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RESUMO 

 

A microbiota ruminal desempenha papel crucial na saúde e no 

desempenho dos ovinos, influenciando a digestão de alimentos e a absorção de 

nutrientes. O óxido de zinco (ZnO) é frequentemente utilizado como suplemento 

nutricional para suprir às exigências nutricionais de zinco (Zn) promovendo o 

desenvolvimento e manutenção da saúde do animal. No entanto, a utilização de 

nanopartículas de óxido de zinco tem recebido crescente atenção devido às suas 

propriedades únicas e potenciais benefícios. 

Será realizado experimento utilizando 33 ovelhas suplementadas com 

nano-ZnO, micro-ZnO e um grupo controle (placebo). A dieta dos animais será 

baseada em 40% concentrado (milho, farelo de soja e farelo de algodão), além 

de 60% de feno Tifiton (Cynodon sp), ao desmame com 60 dias de lactação 

serão coletadas amostras de conteúdo ruminal para análise de microrganismos 

utilizando a técnica de PCR Quantitativo em Tempo Real. Imediatamente a 

coleta do conteúdo ruminal será feita mensuração de pH e congelamento de 

duas alíquotas em nitrogênio líquido, uma para análise de qt-pcr e outra para 

determinação de ácidos graxos de cadeia curta. Uma terceira alíquota será 

mantida a temperatura ambiente para contagem dos protozoários com uso de 

conservante. 

Os resultados obtidos poderão subsidiar novos conhecimentos sobre os 

efeitos da suplementação de nanopartículas de ZnO na microbiota ruminal de 

ovinos.  
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1. INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

 

O rúmen, o primeiro compartimento do estômago dos ruminantes, 

desempenha papel central na digestão de alimentos fibrosos, fornecendo 

condições adequadas para a fermentação microbiana. Este processo ocorre 

devido a presença de uma comunidade complexa de microrganismos composta 

por bactérias, protozoários, fungos, arqueias e vírus. A microbiota ruminal é 

altamente especializada na degradação de materiais vegetais complexos, 

convertendo-os em nutrientes absorvíveis pelo hospedeiro.  

A composição e a atividade da microbiota ruminal são influenciadas por 

uma variedade de fatores, incluindo dieta, idade, genética e ambiente. 

Alterações na microbiota ruminal podem ter efeitos significativos na saúde e no 

desempenho dos ovinos, afetando a eficiência da digestão, a absorção de 

nutrientes e a produção de metabólitos importantes, como ácidos graxos de 

cadeia curta e vitaminas do complexo B.  

A integração de dados ômicos microbianos em modelos matemáticos do 

microbioma ruminal pode produzir novas ferramentas com maior precisão da 

função ruminal, juntamente com as potenciais aplicações destes modelos 

envolvendo inteligência artificial, incluindo estratégias de manipulação 

microbiana com a finalidade de melhorar a eficiência alimentar e mitigar as 

emissões do sector ruminante (Muñoz-Tamayo et al., 2022). Claramente há 

muito o que ser investigado, principalmente por conta de uma diversidade de 

microrganismos que estão ativos na microbiota do rúmen.  

O microbioma gastrintestinal tem sido considerado como o “quinto órgão” 

por apresentar papel crucial no processamento de sinais e estímulos do 

ambiente ao hospedeiro (Dietert e Silbergeld, 2015). A colonização microbiana 

do rúmen é um processo complexo e ocorre simultaneamente com o 

desenvolvimento do animal e a maturação do sistema imunitário do hospedeiro 

(Marchesi et al., 2015). Os microrganismos ruminais são responsáveis pela 

conversão da energia armazenada na biomassa vegetal em ácidos graxos de 

cadeia curta, que são posteriormente metabolizados e absorvidos pelo animal 

(Romagnoli et al. 2017). Considerando as numerosas e complexas interações 



entre o microbioma e o hospedeiro, esforços tem ocorrido na caracterização e 

função do microbioma gastrintestinal. 

A saúde e desempenho produtivo dos ovinos são fatores consideráveis 

influenciados pela composição e atividade da microbiota ruminal. O objetivo pelo 

qual se busca a manipulação do processo de fermentação ruminal é melhorar o 

desempenho animal por meio da dieta, sendo este foco de pesquisas com várias 

espécies. (Santos, 2018).  A suplementação dietética com minerais é um dos 

inúmeros fatores cuja capacidade de influenciar a composição da comunidade 

microbiana foi examinada em detalhes; o interesse reside na possibilidade de os 

minerais servirem como moduladores dos processos de fermentação no rúmen. 

Os sais de zinco são normalmente adicionados aos alimentos para 

animais devido à sua atividade antimicrobiana, reduzindo as infecções e 

melhorando o crescimento dos animais. Em termos de suplementação animal, o 

óxido de zinco é frequentemente utilizado como uma fonte de zinco na dieta 

devido à sua estabilidade e biodisponibilidade controlada. Quando consumido 

pelos animais, o óxido de zinco pode ser solubilizado gradualmente no trato 

gastrintestinal, liberando íons Zn²⁺ para serem absorvidos pelo organismo. Isso 

permite uma absorção mais controlada e eficiente do zinco em comparação com 

outras formas menos estáveis. 

 Tradicionalmente, a suplementação de Zn tem sido realizada utilizando 

compostos convencionais, como o ZnO micrométrico.  No entanto, avanços 

recentes na tecnologia de nanopartículas oferecem uma abordagem inovadora 

para a suplementação mineral, com potenciais vantagens em termos de 

biodisponibilidade e eficácia. É fisiologicamente relevante estudar as alterações 

do microbioma intestinal após a exposição ao Nano-ZnO (Zhu et al., 2022). Óxido 

de zinco adicionado a dietas para suínos tem sido eficaz na redução da diarreia 

pós-desmame (Mazaheri Nezhad Fard et al., 2011; Vahjen et al., 2015). É um 

mineral essencial com importantes funções fisiológicas em animais ruminantes, 

incluindo ovinos. 

A incorporação do zinco na dieta pode ser na forma de sais inorgânicos, 

como o ZnO e o sulfato de Zn (ZnSO4), e de quelatos orgânicos, como o 

propionato de Zn e o acetato de Zn. No entanto, a utilização de quelatos 

orgânicos de Zn em dietas para animais é limitada devido ao seu custo mais 

elevado (Kiefer, 2014). Além disso, níveis mais elevados de Zn excretados por 



animais suplementados também suscitaram preocupações relacionadas com a 

poluição ambiental (Feng et al., 2010). 

O período de lactação é quando as ovelhas têm suas exigências 

nutricionais aumentadas, e as fêmeas geralmente sofrem declínio no peso e 

condição corporal devido a um estado fisiológico conhecido como balanço 

energético negativo (Manzoni et al., 2017). Esta fase é, talvez, a mais importante 

para as fêmeas ovinas, não apenas pelo desequilíbrio metabólico, mas por toda 

a influência que essa fase exerce sobre o sucesso reprodutivo, por isso a 

relevância em termos de manejo nutricional, podendo influenciar diretamente na 

condição das crias e na produção dos cordeiros. 

O conhecimento gerado por este estudo poderá contribuir 

significativamente para o entendimento dos mecanismos subjacentes aos efeitos 

da suplementação de nanopartículas de Zn sobre a microbiota ruminal e, 

consequentemente, para o desenvolvimento de estratégias nutricionais mais 

eficazes para a melhoria da saúde e do desempenho produtivo de ovinos. 

 

2. OBJETIVOS 

 

Avaliar os efeitos da suplementação de nanopartículas de óxido de zinco 

na microbiota ruminal em ovelhas ao desmame. 

 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

Todos os procedimentos com os animais a serem utilizados neste 

experimento foram aprovados pela Comissão de Utilização de Animais do CENA 

(processo número 001/2021). O experimento será conduzido no biotério do 

Laboratório de Nutrição Animal (LANA) do Centro de Energia Nuclear na 

Agricultura da Universidade de São Paulo (CENA/USP), em Piracicaba – SP, 

Brasil. 

Trinta e três ovelhas multíparas da raça Santa Inês após ao desmame 

serão divididas em três tratamentos: Um grupo (n=11) sem suplementação de 

Zn (controle = CO), segundo grupo (n=11) com ZnO micrométrico (Zn), terceiro 

grupo (n=11) com Zn-NP (NP). As ovelhas receberão suplementação de 300 mg 

de ZnO/animal/dia. Serão fornecidos água de forma irrestrita e a dieta dos 



animais será baseada em 40% concentrado (milho, farelo de soja e farelo de 

algodão), além de 60% de feno Tifiton (Cynodon sp), incluindo os momentos em 

que os animais serão direcionados as pastagens. Sessenta dias após o parto 

(desmame) serão coletadas amostras de conteúdo ruminal das ovelhas por 

sonda esofágica, após quatro horas da oferta do concentrado. No momento da 

coleta do conteúdo ruminal será medido pH, e separadas alíquotas para 

contagem de protozoários, determinação dos ácidos graxos de cadeia curta e qt-

PCR, que serão congeladas imediatamente em nitrogênio líquido e 

posteriormente armazenado em ultra-freezer -80°C até sua análise, com 

exceção para a contagem de protozoários que serão preservados por uma 

solução de M.F.S. 

 

3.1. Análise da dieta 

 

A dieta das ovelhas será composta por pastagem (Panicum maximum), 

feno de Tifiton (Cynodon sp) e concentrado (70% de milho, 15% farelo de soja e 

15% de farelo de algodão). Será utilizada a metodologia descrita pela 

Association of Official Analytical chemists – AOAC (Helrich, 1990) para 

determinação da matéria seca (MS), da matéria mineral (MM), da matéria 

orgânica (MO), do extrato etéreo (EE) e da proteína bruta (PB); da fibra em 

detergente neutro (FDN) e da fibra em detergente ácido (FDA). 

 

3.2. Extração de DNA 

 

Para as análises moleculares serão selecionados os melhores animais. 

As amostras de conteúdo ruminal serão descongeladas à temperatura ambiente 

e 200 µL de subamostra serão usados para isolar DNA total usando o QIAamp 

DNA Stool Mini Kit comercial (Qiagen, Valencia, EUA) com uma etapa de 

incubação adicional inicial a 95 ° C por 6 min para maximizar a lise microbiana. 

As demais etapas serão realizadas de acordo com as instruções do fabricante. 

A qualidade e integridade do DNA serão avaliadas por eletroforese em gel de 

agarose a 0,8% e espectrofotômetro 4 Nanodrop 8000 (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, EUA). O fluorômetro Qubit 2.0 (Invitrogen, Carlsbad, EUA) será 

utilizado para medir a quantidade de DNA. 



 

3.3. Real time PCR (qPCR) 

 

As análises de PCR quantitativo (qPCR) serão realizadas utilizando o 

equipamento QuantStudio5 Real-Time PCR system (Applied Biosystems, Foster 

City, USA). Primers gene específico de 16S rRNA serão utilizados para 

quantificar o número de cópias de: Baterias totais, Fibrobacter succinogenes, 

Ruminococcus flavefaciens, Ruminoccocus albus, Clostridium sp, Prevotella 

ruminicola, Ruminobacter amilophylum, Selenomonas ruminantium e 18S rRNA 

para Protozoários e Fungos totais. Todas as reações serão efetuadas em 

triplicata, utilizando 5μL de SYBR Green ROX qPCR Master Mix (Thermo 

Scientific, Waltham, EUA), 1μL de DNA (10 ng), 5pmol de cada primer e água 

até um volume total de 10 μL por reação. As curvas padrão de DNA serão 

geradas por diluição seriada de 102 a 108 cópias μL-1. O número de cópias de 

genes será expresso como números de cópias logarítmicas de genes por 10 ng 

de DNA. 

 

3.4. Delineamento experimental e análise estatística 

 

Será utilizado experimento inteiramente ao acaso com 3 tratamentos e 11 

repetições (ovelhas) por tratamento. Os dados obtidos por meio da técnica de 

qPCR serão analisados no qPCR QuantStudioTM Design & Analisys Software 

v1.5.2 (Applied BiossystemTM), e as comparações entre as abundâncias serão 

realizadas utilizando Sistema de Análise Estatística (SAS® Institute, Cary, NC, 

USA, version 9.3), utilizando o modelo linear generalizado (GLM), considerando 

P ≤ 0,05.  

 

 

 

 

 

 

 

 



4. PLANO DE TRABALHO E CRONOGRAMA DE EXECUÇÃO 

 

ATIVIDADE Mês 1 Mês 2 Mês 3 Mês 4 Mês 5 Mês 6 

Revisão de literatura X X X X 
  

Experimento em campo X X 
    

Tabulação dos dados 
 

X X X 
  

Elaboração do relatório final    X X X 

Análise de dados 
  

X X X X 

Revisão 
    

X X 

Apresentação do TCC 
     

X 
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