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RESUMO

Com o objetivo de avaliar os efeitos da
utilizacdo de extratos vegetais na suplementagdo
de novilhas leiteiras, foi conduzido um
experimento com 12 novilhas Jersey, com idade
e peso médio de 8 meses e 112kg,
respectivamente. Os animais foram separados
em dois grupos, com 0 mesmo nudmero de
repeticbes, um chamado grupo-controle (sem a
adicdo de extratos vegetais) e um grupo-
tratamento (com a incluséo de 500 gramas de
extratos vegetais por tonelada de ragdo). Os
extratos vegetais utilizados foram uma mistura
comercial de alho, cebola, canela, cravo e
linhaga. Os animais receberam, diariamente,
divididos em duas refeicdes, 2kg de racdo, 3kg
de feno de alfafa e 10kg de aveia e azevém
fresco. Os parametros hematologicos avaliados
foram hemécias (10° unidades/L), hemoglobina
e proteina plasmatica (g/dL), hematdcrito (%),
leucécitos, linfécitos, neutréfilos e mondcitos
(unidades/L). Foram observadas diferengas
significantes na contagem de hemacias e
mondécitos, contagem de linfécitos e de
leucécitos. Os autores concluiram que 0s
extratos vegetais atuam nos parametros
hematoldgicos de novilhas leiteiras recebendo
esse suplemento.

Palavras-chave: gado leiteiro, hemécias,
leucdcitos, 6leos essenciais

SUMMARY

In order to evaluate the effects of herbal extracts
on supplementation of dairy heifers, an experiment
utilizing 12 Jersey’s heifers was conducted, with
age and weight of eight months old and 112 kg,
respectively. The animals were separated in two
groups, with same number of replications, a
control group (without addition of herbal extracts)
and a treatment group (with inclusion of 500
grams of herbal extracts per ton of ration). The
herbal extracts utilized were a mixture of garlic,
onion, cinnamon, clove and linseed. The animals
received, daily, two feeding, 2 kg of ration and,
approximately, 3kg of alfalfa hay and 10kg of
chopped fresh black oat and ryegrass. The
hematological parameters evaluated were red
blood cell count (10° units/L), hemoglobin and
plasmatic protein  (g/dL), hematocrit (%),
leukocytes, lymphocytes, neutrophils, and
monocytes (units/L). There were observed
significantly differences to red blood cell count
and monocytes count, lymphocytes count and
leukocytes count. It is concluded that herbal
extracts act above hematological parameters of
dairy heifers receiving this supplement.

keywords: dairy cattle, essential oils,
leukocytes, red blood cell
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INTRODUCAO

Durante muito tempo, o uso de extratos
vegetais se restringiu ao consumo
humano. Nos dltimos anos, o
desenvolvimento de novos conceitos,
como a producéo limpa e a demanda por
parte dos consumidores de produtos livres
de antibidticos e outras substancias
potencialmente  perigosas a salde
humana, acarretou 0 uso desses extratos
na alimentacdo animal (DEDL &
ELSSENWENGER, 2001). O uso dos
extratos vegetais estd associado as
propriedades benéficas quanto ao seu uso,
cuja acdo influencia positivamente o
estado metabdlico e fisiologico dos
animais que consomem esses compostos,
em comparacdo a animais controle
(ZHOU et al., 2004).

Existem varios compostos quimicos
presentes nos extratos vegetais, tais como
Oleos essenciais, saponinas, substancias
picantes e amargas, mucilagens e
flavonoides, variando de acordo com a
forma e a quantidade presente a partir das
plantas de que sdo extraidos (BURT,
2004). E importante salientar que esses
compostos  quimicos  podem  atuar
isolados ou de forma sinérgica, porem o
uso na forma de mistura com diferentes
extratos vegetais se mostra mais eficiente
e possivel de ser utilizado em baixas
dosagens (BURT, 2004).

Os efeitos dos extratos vegetais nos
parametros hematoldgicos sdo muito bem
determinados em humanos e animais
experimentais de laboratério (FREMONT
et al., 1998; ASAI et al., 1999; BIRGEL
JUNIOR et al., 2001; ASGARY et al.
2003), em que os autores demostraram
que 0s compostos quimicos encontrados
nos extratos vegetais, principalmente
Oleos essenciais e flavonoides, causam
estimulo ao sistema imune e atuam como
antioxidantes na membrana plasmatica
das células de defesa, protegendo-as do
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ataque dos radicais livres (BEECHER,
2003; QIAN et al., 2004). Contudo, em
ruminantes, o uso de extratos vegetais
esta restringido a avaliacGes sobre o efeito
dos seus compostos nos padroes de
fermentacdo ruminal e no equilibrio da
flora ruminal (MOLERO et al., 2004;
NEWBOLD et al., 2004), praticamente
ndo havendo estudos sobre a atuagdo
desses compostos sobre o sistema imune
ou nos parametros hematoldgicos de
ruminantes, em que seria interessante
haver uma situacéo positiva,
principalmente nas fases de gestacdo e
lactacdo.

O objetivo deste trabalho foi avaliar e
analisar os pardmetros hematoldgicos, tais
como contagem de hemacias,
hemoglobina,  hematdcrito,  proteina
plasmatica, contagem de leucdcitos e seus
componentes em novilhas leiteiras
suplementadas, ou ndo, com mistura de
diferentes extratos vegetais.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na Granja
Boapaba, Silveira Martins, Brasil, de 06
de julho até 31 de agosto de 2004. Essa
propriedade se localiza em 29° 37" S 53°
30" W, com altitude de 480 metros e
clima subtropical Umido, conforme a
classificacdo de Strahler (AYOADE,
1983). A temperatura média e a umidade
relativa do ar média no periodo foram de
22,4°C e 65%, respectivamente.

Utilizou-se, no experimento, 12 novilhas,
da raca Jersey, com peso medio de 112kg
e idade média de oito meses. Os animais
experimentais foram escolhidos de uma
populagdo com 60 animais, com a mesma
idade média. Os animais, depois de
escolhidos, receberam ivermectina a 1%,
com a dose de 1ml para cada 50kg de
peso vivo e foram divididos em dois
grupos com seis animais, cada,
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denominados grupo-controle (sem a
adicdo de extratos vegetais) e o grupo-
tratamento (com a adicdo de extratos
vegetais). Os extratos vegetais foram
oferecidos na forma de mistura comercial
de 6leos essenciais, substancias picantes,
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flavonoides e mucilagens (Tabela 1).
Neste  experimento, foi  utilizado
1grama/animal/ dia da mistura de extratos
vegetais, 0 que significava a adicdo de
500 gramas da mistura de extratos
vegetais por tonelada de racéo.

Tabela 1. Composigédo da mistura de extratos vegetais utilizados no experimento

Ingredientes

Extrato de alho

Extrato de cebola
Linhaca

Oleo essencial de canela
Oleo essencial de cravo

Veiculo
Dados oferecidos pelo fabricante.

O periodo experimental foi dividido entre
um periodo de adaptacéo de 15 dias e um
periodo de coleta de dados de 42 dias. A
dieta consistia na oferta de dois
quilogramas de racdo/animal/dia, trés
quilogramas de feno de alfafa, dez
quilogramas de aveia preta e azevém
fresco picado, sempre dividido em duas
refeicoes ao dia, as 07h30min e as
16h30min (Tabela 2). As analises
bromatologicas foram realizadas
conforme as metodologias descritas pela
AOAC (AOAC, 1984).

Foram considerados, para efeito de
avaliacdo, 0s seguintes parametros
hematoldgicos: contagem de hemacias
(10° unidades/L), hemoglobina (g/dL),
hematocrito (%), proteina plasmética
(g/dL), contagem de leucdcitos
(unidades/L), contagem de neutrofilos
(unidades/L), contagem de linfocitos
(unidades/L) e de monacitos
(unidades/L). A coleta das amostras de

Valores
2,00% (min.)
7,00% (min.)
15,00% (min.)
3,50% (min.)
8,50% (min.)
64,00% (max.)

sangue foi realizada em intervalos de 21
dias, nas datas de 20 de julho, 10 de
agosto e 31 de agosto de 2004.

O procedimento para coleta do sangue foi
0 seguinte: os animais foram confinados
em um curral antes da refeicdo da manha,
nos dias programados para a coleta do
sangue, e contidos em tronco apertador.
Como recipiente para 0 armazenamento
da amostra de sangue, foi utilizado tubo
Vaccumtainer®, com capacidade de vacuo
de 5 ml de sangue, utilizando-se heparina
sodica como anticoagulante. A amostra
de sangue era coletada da veia caudal,
entre a 2° e 3° vertebra da cauda, com o
proposito de evitar uma tensdo
desnecessaria. Uma vez coletado, o tubo
era guardado em uma caixa isotérmica
com gelo e enviado ao Laboratério
Clinico do Hospital Veterinario da
Universidade Federal de Santa Maria, no
maximo, uma hora depois de haver sido
feita a coleta do sangue.
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Tabela 2. Composicdo quimica da racdo comercial, feno de alfafa e aveia preta e
azevém fresco picado utilizado no experimento

Item Racdo comercial
Matéria seca (%) 88,76
Proteina bruta (%) 13,69
FDN (%) 10,25
FDA (%) 2,69
Célcio (%) 0,90
Fésforo (%) 0,41

Aveia e azevém
Feno de alfafa

fresco

86,90 17,18
15,91 14,01
42,51 35,41
33,57 19,88
1,14 1,09
0,14 0,29

FDN = fibra em detergente neutro, FDA = fibra em detergente acido.

Valores expressos com base na matéria seca.

A contagem de hemécias e de leucdcitos
era realizada em Camara de Neubauer, e
a diferenciacdo dos leucocitos deu-se
mediante a técnica de esfregaco
sanguineo com uso de corante (JAIN,
1986). A determinacdo do nivel de
hemoglobina se fez pelo método de
determinacdo da cianometahemoglobina,
e a determinacdo da porcentagem de
hematocrito era feita pelo método do
micro-hematdcrito.

O desenho experimental utilizado foi o
inteiramente causalizado, com dois
tratamentos e seis repeticbes. Os
dados foram submetidos a Andlise de
Variancia (ANOVA), e as médias
foram comparadas pelo Teste F para
os valores gerais e pelo Teste de
Tukey para a comparagdo entre 0S
periodos. Para o Teste F, foram
aceitos valores de P a 10%. A analise
estatistica foi realizada com o uso do
pacote estatistico SAS for Windows
V8 (SAS INSTITUTE, 1999).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados apresentam  diferencas
significativas na contagem de hemécias e
mondcitos e altamente significativa para
os valores de leucdcitos e linfdcitos entre
0s grupos. Outros pardmetros, como
hemoglobina, hematdcrito e a proteina
plasmatica, ndo apresentaram diferenca
significativa, bem como os valores para
neutrofilos. E importante verificar que
ndo ocorre nenhuma diferenca estatistica
para os valores de neutrdfilos, porém o
valor numérico para esse parametro €
maior para O grupo-tratamento em
comparacdo ao grupo-controle, bem
como o desvio padrdo verificado, com o
valor numérico similar & média contraria
(Tabela 3).

N&o houve diferencas entre os periodos
para a contagem de hemécias e
mondcitos, porém, a contagem de

leucdcitos e  linfocitos  aumentou
linearmente para 0 grupo- tratamento,
sendo encontradas diferencas

significativas (Figuras 1, 2, 3 e 4).
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Tabela 3. Avaliacdo hematoldgica de novilhas leiteiras suplementadas ou ndo com extratos vegetais

Item

Hemacias (10°u/ L)

Hemoglobina (g/ dL)

Hematdcrito (%)

Proteina plasmatica (g/ dL)
Leucdcitos (u/ L)

Neutrofilos (u /L)

Linfocitos (u /L)

Mondcitos (u /L)

* (P <0,10) ** (P < 0,05) *** (P <0,01)
Fonte: National Institute of Health, 2003.

Padréo’
5a10
8al5

24 a 46

5a9
4000 a 12000
1700 a 6000
1800 a 8100

100 a 700

Controle (Média = DP)

4,78 +0,6165
8,86"° £0,8222
27N +2,05
7,75 +0,2949
111807 + 1912
1617V + 901
9068~ + 1592

223"+ 165

CV(%)
7,95
7,62

15,56
11,22
32,69
50,20
27,94

12,20

http://www.rbspa.ufba.br

Tratamento ( Média + DP)

5,57 + 0,6280
9,28"°+ 0,7889
28N+ 1,61
7,77N°+0,2434
147757 + 1913
2865"° + 2645
12068 + 1860

537" + 327

CV(%)
7,08
6,70
9,25
5,92

24,76
24,41
28,66

19,91
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6,192

5,493

4,432

Hemacias (milhdes unidades /L)

1 2 3
Periodos O Controle
B Tratamento
*P\Mostram diferenca entre os periodos no mesmo tratamento (P< 0,05)

Figural. Valores e evolucdo de hemadcias nos periodos em novilhas
leiteiras suplementadas ou ndo com extratos vegetais

18000 -
16600*

16000 7 14850

14000 7 12875°

117332
12000 1 - 110832

10000

8000 +

Leucbeitos (u/ L)

6000

4000 ~

2000 4

1 2 3

Periodos

O Controle
B Tratamento

PMostram diferenca entre os periodos no mesmo tratamento (P< 0,05)

Figura 2. Valores e evolucdo de leucocitos nos periodos em novilhas
leiteiras suplementadas ou ndo com extratos vegetais
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Linfacitos (u' L)

Mondcitos (uf L)

16000

14000

12000

10000

8000

6000

4000

2000

12107

10224k

gg19°® 8601°
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138742

96962

1 2

Periodos

O Controle

B Tratamento

*P\Mostram diferenca entre os periodos no mesmo tratamento (P< 0,05)

Figura 3. Valores e evolucdo de linfécitos nos periodos em novilhas
leiteiras suplementadas ou ndo com extratos vegetais

400 -

300 4

200

100

1532

662"

290%

1 2

Periodos

O Controle

B Tratamento

PMostram as diferencas entre os periodos no mesmo tratamento (P< 0,05)

Figura 4. Valores e evolucdo de mondcitos nos periodos em novilhas
leiteiras suplementadas ou ndo com extratos vegetais

923



Rev. Bras. Saude Prod. An., v.10, n.4, p.917-928 out/dez, 2009

ISSN 1519 9940

Os dados obtidos neste experimento
confirmam a teoria proposta por diversos
autores (ANIM-NYAME et al., 2004;
BURT, 2004; DURAK et al., 2004) de
gue 0s compostos quimicos encontrados
nos extratos vegetais influenciam a
configuracdo dos elementos do sangue
quando oferecidos aos animais.

A baixa probabilidade (P<0,10) para a
contagem de hemacias ndo passa de uma
alta viabilidade de hemécias naqueles
animais que receberam 0s extratos
vegetais na dieta. Esse fato se explica nas
observacOes de Asgary et al. (2003) que
verificou uma relativa, porém ndo
significativa, protecdo nas hemécias de
ratos contra o dano oxidativo quando
foram utilizados 6leos essenciais. Em um
estudo experimental, com alicina isolada,
Birgel Junior et al. (2001) obtiveram uma
alta protecdo da membrana das hemaécias
quando induziram o processo de
peroxidacdo lipidica em laboratorio.
Contudo, os autores identificaram uma
interacdo entre a alicina e a enzima
glutationa-peroxidase  na  atmosfera
intracelular da hemécia avaliada. E
importante recordar, segundo Cohen
(1979), que todas as organelas presentes
no plasma sanguineo contendo ferro sdo
extremamente suscetiveis ao processo de
oxidagdo, devido a alta reatividade desse
mineral.

Os flavonoides e as substéncias picantes
presentes nos extratos vegetais usados na
suplementacdo das novilhas leiteiras
também podem influir na alta viabilidade
das hemécias. Sengupta et al. (2004),
usando fistina e lecitina, duas substancias
com presenca de flavonoides, em
hemacias submetidas a  processo
oxidativo por DPPH e a temperaturas
altas, verificaram queda entre 30 e 40%
na destruicdo das hemécias oxidadas.
Esses valores foram similares aos obtidos
em um experimento conduzido por Asai
et al. (1999), com hemécias do tecido
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hepético de ratos, em que verificaram um
decréscimo de 25 a 35% na inviabilidade
dessas células, em comparacéo as células-
controle. Frémont et al. (1998), usando
flavonoides na dieta de animais e
humanos, observaram experimentalmente
(P<0,00001) uma reducdo na oxidacao
dos acidos graxos polinsaturados. Frei &
Higdon (2003), por meio de uma mistura
purificada de flavonoides do cha verde,
encontraram uma diminuicdo  dos
metabdlitos reativos do oxigénio nos
leuctcitos e uma grande recuperacdo das
enzimas glutationa-peroxidase e catalase,
0 que representa alta protecdo e
viabilidade da membrana das células de
defesa, indiretamente avaliadas neste
experimento.

Os valores observados para 0s leucdcitos,
linfécitos e mondcitos eram esperados
devido a dois fatores essenciais: a
protecdo conferida pelos compostos
quimicos presentes nos extratos vegetais
contra 0 processo de oxidacdo que
normalmente ocorre nas células de defesa
dos organismos pelo efeito da fagocitose
e producao de perdxido de hidrogénio e o
radical hidroxila (ROSS & WEENING,
1979); o efeito de imunoestimulacdo
decorrente da liberacdo aromatica do uso
de Oleos essenciais na dieta dos animais
(ALEXANDER, 2002; FUJIWARA et
al., 2002). Em um experimento com
cobaias de laboratério, Gladine et al.
(2007) também verificaram a protecao
que os flavonoides de quatro diferentes
espécies vegetais conferiram as células do
sistema imune contra as espécies reativas
ao oxigénio.

O processo de fagocitose e a produgdo de
metabdlitos reativos ao oxigénio levam a
destruicdo das células de defesa dos
organismos  superiores (ROSS &
WEENING, 1979; MILLER et al., 1993).
O uso de antioxidantes, a exemplo do
selénio (ERSKINE et al., 1989) ou da
vitamina E (ATWAL et al., 1991), como
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protetor celular estdo em uso corrente na
formulacdo de dietas para animais de
producéo. Para os extratos vegetais, Kyo
(1999) relaciona os Gleos essenciais que
provém do alho com a protecéo celular,
principalmente das células de defesa, bem
como Surh  (2002) descreve as
propriedades antioxidantes dos &leos
essenciais do género Capsicum na
membrana lipidica. Kang et al. (2001),
quando usaram concentragdes de alicina
de 1, 10 e 100ng/mg de sangue de rato,
observaram aumentos significativos do
poder fagocitario das células de defesa, o
que eleva sua viabilidade.

Por intermédio de um extrato obtido de
algas (Tasco-Forage®) em uma pastagem
de Festuca arundinacea, Saker et al.
(2001) encontraram uma  resposta
significativa na producdo de mondcitos
em tourinhos suplementados com esse
extrato e, quando os tourinhos se
sujeitaram a um desafio sanitario, a
resposta imune aumentou linearmente.
Para a imunoestimulagéo, que se refletiu
nos altos niveis de células de defesa dos
animais do grupo-tratamento, 0 processo
se explica pela acdo direta das fragrancias
originadas pelos Oleos essenciais no
cortex cerebral e hipotdlamo, conduzindo
a liberagdo de horménios hipotaldmicos e
hipofisarios, responsaveis pela sensacao
de bem-estar nos organismos superiores,
o0 que influencia na reducéo de processos
de formagdo dos metabdlitos reativos do
oxigénio e permite uma alta viabilidade
das células de defesa (SLATER, 1979;
OLSZEWER, 1995).

Em um experimento com ratos, Fujiwara
et al. (2002) trabalharam com um grupo-
controle e um grupo sofrendo de tenséo,
submetidos ao aroma de limao, alecrim,
uma combinacdo citrica e aromas de
lavanda, obtendo-se uma resposta imune
superior 5, 8, 9 e 12%, respectivamente,
nos animais que nao sofreram stress, que
evidencia a agdo imunoestimulante dos
Oleos essenciais. A comprovacao de que
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0s Oleos essenciais tém uma acao direta
no cortex cerebral é baseada na
investigacdo realizada por Shibata (1991),
em que ratos foram expostos a diferentes
fragrancias de Gleos essenciais, obtendo-
se respostas positivas do sistema imune.
O mesmo, contudo, ndo ocorreu quando
esses animais experimentais tiveram a
cavidade nasal anestesiada e foram
submetidos as mesmas fragrancias.
Alexander (2002) também relaciona um
aumento das células de defesa em ratos e
humanos as fragrancias citricas e de
canela, que  apresentaram  baixa
viabilidade com tempo de exposi¢do
curto (12 horas a 2 dias) e alta viabilidade
quando o tempo de exposi¢édo tinha uma
duracdo maior (mais de dois dias).
Mesmo que os neutréfilos ndo
apresentem diferenca significativa entre
os tratamentos (P = 0,2996), eles devem
ser considerados pelo alto desvio padrdo
encontrado no grupo-tratamento (2645
unidades/L). Isso pode significar um
aumento progressivo na viabilidade
desses elementos sanguineos, bem como
um sistema eficaz de protecdo da
membrana dessas células, conferida pelos
Oleos essenciais e flavonoides contra a
oxidagdo (SEGAL & ALLISON, 1979;
BIRGEL JUNIOR et al, 2001
PEIXOTO et al., 2002).

O uso de extratos vegetais, em mistura, na
dieta de novilhas leiteiras, provoca um
aumento na contagem de parametros
hematoldgicos, como hemacias,
leucdcitos, linfocitos e mondcitos. Nas
células de defesa, o aumento ocorre de
forma linear com o tempo de uso do
aditivo fitogénico na dieta de novilhas
leiteiras. S0  necessarios  estudos,
principalmente avaliando status
antioxidante de novilhas suplementadas
com extratos vegetais para corroborar a
alta viabilidade de leucocitos, linfécitos e
mondcitos  suplementados com tais
aditivos.
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