da mastite bovina, como o
uso da TFD associada a extratos naturais e a suplementacdo com minerais quelatados,
reflete uma abordagem integrada que combina salde animal, seguranca alimentar e
sustentabilidade. Essas praticas ndo apenas minimizam o uso de antibidticos, mas
também promovem a salde do rebanho, a qualidade do leite e a confianga dos

consumidores, fortalecendo a cadeia produtiva do leite de forma ética e inovadora.
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