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RESUMO 
 

A bovinocultura de leite possui grande relevância socioeconômica no país. A dor em grandes 

animais é negligenciada. E o baixo número de escalas de dor, desenvolvidas para manejos 

específicos aos quais os bovinos são submetidos diariamente, reforça esta ideia. Diante do 

exposto é necessário avaliar a dor nesta espécie para minimizar o sofrimento e promover o 

bem-estar. A terapia integrativa utilizando-se o ozônio vem sendo amplamente usada na 

medicina veterinária, mas, até o momento, ainda não há relatos sobre a mensuração da dor 

durante aplicação do ozônio em animais. O objetivo deste estudo foi se a aplicação 

intramamária e transretal de ozônio causa dor e/ou estresse. Também foi objetivo do estudo 

avaliar se a aplicação intramamária em teto inflamado causa maior sensação dolorosa do que 

a aplicação em teto hígido. O estudo foi realizado em uma propriedade de modelo Free stall 

localizada no município Salto do Lontra -PR.  Foram utilizadas 19 vacas holandesas, 

multíparas, com mastite subclínica em um dos quartos mamários, ECC 3,0 e sem histórico de 

doenças ou processos cirúrgicos há três meses. O protocolo experimental desenvolveu-se em 

cinco momentos distintos, no mesmo animal, em dias subsequentes, com intervalo de 48 

horas cada aplicação, iniciando pelo M0 - animal em repouso; M1- simulação da aplicação 

apenas com a introdução da sonda intramamária; M2 - aplicação de ozônio intramamário em 

teto hígido; M3 - aplicação de ozônio intramamário em teto inflamado e M4 - aplicação de 

ozônio transretal. A dose de ozônio utilizada foi de 35µg/ml. A dor foi avaliada por meio de 

exames eletrocardiográficos, escala de dor, teores de cortisol plasmático e monitoramento 

com colares eletrônicos. As formas de observação e avaliação de dor foram utilizadas para 

encontrar parâmetros alterados que fossem sugestivos de dor ou estresse no momento da 

aplicação do gás ozônio. Como resultados principais o parâmetro do domínio da frequência 

apresentou valores mais elevados da média de intervalos entre ciclos cardíacos normais no 

M0 quando comparados ao M2 e M3. Ademais, também foram observados maiores valores 

deste parâmetro no M4 em relação ao M2 e M3. Quanto à frequência cardíaca média, 

detectou-se menores valores no M0 em relação ao M2 e M3. Animais em repouso (M0) 

exibiram menores valores da frequência cardíaca máxima em relação àqueles que receberam 

ozônio em teto intramamário hígido (M2). Nos dados do domínio não linear o índice 

cardiovagal foi menor no M0 quando comparados ao M2. Quanto ao índice cardiosimpático, 

menores valores foram detectados no M1 em relação ao M2 e M4. Relacionado à pontuação 

total de todos os parâmetros da escala de dor o M0 apresentou pontuação menor em relação a 

três momentos experimentais: M2, M3 e M4. Ademais, o M1 foi menor que o M3. E o M3 

apresentou pontuação superior ao M4. Os teores de cortisol foram menores no M0 em relação 

ao M1, M2 e M4. No entanto, as concentrações de cortisol foram semelhantes no M0 e M3. 

Nas coleiras de monitoramento a atividade foi maior no M0 do que no M2. O fator manejo de 

aplicação não causou sensação dolorosa nos animais, mas a associação deste manejo com a 

aplicação do gás ozônio levou a sensação dolorosa e estressante. Quando avaliados os 

resultados de forma global, detectamos que a aplicação intramamária de ozônio em teto 

hígido causou maiores níveis de estresse e sensação dolorosa comparada à aplicação em teto 

inflamado.  
 

Palavras-chave: Bovino. Comportamento. Ozônioterapia. Intramamário. Transretal. 

 

 

 

 



 

 

 

ABSTRACT 

 

Dairy farming is of great socio-economic importance in the country. Pain in large animals is 

neglected. And the low number of pain scales developed for the specific maneuvers to which 

cattle are subjected on a daily basis reinforces this idea. In view of the above, it is necessary 

to assess pain in this species in order to minimize suffering and promote well-being. 

Integrative therapy using ozone has been widely used in veterinary medicine, but to date there 

have been no reports on the measurement of pain during ozone application in animals. The 

aim of this study was to determine whether the intramammary and transrectal application of 

ozone causes pain and/or stress. The study also aimed to assess whether intramammary 

application to an inflamed teat causes greater pain than application to a healthy teat. The study 

was carried out on a free stall property located in the municipality of Salto do Lontra -PR.  

We used 19 multiparous Holstein cows with subclinical mastitis in one of the mammary 

quarters, ECC 3.0 and no history of disease or surgery in the last three months. The 

experimental protocol was carried out at five different times, on the same animal, on 

subsequent days, with an interval of 48 hours between each application, starting with M0 - 

animal at rest; M1 - simulation of the application only with the introduction of the 

intramammary probe; M2 - application of intramammary ozone on a healthy teat; M3 - 

application of intramammary ozone on an inflamed teat and M4 - application of transrectal 

ozone. The dose of ozone used was 35µg/ml. Pain was assessed using electrocardiographic 

tests, a pain scale, plasma cortisol levels and monitoring with electronic collars. The forms of 

observation and pain assessment were used to find altered parameters that were suggestive of 

pain or stress at the time of ozone gas application. The main results were that the frequency 

domain parameter showed higher mean values for intervals between normal cardiac cycles at 

M0 when compared to M2 and M3. In addition, higher values of this parameter were also 

observed in M4 compared to M2 and M3. As for the average heart rate, lower values were 

found in M0 compared to M2 and M3. Animals at rest (M0) showed lower maximum heart 

rate values than those that received ozone in a healthy intramammary ceiling (M2). In the 

non-linear domain data, the cardiovagal index was lower in M0 when compared to M2. As for 

the cardiosympathetic index, lower values were detected in M1 compared to M2 and M4. In 

terms of the total score for all the parameters on the pain scale, M0 had a lower score 

compared to the three experimental moments: M2, M3 and M4. In addition, M1 was lower 

than M3. And M3 had a higher score than M4. Cortisol levels were lower at M0 than at M1, 

M2 and M4. However, cortisol concentrations were similar in M0 and M3. Activity in the 

monitoring collars was higher in M0 than in M2. The application management factor did not 

cause painful sensations in the animals, but the association of this management with the 

application of ozone gas led to painful and stressful sensations. When the results were 

evaluated as a whole, we found that the intramammary application of ozone to healthy teats 

caused higher levels of stress and painful sensations compared to the application to inflamed 

teats.  

 

Keywords: Cattle. Behavior. Ozone therapy. Intramammary. Transrectal. 
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1. INTRODUÇÃO 

  

  O Brasil possui o segundo maior rebanho bovino do mundo com mais de 214,7 

milhões de animais. Atualmente é considerado o terceiro maior produtor de leite, com 

produção estimada de 33.490.810 toneladas de litros, perdendo apenas para Estados Unidos e 

Índia (FAO, 2019). 

  Para o sistema se manter economicamente viável é importante ser mantido o alto 

desempenho produtivo. Observando esse quadro mundial pode-se afirmar que a bovinocultura 

de leite é um importante ramo do agronegócio brasileiro que possui grande relevância 

socioeconômica no país (KILGOUR, 2012).  

Em fazendas leiteiras o tema bem-estar é muito debatido entre médicos veterinários, 

produtores e consumidores dos produtos derivados da indústria láctea. Na literatura os autores 

relatam que os manejos, condições alimentares, sociais e ambientais que vacas são submetidas 

durante sua vida produtiva afetam de forma direta sua produção, saúde e comportamento 

(WEBB et al., 2019).  

Os consumidores estão cada vez mais interessados em saber em quais condições os 

animais de produção estão sendo criados. Desejam ter conhecimento de como são tratados 

durante a sua vida produtiva e se são submetidos à manejos que incluem práticas de bem 

estar-animal (TUCKER et al., 2020).  

Dentre as cinco liberdades necessárias para se promover o bem-estar animal está 

inclusa àquela que destaca que o animal deve ser livre de dor, de lesões e de doenças. O 

desconforto animal não deve ser normalizado, por isso discussões éticas vêm tendo destaque 

entre consumidores, produtores e médicos veterinários (WEBSTER, 2016; GRANDIN, 2014).  

O tema dor e estresse em animais de produção está sendo prioridade, principalmente 

em países da Europa, quando se pensa em implementar novos manejos nas propriedades. No 

Brasil, a preocupação com o bem-estar animal aumenta gradativamente fazendo com que 

produtores e empresas invistam na qualidade de vida dos animais (BERGHOF; POPPE; 

MULDER, 2019).   

Também cresce na medicina veterinária o uso de terapias integrativas, que são 

métodos aplicados como complemento de tratamentos da medicina convencional, que têm 

como objetivo aliviar sintomas e tratar animais que já tenham algum tipo de enfermidade 

(ARÉVALO, et al., 2021). 

  Dentre as terapias integrativas temos a ozonioterapia que vem sendo estudada e 

aplicada em animais de estimação e em animais de produção. A ozonioterapia consiste na 
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aplicação de gás O
3
, que é constituído basicamente por três átomos de oxigênio (SAFIAI, et 

al., 2018).   Dentre os efeitos benéficos da ozonioterapia cita-se a melhora da oxigenação do 

tecido lesado, a ação imunomoduladora e a eliminação de metabólitos tóxicos (ZENG; LU, 

2018).  

A ozonioterapia foi regulamentada pelo resolução nº 1364 de 22 de outubro de 2020.  

A resolução determina que o uso de ozônio em animais deve ser indicado, prescrito e aplicado 

por médicos veterinários (BRASIL, 2020). Porém, até o momento, não há informações 

concretas sobre diferentes formas de aplicação do gás em animais de produção. E se estas 

formas de uso podem levar à expressão de estresse ou sensação dolorosa. 

O presente estudo tem por objetivo determinar e avaliar, através de parâmetros da 

VFC, de parâmetros da escala de dor, dos teores de cortisol e de coleiras de monitoramento, 

se o manejo e a forma de aplicação intramamária e transretal de ozônio causam estímulos 

estressantes e/ou dolorosos em vacas holandesas em lactação. Também foi objetivo avaliar se 

a aplicação intramamária em teto inflamado causa maior sensação dolorosa do que a aplicação 

em teto hígido.    

 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

 

2.1 Bem-estar em bovinos 

 

  O bem-estar para os animais de produção pode ser definido como, a expressão dos 

comportamentos emocionais e físicos, frente as situações que são impostas ao longo de sua 

vida na cadeia produtiva (BROOM, 1986).    

  Quando falamos de bem-estar animal instantaneamente as cinco liberdades são os 

primeiros pontos a serem mencionados. Foram redigidas por John  Webster, no início da 

década de 1990, e, são utilizadas até os dias atuais. São parâmetros utilizados para determinar 

se o animal está em situação de bem-estar são divididas basicamente em cinco tópicos: o 

animal deve ser livre de sede e fome; livre de qualquer situação que cause desconforto; livre 

de sensações dolorosas, ferimentos e enfermidades; livre para expressar seus comportamentos 

físicos e emocionais, e livre de situações que causem medo ou angústia (WEBSTER, 2016; 

GRANDIN, 2014). 

  Na produção animal existem três pilares principais que determinam a produtividade e 

qualidade dos produtos que são: genética, nutrição e sanidade. Em relação à sanidade, o bem-

estar animal é um ponto importante (KILGOUR, 2012).   
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  Dentro da bovinocultura de leite boas práticas de manejo são essenciais, para manter 

a saúde e o bem-estar do rebanho, influenciando de forma positiva o desempenho produtivo e 

financeiro das fazendas. O manejo pode interferir no desempenho animal e isso pode ser 

explicado pela relação humano-animal (HAR) (SEABROOK, 1972).  

   O HAR é um conceito que consiste na investigação e descrição dos efeitos que os 

humanos causam de forma indireta sobre o bem-estar animal. Tem como base principal a 

premissa que todos os animais podem expressar medo quando estão em contato direto com 

humanos, afetando assim seu desenvolvimento (HEMSWORTH, 2003).  

  Alguns estudos descrevem que a forma que colaboradores rurais socializam com os 

animais de fazenda, interfere diretamente nos níveis de estresse e medo expressados 

(HEMSWORTH et al., 1989; JONES, 1993).  É importante ressaltar que o setor pecuário 

geral deve apresentar como características insubstituíveis para manutenção do bem-estar nas 

propriedades: habilidades, conhecimento e qualidade de colaboradores para criação de 

animais de produção (Department for Environment, Farming and Rural Affairs, 2007). 

O tema bem-estar em animais de produção desperta interesse na comunidade científica 

principalmente quando adentramos na área de identificação e descrição de indicadores 

fisiológicos que exponham a resposta dos bovinos aos estressores. É necessário que haja um 

equilíbrio entre a produção animal sustentável e desenvolvimento de novas técnicas de 

prevenção e tratamento de enfermidades (BRITO et al., 2020).   

 

2.2 Ozonioterapia 

   

  O ozônio (O³) é um gás que quimicamente é formado por três átomos de oxigênio 

identificados pela união de uma molécula de oxigênio com um átomo. Para realizar a 

aplicação nos bovinos o ozônio é extraído através de um equipamento responsável por 

produzir ozônio, utilizando como matéria prima o oxigênio. O equipamento consiste em um 

aparelho que por meio de descargas elétricas transforma o oxigênio, oriundo de um cilindro 

mesmo, em molécula de O³ (ARÉVALO, et al., 2021).   

  O mecanismo de ação está relacionado à sua atividade oxidativa. O ozônio entra em 

contato com a membrana celular e começa a reagir com ácidos graxos insaturados originando 

peróxidos hidrófilos que estimulam a formação de antioxidantes. Como benefícios auxilia na 

melhora da oxigenação do tecido lesado, apresenta ação imunomoduladora, agindo na 

eliminação de metabólitos tóxicos (ZENG; LU, 2018).  

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022030219302103?via%3Dihub#bib73
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022030219302103?via%3Dihub#bib40
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022030219302103?via%3Dihub#bib42
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022030219302103?via%3Dihub#bib48
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022030219302103?via%3Dihub#bib28
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Quando utilizado na medicina veterinária pode trazer vários benefícios para os animais 

de produção agindo como imunoestimulador. Devido às suas propriedades oxigenadoras e 

catalíticas apresenta alguma ação bactericida e fungicida. Pode ser utilizado como forma 

alternativa de tratamento em casos de resistência por produtos comerciais ou de maneira 

preventiva em diversas doenças (SCIORSCI et al., 2020).   

Como formas de aplicação pode-se administrar o gás através de insuflação com sondas 

de polietileno no caso de tratamentos em quartos mamários e por via transretal (TORRICO; 

GAMARRA; TELES, 2018). Para o tratamento de feridas abertas (XIAO et al., 2017), 

escaras, úlceras e lesões de cascos, o ozônio é aplicado de forma tópica através da exposição 

temporária em um sistema fechado, com o auxílio de uma bolsa “bag”. Essa forma de 

aplicação exige que o ozônio circule pela lesão por um tempo mínimo de 20 a 30 minutos, a 

forma mais utilizada nas fazendas leiteiras (FLORES; GAYON, 2019).  

A geração de ozônio através do equipamento utiliza o efeito corona, concretizado por 

uma descarga elétrica que tem alta tensão, acerca de um fluxo de gás Oxigênio (O
2
) a uma 

pressão próxima da atmosfera. A temperatura, o fluxo e a pressão do gás que transcorre pelo 

gerador define a concentração de ozônio produzido. Um botijão de oxigênio é utilizado para 

realizar a mistura pura de O2+O3. A aplicação em bovinos é medicinal (ARÉVALO et al., 

2021). 

 

2.3 Variabilidade da frequência cardíaca 

 

O eletrocardiograma é um exame não invasivo e indolor que tem por objetivo avaliar a 

atividade elétrica do coração (NUNES, et al., 2014).  A variabilidade da frequência cardíaca 

(VFC) analisa a atividade do sistema nervoso autônomo (SNA), mediante avaliação de 

flutuações instantâneas na frequência cardíaca, determinando à regulação autonômica 

(BIDOLI; ERHARD; DÖRING, 2022). A atividade de alguns ramos do SNA gera a 

variabilidade da frequência cardíaca que sofre influência direta dos sistemas fisiológicos, 

neurais e humorais (VON BORELL et al., 2007).  

O ritmo sinusal é orientado pelo sistema autônomo, mecanismo que responde à 

estímulos do sistema simpático e parassimpático. Em relação à frequência cardíaca quando 

ocorre o aumento nos batimentos o sistema simpático encontra-se mais envolvido nos 

processos fisiológicos, caso ocorra à diminuição o sistema parassimpático está mais presente. 

Assim, as flutuações no tempo entre os ciclos cardíacos são determinadas numericamente 
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originando marcadores quantitativos da atividade autônoma (BIDOLI; ERHARD; DÖRING, 

2022).  

A VFC trata-se de um método que avalia o sistema nervoso autônomo por meio de 

parâmetros específicos no domínio do tempo como: desvio-padrão de todos os intervalos NN 

(SDNN) e a raiz quadrada média de diferenças sucessivas de intervalo RR (RMSSD) 

(KUUSELA, 2013). 

Porém, no domínio da frequência observa-se: a média de todos os intervalos normais 

RR (Média) e a frequência cardíaca mínima, média e máxima. No domínio de medidas não 

lineares: está presente a entropia aproximada, que mede a regularidade e a complexidade de 

uma série cronológica (ApEn), a análise de flutuação tendencial, que descreve flutuações de 

curto prazo (DFA alfa 1) e análise de flutuação tendencial, que descreve flutuações de longo 

prazo (DFA alfa 2), o índice cardiovagal (CVI) e o índice cardiosimpático (CSI) (STEIN, 

2005). 

 A frequência cardíaca de forma isolada não é suficiente para determinar a presença de 

dor e estresse em bovinos. Em estudos a VFC mostrou-se mais recomendada para determinar 

fisiologicamente o comportamento do sistema nervoso autônomo. Na pecuária leiteira esse 

conjunto de parâmetros tem sido explorado para detecção de comportamentos sugestivos de 

dor e estresse em atividades cotidianas de manejos nos rebanhos (BORELL et al., 2007). 

A VFC é um parâmetro resultante da ação dos sistemas autônomos que são 

reguladores responsáveis por organizar a função neuro cardíaca que é construída pela 

comunicação entre o cérebro, coração e processo não lineares dinâmicos do sistema nervoso 

autônomo. A VFC está correlacionada com a regulagem das trocas gasosas do coração, 

intestino e tônus vascular, pressão arterial e equilíbrio autonômico (GEVIRTZ; LEHRER; 

SCHWARTZ, 2016). 

É totalmente influenciada e controlada pelo sistema nervoso central, sistemas 

autônomos e cardiovasculares. Os barorreceptores e quimiorreceptores estão estreitamente 

relacionados e possibilitam a aceleração e desaceleração da frequência do coração e trabalham 

como sensores no arco aórtico e artérias carótidas internas (KAREMAKER, 2009).  

O barorreflexo age unindo a pressão arterial, frequência cardíaca e o tônus vagal. 

Observamos como reflexo dessa ligação à oscilação conjunta de todas as funções 

cardiovasculares normalmente se iniciando com os barorreceptores que recebem um sinal da 

pressão arterial que vai resultar na ativação de diversos mecanismos que alteraram o tônus 

vascular e a frequência cardíaca. Normalmente quando o sinal recebido for de aumento da 

pressão arterial as alterações observadas serão a diminuição do tônus vascular e frequência 
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cardíaca. Quando a pressão arterial diminuir o tônus muscular e frequência cardíaca serão 

aumentados (VASCHILLO et al., 2002).  

 O responsável por gerar os pulsos para que ocorra os batimentos cardíacos é o nodo 

sinusal. O mesmo responde a atuação do nervo vago principal associado ao sistema 

parassimpático apresentando como atividade à redução da frequência cardíaca. Mudanças 

rápidas ou repentinas na frequência cardíaca são sempre reguladas pelo nervo vago 

(RANDALL et al.,2003).    

Fisiologicamente o SDNN apresenta valores baixos, fato que explica a oscilação da 

frequência cardíaca em menor quantidade durante o exame eletrocardiográfico, ou seja, a 

frequência cardíaca permanece estável. O SDNN aumentado significa que ocorreu alteração 

nos intervalos e consequentemente aumento da dispersão e frequência cardíaca (SHAFFER; 

GINSBERG, 2017).   

 

2.4 Dor com ênfase em escalas de observação  

  

A dor em qualquer nível leva a uma sensação desagradável, mas, serve como 

mecanismo importantíssimo de proteção contra injúrias e manutenção da sobrevivência. O 

estudo das suas manifestações fisiológicas e observação em bovinos são essenciais para 

determinarmos quais manejos e tratamentos causam processos dolorosos, assim mantendo os 

animais em situação de bem-estar (BRITO et al., 2020).    

  A avaliação da dor em bovinos é pouco realizada nas fazendas leiteiras, muito pela 

falta de informações sobre os comportamentos e parâmetros que devem ser observados 

durante a expressão de dor.  Essa negligência é associada à falta de cuidado dos colaboradores 

que é embasada em crenças que animais de produção não sentem dor (NUNES; PACHECO; 

WAGATSUMA, 2020).  

  Outro fato importante que reforça que a dor é bem pouco estudada nos animais de 

produção até pela comunidade científica, é o baixo número de escalas de dor certificadas para 

determinação de dor em situações específicas que são comuns dentro dos rebanhos. Isso é 

reforçado pela observação de diversas escalas certificadas para pequenos animais, enquanto as 

escalas para animais de produção são escassas (ANIL; ANIL; DEEN, 2002).  

  Por esses motivos é que se torna extremamente importante avaliar processos que 

possam causar dor nos bovinos para podermos determinar as mudanças mesmo que leves em 

seu comportamento. Com isto, será possível afirmar o que causa dor e quais são suas 

demonstrações comportamentais mais frequentes (LORENA, et al., 2013).  
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É necessário que haja um equilíbrio entre produção animal, desenvolvimento de novas 

técnicas de bem-estar, limitações econômicas de produção e normalização do desconforto 

animal. As discussões éticas e morais vêm tendo destaque e sendo realizadas por 

consumidores, produtores e médicos veterinários.  Principalmente por pressão da comunidade, 

estes temas têm levado alguns médicos veterinários e produtores a reavaliarem os sistemas de 

produção com o objetivo de minimizar o sofrimento animal e manter a produtividade 

(ANDERSON; EDMONDSON, 2013).  

A sensação dolorosa pode gerar alterações comportamentais e imunológicas que 

podem gerar prejuízo ao bem estar-animal, bem como à produção. As escalas de dor são 

baseadas nas expressões de comportamentos faciais e corporais (REMNANT et al., 2017). 

 As características faciais nos bovinos sofrem mudanças em quatro áreas principais, 

quando estão sofrendo processos dolorosos: primeiramente as orelhas ficam tensas, para trás e 

baixas. A segunda alteração ocorre na região dos olhos que ficam retraídos e tensos, formando 

um sulco acima dos mesmos. Terceiro ponto são os músculos faciais onde se observa tensão 

lateral da cabeça. A quarta área são as narinas que ficam tensas e dilatadas, formando sulcos 

na região anterior da mesma, ocorrendo também aumento do tônus dos lábios (GLEERUP et. 

al., 2015).  

Os comportamentos corporais mais observados em animais com dor estão 

relacionados com respostas perante estímulos externos, seja do ambiente ou do observador, 

como olhar ou não para o observador, realizar atividades como comer ou ruminar, manter a 

cabeça em movimento, alterar a posição da coluna vertebral e modificar sua atenção ao 

ambiente (OLIVEIRA, et al.,  2014). 

 

2.5 Estresse com ênfase em teores de cortisol 

 

  O estresse é descrito como qualquer fator que altere ou ameace a homeostase do 

organismo. Todas as respostas fisiológicas ao estresse estão relacionadas com a ativação de 

algum dos seguintes seguimentos: sistema nervoso central (SNC), sistema nervoso simpático 

(SNS) e eixo hipotalâmico pituitário-adrenocortical (HPA). O estresse agudo, ativa o SNS e o 

eixo HPA, que estimula a liberação de fatores como citocinas, prostaglandina e quimiocinas. 

A liberação destas substãncias pode causar a redução na frequência de alimentação e de 

ingestão de água, modificação de expressão de comportamento natural e de comportamento 

facial e corporal, além de comprometer o bem-estar em âmbito de rebanho (COLLIER; 

RENQUIST; XIAO, 2017). 
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Quando o animal é desafiado o sistema imunológico desencadeia uma resposta ao 

estresse agudo no eixo HPA. A resposta inicia na porção anterior do hipotálamo com a 

produção de substâncias liberadoras de corticotrofina como a adrenocorticotrofina (ACTH) e 

os glicocorticóides (cortisol). Estas irão agir no organismo, de forma negativa, suspendendo 

temporariamente funções relacionadas ao metabolismo digestivo, crescimento e a produção de 

leite (LING; HERNANDEZ; SORDILLO; ABUELO, 2018).  

  Dependendo do estressor também há liberação de beta-endorfinas que vão agir 

diretamente no sistema nervoso central. O SNC libera a epinefrina, pelo estímulo na medula 

adrenal, e a norepinefrina pelos nervos simpáticos periféricos, aumentando temporariamente 

as frequências cardíaca e respiratória e a pressão arterial, e diminuindo as contrações ruminais 

(MAVANGIRA; SORDILLO, 2018).   

  O estresse está diariamente presente na vida de uma vaca leiteira.  Após a ativação 

do HPA ocorre a secreção do  hormônio liberador de corticotropina (CRH), pelos neurônios 

hipotalâmicos, que estimula a liberação, através da hipófise, do hormônio 

adrenocorticotrófico (ACTH). Este conjunto de acontecimentos geram a secreção do cortisol 

pela glândula adrenal. Momentaneamente o cortisol ajuda o animal a lidar com as situações 

estressantes, mas, se os estímulos forem de longo prazo, o animal sofrerá prejuízos 

produtivos, fisiológicos e comportamentais (LUCY; GARVERICK; SPIERS, 2022). 

O cortisol na bovinocultura de leite vem sendo utilizado extensamente como um 

marcador para avaliar situações de estresse. Os teores podem ser mensurados, no plasma, nas 

fezes ou nos pelos. O aumento dessa variável está relacionado ao manejo ou injúrias que 

causem dor e estresse, entretanto, seus teores podem ser alterados de acordo com o manejo 

empregado, procedimento, raça, idade e sexo do animal submetido à manipulação (BRISTW; 

HOLMES, 2007).   

 

2.6 Equipamento de monitoramento 

  

  O setor leiteiro tem investido alto na pecuária de precisão focando principalmente na 

analise de comportamento animal. Com o salto tecnológico da pecuária, diversos 

comportamentos dentro da área de bem-estar animal conseguem ser analisados e armazenados 

em tempo real (GRANT; DANN; WOOLPERT, 2015). 

  As tecnologias que são baseadas em sensores ligados a bases computadorizadas que 

coletam e armazenam dados, são instrumentos necessários e imprescindíveis, para avaliar 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/corticotropin-releasing-hormone
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diversas mudanças comportamentais, auxiliando diretamente na detecção de problemas, 

reduzindo, assim, perdas produtivas futuras (GONZÁLEZ et al., 2008).  

  Os sistemas de monitoramento utilizam sensores de movimento, som e imagem para 

determinar parâmetros como o ócio e a atividade em vacas leiteiras (STYGAR et al., 2021). A 

tecnologia é ligada a uma base de dados que monitora a vaca em tempo real, criando padrões 

individuais, que quando alterados são sinalizados no sistema. Estas alterações 

comportamentais estão relacionadas à mudanças climáticas, no ciclo reprodutivo, a ocorrência 

de enfermidades, a situações estressantes ou dolorosas (WEARY et al., 2009). 

  Diante disto, a análise comportamental mediante uso de sistemas automatizados é 

indispensável para avaliar o bem-estar (CEBALLOS et al., 2021). Quando observamos a 

literatura vários sensores foram utilizados para mensurar o comportamento em bovinos 

(BENAISSA et al., 2017; MARTISKAINEN et al., 2009; REITER et al., 2018; 

SCHIRMANN et al., 2012).  

 É importante destacar que bovinos saudáveis, em situação de bem-estar, apresentam 

três comportamentos principais: atividade, ócio e ruminação E levam certa de oito horas por 

dia para realizar tais atividades (GONZÁLES, 2021).  
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3. ARTIGO 1  

 

VARIABILIDADE DA FREQUÊNCIA CARDÍACA PARA A AVALIAÇÃO DO 

ESTRESSE E DOR EM BOVINOS DA RAÇA HOLANDESA SUBMETIDOS A 

DIFERENTES FORMAS DE APLICAÇÃO DE OZÔNIO 

 

Sara Dacheri Kielbowicz  

Marta Lizandra Do Rêgo Leal  

 

HIGHLIGHTS  

 As formas de aplicação de ozônio alteram parâmetros da variabilidade da frequência 

cardíaca.  

 O gás ozônio causa estresse e dor quando entra em contato com mucosas.  
 A aplicação intramamária de ozônio em teto hígido causa estresse e sensação dolorosa.   

RESUMO 

O objetivo deste estudo foi avaliar por meio dos parâmetros da variabilidade da frequência 

cardíaca (VFC) se a forma de aplicação intramamária e transretal de ozônio causam estímulos 

estressantes e dolorosos em bovinos leiteiros. Também foi objetivo do estudo avaliar se a 

aplicação intramamária em teto inflamado causa maior sensação dolorosa do que a aplicação 

em teto hígido. Para isso foram utilizadas 19 vacas da raça Holandesa. O protocolo 

experimental desenvolveu-se em cinco momentos distintos no mesmo animal em dias 

subsequentes com intervalo de 48 horas cada aplicação, iniciando pelo M0 animal em 

repouso; M1 simulação da aplicação apenas com a introdução da sonda intramamária; M2 que 

ocorreu aplicação de ozônio intramamário em teto hígido; M3 que ocorreu aplicação de 

ozônio intramamário em teto inflamado e M4 que ocorreu aplicação de ozônio transretal. A 

concentração de ozônio utilizada foi de 35µg/ml. Nestes momentos, parâmetros sugestivos de 

estresse e de estímulos dolorosos foram avaliados pelo exame eletrocardiográfico 

convencional. Os parâmetros avaliados referentes ao domínio do tempo foram: desvio-padrão 

de todos os intervalos NN (SDNN) e a raiz quadrada média de diferenças sucessivas de 

intervalo RR (RMSSD). Quanto ao domínio da frequência avaliou-se: média de todos os 

intervalos normais RR (Média) e a frequência cardíaca mínima, média e máxima. No domínio 

de medidas não lineares avaliou-se: entropia aproximada (ApEn), análise de flutuação 

tendencial que descreve flutuações de curto prazo (DFA alfa 1) e análise de flutuação 

tendencial que descreve flutuações de longo prazo (DFA alfa 2), índice cardiovagal (CVI) e 

índice cardiosimpático (CSI). Quanto ao SDNN observou-se que os animais em repouso M0 

apresentaram menores valores deste parâmetro quando comparados ao momento em que 

houve aplicação de ozônio em teto intramamário hígido (M2) e aplicação transretal (M4). Nos 

parâmetros do domínio da frequência, detectou-se valores mais elevados da média de 
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intervalos entre ciclos cardíacos normais no M0 quando comparados ao M2 e M3. Ademais, 

também foram observados maiores valores deste parâmetro no M4 em relação ao M2 e M3. 

Quanto à frequência cardíaca média, detectou-se menores valores no M0 em relação ao M2 e 

M3. Animais em repouso (M0) exibiram menores valores da frequência cardíaca máxima em 

relação àqueles que receberam ozônio em teto intramamário hígido (M2). Nos dados do 

domínio não linear o CVI foi menor no M0 quando comparados ao M2. Quanto ao CSI, 

menores valores foram detectados no M1 em relação ao M2 e M4. Mediante resultados 

podemos concluir que os parâmetros de variabilidade da frequência cardíaca têm potencial 

para avaliar estresse e dor aguda em bovinos no manejo de aplicação intramamária e transretal 

de ozônio. O fator manejo de aplicação não causou sensação dolorosa nos animais, mas a 

associação deste manejo com a aplicação do gás ozônio levou a sensação estressante e 

dolorosa. Ademais, a aplicação intramamária em teto hígido causou maiores níveis de estresse 

e dor comparada à aplicação em teto inflamado.  

 

Palavras-chave: Dor; Eletrocardiograma; Intramamário; Transretal. 

 

ABSTRACT  

The aim of this study was to assess, using heart rate variability (HRV) parameters, whether 

intramammary and transrectal applications of ozone cause stressful and painful stimuli in 

dairy cattle. The aim of the study was also to assess whether intramammary application to an 

inflamed teat causes greater pain than application to a healthy teat. Nineteen Holstein cows 

were used for this purpose. The experimental protocol was carried out at five different times 

on the same animal on subsequent days with an interval of 48 hours between each application, 

starting with M0, an animal at rest; M1, a simulation of the application with the introduction 

of the intramammary probe only; M2, an intramammary ozone application on a healthy teat; 

M3, an intramammary ozone application on an inflamed teat and M4, a transrectal ozone 

application. The dose of ozone used was 35µg/ml. At these times, parameters suggestive of 

stress and painful stimuli were assessed using conventional electrocardiography. The 

parameters assessed in the time domain were: standard deviation of all NN intervals (SDNN) 

and the root mean square of successive RR interval differences (RMSSD). As for the 

frequency domain, the following were evaluated: mean of all normal RR intervals (Mean) and 

minimum, mean and maximum heart rate. Non-linear measures included: approximate 

entropy (ApEn), trend fluctuation analysis describing short-term fluctuations (DFA alpha 1) 

and trend fluctuation analysis describing long-term fluctuations (DFA alpha 2), cardiovagal 

index (CVI) and cardiosympathetic index (CSI). With regard to SDNN, it was observed that 

animals at rest (M0) showed lower values for this parameter when compared to when ozone 

was applied to the healthy intramammary ceiling (M2) and transrectal application (M4). In the 

frequency domain parameters, higher values were found for the average intervals between 

normal cardiac cycles at M0 when compared to M2 and M3. In addition, higher values of this 

parameter were also observed at M4 compared to M2 and M3. As for mean heart rate, lower 

values were found at M0 compared to M2 and M3. Animals at rest (M0) showed lower 

maximum heart rate values than those that received ozone in a healthy intramammary ceiling 

(M2). In the non-linear domain data, CVI was lower in M0 when compared to M2. As for 

CSI, lower values were detected in M1 compared to M2 and M4. Based on the results, we can 

conclude that heart rate variability parameters have the potential to assess stress and acute 

pain in cattle during intramammary and transrectal ozone application. The application 

management factor did not cause painful sensations in the animals, but the association of this 
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management with the application of ozone gas led to stressful and painful sensations. In 

addition, intramammary application to a healthy teat caused higher levels of stress and pain 

compared to application to an inflamed teat. 

Keywords: Pain; Electrocardiogram; Intramammary; Transrectal. 

INTRODUÇÃO 

 

Fisiologicamente uma vaca de leite expressa padrões enigmáticos de variabilidade da 

frequência cardíaca (VFC) que conseguem ser explicados pelos cálculos matemáticos. A VFC 

é descrita como variações e deformações na lacuna do tempo entre sucessivos batimentos 

cardíacos, nomeados de intervalos entre batimentos (MCCRATY; SHAFFER, 2015). 

 O coração saudável não é um aparelho sofisticado que tem um padrão fixo de 

funcionamento. Ao longo da sua performance ocorre relevantes oscilações e complexas 

mudanças. Esse mecanismo elaborado e flexível permite que o sistema cardiovascular se 

adapte de forma rápida aos desafios homeostáticos, fisiológicos e emocionais (SHAFFER; 

GINSBERG, 2017).   

A VFC é uma metodologia não invasiva, relativamente nova e completamente 

específica. Trata-se de um método que avalia o sistema nervoso autônomo por meio de 

parâmetros específicos no domínio do tempo, frequência e parâmetros não lineares 

(KUUSELA, 2013). 

O parâmetro de frequência cardíaca vem sendo utilizado desde a década de 1950 para 

determinar situações comportamentais de dor e estresse em animais de fazenda (THOMAS; 

MOORE, 1951). Em pesquisas mais atuais dentro do mundo científico da medicina 

veterinária a VFC mostrou-se mais recomendada para determinar fisiologicamente o 

comportamento do sistema nervoso autônomo. Na pecuária leiteira a VFC tem sido uma 

técnica bem explorada para detectar a presença de dor e estresse em atividades cotidianas de 

manejo nas propriedades (BORELL et al., 2007).  

Quando falamos em bem-estar em animais de produção é de interesse identificar e 

descrever indicadores fisiológicos que exponham a resposta dos bovinos aos fatores 

estressores. Além das observações das mudanças comportamentais faciais ou corporais e dos 

teores de cortisol sanguíneo, a VFC é um parâmetro alternativo que deve ser explorado 

quando se trata de avaliar estresse e dor em bovinos (KOVÁCS et al., 2013).  

Atualmente, a ozonioterapia é uma prática integrativa de tratamento que vem sendo 

estudada e aplicada na medicina veterinária, em várias espécies de animais, inclusive naquelas 
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de aptidão leiteira. Consiste na aplicação de gás O
3
, que é constituído basicamente por três 

átomos de oxigênio (SAFIAI, et al., 2018). Esta molécula apresenta um mecanismo de ação 

amplo que aumenta as defesas antioxidantes e reduz, consequentemente, o estresse oxidativo 

(EO). O EO é responsável por causar injurias em vários tecidos orgânicos e exacerbar o 

processo inflamatório. Pode ser considerado um pró-fármaco, pois os seus subprodutos geram 

efeitos biológicos (INAL et al., 2011).     

Dentro da aplicabilidade clínica para a medicina veterinária a ozonioterapia pode ser 

utilizada para o tratamento de queimaduras, feridas e úlceras (XIAO et al., 2017), além de 

lesões de sola do casco (FLORES; GAYON, 2019), mastite (TORRICO; GAMARRA; 

TELES, 2018), endometrites (MALI et al., 2020), doenças osteomusculares 

(VENDRUSCOLO, et al., 2018) e doenças infecciosas como ectima contagioso (LIU et 

al.,2006). Como formas de aplicação pode ser citado à insuflação intramamária, transretal e 

uso tópico em circuito fechado (bag) (SCIORSCI et al., 2020). 

A dor em animais de produção é muito negligenciada pela comunidade científica e 

produtores. Quando analisamos a literatura existe um grande déficit envolvendo padrões de 

dor e estresse em vacas leiteiras, principalmente quando falamos de manejos específicos 

(NUNES; PACHECO; WAGATSUMA, 2020).  

Um exemplo é a aplicação de ozonioterapia que foi regulamentada pela resolução nº 

1364 de 22 de outubro de 2020 que liberou a aplicação e prescrição da ozonioterapia em 

animais por médicos veterinários (BRASIL, 2020). Porém, até o momento, não há 

informações sobre se o ozônio é indolor ou se pode gerar estresse ou sensação dolorosa aos 

animais de produção.  

Este trabalho traz como ineditismo o fato de estudar a VFC em vacas leiteiras em 

repouso ou submetidas à aplicação de ozônio por via intramamária ou trnsretal. 

Dentro deste contexto, o presente estudo teve por objetivo avaliar mediante 

parâmetros da VFC se o manejo e a forma de aplicação intramamária e transretal de ozônio 

causam estímulos estressantes e dolorosos em vacas holandesas em lactação. Também foi 

objetivo do estudo avaliar se a aplicação intramamária em teto inflamado causa maior 

sensação dolorosa do que a aplicação em teto hígido.    

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Comitê de ética  
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O protocolo experimental foi aprovado pela Comissão de Ética em Uso de Animais da 

Universidade Federal da Fronteira Sul (nº 1804050423).  

 

Fazenda comercial e alimentação 

  

O estudo foi realizado em uma propriedade produtora de leite modelo Free stall 

localizada no município Salto do Lontra-PR (25°47'40.2"S 53°19'36.9"W) entre os meses de 

junho e julho de 2023. Para o estudo foram utilizadas 19 vacas leiteiras multíparas da raça 

Holandesa.  As vacas foram alimentadas com a seguinte dieta (valores referentes à dieta total 

animal/ dia): 31 kg de silagem de milho, 9 kg de ração 22%, 2 kg de farelo de soja, 2.6 kg de 

casquinha de soja, 3.2 kg de pré secado, 2.2 kg de caroço de algodão, 1 kg de milho moído 

entre outros suplementos, tamponantes, minerais  e água ad libitum.  

 

Critérios de inclusão e exclusão dos animais  

 

A primeira parte experimental consistiu na realização de uma triagem dos animais 

mediante o California Mastitis Test (CMT) para selecionar aqueles que apresentem um quarto 

mamário hígido e um quarto mamário com inflamação oriunda de uma mastite subclínica. 

Considerando a reação formada pela viscosidade sendo interpretada como resultado negativo, 

traços (suspeito), grau 1 (fracamente positiva), grau 2 (positiva) e grau 3 (fortemente positivo) 

(SCHALM; NOORLANDER., 1957).  

 Os animais diagnosticados com mastite subclínica através do CMT passaram por uma 

segunda triagem que consistia na coleta de leite e análise através da contagem de células 

somáticas (CCS) automática foi considerado como animais hígidos valores (abaixo de 

200.000 céls/ml) e com inflamação da glândula mamária (acima de 200.000 céls/ml).  

Para a inclusão no experimento, os animais foram submetidos de forma individual a 

várias avaliações. Foram analisadas fichas clínicas da propriedade para avaliar se o animal 

sofreu alguma injúria nos últimos três meses. O peso foi determinado mediante uso de fita de 

pesagem e a idade, raça e número de partos foram coletados nas fichas de histórico do animal 

na propriedade.  

Na saída da sala de ordenha avaliou-se o escore de locomoção dos animais (escala:1-

5) (SPRECHER; HOSPEDARIA; KANEENE., 1997), bem como o  escore de condição 

corporal,  (escala de 1-5)  (BRAUN et al ., 1986).  Durante o período de alimentação pós 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022030221002071#bib28
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ordenha as vacas também foram avaliadas quanto ao escore de fezes (escala:1-5) (ZAAIJER; 

KREMER; NOORDHUIZEN., 2001).   

Como critérios de inclusão, o animal deveria apresentar no mínimo um quarto 

mamário hígido e um quarto inflamado (oriundo de uma mastite subclínica) e não apresentar 

nenhuma enfermidade além da mastite subclínica no período mínimo de três meses. Ser 

multípara, da raça Holandesa, ter idade de 3 a 5 anos, peso médio de 300 a 600 Kg, estar 

produzindo média de 10 a 40 litros, não estar no período reprodutivo (ovulação ou em estro), 

ter escore de locomoção normal (1), escore de fezes normal (1 e 2  aceitável para vacas em 

lactação) e  escore de condição corporal (3,0). 

Qualquer animal que não se encaixasse nos padrões de inclusão, seja por apresentar 

outras enfermidades que cursam com estresse ou sensação dolorosa ou estarem em período 

seco ou pré-parto, foram excluídos do estudo.  

 

Delineamento experimental 

 

Com o objetivo de avaliar por meio de parâmetros da variabilidade da frequência 

cardíaca (VFC) se o manejo e a forma de aplicação intramamária e transretal de ozônio 

causam estímulos de estresse ou sensação dolorosa, as 19 vacas holandesas selecionadas para 

o estudo foram submetidas ao protocolo experimental que desenvolve-se em cinco momentos 

distinto, no mesmo animal, com intervalo de 48 horas, a saber: M0 avaliação da VFC normal 

no animal em repouso “sem intervenções ”; M1 avaliação da VFC sem a aplicação do ozônio 

apenas com a introdução da sonda uretral em teto sadio da glândula mamária; M2 avaliação 

da VFC durante a aplicação de ozônio intramamário em teto hígido; M3 avaliação da VFC 

durante a aplicação de ozônio intramamário em teto inflamado e M4 avaliação da VFC 

durante a aplicação de ozônio transretal. Em todos os momentos os animais foram contidos 

em canzis. 

A dosagem de 35µg/ml de ozônio foi utilizada para aplicação na glândula mamária 

hígida, inflamada e transretal (dose recomendada pelo fabricante do aparelho e descrita por 

Lillo et al.,2022).  Para a aplicação do ozônio de forma segura e atóxica, o gás produzido por 

aparelho gerador de ozônio (OZONEVET®) foi retirado imediatamente com auxílio de 

seringa estéril de 60ml. Posteriormente, a seringa foi acplada a sonda de polietileno nº 06 e o 

ozônio então foi aplicado por via intramamária ou via transretal. Em ambas as vias o ozônio 

foi liberado gradualmente por um minuto. As aplicações foram realizadas pelo período da 

manhã. 
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Para a aplicação do ozônio via intramamária, o teto foi higienizado com gaze 

embebida em álcool 70%. Durante todo o procedimento utilizou-se luvas estéreis para 

minimizar a contaminação do canal durante a introdução da sonda. Antes da aplicação de 

ozônio por via transretal, com auxílio de luva de palpação, realizou-se a remoção das fezes do 

canal retal com posterior limpeza da região perianal.  

 

Eletrocardiograma 

  

O exame eletrocardiográfico convencional foi realizado por meio de aparelho 

INcardio X
®

 da marca INpulse
®
, com um sistema de eletrodos de quatro vias e seis derivações 

que realizaram a extração dos dados e posterior análise do equilíbrio vagossimpático, para 

determinação dos parâmetros listados no Quadro 1.  

  

Quadro 1. Parâmetros de variabilidade cardíaca segundo o domínio do tempo, frequência e 

medidas não lineares resultantes do exame eletrocardiográfico.  
Domínio Sigla do parâmetro Definição Unidade de medida 

 

Tempo 

SDNN Desvio-padrão de todos os intervalos 

entre os ciclos normais a ciclos 

normais. 

Ms 

RMSSD Raiz quadrada média de diferenças 

sucessivas de intervalos entre os 

ciclos normais a ciclos normais. 

Ms 

 

 

Frequência 

FC Mín Frequência cardíaca mínima. Bpm 

FC Méd Frequência cardíaca média. Bpm 

FC Máx Frequência cardíaca máxima. Bpm 

Média Média de todos os intervalos normais 

entre os ciclos normais a ciclos 

normais. 

Ms 

 

 

 

 

 

 

Medidas não 

lineares 

ApEn Entropia aproximada, que mede a 

regularidade e a complexidade de 

uma série cronológica. 

Não existente 

DFA Alfa 1 Análise de flutuação tendencial, que 

descreve flutuações de curto prazo. 

Não existente 

DFA Alfa 2 Análise de flutuação tendencial, que 

descreve flutuações de longo prazo. 

Não existente 

CVI Índice cardiovagal: parâmetro 

relacionado à atividade 

parassimpática. 

Não existente 



31 

 

 

CSI Índice cardiosimpático: parâmetro 

relacionado à atividade 

parassimpática e simpática. 

Não existente 

 

Significado das siglas: ms - milissegundos; bpm - batimentos por minuto. 

Fonte: Adaptado de SHAFFER; GINSBERG, 2017.   

 

Para a realização dos exames eletrocardiográficos os bovinos estavam em posição 

ortostática contidos em canzis. Para iniciar o exame, os eletrodos foram posicionados na pele 

com auxílio de pinças (jacaré), nos membros torácicos na prega do flanco (lado direito pinça 

de coloração vermelha e lado esquerdo amarelo) e pélvicos (lado direito pinça de coloração 

preta e lado esquerdo verde). Após colocação das pinças, álcool 70% foi borrifado no local na 

tentativa de melhorar a qualidade da superfície de contato (OLIVEIRA, et al., 2008). Os 

dados coletados foram analisados pelo software INcardioDuo®. 

 O exame de eletrocardiográfico teve duração de três minutos antes do animal, ser 

submetido a qualquer manejo. Após este tempo, realizou-se o eletrocardiograma por dois 

minutos durante o manejo correspondente de cada momento (M0; M1; M2; M3 e M4). Após a 

introdução da sonda ou aplicação do ozônio o momento exato foi registrado em uma planilha 

para determinar se ocorreu o aumento ou diminuição da variabilidade da frequência cardíaca.  

O eletrocardiograma foi mantido também por três minutos, após o processo de 

manejo, totalizando oito minutos de análise eletrocardiográfica. No total foram, 95 janelas de 

tempo válidas de 8 minutos (cinco janelas foram originadas por animal, ou seja, uma por 

momento) utilizadas para determinar a VFC. O exame eletrocardiográfico foi realizado por 

única pessoa durante todo o período experimental. 

 

4.6 Análise dos dados  

 

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado e randomizado. Todos os 

dados analisados eram quantitativos e foram coletados e digitalizados em planilhas do Excel e 

analisados através do software estatístico Graphpad Prism (9.5.1.) Para a avaliação da 

distribuição dos dados foi realizado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Todos os dados 

foram pareados, ou seja, tem relação entre si. As variáveis paramétricas (ApEn, DFA alfa 2 e 

CVI) foram descritas por meio de médias e desvios padrão e analisadas por meio de One Way 

ANOVA seguido pelo teste de comparação de médias de Tukey. As variáveis não 

paramétricas (SDNN, RMSS, Média, FC mínima, FC média, FC máxima, DFA alfa 1 e CVI)   
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foram descritas em medianas e intervalos interquartis (25% a 75%) e avaliadas por meio do 

teste de Friedman seguido pelo teste de comparação de médias de Dunn. O nível de 

significância foi de 5%. 

 

RESULTADOS 

 

Os dados deste estudo estão apresentados em tabelas e figuras. O número que 

determina os valores da VFC foi obtido por meio de fórmulas que calculam a distância entre 

as ondas R-R. Os dados referentes ao domínio do tempo podem ser visualizados na Tabela 1 e 

Figura 1. 

 
Tabela 1. Valores de mediana, intervalos interquartis (25% e 75%) e valores de p de 

parâmetros de domínio do tempo (SDNN e RMSS) de vacas holandesas submetidas a 

distintos momentos experimentais: M0 (repouso); M1 (introdução de sonda uretral em teto); 

M2 (aplicação de ozônio em teto intramamário hígido); M3 (aplicação de ozônio em teto 

intramamário inflamado) e M4 (aplicação de ozônio transretal). 
Parâmetros: M0 M1 M2 M3  M4 Valor de p: 

SDNN 17,69 (13,01-

22,90)
A
 

18,67 (13,35-

28,37)
AB

 

24,88 (19,07-

39,36)
B
 

19,98 (17,98-

27,08)
AB

 

25,44 (19,05-

33,76)
B
 

0,0262 

RMSSD 5,69 (4,19-

7,08)
A
 

8,74 (4,24-

20,38)
A
 

7,15 (5,23-

22,60)
A
 

11 (6,16-

15,20)
A
 

8,44 (6,02-

15,76)
A
 

0,063 

Letras maiúsculas distintas na mesma linha denotam diferenças entre os momentos.  SDNN (Desvio-padrão de 

todos os intervalos entre os ciclos normais a ciclos normais), RMSSD (Raiz quadrada média de diferenças 

sucessivas de intervalos entre os ciclos normais a ciclos normais). Nível de significância de 5%.  
 

No parâmetro SDNN observou-se que quando os animais estavam em repouso (M0) 

apresentaram menores valores em relação ao momento de introdução da sonda uretral no teto 

intramamário hígido (M2 - p≤0,0008) e a aplicação de ozônio transretal (M4 - p≤0,0082), 

(Tabela 1 e Figura 1). Não houve diferença entre os momentos no domínio do tempo RMSSD.  
 

Figura 1. Diferença no parâmetro no domínio do tempo da SDNN (desvio-padrão de todos os 

intervalos entre os ciclos normais a ciclos normais em unidade de medida em ms- 

milissegundos) de vacas leiteiras em distintos momentos experimentais M0 (repouso); M1 

(introdução de sonda uretral em teto intramamário); M2  (aplicação de ozônio em teto 

intramamário hígido); M3 (aplicação de ozônio em teto intramamário inflamado) e M4 

(aplicação de ozônio transretal). *** diferença entre M0 e M2 (p≤ 0.0008). ** diferença entre 

M0 e M4 (p≤ 0.0082). Não significativo (p<0,05).   
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Os valores da média e os valores mínimos, médios e máximos da frequência cardíaca 

estão apresentados na Tabela 2 e Figura 2.  

 

Tabela 2. Mediana, intervalos interquartis (25% e 75%) e valores de p dos parâmetros do 

domínio da frequência referente aos valores da média e das frequências cardíacas mínimas, 

médias e máximas de vacas holandesas submetidas a distintos momentos experimentais: M0 

(repouso); M1 (introdução de sonda uretral em teto mamário); M2 (aplicação de ozônio em 

teto intramamário hígido); M3 (aplicação de ozônio em teto intramamário inflamado) e M4 

(aplicação de ozônio transretal).  
Parâmetros*: M0 M1 M2  M3  M4  Valor de p: 

Média 717,2 (703,9-

742,2)
A
 

712,4 (671,2-

764)
ABC

 

683,8 (640,2-

713,1)
B
 

672,2 (626,1-

719,3)
B
 

708 (677,7-

756,1)
AC

 

0,0215 

FC mínima 80 (75-82)
A
 76 (72-83

)A
 80 (74-84)

A
 80 (76-88)

A
 77 (69-80)

A
 0,1561 

FC média 83 (80-85)
A
 84 (78-89)

AB
 87 (84-93)

B
 88 (83-95)

B
 84 (78-88)

AB
 0,0417 

FC máxima  87 (86-92)
A
 86 (81-99)

AB
 100 (96-

105)
B
 

97 (90-

107)
AB

 

93 (88-

104)
AB

 

0,008 

Letras maiúsculas distintas na mesma linha denotam diferenças entre os momentos. *Média (Média de todos os intervalos 

normais entre os ciclos normais a ciclos normais) e FC (Frequência cardíaca).  

 

Maiores valores entre os intervalos dos ciclos cardíacos no parâmetro média foram 

detectados nos animais em repouso (M0) quando comparados aos momentos em que os 

mesmos foram submetidos à aplicação de ozônio em teto intramamário hígido (M2- 

p≤0,0095) e momento de aplicação de ozônio intramamário em teto inflamado (M3- 

p≤0,01214). Ademais, maiores valores da média foram detectados no momento em que os 

animais receberam aplicação de ozônio transretal (M4) em relação ao momento cuja aplicação 

de ozônio foi realizada em teto intramamário hígido (M2-p≤0,0108) e em teto intramamário 

inflamado (M3- p≤0,0053) (Tabela 2 e Figura 2A).  

Quanto aos valores de frequência cardíaca média, os animais em repouso (M0) 

apresentaram menores valores em relação ao momento de aplicação de ozônio em teto 

intramamário hígido (M2-p≤0,0172) e durante aplicação de ozônio em teto intramamário 

inflamado (M3-p≤0,0340) (Tabela 2 e Figura 2B). 

Valores máximos da FC foram detectados no momento da aplicação de ozônio em teto 

intramamário hígido (M2- p≤0,0103) em relação ao momento de repouso dos animais (M0). 

Não houve diferença nos valores mínimos da FC entre os momentos (p<0,05) (Tabela 2 e 

Figura 2C).  

 

Figura 2. Valores do parâmetro média (ms - milissegundos) (A) e valores de frequências 

cardíacas média (B) e máxima (bpm – batimento por minuto) (C) de vacas holandesas 

submetidas a distintos momentos experimentais: M0 (repouso); M1 (introdução de sonda 

uretral intramamário); M2 (aplicação de ozônio em teto intramamário hígido); M3 (aplicação 

de ozônio em teto intramamário inflamado) e M4 (aplicação de ozônio transretal). Figura 2 

(A) ** diferença entre M0 e M2 ((p≤ 0.0095), * entre M0 e M3 ((p≤ 0.0124), * diferença 

entre M2 e M4 (p≤0,0108) e M3 e M4 (p≤0,0053). Figura 2 (B) * diferença entre M0 e M2 
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(p≤ 0.0172), * diferença entre M0 e M3 (p≤ 0.0340). Figura 2 (C) * diferença entre M0 e M2 

(p≤ 0.0103). O ns expressa que não houve diferença entre os momentos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os dados referentes ao domínio de medidas não lineares do eletrocardiograma podem 

ser observados na Tabela 3 e Figura 3.   

 

Tabela 3. Valores de mediana, intervalos interquartis (25% e 75%), valores médios e desvios 

padrão, e valores de p referentes a parâmetros de medidas não lineares de vacas holandesas 

submetidas a distintos momentos experimentais: M0 (repouso); M1 (introdução de sonda 

uretral em teto mamário); M2 (aplicação de ozônio em teto intramamário hígido); M3 

(aplicação de ozônio em teto intramamário inflamado) e M4 (aplicação de ozônio transretal). 
Parâmetros*: M0 M1  M2  M3  M4 Valor de p: 

ApEn 0,58±0,20
A
 0,56±0,14

A
 0,60±0,17

A
 0,67±0,18

A
 0,60±1,77

A
 0,2761 

DFA alfa 1 1,62 (1,43-

1,74)
A
 

1,51 (1,13-

1,73)
A
 

1,71 (1,22-

1,80)
A
 

1,53 (1,22-

1,70)
A
 

1,61 (1,28-

1,69)
A
 

0,3419 

DFA alfa 2 1,11±0,43
A
 0,96±0,37

A
 1,18±0,19

A
 1,16±0,24

A
 1,11±0,31

A
 0,2778 

CVI 2,03±0,42
A
 2,22±0,56

AB
 2,35±0,47

B
 2,27±0,36

AB
 2,37±0,38

AB
 0,0499 

CSI 6,33 (3,85-

8,01)
AB

 

4,37(1,74-

6,34)
A
 

6,78 (3,96-

8,07)
B
 

4,58 (2,84-

5,86)
AB

 

6,17 (4,02-

7,33)
B
 

0,0145 

Letras maiúsculas diferentes na mesma linha indicam diferenças entre os momentos.  ApEn (Entropia 

aproximada, que mede a regularidade e a complexidade de uma série cronológica), DFA alfa 1 (Análise de 

flutuação tendencial, que descreve flutuações de curto prazo), DFA alfa 2 (Análise de flutuação tendencial, que 

descreve flutuações de longo prazo), CVI (Índice cardiovagal: parâmetro relacionado à atividade parassimpática) 

e CSI  (Índice cardiosimpático: parâmetro relacionado à atividade parassimpática e simpática).*As variáveis não 

paramétricas (DFA alfa 1 e CSI) foram descritas por medianas e intervalos interquartis (25% a 75%) e as 

variável  ApEn, DFA alfa 2 e CVI, por serem paramétricas, foram descritas por valores médios e desvios padrão. 

O nível de significância foi considerado p < 0,05.  

 

Os resultados referentes a parâmetros de medidas não lineares estão apresentados na 

Tabela 3 e Figura 3. Não houve diferença entre momentos para as variáveis ApEn, DFA alfa 1 
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e DFA alfa 2. Menores valores do CVI foram observados nos animais em repouso (M0) 

quando comparado ao momento em que receberam aplicação de ozônio em teto intramamário 

hígido (M2 - p≤ 0,0056) (Tabela 3 e Figura 3A).  

Quanto ao CSI, menores valores de mediana foram detectados nos animais que foram 

submetidos apenas a introdução de sonda intramamária (M1) quando comparado ao momento 

em que realizou-se aplicação de ozônio por via intramamária em teto hígido (M2 - p≤0,0407) 

e aplicação de ozônio via transretal (M4 - p≤0,0293) (Tabela 3 e Figura 3B). 

 

Figura 3. Diferenças nos parâmetros do domínio de medidas não lineares: A- índice 

cardiovagal (CVI); B- índice cardiosimpático (CSI) de vacas holandesas submetidas a 

distintos momentos experimentais: M0 (repouso); M1 (introdução de sonda uretral em teto 

mamário); M2 (aplicação de ozônio em teto intramamário hígido); M3 (aplicação de ozônio 

em teto intramamário inflamado) e M4 (aplicação de ozônio transretal). CVI ** diferença 

entre M0 e M2 (p≤ 0.0056). CSI * diferença entre M1 e M2 (≤ 0.0407) e M 1 e M4 (p≤ 

0.0293). Não significativo (ns). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DISCUSSÃO 

 

Neste estudo detectamos que os animais em repouso (M0) apresentaram uma 

frequência cardíaca estável quando comparada à aplicação intramamária de ozônio em teto 

hígido (M2) e aplicação de ozônio transretal (M4). No M2 e M3 os animais apresentaram 
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valores elevados de SDNN. Maiores valores deste parâmetro estão associados ao aumento da 

frequência cardíaca (STEIN, 2005). Estes resultados podem ser associados à expressão de 

sensação dolorosa causada pela aplicação do ozônio nas mucosas saudáveis da glândula 

mamária e retal.  

Mohr (2002) teve por objetivo analisar se o exame eletrocardiográfico e seus 

parâmetros têm funcionalidade como uma nova ferramenta de avaliação de estresse. No 

estudo, os parâmetros de domínio do tempo SDNN foram avaliados em bezerros, 

subdivididos em três grupos: G1 grupo controle, G2 grupo com estresse externo e G3 grupo 

com estresse interno. O autor observou diminuição do parâmetro SDNN no G2 e G3 

comparados ao grupo controle G1, ou seja, o SDNN diminuiu significativamente com o 

aumento das cargas de estresse.  

Estes resultados quando analisados do âmbito fisiológico são conflitantes, pois, já se 

sabe que quando a frequência cardíaca está estável ocorre a diminuição do parâmetro de 

SDNN e quando o animal está exposto à situações de estresse observasse a elevação dos seus 

níveis (KUUSELA, 2013).  

  Em bovinos saudáveis, a frequência cardíaca é composta por duas interações: a 

simpática que atua no aumento da frequência cardíaca e a regulação vagal que diminui a 

mesma. Em situações de repouso ou que não apresentam fatores estressantes ocorre um 

predomínio do sistema parassimpático por meio da atuação do nervo vago. No entanto, frente 

à situações estressantes ou estímulos dolorosos, tem-se um predomínio do sistema simpático 

com redução da influência do nervo vago (LEVY; MARTIN, 1979).  

Por se tratar de um mecanismo conjunto o aumento na frequência cardíaca pode ser 

causado principalmente pela atividade simpática, mas, tratando-se de um mecanismo 

complexo e majestoso essa alteração também pode ocorrer por alterações em ambos os 

sistemas regulatórios. A relação entre os ramos é bastante complexa se comportando de forma 

síncrona e com expressão de múltiplos padrões de ativação (HAINSWORTH, 1995). 

Tornando, assim, a frequência cardíaca mensurada mediante auscultação uma forma 

de avaliação muito relativa. No entanto, a VFC proporciona uma análise mais completa dos 

parâmetros e metabolismo regulatório do sistema nervoso autônomo em resposta ao estresse 

psicofisiológico de forma não invasiva (CERUTTI; BIANCHI; MAINARDI, 1995). O estado 

comportamental e psicológico pode apresentar desequilíbrio e impacto no sistema 

simpatovagal sem gerar nenhuma alteração nos parâmetros de frequência cardíaca (TILLER; 

MCCRATY; ATKINSON, 1996).   
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A média é um parâmetro do domínio da frequência da VFC que representa o intervalo 

entre todos os ciclos cardíacos. É uma média matemática de todos os ciclos cardíacos 

observados durante análise do exame eletrocardiográfico. Tem como padrão expor valores 

aumentados quando a frequência cardíaca apresenta valores normais e estáveis e, 

consequentemente, expressa valores menores quando a frequência cardíaca está elevada 

(SHAFFER; GINSBERG, 2017).   

Neste estudo, os animais em repouso (M0) apresentaram o parâmetro de média com 

valores maiores em relação ao momento em que receberam aplicação de ozônio em teto 

intramamário hígido (M2) e em teto intramamário inflamado (M3). Estes resultados 

demostram que quando em repouso os animais apresentavam frequência cardíaca estável. No 

M2 e M3, nos quais ocorreu aplicação intramamária de ozônio, os animais apresentaram 

valores de média menor. Isto significa que a frequência cardíaca estava elevada durante estes 

momentos experimentais, e estes resultados podem estar atrelados a uma sensação de estresse 

e dor.  

Jong et al.,(2000) realizaram um estudo de estresse social por competição alimentar 

em suínos. Estes autores também observaram que todos os animais submetidos ao estresse 

apresentaram uma frequência cardíaca elevada e, consequentemente, a média de todos os 

intervalos normais RR expressou padrões mais baixos.  

Também observamos que a média do M4 foi maior do que a observada no M2 e M3, 

ou seja, a frequência cardíaca durante a aplicação de ozônio transretal foi menor quando 

comparada à aplicação intramamária seja em teto hígido ou inflamado. Fato que demonstra 

que o uso de ozônio por via intramamária causou maior sensação dolorosa e estímulos 

estressantes do que por via transretal.  

Referente aos dados da frequência cardíaca média pode-se observar que o M1 não 

diferiu dos outros momentos experimentais, ressaltando que a dor não foi causada unicamente 

pelo manejo da aplicação, mas, associação da liberação do gás com o manejo. O aumento da 

frequência cardíaca durante à aplicação intramamária de ozônio pode ser um resultado 

sugestivo de sensação dolorosa causada pelo gás.  

Ademais, observamos que a frequência cardíaca máxima no M0 apenas diferiu da 

aplicação em teto intramamário hígido (M2) e não do teto intramamário inflamado (M3). Tal 

resultado pode estar atrelado à redução da diminuição da sensibilidade dos receptores de dor 

local na mucosa que se encontra alterada. A mastite subclínica é uma enfermidade que 

comprovadamente causa uma diminuição do limiar térmico nociceptivo, ou seja, a capacidade 
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da glândula mamária afetada encontra-se diminuída para perceber os estímulos dolorosos 

(PETERS; SILVEIRA; FISHER, 2015). 

 Kovács et al. (2015)  publicaram dados referente ao domínio da frequência e 

relataram que vacas saudáveis diferiram estatisticamente das vacas claudicantes com valores 

menores. As vacas com claudicação apresentaram uma média de batimentos cardíacos acima 

do limiar saudável e atingiram valores que podem ser considerados indicativos de estresse e 

dor. Assim como no trabalho supracitado os animais deste estudo também apresentaram 

frequências cardíacas acima do padrão considerado fisiológico. 

A dor pode ser associada a dois parâmetros que foram determinados pelo exame 

eletrocardiográfico: o aumento da frequência cardíaca (FC) e consequentemente a redução da 

variabilidade da frequência cardíaca (VFC). A frequência cardíaca em bovinos em situação de 

repouso varia entre 60 a 80 batimentos por minuto (FEITOSA, 2020). Valores superiores a 80 

batimentos por minuto foram considerados acima do normal.  

Ponto importante a ser destacado é que no M0 e no M1 não houve diferença na 

frequência cardíaca, ou seja, os animais que estavam em repouso e os animais que foram 

submetidos apenas ao manejo de aplicação (não tiveram contato com o gás ozônio) 

apresentaram valores semelhantes da frequência.  

Porém, quando observamos os momentos M2, M3 e M4 comparados aos M0 e M1 os 

valores da frequência cardíaca foram mais elevados, indicando que os animais expressaram 

uma maior sensação dolorosa. O mesmo comportamento foi observado em relação a 

frequência cardíaca máxima. Relacionado com a forma de aplicação também observamos que 

no M2 e M3, momentos de aplicação intramamária do ozônio, os animais apresentaram uma 

maior frequência cardíaca comparada ao M4 onde a aplicação foi transretal. 

Em relação aos dados da FC quando observamos a frequência cardíaca média e 

máxima notamos que os animais em todos os momentos apresentaram uma frequência 

cardíaca acima do normal para bovinos em repouso. De acordo com CEBALLOS et al., 2018, 

o aumento da frequência cardíaca em bovinos pode estar associado à manipulação por 

colaboradores que não tinham convívio cotidiano com os bovinos.  

No presente estudo acreditamos que o aumento da FC média e máxima pode estar 

associado ao manejo e as formas de administração de ozônio durante o período experimental. 

Novamente observamos, mediante valores da FC, que a aplicação intramamária (M2 e M3) de 

ozônio causa maiores alterações que são sugestivas de dor, quando comparada ao uso por via 

transretal (M4).  

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1751731122000532?via%3Dihub#b0165
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O CVI está mais relacionado à atividade parassimpática. Enquanto que o CSI mensura 

a atividade nervosa simpática. O CVI e CSI são parâmetros que sempre serão relacionados e 

analisados juntos por estarem correlacionados com a ativação dos nervos do nodo sinusal 

(SHAFFER; GINSBERG, 2017).  

De acordo com Porges (2003), estímulos estressantes e dolorosos geram uma 

diminuição da atividade parassimpática no organismo. Observamos que em relação ao 

parâmetro CSI o M1 apresentou valores inferiores aos momentos com aplicação de ozônio em 

teto hígido intramamário (M2) e aplicação transretal (M4). E o CVI no M0 apresentou-se 

diminuído em relação ao M2. Infelizmente quando tratamos de dados do domínio não linear 

poucas informações são existentes e novos estudos devem ser realizados para podermos 

compreender melhor seu funcionamento (KOVÁCS, 2013).   

BORELL et al., (2007) fizeram um levantamento bibliográfico onde perceberam que a 

VFC é pouco estudada em bovinos. Ainda, atualmente, a medicina de produção leiteira e de 

corte encontram-se muito limitadas, quando entramos no campo científico da VFC. Ainda 

como agravante, sabemos que o bem-estar e fatores comportamentais de enfermidades e 

manejos básicos não são padronizados, deixando uma grande lacuna dentro da literatura.  

 

CONCLUSÃO  

 

  Com base neste estudo evidenciamos que fatores dolorosos e estressantes geram 

alterações nos parâmetros do exame eletrocardiográfico de bovinos durante o manejo de 

aplicação intramamária e transretal de ozônio. O contato do ozônio com as mucosas corporais 

alterou parâmetros da variabilidade da frequência cardíaca como: SDNN, média, frequência 

cardíaca, CVI e CSI.  

O fator manejo de aplicação não causa sensação dolorosa nos animais, mas, a 

associação deste manejo com a aplicação do gás ozônio leva a uma sensação estressante e 

dolorosa. Quando analisado qual forma de aplicação causa maiores níveis de estresse 

constatamos que a aplicação intramamária principalmente em mucosa saudável, altera  

parâmetros que são associados à sensação de estresse e dor aguda.  
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4.  ARTIGO 2 

 

ANÁLISE DE COMPORTAMENTO DE BOVINOS DA RAÇA HOLANDESA 

SUBMETIDOS À  DIFERENTES FORMAS DE APLICAÇÃO DE OZÔNIO  

 

 

Sara Dacheri Kielbowicz  

Marta Lizandra Do Rêgo Leal  

 

RESUMO 

O objetivo deste estudo foi avaliar por meio dos parâmetros de escala de dor, dos teores de 

cortisol e de coleiras de monitoramento, se o manejo e a forma de aplicação intramamária e 

transretal de ozônio causam estímulos estressantes e dolorosos em vacas holandesas. Além de 

avaliar de forma simultânea se a aplicação intramamária em teto inflamado causa maior 

sensação estressante ou dolorosa do que a aplicação em teto hígido. Para isto foram utilizadas 

19 vacas da raça Holandesa. O protocolo experimental desenvolveu-se em cinco momentos 

distintos no mesmo animal, em dias subsequentes com intervalo de 48 horas, a saber: M0 

animal em repouso; M1 simulação da aplicação apenas com a introdução da sonda 

intramamária; M2 aplicação de ozônio em teto intramamário hígido; M3 aplicação de ozônio 

em teto intramamário inflamado; M4 aplicação de ozônio transretal. A dose de ozônio 

utilizada foi de 35µg/ml. Os animais foram submetidos a avaliação da escala de dor, a 

observação da atividade e de ócio e a mensuração dos teores séricos de cortisol. Como 

resultados observamos diferenças em relação aos parâmetros da escala de dor como: no 

parâmetro de posição da cabeça e das orelhas o M0 apresentou pontuação menor em relação 

ao M3. Quanto a expressão facial o M0 expressou pontuação menor que os outros três 

momentos experimentais (M1, M2 e M3). Em relação a posição de coluna vertebral o M0 

apresentou menor pontuação em relação ao M3 e o M4. No parâmetro de atenção ao ambiente 

o M0 apresentou pontuação menor em relação aos demais momentos experimentais (M1, M2, 

M3 e M4). Quanto a resposta a aproximação o M0 teve menor pontuação quando comparado 

ao M2 e M3. Respectivo ao parâmetro atenção ao manejo o M0 apresentou pontuação inferior 

ao M2, M3 e M4. Ademais o M1 foi menor que o M3. Quanto a ingestão de alimentos o M0 

expressou pontuação menor em relação ao M2, M3 e M4. Relacionado a pontuação total de 

todos os parâmetros da escala de dor o M0 apresentou pontuação menor em relação a três 

momentos experimentais: M2, M3 e M4. Ademais, o M1 foi menor que o M3. E o M3 

apresentou pontuação superior ao M4. Nas coleiras de monitoramento a atividade foi maior 

no M0 do que no M2.  Os teores de cortisol plasmático foram menores no M0 em relação ao 

M1, M2 e M3. De acordo com os resultados podemos concluir que as formas de aplicação 

intramamária e transretal de ozônio associados ao manejo tem potencial de gerar sensações 

dolorosas e estressantes em vacas holandesas. Ademais, a aplicação de ozônio em teto 

intramamário hígido causou maior desconforto que a aplicação intramamária em teto 

acometido por mastite subclínica. 
  

Palavras-chave: Bovinos; Cortisol; Dor; Escala facial; Transretal. 
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ABSTRACT 

The aim of this study was to assess, using pain scale parameters, cortisol levels and 

monitoring collars, whether the way ozone is applied intramammary and transrectally causes 

stressful and painful stimuli in Holstein cows. In addition to simultaneously evaluating 

whether intramammary application to an inflamed teat causes greater stress or pain than 

application to a healthy teat. For this purpose, 19 Holstein cows were used. The experimental 

protocol was carried out at five different times on the same animal, on subsequent days with 

an interval of 48 hours: M0 animal at rest; M1 simulation of the application only with the 

introduction of the intramammary probe; M2 application of ozone on a healthy intramammary 

teat; M3 application of ozone on an inflamed intramammary teat; M4 application of 

transrectal ozone. The dose of ozone used was 35µg/ml. The animals were submitted to a pain 

scale assessment, activity and idleness observation and serum cortisol levels were measured. 

The results showed differences in relation to the parameters of the pain scale, such as: in the 

head and ear position parameter, M0 scored lower than M3. As for facial expression, M0 

scored lower than the other three experimental moments (M1, M2 and M3). Regarding spinal 

column position, M0 scored lower than M3 and M4. In terms of attention to the environment, 

M0 scored lower than the other experimental moments (M1, M2, M3 and M4). In terms of 

response to approach, M0 scored lower than M2 and M3. With regard to the attention to 

management parameter, M0 scored lower than M2, M3 and M4. M1 also scored lower than 

M3. With regard to food intake, M0 scored lower than M2, M3 and M4. With regard to the 

total score for all the parameters on the pain scale, M0 had a lower score compared to the 

three experimental moments: M2, M3 and M4. In addition, M1 was lower than M3. And M3 

had a higher score than M4. Activity in the monitoring collars was higher in M0 than in M2.  

Plasma cortisol levels were lower in M0 than in M1, M2 and M3. According to the results, we 

can conclude that the intramammary and transrectal application of ozone associated with 

management has the potential to generate painful and stressful sensations in Holstein cows. 

Furthermore, the application of ozone to healthy intramammary teats caused greater 

discomfort than intramammary application to teats affected by subclinical mastitis. 

  

Keywords: Cattle; Cortisol; Pain; Transrectal; Parameters. 

 

HIGHLIGHTS 

 Diferentes formas de aplicação do ozônio alteram parâmetros da escala de dor. 

 Distintas formas de aplicação do ozônio alteram teores de cortisol. 

 O ozônio causa alterações comportamentais e plasmáticas que são sugestivas de dor e 

estresse.  

 

INTRODUÇÃO 

 

  A bovinocultura de leite é um importante ramo do agronegócio e possui grande 

relevância socioeconômica. O Brasil possui o segundo maior rebanho bovino do mundo, com 

mais de 214,7 milhões de animais. Atualmente é considerado o terceiro maior produtor de 
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leite com produção estimada de 33.490.810 toneladas de litros, perdendo apenas para Estados 

Unidos e Índia (FAO, 2019). 

   A produção animal é constituída basicamente por três pilares principais que 

determinam a produtividade e qualidade dos produtos que são: genética, nutrição e sanidade. 

Em relação à sanidade, o bem-estar animal e observação de comportamento natural são 

pontos significativos (KILGOUR, 2012).  

A dor em grandes animais tem sido negligenciada ao longo dos anos. Historicamente, 

como presas, os bovinos eram fonte de alimento para predadores. Seus traços 

comportamentais de fuga foram herdados geneticamente dos seus ancestrais selvagens e ainda 

estão presentes quando falamos em comportamento de expressão de dor (OLIVEIRA, et al., 

2014).  

  A observação do comportamento facial e corporal é utilizada para medir a sensação 

dolorosa em animais de produção (TRINDADE; OLIVEIRA; PARANHOS, 2018).  De 

acordo com a literatura, a análise de expressões comportamentais e faciais podem ser 

utilizadas como ferramenta não invasiva, indolor, altamente aplicável dentro das propriedades 

de produção leiteira e de baixo custo para a avaliação de dor (MULLER et al., 2019). 

O estresse está relacionado a fatores que alteram ou ameaçam a homeostase do 

organismo gerando assim um desequilíbrio físico, emocional ou psicológico. O cortisol 

sanguíneo na bovinocultura de leite é utilizado como uma técnica laboratorial para quantificar 

situações de estresse e dor (BRISTW; HOLMES, 2007).  

Outra ferramenta que pode ser utilizada para monitoramento de rebanho, são os 

sensores comportamentais “coleiras” que trazem parâmetros como, o tempo em estação e ócio 

que quando estão alterados podem ser sugestivos de situações estressantes que o animal foi 

submetido (BARRETO et al., 2022).  

Quando adentramos o tema bem-estar em animais de produção existe interesse em 

identificar e descrever indicadores fisiológicos que exponham os animais a respostas aos 

estressores. É necessário que haja um equilíbrio entre a produção animal sustentável e 

desenvolvimento de novas técnicas (BRITO et al., 2020).   

O desconforto animal não deve ser normalizado, por isso discussões éticas vêm tendo 

destaque entre consumidores, produtores e médicos veterinários. O tema dor e estresse em 

animais de produção tem sido uma das prioridades quando pensamos em implementar novos 

manejos nas propriedades (BERGHOF;  POPPE;  MULDER, 2019).   

 A ozonioterapia é uma terapia integrativa relativamente nova quando adentramos na 

bovinocultura de leite. O ozônio (O³) é um gás que quimicamente, é constituído por três 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168159121000459?via%3Dihub#bib0200
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átomos de oxigênio identificados pela união de uma molécula de oxigênio com um átomo 

(ARÉVALO, et al., 2021).  

O ozônio age diretamente no sistema antioxidante gerando uma resistência antagonista 

ao estresse oxidativo podendo ser considerado um pró-fármaco porque os seus subprodutos 

geram efeitos biológicos (INAL et al., 2011).     

O ozônio pode ser aplicado nos bovinos através de insuflação com sondas de 

polietileno de forma intramamária ou transretal (SCIORSCI et al., 2020). A aplicação pode 

ser feita de forma tópica com exposição do ozônio temporariamente em um sistema fechado 

com o auxílio de um “bag”, muito utilizado para tratamento de feridas abertas, úlceras e 

lesões em membros (FLORES; GAYON, 2019).  

Este trabalho traz como ineditismo o fato de estudar parâmetros de uma escala de dor, 

coleiras de monitoramento e teores de cortisol em vacas leiteiras analisando alterações que 

podem ser associadas a dor e padrões estressores para uma terapia integrativa que é nova 

dentro das propriedades leiteras. Observando como o manejo específico de aplicação 

intramamária e transretal de ozônio alteram o comportamento de bovinos.   

Dentro deste contexto, o presente estudo tem por objetivo avaliar mediante parâmetros 

de escala de dor, de coleiras de monitoramento e dos teores de cortisol, se o manejo e a forma 

de aplicação intramamária e transretal de ozônio causam estímulos estressantes e dolorosos 

em vacas holandesas. Além de avaliar se a aplicação intramamária em teto inflamado causa 

maior estresse ou sensação dolorosa do que a aplicação em teto hígido.  

 

MATERIAIS E MÉTODOS  

 

Comitê de ética  

 

O presente estudo foi submetido e aprovado junto ao Comitê de Ética no Uso de 

Animais da Universidade Federal da Fronteira Sul CEUA-UFFS sob protocolo número: 

1804050423.  

 

Animais  

 
A pesquisa foi executada em fazenda de modelo Free stall localizada no município 

Salto do Lontra-PR (25°47'40.2"S 53°19'36.9"W) entre os meses de junho e julho de 2023. 

Para o estudo foram utilizadas 19 vacas leiteiras multíparas da raça Holandesa, com 3 a 5 anos 

de idade e peso entre 300 e 600kg. As vacas foram alimentadas com a seguinte dieta (valores 
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referentes à dieta total animal/ dia): 31 kg de silagem de milho, 9 kg de ração 22%, 2 kg de 

farelo de soja, 2.6 kg de casquinha de soja, 3.2 kg de pré secado, 2.2 kg de caroço de algodão, 

1 kg de milho moído entre outros suplementos, tamponantes, minerais e água ad libitum.  

 

Critérios de inclusão e exclusão dos animais 

 

Para a inclusão no experimento, os animais foram submetidos de forma individual ao 

California Mastitis Test (CMT) para selecionar aqueles que apresentaram um quarto mamário 

hígido e um quarto com inflamação oriunda de uma mastite subclínica. Considerando a reação 

formada pela viscosidade sendo interpretada como resultado negativo, traços (suspeito), grau 

1 (fracamente positiva), grau 2 (positiva) e grau 3 (fortemente positivo) (SCHALM; 

NOORLANDER., 1957).  

Após realização do CMT uma segunda triagem com coleta de CCS automático foi 

feita para confirmar o diagnóstico de mastite subclínica onde foi considerado como vacas 

hígidas valores (abaixo de 200.000 céls/ml) e animais com inflamação da glândula mamária 

(acima de 200.000 céls /ml).  

Para a inclusão no experimento, os animais foram submetidos de forma individual a 

várias avaliações. Foram analisadas fichas clínicas da propriedade para avaliar se o animal 

sofreu alguma injúria nos últimos três meses. O peso foi determinado mediante uso de fita de 

pesagem e a idade, raça e número de partos foram coletados nas fichas de histórico do animal 

na propriedade. 

Na saída da sala de ordenha avaliou-se o escore de locomoção dos animais (escala:1-

5) (SPRECHER; HOSPEDARIA; KANEENE., 1997), bem como o  escore de condição 

corporal (escala: 1-5) (BRAUN et al ., 1986).  Durante o período de alimentação pós ordenha 

as vacas também foram avaliadas quanto ao escore de fezes (escala:1-5) (ZAAIJER; 

KREMER; NOORDHUIZEN., 2001).   

Como critérios de inclusão, o animal deveria apresentar no mínimo um quarto 

mamário hígido e um quarto inflamado (oriundo de uma mastite subclínica), não apresentar 

nenhuma enfermidade além da mastite subclínica no período mínimo de três meses. Ser 

multípara, da raça Holandesa, ter idade de 3 a 5 anos, peso médio de 300 a 600 Kg, estar 

produzindo média de 10 a 40 litros, não estar no período reprodutivo (ovulação ou em estro), 

ter escore de locomoção normal (1), escore de fezes normal (1 e 2 aceitável para vacas em 

lactação) e escore de condição corporal (3,0) (BRAUN et al., 1986).   

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022030221002071#bib28
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Qualquer animal que não se encaixasse nos padrões de inclusão, seja por apresentar 

enfermidade ou estarem em período seco ou pré-parto, foram excluídos do estudo. 

 

Delineamento experimental 

 

Com o objetivo de avaliar por meio de escala de dor, do comportamento de atividade e 

de ócio e dos teores de cortisol plasmático, se o manejo e a forma de aplicação intramamária e 

transretal de ozônio causam estímulos de estresse e de sensação dolorosa, as 19 vacas 

holandesas selecionadas para o estudo foram submetidas ao protocolo experimental que 

desenvolveu-se em cinco momentos distinto, no mesmo animal, com intervalo de 48 horas 

resultando em 95 amostras coletadas em cada técnica de avaliação.  

Os momentos experimentais dividiram-se em: M0 - momento do animal em repouso; 

M1 - momento onde ocorreu a simulação do manejo de aplicação intramamária com 

introdução da sonda de polietileno nº 6, mas, sem aplicação de nenhuma substância; M2 - 

aplicação intramamária de ozônio em quarto mamário hígido; M3 - aplicação intramamária de 

ozônio em quarto mamário inflamado; M4 - aplicação de ozônio transretal.   

A dosagem de 35µg/ml de ozônio foi utilizada para aplicação na glândula mamária 

hígida, inflamada e transretal (dose recomendada pelo fabricante aparelho e descrita por Lillo 

et al.,2022). Para a aplicação do ozônio de forma segura e atóxica, o gás produzido por 

aparelho gerador de ozônio (OZONEVET®) foi retirado com auxílio de seringa estéril de 

60ml. Posteriormente, a seringa foi acoplada a sonda de polietileno estéreo nº 06 

(Medsonda
®
).  e o ozônio então  foi aplicado por via intramamária ou transretal. Em ambas as 

vias o ozônio foi liberado gradualmente por um minuto. As aplicações foram realizadas pelo 

período da manhã. 

Para a aplicação do ozônio via intramamária, o teto foi higienizado com gaze 

embebida em álcool 70%, e durante todo o procedimento utilizou-se luvas estéreis para 

minimizar a contaminação do canal durante a introdução da sonda. Antes da aplicação de 

ozônio por via transretal, com auxílio de luva de palpação, realizou-se a remoção das fezes do 

canal retal com posterior limpeza da região perianal. Durante todos os momentos 

experimentais, o animal encontrou-se em posição ortostática (estação) contido em um canzil 

com o uso do brete. A parte laboratorial foi realizada nos laboratórios da Superintendência 

Unidade Hospitalar Veterinária Universitária (SUHVU).  

 

Escala de dor  
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Os dados para a escala de dor foram coletados com o auxílio de uma câmera 

fotográfica de 50 megapixels que registrou todos os momentos de manipulação e manejo para 

as aplicações. A gravação começou no exato momento que a manipulação da vaca 

selecionada iniciou. Em uma planilha, o momento de introdução da sonda foi registrado para 

determinarmos as reações que o bovino expressou no exato momento da introdução da sonda 

e aplicação do ozônio. 

Após a finalização do manejo o colaborador ficou registrando o pós-manejo. Os 

vídeos eram gravados por 10 minutos em média. O colaborador gravou o vídeo através de 

uma abertura em estrutura feita com lona preta para não alterar o comportamento dos animais 

com sua presença. A estrutura foi colocada a 10 metros de distância do local onde estava 

ocorrendo a manipulação animal. Imediatamente após a aplicação os animais foram liberados 

para avaliação dos mesmos em movimento. Foram gravados 5 vídeos de cada animal, 

totalizando 95 gravações.  

  Para a avaliação foi utilizada uma escala de dor modificada de dois estudos que 

apresentaram escalas de dor agudas certificadas para a espécie bovina: a da Unesp-Botucatu 

(OLIVEIRA, et al., 2014) e a Cow Pain Scale (GLEERUP et. al., 2015). Essa escala foi 

avaliada pela pontuação onde o zero refletia normalidade e o um ou dois, as alterações 

relacionadas à dor, com pontuação máxima de 16 pontos. 

 

Quadro 1: Escala de dor para vacas de leite modificadas com padrões de comportamento 

facial e corporal incluídos no estudo e suas respectivas alterações conforme pontuação:  
Pontuação: 0 1 2 

Posição da 

cabeça: 

Acima da coluna vertebral. No nível da coluna 

vertebral.  

 

Baixo da linha da coluna vertebral. 

Posição das 

orelhas: 

Ambas as orelhas para 

frente ou uma orelha para 

frente ou para trás e a outra 

ouvindo. 

Orelhas para trás 

apresentando 

movimentos 

assimétricos das 

orelhas.  

Ambas  as orelhas 

para trás ou 

movendo-se em 

direções diferentes 

(não para frente ou 

para trás). 

Orelhas de cordeiro 

Ambas as orelhas para os lados são 

mais baixas que o normal. O 

pavilhão auricular ligeiramente 

baixo e para trás. 
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Expressão 

facial: 

Olhar atento/neutro 

A vaca está atenta, focada 

em uma tarefa (comer ou 

ruminar).   Sem alterações 

faciais. 

 

Expressão distraída: 

Olhar retraído, 

distraído não está 

focado em uma 

tarefa. Com leves 

traços de alterações 

faciais. 

Expressão tensa/aparência tensa.  

Olhar: preocupado, a tensão dos 

músculos acima dos olhos pode ser 

vista como "linhas de sulco" e 

franzidos acima das narinas. 

Músculos faciais: tensão dos 

músculos faciais na lateral da 

cabeça. 

Focinho: narinas tensas, as narinas 

podem estar dilatadas e pode haver 

'linhas' acima das narinas. Há 

aumento do tônus dos lábios. 

Posição da 

coluna 

vertebral: 

Normal. Coluna levemente 

arqueada. 

Coluna no máximo de arqueamento. 

Atenção ao 

ambiente: 

Ativa e atenta aos estímulos 

ambientais táteis, visuais e 

sonoros. Está comendo, 

ruminando e procurando 

contato/curiosa. 

Quieta/deprimida 

A vaca não está 

ativa , não está 

comendo, ruminando 

ou procurando 

contato visual. 

Apática não reage aos estímulos 

ambientais táteis, 

visuais e sonoros. Não está 

comendo, ruminando e evitando 

contato visual. 

Resposta à 

aproximação: 

Olha para o observador, 

cabeça erguida, orelhas 

voltadas para frente ou 

ocupado com alguma 

atividade (comendo ou 

ruminado). 

Olha para o 

observador, 

orelhas não voltadas 

para frente, tenta sair 

quando é manejada. 

Não olha para o observador, cabeça 

baixa, orelhas estão voltadas para 

baixo. 

Atenção ao 

manejo: 

Não olha para os 

manejadores. 

Olha para os 

manejadores. 

 

Olha e intervém no manejo que está 

sendo realizado. 

Ingestão de 

alimento: 

Normorexia e/ou ruminação 

presente. 

Hiporexia. 

 

Anorexia. 

 

Adaptada de (OLIVEIRA, et al.,  2014); (GLEERUP et. al., 2015);  

 

  Após a gravação os vídeos foram armazenados em pastas e depois de um mês das suas 

gravações os mesmos foram enviados para dois observadores às cegas de forma aleatória 

(randomizado) para observação das alterações e avaliação da pontuação para cada 

comportamento nas situações determinada pelos momentos (M0, M1, M2, M3 e M4). 

Noventa e cinco vídeos foram analisados. 

 

4.4 Cortisol  

 

Após os animais serem identificados e submetidos ao manejo de aplicação de cada 

determinado momento os bovinos foram submetidos a uma coleta de sangue para 

determinação dos teores de cortisol sanguíneo. Noventa e cinco amostras de sangue foram 

colhidas em tubo a vácuo com ativador de coágulo (BD Vacutainer®) de 10 ml por punção da 

veia coccígea mediana. Os mesmos foram coletados e armazenados em caixas térmicas com 

blocos de gelo reutilizáveis e transportados até o Laboratório de Análises Clínicas do Hospital 

Veterinário da UFFS.  

https://www.sciencedirect.com/topics/veterinary-science-and-veterinary-medicine/facial-muscles
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As amostras de sangue total foram armazenadas em forma de soro: o processamento 

teve início com a centrifugação das amostras de sangue total por 10 minutos a uma rotação de 

5000 rpm depois do processo de centrifugação ocorre a retração do coágulo e a  obter do soro 

que foi retirado com auxílio de pipetador de 1000 uL e armazenado em  eppendorfs de 2 ml 

em um  freezer  -20°C dentro das respectivas caixas identificada até o momento de 

processamento. 

 Os teores de cortisol das amostras foram quantificados por meio do kit Accu Bind 

ELISA Microwells Cortisol Test System Monobind® de acordo com a metodologia do 

fabricante (FOSTER; DUNN, 1974). Uma vaca de leitera em situação de repouso apresenta 

teores de cortisol de 0,05 ± 1,80 ng/ml quando os teores forem superiores à 1,80 ng/ml ela 

estará sofrendo uma situação estressante (BRISTW; HOLMES, 2007).  

 

4.5 Coleiras de monitoramento da CowMed 

 

   Dados como a atividade e ócio das vacas leiteiras foram coletados antes, durante e 

após os momentos experimentais em um período de 24 horas. Os animais foram monitorados 

através dos colares eletrônicos C-TECH Chipinside®, em conexão com o software 

CowMed®, que captura os dados e realiza os registros com intervalos de uma hora. Os 

sensores das coleiras possuem um acelerômetro que mede parâmetros de ócio e atividade.   

O sistema é composto pelo C-Reader e pelo software de gerenciamento, que geram 

padrões comportamentais para o rebanho e de forma individual para cada animal. Os dados 

avaliados foram coletados do mesmo animal em todos os momentos, assim conseguindo 

detectar mudanças sutis de comportamento que podem ser relacionadas com situações de 

estresse e dor. Todos os dados foram tabulados e comparados entre si para obtenção dos 

resultados.  

 

4.6 Análise dos dados  

 

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado e randomizado. Todos os 

dados analisados eram quantitativos e foram coletados e digitalizados em planilhas do Excel e 

analisados através do software estatístico Graphpad Prism na versão 9.5.1. Para a 

determinação da distribuição dos dados foi realizado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk. 

Todos os dados foram pareados, ou seja, tem relação entre si. As variáveis paramétricas foram 

descritas por meio de média e desvio padrão e analisadas por meio de One Way (ANOVA) 

https://www.google.com/search?rlz=1C1CHBD_pt-PTBR855BR855&q=eppendorfs&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwjVzcK30Kz9AhXVILkGHU9cCnUQkeECKAB6BAgHEAE
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seguido pelo teste de comparação de médias de Tukey. As variáveis não paramétricas foram 

descritas em medianas e intervalos interquartis (25% a 75%) e avaliadas por meio do teste de 

Friedman seguido pelo teste de comparação de médias de Dunn. O nível de significância foi 

considerado p < 0,05. 

 

RESULTADOS 

 

Os dados estão apresentados em tabelas e figuras. Os parâmetros referentes à escala de 

dor podem ser visualizados na Tabela 1, Figura 1, 2 e 3. 

 

Tabela 1. Valores de mediana, intervalos interquartis (25% e 75%) e valores de p de 

parâmetros da escala de dor de vacas holandesas submetidas a distintos momentos 

experimentais: M0 (repouso); M1 (introdução de sonda uretral em teto); M2 (aplicação de 

ozônio em teto intramamário hígido); M3 (aplicação de ozônio em teto intramamário 

inflamado) e M4 (aplicação de ozônio transretal).  
Parâmetros: M0 M1 M2 M3  M4 Valor de p: 

Posição da cabeça 1 (0-1)
A
 1 (1-1)

AB
 1  (1-1)

AB
 1 (1-2)

B
 1 (1-1)

AB
 <0,0001 

Posição das 

orelhas 

0 (0-1)
A
 1 (1-1)

AB
 1 (1-1)

AB
 1(1-2)

B
 1 (1-1)

AB
 <0,0001 

Expressão facial 0 (0-0)
A
 1 (1-1)

B
 1 (1-1)

B
 2 (1-2)

B
 1 (0-1)

AB
 <0,0001 

Posição da coluna 

vertebral 

0 (0-0)
A
 0 (0-1)

AB
 1 (0-1)

AB
 1 (1-1)

B
 1 (1-1)

B
 <0,0001 

Atenção ao 

ambiente 

 

0 (0-0)
B
 

 

1 (0-1)
A
 

 

1 (0-1)
A
 

 

1 (1-1)
A
 

 

1 (0-1)
A
 

<0,0001 

Resposta à 

aproximação 

0 (0-0)
A
 1 (0-1)

AB
 1 (1-1)

B
 1 (1-1)

B
 1 (0-1)

AB
 <0,0001 

Atenção ao 

manejo 

0(0-1)
B
 1(0-1)

BC
 1(1-2)

AC
 2 (1-2)

A
 1(1-2)

AC
 <0,0001 

Ingestão de 

alimentos 

0 (0-0)
A
 1 (0-1)

AB
 1 (1-1)

B
 1 (1-1)

B
 1 (0-1)

B
 <0,0001 

Valor total da 

escala 

2 (1-2)
BD

 7 (5-8)
CDE

 7 (6-9)
ACE

 10 (8-11)
A
 8 (4-9)

E
 <0,0001 

Letras maiúsculas distintas na mesma linha denotam diferenças entre os momentos. Nível de significância de 

5%.  

 

Quanto à posição da cabeça os animais no M0 apresentaram pontuação menor em 

relação ao M3 (p≤0,0147) (Tabela 1 e Figura 1A). Referente ao parâmetro de posição das 

orelhas observamos que o M0 diferiu do M3 (p≤0,0005) que expressou pontuação aumentada 

(Tabela 1 e Figura 1B). 

Em relação à expressão facial o M0 expressou pontuação menor que os outros três 

momentos experimentais: M1 (p≤0,0103), M2 (p≤0,0012) e M3 (p≤0,0001) (Tabela 1 e 

Figura1C). Quanto à posição da coluna vertebral animais no M0 apresentaram menor 

pontuação em relação ao M3 (p≤0,0029) e o M4 (p≤ 0,0208) (Tabela 1 e Figura 1D). 
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Figura 1. Valores dos padrões de comportamento facial e corporal da escala de dor: Posição 

da cabeça (A), Posição das orelhas (B), Expressão facial (C) e Posição da coluna vertebral (D) 

em vacas holandesas submetidas a distintos momentos experimentais: M0 (repouso); M1 

(introdução de sonda uretral em teto mamário); M2 (aplicação de ozônio em teto 

intramamário hígido); M3 (aplicação de ozônio em teto intramamário inflamado) e M4 

(aplicação de ozônio transretal). Figura 1 (A) expressou diferença entre os momentos 

experimentais M0 e M3* (p≤0,0147). Figura 1 (B) demonstrou diferença entre o M0 e M3*** 

(p≤0,0005). Figura 1 (C) apresentou diferença entre os momentos experimentais M0 e M1* 

(p≤0,0103); M0 e M2** (p≤0,0012); M0 e M3**** (p≤0,0001). Figura 1 (D) demonstrou 

diferença entre o M0 e M3**  (p≤0,0029); M0 e M4* (p≤ 0,0208). O ns expressa que não 

houve diferença entre os momentos experimentais (p> 0.05). 

 

No parâmetro de atenção ao ambiente observamos que o M0 apresentou pontuação 

menor em relação aos demais momentos experimentais: M1 (p≤0,0085), M2 (p≤0,0033), M3 

(p≤0,0004) e M4 (p≤0,0208) (Tabela 1 e Figura 2A). Em relação ao parâmetro resposta à 

aproximação o M0 teve menor pontuação quando comparado ao M2 (p≤0,0005) e M3 

(p≤0,0001) (Tabela 1 e Figura 2B).  

Respectivo ao parâmetro atenção ao manejo o M0 apresentou pontuação inferior aos 

seguintes momentos: M2 (p≤0,0175), M3 (p≤0,0001), M4 (p≤0,0175) (Tabela 1 e Figura 2C). 

Ademais o M1 foi menor que M3 (p≤0,0085). Quanto à ingestão de alimentos o M0 

expressou pontuação menor em relação ao M2 (p≤0,0012), M3 (p≤0,0004) e M4 (p≤0,0208) 

(Tabela 1 e Figura 2D).  

Figura 2. Diferenças dos padrões de resposta a estímulos externos e comportamento da escala 

de dor: Atenção ao ambiente (A), Resposta a aproximação (B), Atenção ao manejo (C) e 

Ingestão de alimentos (D) em vacas holandesas submetidas a distintos momentos 

experimentais: M0 (repouso); M1 (introdução de sonda uretral em teto mamário); M2 
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(aplicação de ozônio em teto intramamário hígido); M3 (aplicação de ozônio em teto 

intramamário inflamado) e M4 (aplicação de ozônio transretal). Figura 2 (A) expressou 

diferença entre M0 e M1** (p≤ 0,0085); M0 x M2** (p≤0,0033); M0 e M3*** (p≤ 0,0004); 

M0 e M4* (p≤ 0,0208). Figura 2 (B) demonstrou diferença entre o M0 e M2*** (p≤ 0,0005); 

M0 e M3**** (p≤0,0001). Figura 2 (C) apresentou diferença entre M0 e M2* (p≤0,0175); M0 

e M3**** (p≤0,0001); M1 e M3** (p≤0,0085); M0 e M4* (p≤0,0175). Figura 2 (D) 

demonstrou diferença entre o M0 e M2 ** (p≤ 0,0012); M0 e M3*** (p≤0,0004); M0 e M4* 

(p≤0,0208). O ns expressa que não houve diferença entre os momentos experimentais (p> 

0.05).  

 
 

Quando observamos a pontuação total de todos os parâmetros da escala de dor o M0 

apresentou pontuação menor em relação à três momentos experimentais: M2 (p≤0,0001), M3 

(p≤0,0001) e M4 (p≤0,0001). Ademais, o M1 foi menor que o M3 (p≤0,0001). E o M3 

apresentou pontuação superior ao M4 (p≤0,0478) (Tabela 1 e Figura 3). 

 

Figura 3. Diferenças na pontuação total de todos os parâmetros da escala de dor em vacas 

holandesas submetidas a distintos momentos experimentais: M0 (repouso); M1 (introdução de 

sonda uretral em teto mamário); M2 (aplicação de ozônio em teto intramamário hígido); M3 

(aplicação de ozônio em teto intramamário inflamado) e M4 (aplicação de ozônio transretal). 

A figura intitulada total da escala de dor expressou diferença entre o M0 e M2**** 

(p≤0,0001); M0 e M3**** (p≤0,0001); M0 e M4*** (p≤ 0,0001); M1 e M3**** (p≤0,0001) 

M3 e M4* (p≤0,0478). O ns expressa que não houve diferença entre os momentos 

experimentais (p> 0.05). 
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               Os dados acerca do cortisol plasmático de vacas holandesas nos distintos momentos 

experimentais estão apresentados na Tabela 2 e Figura 4.  

 
Tabela 2. Valores de mediana, intervalos interquartis (25% e 75%) e valor de p de dados 

referentes aos teores de cortisol plasmático de vacas holandesas submetidas a distintos 

momentos experimentais: M0 (repouso); M1 (introdução de sonda uretral em teto); M2 

(aplicação de ozônio em teto intramamário hígido); M3 (aplicação de ozônio em teto 

intramamário inflamado) e M4 (aplicação de ozônio transretal). 
Parâmetro: M0 M1  M2 M3  M4 Valor de p: 

Cortisol*: 2,14(1,72-

2,77)
B
 

3,44 (2,74- 

3,95)
AC

 

3,33(2,95 -

4,10)
AC

 

2,78(1,73-

3,10)
BC

 

2,99(2,40-

4,00
)AC

 

0,0002 

Letras maiúsculas distintas na mesma linha denotam diferenças entre os momentos. Nível de significância de 

5%. * (ng/ml).  

 

Os teores de cortisol plasmático foram menores no M0 em relação ao M1(p≤0,0006), 

M2 (p≤0,0014) e M4 (p≤0,0365) (Figura 4). Não houve diferença entre o M0 e o M3 

(p>0,05). 

 

Figura 4. Diferenças nos teores de cortisol sanguíneo em vacas holandesas submetidas a 

distintos momentos experimentais: M0 (repouso); M1 (introdução de sonda uretral em teto 

mamário); M2 (aplicação de ozônio em teto intramamário hígido); M3 (aplicação de ozônio 

em teto intramamário inflamado) e M4 (aplicação de ozônio transretal). A figura intitulada 

cortisol expressou diferença entre o M0 e M1*** (p≤0,0006); M0 e M2**  (p≤0,0014);  M0 e 

M4* (p≤0,0365). O ns expressa que não houve diferença entre os momentos experimentais 

(p> 0.05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os dados referentes às coleiras de monitoramento de vacas holandesas nos distintos 

momentos experimentais podem ser visualizados nas Tabelas 3 e 4 e Figura 5. 
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Tabela 3. Valores de mediana, intervalos interquartis (25% e 75%), média, desvio padrão e 

valores de p de dados referentes ao parâmetro de atividade (tempo em estação) extraídos das 

coleiras de monitoramento de vacas holandesas submetidas a distintos momentos 

experimentais: M0 (repouso); M1 (introdução de sonda uretral em teto); M2 (aplicação de 

ozônio em teto intramamário hígido); M3 (aplicação de ozônio em teto intramamário 

inflamado) e M4 (aplicação de ozônio transretal). Valores expressos em minutos.  
Parâmetro: M0 M1 M2 M3 M4 Valor de 

p: 

Tempo em 

estação dia 

antes 

290 (228-

370)
A
 

260 (214-

355)
A
 

261 (222-

320)
A
 

268 (241-

346)
A
 

308 (248-

381)
A
 

0,7231 

Tempo em 

estação 

durante o 

experimento 

264 (239-

310)
A
 

308 (241-

370)
AB

 

248 (181-

301)
B
 

290 (216-

346)
AB

 

259 (227-

313)
AB

 

0,001 

Tempo em 

estação dia 

após 

270,4±43,34
A
 

286,6±70,50
A
 260,1±71,19

A
 310,8±80,13

A
 258,1±65,85

A
 0,6541 

Letras maiúsculas diferentes na mesma linha indicam diferenças entre os momentos.*As variáveis não 

paramétricas (tempo em estação dia antes e tempo em estação dia durante o experimento) foram descritas por 

medianas e intervalos interquartis (25% a 75%) e a variável tempo em estação dia após, por ser paramétrica, foi 

descrita por valores médios e desvio padrão. O nível de significância foi de 5%.  

 

 Não houve diferença entre momentos em relação ao tempo em estação um dia antes do 

experimento e um dia após o estudo (p>0,05). No entanto, o MO apresentou maior tempo em 

estação durante o experimento diferindo do M2 (p≤0,0293). Ademais o M1 apresentou maior 

tempo em estação durante o experimento comparado ao M2 (p≤0,0008) como podemos 

observar na Figura 5.  

 

Figura 5. Diferenças na atividade (tempo em estação) em vacas holandesas submetidas a 

distintos momentos experimentais: M0 (repouso); M1 (introdução de sonda uretral em teto 

mamário); M2 (aplicação de ozônio em teto intramamário hígido); M3 (aplicação de ozônio 

em teto intramamário inflamado) e M4 (aplicação de ozônio transretal). A figura intitulada 

tempo em estação durante o experimento expressou diferença entre os momentos 

experimentais M0 e M3* (p≤0,0293); M1 e M2***  (p≤0,0008). O ns expressa que não houve 

diferença entre os momentos experimentais (p> 0.05).  
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Referente aos dados de ócio antes, durante e após o experimento os mesmos não 

diferiram entre si como podemos observar na Tabela 4.  

 

Tabela 4. Valores de mediana, intervalos interquartis (25% e 75%) e valores de p de dados 

referentes ao parâmetro de ócio extraídos das coleiras de monitoramento de vacas holandesas 

submetidas à distintos momentos experimentais: M0 (repouso); M1 (introdução de sonda 

uretral em teto); M2 (aplicação de ozônio em teto intramamário hígido); M3 (aplicação de 

ozônio em teto intramamário inflamado) e M4 (aplicação de ozônio transretal). Valores 

expressos em minutos.  
Parâmetros: M0 M1 M2 M3 M4 Valor de p: 

Ócio dia antes 450 (365-

528)
A
 

460 (410-

499)
A
 

496 (410-

550)
A
 

514 (374-

556)
A
 

500 (437-

519)
A
 

0,2247 

Ócio durante o 

experimento 

431 (344-

491)
A
 

440 (381-

500)
A
 

490 (409-

506)
A
 

510 (406-

525)
A
 

490 (429-

511)
A
 

0,1813 

Ócio dia após 490 (357-

543)
A
 

490 (426-

517)
A
 

490 (370-

526)
A
 

445 (364-

504)
A
 

425 (381-

487)
A
 

0,5612 

Letras maiúsculas distintas na mesma linha denotam diferenças entre os momentos. Nível de significância de 

5%.  

 

DISCUSSÃO 

 

A manifestação de dor nos bovinos não é vista de forma óbvia. Neste estudo podemos 

observar diversas alterações comportamentais relacionadas à expressão de sensações 

dolorosas e/ou estressantes. Quando analisamos diretamente a escala de dor aplicada neste 

estudo podemos notar que todos os parâmetros avaliados sofreram alterações em algum 

momento experimental. O que sugere que o ozônio aplicado por via intramamária e transretal 

pode causar dor aguda.  

 A análise de comportamento quando trabalhamos na bovinocultura de leite 

normalmente é relacionada a enfermidades graves. A comunidade científica geralmente relata 

ocorrência de dor em bovinos em condições extremamente dolorosas ou estressantes como 

peritonites, fraturas ósseas, artrites bacterianas e mastites clínicas agudas (HUXLEY;  

WHAY, 2006 ).   

No entanto, neste estudo, observamos comportamentos que são sugestivos de dor 

aguda em bovinos no manejo de aplicação de ozônio.  A ozonioterapia, apesar de ser uma 

terapia integrativa em crescente uso dentro da medicina veterinária, ainda é pouco utilizada 

nos rebanhos leiteiros. Tendo este estudo o ineditismo ser o único trabalho científico que 

analisou a dor em diferentes formas de aplicação de ozônio em bovinos. 

A demonstração de dor de forma geral está relacionada com comportamentos de 

vocalização, com variações na postura normal das orelhas, com mudança da posição da 

coluna vertebral e da cabeça, com alteração do comportamento social, seja na atenção ao 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168159115002269?via%3Dihub#bib0070
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168159115002269?via%3Dihub#bib0070
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ambiente ou em resposta a aproximação, e no olhar para área dolorida ( O'CALLAGHAN et 

al., 2003; SANDEM et al., 2006; GLEERUP et al., 2015; OLIVEIRA, et al., 2014).  

Ao avaliarmos os parâmetros na escala de dor observamos vários comportamentois 

sugestivos de sensação dolorosa. No parâmetro de atenção ao ambiente o M0 apresentou 

comportamento normal enquanto o M1, M2, M3 e M4 expressaram comportamentos como 

falta de ruminação, isolamento e quietude. Quanto a posição da cabeça e orelhas o M0 

apresentou comportamento normal enquanto que no M3 os aimais apresentaram a cabeça 

baixa e orelhas para trás e abaixadas. No parâmetro de expressão facial os animais no M0 

apresentaram comportamento normal enquanto que no M1, M2 e M3 manifestaram narinas 

franzidas e sulcos musculares demonstrando uma expressão facial distraída e tensa.  

 Em outros parâmetros os animais também exibiram comportamentos que podem ser 

indicativos de dor. No parâmetro de resposta a aproximação os animais no M0 expressaram 

comportamento normal para a espécie enquanto no M2 e M3 tentaram fugir durante o manejo 

e não olhavam para o observador. Quanto ao parâmetro da posição da coluna vertebral os 

animais no M0 mantiveram-se em posicionamento normal da coluna enquanto no M3 e M4 

apresentaram coluna levemente arqueada. Nos parâmetros de comportamento de ingestão de 

alimentos e atenção ao manejo o M0 apresentou comportamento normal para espécie 

enquanto o M2, M3 e M4 apresentaram hiporexia e olhar para o manejador.  

Dentre os estudos realizados em animais, utilizando-se a ozonioterapia, Sumida; 

Matera e Hayashi (2023) compararam a aplicação subcutânea de 20 μg/mL de ozônio com 

eletroacupuntura em cães com doença de disco toracolombar. A dor foi mensurada através de 

Dynamic Interactive Visual Analogic Scale (DIVAS). Como resultados foram observados que 

ambos os grupos: ozônio e eletroacupuntura foram eficazes para controle da dor e reabilitação 

motora.  

 Fuccio et al., 2009 relataram  a diminuição da dor neuropática  em camundongos 

mediante única aplicaçao de ozônio por via subcutânea  na dose de 90 μg/kg. Esse efeito foi 

atribuído a alteração e regulação dos genes pró-inflamatórios que são envolvidos na 

manutenção da alodinia. Importante ressaltar que os autores não utilizaram nenhuma 

metodologia relacionada à observação comportamental. Para a avaliação da dor neuropática 

utilizaram análises imunológicas e histopatológicas de tecidos dos animais.   

    Em 2018, Raeissadat et al., realizaram aplicações de ozônio em uma concentração de 

15 µg/mL em humanos que eram acometidos pela síndrome de dor miofascial. Os autores 

descreveram que uma única aplicação de ozônio teve a mesma eficácia de uma injeção de 

lidocaína para o controle de sensação dolorosa.  

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168159115002269?via%3Dihub#bib0130
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168159115002269?via%3Dihub#bib0130
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168159115002269?via%3Dihub#bib0155
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Em humanos existem alguns trabalhos que observaram o efeito analgésico e de 

controle da dor quanto a utilização do ozônio (ROCHE, et al., 2017; FUCCIO, et al., 2009; 

TARTARI, et al., 2020). 

 Porém, em 2011, Borrelli avaliou o mecanismo de ação da ozonioterapia associado a 

dor em humanos para o tratamento de lombalgia e hérnia de disco. Foram utilizadas 

concentrações de ozônio que variaram de 18 a 25 μg/mL. de acordo com o autor os 

tratamentos iniciais de aplicação local, com concentrações acima de 20 μg/mL causaram dor 

ao longo da aplicação. Depois de várias sessões o limite de dor aumenta, diminuindo a 

sensação dolorosa no momento de aplicação.   

No entanto, quando observamos publicações dentro da medicina veterinária, 

principalmente na espécie bovina, não encontramos nenhum estudo que tenha determinado o 

mecanismo de ação relacionado à ozonioterapia ou analisou a dor em diferentes formas de 

aplicação de ozônio. 

Os dados obtidos neste estudo quanto à análise de parâmetros relacionados a escala de 

dor foram indicativos de sensação dolorosa em diferentes formas de aplicação de ozônio. As 

diferenças nos resultados dos estudos podem ser explicadas por tratar-se de metodologias de 

aplicação e espécies diferentes. Um ponto importante é que o ozônio neste estudo entrou em 

contato com mucosas e não com a musculatura.   

Ao analisarmos os dados experimentais do cortisol plasmático detectamos que os 

animais em repouso exibiram menores concentrações em relação aos momentos M1, M2 e 

M4. Também é importante observar que os valores desta variável bioquímica foram mais 

elevados quando os animais foram submetidos apenas ao manejo de introdução da sonda 

uretral intramamário (M1) em relação ao momento do repouso (M0). Tal fato pode estar 

atrelado ao manejo de forma isolada que pode ter causado estresse e desconforto. 

 Os teores mais elevados de cortisol no momento de aplicação de ozônio em teto 

intramamário hígido (M2) e por via transretal (M4), quando comparados ao momento de 

repouso (M0), é indicativo de que ocorreu estresse agudo pela associação do manejo de 

aplicação com o contato do ozônio nas mucosas dos bovinos. 

Os teores de cortisol sanguíneo em bovinos leiteiros são disponibilizados de forma 

suplementar seguindo o ritmo circadiano. Já sabe-se que o cortisol está envolvido em diversos 

processos fisiológicos relacionados a condições adversas de bem-estar, dor e inflamação 

(BRUTO;  WELLNITZ; BRUCKMAIER, 2015).     

No entanto, os valores de cortisol foram semelhantes no momento de repouso (M0) e 

na aplicação de ozônio em teto intramamário inflamado (M3). Esse resultado pode ser 
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explicado pela diminuição da sensibilidade dos receptores de dor local na mucosa que se 

encontra alterada pela presença da inflamação causada pela mastite subclínica. Está 

enfermidade comprovadamente causa uma diminuição do limiar térmico nociceptivo, ou seja, 

a capacidade da glândula mamária afetada encontra-se diminuída para perceber os estímulos 

dolorosos (PETERS; SILVEIRA; FISHER, 2015).  

Quando ocorreu a mensuração dos dados através das coleiras de monitoramento 

observamos que o M0 apresentou maior tempo em estação (atividade) durante o experimento 

do que o M2, ou seja, quando ocorreu à introdução da sonda por via intramamária, com 

liberação de ozônio no teto hígido, o parâmetro de atividade encontrou-se menor do que 

quando o animal estava em repouso podendo esse achado ser indicativo de dor.  

Ademais, o M1 apresentou maior tempo em estação durante o experimento quando 

comparado ao M2. Esse resultado é indicativo de que não apenas o manejo de introdução da 

sonda causa dor, mas a aplicação associada com o contato do ozônio com as mucosas também 

gera sensações dolorosas. Notasse que a dor causada nestes momentos pontuais é aguda, pois 

ocorreu alteração apenas no dia do experimento.  

 BARRETO et al., 2022  realizaram um estudo utilizando coleiras de monitoramento 

para comparar o comportamento de bovinos de corte submetidos a dois sistemas de pastagem: 

o FS (pastagem a pleno sol) e ILPF (pastagem florestada). Dentre os parâmetros estudados os 

autores observaram que o FS apresentou maior atividade que o grupo ILPF. De acordo com os 

autores este resultado pode estar associado ao estresse.  

Em outro estudo, BENAISSA et al., (2017) utilizaram acelerômetros com o objetivo 

de classificar alguns tipos de comportamentos em vacas. Como resultado também observaram 

que quando os bovinos eram expostos a situações estressantes o ócio tendia a reduzir 

enquanto a atividade aumentava.  

 No entanto, os animais deste estudo apresentaram comportamento diferente, ou seja, 

demonstraram redução da atividade relacionada à dor. Durante o período experimental 

observamos que os dados referentes aos parâmetros de atividade e ócio apresentam-se dentro 

da conformidade para a espécie quando avaliado pelo tempo. Clinicamente bovinos saudáveis 

em situação de bem-estar apresentam três comportamentos principais: atividade, ócio e 

ruminação utilizados um total de oito horas para o desenvolvimento de cada um 

(GONZÁLES, 2021). 

 

CONCLUSÃO 
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Mediante resultados é possível concluir que a aplicação de ozônio em teto  

intramamário hígido e inflamado ou por via transretal altera em algum nível parâmetros 

relacionados ao comportamento como: atenção ao ambiente, posição da cabeça, das orelhas e 

da coluna vertebral, expressão facial, resposta a aproximação, ingestão de alimentos e atenção 

ao manejo. E estes resultados estão associados a situações dolorosas e/ou estressantes. O 

ozônio associado ao manejo de administração altera comportamentos mensurados por 

observação visual em bovinos leiteiros. 

Os teores de cortisol plasmático também obtidos durante a aplicação intramamária em 

teto hígido e transretal foram mais elevados. Ademais os teores de cortisol sanguíneo 

expressaram valores aumentados durante o momento manejo mostrando que o ozônio não 

causa dor ou estresse de forma isolada, mas, pela associação do manejo com a liberação e 

contato do ozônio com as mucosas saudável da glândula mamária e reto. 

Este estudo observou que a aplicação de ozônio em teto hígido causa maiores 

alterações sugestivas de estresse e dor que a aplicação intramamária em teto acometido por 

mastite subclínica quando avaliado através dos teores de cortisol plasmático.   

  As coleiras de monitoramento apontaram alteração apenas na atividade do dia do 

experimento para o momento intramamária em teto hígido. Os parâmetros de ócio não foram 

alterados. Com esses resultados podemos observar que a dor causada pela aplicação é aguda.  

  Conclui-se que as formas de aplicação intramamária e retal de ozônio associados ao 

manejo tem potencial de gerar sensações dolorosas e estressantes em vacas leiteiras da raça 

holandesa.  
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 

Quando analisamos a fundo a literatura observamos que na área da medicina 

veterinária, especialmente de animais de produção, os trabalhos científicos relacionados com 

terapias integrativas como a ozonioterapia são escassos, ainda mais envolvendo observação 

comportamental, dor e variabilidade da frequência cardíaca. Esse estudo explorou uma lacuna 

inédita dentro da literatura que é a avaliação das variáveis acima citadas em vacas holandesas 

submetidas à diferentes formas de aplicação de ozônio. 

Com isso também observamos como limitações a dificuldade em comparar os dados 

obtidos no estudo com trabalhos publicados. Uma vez que dentro da área de animais de 

produção os assuntos pesquisados neste estudo não foram explorados pela comunidade 

científica.  

O ozônio como forma de tratamento de enfermidades veterinárias foi liberado a 

poucos anos. Há uma perspectiva positiva para o surgimento de novos estudos envolvendo 

esta molécula. Acreditamos que mais pesquisas sejam necessárias para avaliar o mecanismo 

de ação, os efeitos benéficos e os possíveis efeitos colaterais da ozonioterapia em bovinos. 

O tema dor e bem-estar animal é muito debatido entre médicos veterinários, 

produtores e consumidores dos produtos derivados da indústria láctea. Os consumidores estão 

cada vez mais interessados em saber em quais condições os animais de produção estão sendo 

criados. Desejam ter conhecimento de como são tratados durante a sua vida produtiva e se são 

submetidos à manejos que incluem práticas de bem estar-animal. Sendo de suma importância 

a realização de trabalhos com o objetivo de avaliar se as terapias integrativas, quando aplicada 

nos bovinos, mantém as condições de bem-estar dos mesmos.  

Com base neste estudo evidenciamos que a aplicação de ozônio por via intramamária e 

transretal altera diversos parâmetros da variabilidade da frequência e da escala de dor, 
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aumenta os teores de cortisol plasmático e aumenta a atividade de vacas leiteiras em lactação, 

sendo tais resultados sugestivos de dor e estresse.  

Também observamos que a aplicação de ozônio em teto hígido apresenta alterações 

sugestivas de maior desconforto e dor que a aplicação intramamária em teto inflamado, 

quando analisamos os dados da variabilidade da frequência cardíaca, do cortisol plasmático e 

da atividade.  

Conclui-se que as formas de aplicação intramamária e transretal de ozônio associada 

ao manejo tem potencial de gerar sensações dolorosas e estressantes em bovinos. Por tratar-se 

de um assunto atual, abrangente e não explorado, novos estudos devem ser desenvolvidos pela 

comunidade científica. 
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Artigo 1: Variabilidade da frequência cardíaca para a avaliação do estresse e dor em 

bovinos da raça holandesa submetidos a diferentes formas de aplicação de ozônio.   
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 Validation and Quality Assurance. Validation is defined as a comparison of the research 

predictions with the real world to determine whether the results of the research are suitable for 

their intended purpose. Validation highlights the strengths and the limits of the results 

obtained, and their applicability. A wide range of validation techniques can be applied, 

including: comparison with reference measurements (e.g. recovery rates for markers or gaz 
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exchange measurements), robustness of measurements (e.g. intra- and inter-observer 

reliabilities for observational measurements), statistical tests (e.g. regression analysis of 

observed vs. predicted data), deviance measures (e.g. Mean Absolute Error, Root Mean 

Squared Error), visual techniques (e.g. plot of observed vs. predicted data), subjective 

assessment (e.g. evaluation by experts). For laboratory methods, results of Quality Assurance 

tests or method validation procedures refer to performance of assays (e.g. intra/inter-assay 

CV, reportable range, specificity, normalisation…). Validation and/or Assurance quality 

procedure and output, must be reported for the methods that are most important for the 

conclusions of the study in the Material and methods or as Supplementary materials. 

Alternatively they must be addressed in the Discussion section. 

 Statistical analysis of results. The statistical analysis of results should be presented in a 

separate sub-section at the end of the "Material and methods" section. The software used and 

the models of statistical analysis must be described, as well as each of the statistical methods 

used. Sufficient statistical details must be given to allow replication of the statistical analysis. 

Generally, and when there are more than 2 treatments, an analysis of variance with F-tests is 

preferred to multiple t-tests. A statistical guide for authors is available on the website at 

https://animal-journal.eu/animal-journal/instructions-and-policies/. The publication of Lang 

and Altman (2013)2 can also be used as a reference. We also recommend you include the 

code for the statistical model, as programmed in the relevant software, in the Supplementary 

materials.  

 Proprietary product. If a proprietary product is used as a source of material in experimental 

comparisons, it should be described using the appropriate chemical name. If the trade name is 

helpful to the readers, provide it in parentheses after the first mention. 

 

Results – Discussion 

 

 Presentation of Results and Discussion in a single section is possible but discouraged. 

 If the implementation of the research results in practice could contravene health, animal 

wellbeing and environmental standards in countries other than where the work was 

undertaken, then authors should consider how this will impact on the international relevance 

of the research.  

 A short conclusion appears at the end of the text and is merged in a single paragraph. 
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 References from non-peer-reviewed articles or from national abstracts/conference 

proceedings, MSc or PhD thesis, institutional/technical reports, documents that cannot be 

obtained easily by the reader should be minimized. 

 If a submitted manuscript has previously been published in a limited form (e.g. abstract or 

short communication to a symposium or part of MSc or PhD theses), the previous publication 

form should be cited and the full reference should be provided.  

 In general, no more than 3 references can be given for the same statement (except for 

reviews and meta-analyses).  

 The list of references used in a meta-analysis should be presented in Supplementary 

materials. 
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