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RESUMO

MOREIRA DA SILVA, Livia Helena. Tratamento de mastite subclinica utilizando
Terapia Fotodinamica (PDT). Seropédica: UFRRJ, 2009. 65p. (Tese de Doutorado em
Ciéncias Veterinarias, Sanidade Animal).

Foram realizados vérios experimentos para adequar a técnica terapia fotodinamica (PDT) para
o tratamento de mastite subclinica em bovinos. Foram avaliados dois aparelhos de LEDs
adaptados com fibra de acrilico para a penetragdo nos tetos. Varias densidades de energia
foram testadas para o efeito desejado com o desenvolvimento de uma metodologia propria. A
terapia fotodindmica utilizando baixa densidade de energia para tratar mastite subclinica foi
eficiente posto que, houve redugdo na infec¢do nos quartos mamarios tratados. As adaptacdes
para adequacdo dos aparelhos LEDs para tratamento dos tetos afetados com mastite subclinica
em bovinos foi eficiente permitindo que a irradiacdo atingisse todo interior do quarto mamario
tratado. O agente fotossensibilizante azul de toluidina a 2,5% foi capaz de desencadear o
efeito desejado permitindo a dispersdo da luz e estimulando resposta antimicrobiana. As
densidades de energia (DE) testadas reduziram os principais agentes microbianos isolados.
Staphylococcus coagulase positivos foi eliminado com DE 25J/cm?, Estafilococos coagulase
negativos com DE 75J/cm?®, Bacillus sp. com DE 100J/cm® e Streptococcus dysgalactiae
diminuiu na contagem bacteriana total quando se utilizou DE 200J/cm”.

Palavras-chave: glandula mamaria, LASER, fotossensibilizantes, azul de toluidina,
histologia.



ABSTRACT

MOREIRA DA SILVA, Livia Helena. Treatment of subclinical mastitis through the
Photodynamic Therapy (PDT). Seropédica: UFRRIJ, 2009. 65p. (Theory of Doctorate in
Veterinary Sciences, Animal Health).

Experiments were carried out to adapt the technical photodynamic therapy (PDT) to the
subclinical mastitis treatment in bovine. Two LEDs equipments were tested with
manufactured acrylic fibers to penetration in the teats. Different energy densities were tested
to development the methodology. The photodynamic therapy using low energy density was
efficient to treat subclinical mastitis, it can be seen the reduction of mammary infection. The
constructions the acrylic fibers to LEDs equipments were efficient, where it was possible to
reach all interior of the mammary treated. The toluidine blue at 2,5% was efficient to light
dispersal and in microbial activity. The energy densities (ED) used was efficient to the
principal microbial agents of subclinical mastitis found in the present work. Staphylococcus
coagulase positive was removed with ED 25J/cm®, Staphylococus coagulase negative were
removed with ED 75J/cm2, Bacillus sp was removed with ED 100J/cm2, Streptococcus
dysgalactiae bacterial total count was reduced when ED 200J/cm” was used.

Key words: mammary gland, LASER, photosensitizers, toluidine blue, histology.
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1. INTRODUCAO

O crescimento cada vez maior da industrializacdo e a existéncia de um mercado
globalizado vém exigindo, dos produtores rurais, a utilizagdo de modernas tecnologias ligadas
a producdo animal. Atualmente, um empreendimento agropecudrio lucrativo deve utilizar
técnicas e metodologias que visem a otimizacao do sistema produtivo.

A mastite bovina € uma doenga que tem sido estudada desde o século XVIII e, mesmo
na atualidade, com muitos estudos sobre a patologia, ainda ¢ a doenca de maior impacto
econdmico na produgdo leiteira. Apresenta alta prevaléncia nos rebanhos do mundo inteiro e
estimam-se perdas anuais de aproximadamente 35 bilhdes de d6lares (WELLENBERG et al.,
2002).

Nos Estados Unidos, o custo anual, com mastite, tem sido estimado em 1,5-2,0 bilhoes
de ddlares. Deste montante, 960 milhdes sdo com a perda do leite pela mastite subclinica
associada ao aumento de células somdticas. Pelo fato de ndo desencadear reacgdes
inflamatorias extensas do tecido afetado, a mastite subclinica, além de ser a forma mais
frequente, proporciona os maiores prejuizos ao produtor e a industria de laticinios, uma vez
que causa ‘“‘silenciosa” reducdo da capacidade de secrecdo lictea do quarto mamario afetado
em niveis que variam de 11,4% a 45,5% (PHILPOT, 1984; GONZALEZ et al. 1988),
correspondendo ao impacto econdmico, no Brasil, em média a US$ 329,34/vaca/ano
(COSTA, 1998).

Os programas de controle da mastite visam diminuir a prevaléncia da doenca a niveis
aceitdveis, uma vez que sua erradicacdo nao € vidvel segundo os autores SILVA et al. (1998).

Entre as medidas recomendadas para o controle das mastites produzidas pela maioria
dos organismos incluem-se as medidas higi€nicas. Esses procedimentos, entretanto, ndo siao
eficazes contra as infec¢des intramamarias (IIM) produzidas por microrganismos de origem
ambiental ou oportunistas. Encurtar a duracdo dessas infec¢does € um importante componente
dos programas de controle de mastites, o que pode ser feito por meio de tratamentos das
mastites subclinicas durante a lactacao.

As tecnologias modernas, na producdo leiteira, implicam uma dependéncia cada vez
maior do uso de substancias quimicas como medicamentos de uso veterindrio, dentre estes,
pela relevancia do assunto, os antimicrobianos usados no tratamento das mastites.

O uso desses medicamentos pode produzir residuos nos diferentes produtos de origem
animal, sendo que o Codex alimentarius da FAO/OMS questiona a presenga, o tipo € a
concentragdo desses residuos encontrados nos alimentos destinados ao consumo humano, o
que pode, sob o ponto de vista toxicolégico, promover resisténcia bacteriana no animal e
consequentemente, de forma indireta, no Homem (PALERMO-NETO, 2001).

Quando se pensa em tratamento para mastite subclinica deve sempre ser levado em
consideragdo o custo, o tempo de eliminagdo dos medicamentos e a perda de leite. Assim,
recomenda-se o menor nimero de aplicacdes visando a cura dos animais e o rdpido retorno da
producdo normal do leite.

Das novas tecnologias empregadas na odontologia e na medicina moderna surgiu o
tratamento denominado terapia fotodindmica (PDT) que consiste na utilizacdo do raio laser
aplicado junto a um corante fotossensivel, para curar algumas patologias.

Utilizado inicialmente em tumores € mais recentemente em microrganismos, como as
bactérias, esta terapia tem duas grandes vantagens sobre antissépticos e antimicrobianos
convencionais: primeiro, como nenhum dos dois componentes do sistema (luz e corante
fotossensibilizante) € inerentemente bactericida, o efeito antimicrobiano seria limitado para
regides luz-irradiadas em 4reas que foram tratadas com fotossensibilizante; a segunda, e talvez
a mais importante, o desenvolvimento de resisténcia para fotoquimica induzindo morte a qual



¢ mediada predominantemente por oxigénio singleto, seria improvavel (WAINWRIGHT,
1998).

Utilizando esta técnica, o objetivo geral deste trabalho foi desenvolver uma
metodologia de tratamento da mastite subclinica por meio da terapia fotodindmica, com a
utilizacdo de laser de baixa poténcia e corante fotossensivel, como uma alternativa de
tratamento em relacdo a terapia convencional, sem deixar residuos no leite além de retorno
rapido do animal a producdo. Os objetivos especificos foram desenvolver um mecanismo
capaz de guiar a luz irradiada para dentro do teto infectado, determinar a concentragdo ideal
do agente fotossensibilizante utilizado in vivo para desencadear o efeito desejado e a
densidade de energia capaz de estimular o agente fotossensibilizante levando a morte do
microrganismo causador da mastite subclinica in vivo.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Histérico das mastites bovinas

No século XVIII, considerava-se que as enfermidades da glandula mamaria dos
bovinos eram causadas por picadas de insetos ou pelo contato com o sangue ou secregdes de
feridas supuradas (VON WILLBURG, 1787).

Acreditava-se ainda que uma das causas determinantes das moléstias que acometiam a
glandula mamadria era a influéncia de ocorréncias fantasmagdricas ou maus espiritos. Por essa
razdo, os assim denominados “mal do espirito” eram tratados e curados com “reliquias, dgua
benta ou desinfetante natural”, conforme relatos de VON WILLBURG (1787) que iniciou os
estudos com bases cientificas das doencas da mama, quando organizou e publicou um manual
para a orientagdo dos fazendeiros, descrevendo os diferentes tipos de mastites, definindo-as
como variadas formas de inflamagcdes da glindula mamadria. Todavia, o empenho dos
especialistas a época estava voltado apenas para a nosologia das moléstias da glandula
mamadria, ndo abordando a etiopatogenia dessas enfermidades.

O interesse demonstrado por veterindrios e criadores de gado leiteiro determinou o
inicio de uma nova era no estudo da patologia da glindula mamaria, pela necessidade pratica
e cientifica das classificagcdes das mastites. RYCHNER (1835) classificou as mastites em
ativa, passiva e reumadtica, porém, HAUBNER (1867) o fez em diferentes formas clinicas, ou
seja, superficial, profunda, parenquimatosa e forma grave de mastite.

VON FRANCK (1876) foi o pioneiro em pesquisas relativas a etiologia infecciosa das
mastites mas, apesar de ter demonstrado a existéncia de microrganismos em amostras de leite
oriundas de glandulas enfermas, ndo determinou quais seriam esses agentes etioldgicos.

Na investigacdo dos agentes causadores das mastites, ESCHERICH (1885) descreveu
os primeiros germes coliformes como sendo um dos possiveis agentes etioldgicos causadores
das mastites.

NOCARD & MOLLEREAU (1885) evidenciaram o microrganismo Streptococcus em
amostras de leite colhido de quartos mamdrios acometidos por mastite. KITT & GLACE
(1908) ao estudarem surtos de mastites em rebanhos leiteiros, determinaram que o agente
etioldgico das infeccdes mamdrias fosse por microrganismos do género Streptococcus e
propuseram dar-lhe o nome de Streptococcus agalactiae contagiosae, em substituicio a
Streptococcus nocardi.

Ainda em 1908, esses autores avaliaram a patogénese, os sinais e as alteracdes
anatomicas e funcionais das mastites, classificando-as em mastites infecciosas e nao
infecciosas; considerando o quadro sintomadtico, classificou-as em edema inflamatdrio, mastite
catarral cronica e mastite tuberculosa cronica; utilizando os critérios anatomopatolégicos,
classificaram as formas de mastite em edematosa do tipo infeccioso e ndo infeccioso, catarral
esporadica, enzodtica catarral e, por ultimo, em infecciosa purulenta esclerosante.

POELS (1910) apresentou a primeira classificacdo etioldgica das mastites baseada nos
agentes etioldgicos que as produziam como piobacilose, colibacilose, pseudobacilose,
streptomicose, staphylomicose, pasteurelose, piocianose, necrobacilose; actinomicose e
tuberculose.

HESS (1911) caracterizou a mastite como um processo infeccioso que poderia variar
em suas manifestacdes, quanto a intensidade dos sintomas e a evolucio da doenga, dividindo-
a em seis formas clinicas: mastite simples (sintomas de pequena intensidade), mastite
flegmonosa (sintomatologia grave), mastite recidivante, mastite metastdtica, mastite necrotica
€ mastite traumatica.

Mas, foi GOTZE (1931) que classificou, pela primeira vez, as mastites, obedecendo
aos critérios propostos pela Propedéutica Veterindria, ou seja, pelo exame do leite e pela
avaliacdo criteriosa das caracteristicas fisicas da mama (volume, deformacdes, lesdes e
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alteracdes de consisténcia, bem como sensibilidade da mama) e dessa forma, detectando as
alteracoes pela inspe¢do, avaliacdo por palpacao dos tetos e de seus tecidos constituintes.

Seguindo esta linha de raciocinio, SCHALM et al. (1971), apresentaram uma
classificacdo, segundo as formas clinicas de manifestacdo, de quatro tipos: hiperaguda, aguda,
subaguda e subclinica. Todavia, os critérios mencionados como basicos para esta classificacdo
referiam-se ao tipo de evolu¢do da doenca e ndo a forma clinica. Assim, na mastite
hiperaguda, manifestaram-se os seguintes sintomas: hiperemia, rubor, calor, edema, alteracao
da funcdo e sindrome da febre. Na forma aguda, os mesmos sinais da inflamac¢do eram
evidenciados, distinguindo—as pelo tempo de evolucao. Quando do processo de apresentacao
hiperaguda ou aguda desapareciam os sintomas do quadro inflamatdrio, permanecendo a
perda da funcdo, a mastite era classificada como subaguda. Nos casos em que houvesse
permanéncia do aumento da celularidade no leite, ocorreria a forma subclinica, entretanto,
essa dltima denominacdo ndo poderia representar um dos itens de classificacdo de formas
clinicas de uma doenca. Cabe ressaltar que, no processo instalado, sempre existiram sinais
clinicos evidentes que poderiam ser detectados pelo exame clinico, auxiliado pela diminuicao
da producdo leiteira, pelo pH alcalino do leite, pelo aumento dos teores de cloreto e do
nimero de células somdticas, predominando os polimorfonucleares neutroéfilos.

WEIGT (1973) enfocou as mastites segundo as diferentes formas clinicas, apontando
as trés formas mais comuns de mastites: catarral, apostematosa e flegmonosa. Esses trés tipos
poderiam apresentar diferentes formas de evolucdo: aguda ou cronica. Ressaltou, entretanto,
que as formas catarrais poderiam apresentar a evolu¢do aguda e cronica; as flegmonosas
seriam sempre agudas e as apostematosas, cronicas.

No periodo de 1971-1987, a INTERNATIONAL DAIRY FEDERATION (1987)
(Federacdo Internacional de Produtores de Leite- IDF) apresentou e recomendou uma
definicdo das inflamagdes da glandula mamadria baseada em dois conceitos: avaliacdo do
nimero de células somdticas e isolamento de patégenos de amostras de leite.

Em 1987, na publicacdo “Animal Pharm-Bovine Mastitis”, foram apresentados e
avaliados os métodos de diagndstico de mastites recomendados pela IDF, considerando
insatisfatorios os critérios anteriormente aceitos e recomendados até entdo tidos como
fundamentais para a perfeita definicdo e conceituagdao dos processos inflamatoérios da glandula
mamadria. Tal desconsideracdo dos principios definidores da inflamacado da glandula mamaéria
alicercou-se em dois fatos: primeiro, os testes existentes recomendados falhavam no
isolamento e identificacdo das bactérias, que sd@o os agentes etioldégicos determinantes das
mastites; segundo, o numero de células somdticas variava de maneira significante em
diferentes condicOes fisioldgicas. Por isso, a referida Federacdo deu destaque as formas de
mastites designadas como mastites subclinicas, afirmando categoricamente “A maioria das
mastites sdo subclinicas e, muito embora as bactérias estejam presentes, as manifestacoes
observadas na glandula mamdria ndo sdo detectadas pelos pecuaristas. Estas mastites,
entretanto, reduzem o volume de leite produzido no quarto afetado e modificam a composicao
do leite”. Assim, o conceito de mastite subclinica demonstrou eficiéncia para o controle das
mastites com reais beneficios ao exercicio da clinica veterinaria, ao bem-estar animal ou a
evolucdo do estudo da etiopatogenia das inflamacdes da glandula mamaria (IDF, 1987).

WELBORN (1994) caracterizou as mastites segundo a etiologia do processo
infeccioso da glandula mamadria, definindo como mastite causada por coliformes (formas
agudas e hiperagudas); mastite gangrenosa (causada por Staphylococcus aureus, Clostridium
perfringens e Pasteurella multocida ou Pasteurella haemolytica) e mastite contagiosa causada
por Streptococcus agalactiae, Streptococcus uberis e S. aureus. Chamou a ateng¢do sobre a
imperfei¢do do critério inicialmente proposto para a sua classificagcdo, posto que a modalidade
de mastite “gangrenosa” faz referéncia a uma manifestacdo clinica bem caracterizada pela
lesdo anatomopatoldgica, sendo que, esse tipo de mastite poderia ser determinado por um
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agente etioldgico considerado causador de mastite “contagiosa” e essa condi¢do de ser uma
forma contagiosa de mastite, estariam relacionados diretamente com a epidemiologia da
doenca e ndo com as manifestacdes da doenca.

WENDT et al. (1994) classificaram as mastites pela avaliacdo histopatolégica,
associando a forma clinica e o agente etiolégico, permitindo assim identificar cinco formas
inespecificas de mastites e cinco formas granulomatosas. As formas nas quais ndo foi possivel
estabelecer uma relacdo direta entre a agdo do agente etioldgico e os principais sintomas da
mastite foi denominado forma inespecifica, recomendando que sua classificacdo obedecesse
aos critérios clinicos. Nesse grupo, figuraram a mastite catarral aguda, mastite catarral
cronica, mastite necrdtica hemorrigica, mastite apostematosa e a mastite intersticial nio
purulenta. Para esse estudo de classificacdo, procederam ao isolamento e identificacdo do
agente etioldgico da mastite, bem como estabeleceram a caracterizagdo histopatolégica das
lesdes, mas os autores relatam ainda que as diferentes formas de classificacdo tivessem mais
um cardter meramente didédtico, contrapondo-se assim as opinides de outros estudiosos do
assunto que consideraram ser a classificacdo, a base para a elaboragdo de diagndsticos
nosolégicos e etiolégicos exatos e precisos, quando possiveis para contribuir com
recomendacdes de medidas terapéuticas e profilaticas adequadas para combater e controlar a
doenca.

LANGONI (2000) classificou as mastites de acordo com caracteristicas dos patégenos
envolvidos na inflamacdo da glandula mamadria, podendo ser classificadas em contagiosas e
ambientais. A mastite contagiosa refere-se a causada por Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae e Corynebacterium bovis, cujo habitat preferencial € o interior da
glandula mamadria e estd associada as expressivas elevagdes no nimero de células sométicas
contadas (CCS), com maior nimero de casos subclinicos. Esta forma ocorre devido a
disseminacdo dos patégenos entre vacas pelo leite, pelas maos dos ordenhadores e no
equipamento de ordenha contaminado. Na mastite ambiental, em que os agentes compartilham
do mesmo ecossistema da vaca, como o solo, piso, cama, esterco e matéria organica, sao
encontrados os microrganismos Escherichia coli, Enterobacter sp., Klebsiella sp.,
Pseudomonas sp., Staphylococcus sp., Streptococcus uberis, S. dysgalactiae, Prototheca sp. e
Actinomyces pyogenes, que estdo presentes com maior frequéncia na forma clinica da doenca
e nio estdo associados a um grande aumento na CCS. A sua transmissdo, embora possa
acontecer também durante o processo de ordenha devido as falhas higi€nicas no
processamento, sua ocorréncia se dd principalmente entre ordenhas, sendo, portanto de dificil
controle, pois os principais agentes estdo disseminados no ambiente onde os animais
permanecem.

GREGORY et al. (2001) relataram que, apesar da evolug¢do dos estudos relacionados a
patogénese e etiologia das mastites no ultimo quarto do século XX, a classificacdo das
mastites ficou baseada nos padrdes da Propedéutica Médico Veterindrio que permite, por meio
das manifestacOes clinicas presentes nas inflamacdes dos tecidos da mama, uma perfeita
orientacdo diagndstica e real condugdo da terapia indicada.

As classificacdes definidas fizeram-se de acordo com os critérios a seguir detalhados:
Anatomopatolégico, por lesdes detectadas em exames histopatolégicos, que nao sdo rotineiros
em clinica (GREGORY et al. 2001); Microbiol6gico, com o isolamento do agente etioldgico
determinante da mastite, porém ndo € rotina na avaliagdo das condi¢des da glandula mamadria
(SCHALM et al., 1971; IDF, 1987); Microbiol6gico/Epidemioldgico, caracterizando mastites
contagiosas e ambientais — a defini¢do desses tipos de mastites dependeria do isolamento do
agente etiolégico e da real conceituacio dos “habitats” desses agentes (CULLOR et al., 1990);
Patogenicidade dos agentes etiolégicos, caracterizando em patdgenos maiores € menores €,
para isso, sdo necessdrios o isolamento e a defini¢cdo do agente etiologico (RADOSTITIS et
al.,, 1994). Pela evolucdo da doenca: classificar-se-iam as mastites em: superaguda, aguda,
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subaguda, cronica e subclinica, onde se deveriam identificar as manifestacdes clinicas e o
momento da instalacdo da enfermidade, para avaliar a evolucio (GREGORY et al. 2001).

Ainda GREGORY et al. (2001) avaliando o exercicio da pratica médico-veterinirio no
diagndstico, tratamento e profilaxia das mastites, determinaram que estas sejam classificadas
em quatro formas: mastite catarral, aguda ou cronica, caracterizada por modificacdes do
aspecto do leite apresentando grumos; mastite flegmonosas, sempre de evolucdo aguda,
caracterizada por intensa sintomatologia sistémica e transformacdo do leite em secrecao sero-
sanguinolenta; mastite apostematosas, usualmente cronica em sua evolugdo caracterizada pela
transformacdo do leite em secre¢do purulenta e disturbio da secrecdo lactea, caracterizada por
aumento da celularidade e/ou do pH do leite, representando casos de mastites que merecam
elucidacdo posterior e avaliacdo da evolugcdo do caso, infec¢Oes latentes e/ou inflamagdes
inespecificas, causadas por retengdo de leite, traumatismo da ordenha ou condigdes
fisiologicas especificas. Nesses casos, as vacas deveriam ficar em observacdo e serem
submetidas a melhorias do manejo da ordenha e, em condi¢Oes ideais, posteriormente,
estabelecer-se-ia um diagndstico definitivo.

2.2 Agentes etiologicos da mastite

Embora a mastite ocorra esporadicamente em todas as espécies de mamiferos, ela
assume maior importancia econdmica nos bovinos leiteiros, por ser esta espécie de animal
mais explorado pelo homem nesta modalidade de producio (BLOOD & RADOSTITIS,
1989).

NADER FILHO et al. (1985) relataram que existem aproximadamente 137 espécies de
diferentes microrganismos associados as infec¢des intramamarias em bovinos leiteiros, sendo
evidenciado a maior frequéncia de bactérias dos géneros Staphylococcus e Streptococcus, mas
vdrios outros géneros sao apontados como causas de mastites: Campylabacter, Haemophilus,
Corynebacterium, Klebsiella, Enterobacter, Mycoplasma, Nocardia; infec¢des por fungos:
Trichosporon, Aspergillus, Pichia, leveduras como Candida, Criptococcus, Saccharomyces,
Torulopsis e ainda pela alga Prototheca.

Os microrganismos envolvidos na etiologia da mastite bovina podem ser classificados
em patdgenos “maiores” e “menores”. Na primeira categoria estdo incluidos os agentes que
provocam aumento na Contagem Células Somaticas (CCS), alteracOes significativas na
composi¢do do leite e consequentemente grandes impactos econdmicos. Os principais
patégenos “maiores” sdo os Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, coliformes,
Streptococcus spp., Enterococcus sp., Pseudomonas sp., Actinomyces pyogenes € Serratia sp..
Estafilococos coagulase negativos e Corynebacterium bovis sdo considerados patdgenos
“menores” e promove inflamagdo moderada com CCS de, no médximo, duas a trés vezes
superiores a dos quartos mamarios sadios (HARMON, 1994; LAFFRANCHLI, et al. 2001).

2.3 Prevaléncia da mastite

O conhecimento da cadeia epidemiolégica desta enfermidade € o passo fundamental
para que sejam aplicadas as medidas profildticas (SCHALM et al, 1971). LANGONI et al.
(1984) observaram que, em vacas leiteiras, a mastite responde por 38% de morbidade dentro
de um rebanho, sendo que cerca de 7% dos animais acometidos sdo descartados e 1% morre
em consequéncia da infecgdo.

Além de ser o maior problema sanitario relacionado a pecudria leiteira, também ¢é
responsdvel por grandes prejuizos econdmicos decorrentes da diminuicdo da qualidade,
producdo de leite, dos gastos com medicamentos, assisténcia veterindria € com a reposicao de
animais (COSTA, 1991).



COSTA et al. (1995a) relataram os indices de ocorréncia de mastite subclinica e
clinica da ordem de 72% e de 17,5% nos estados de Minas Gerais e Sido Paulo
respectivamente. RIBEIRO et al. (2003) avaliaram a prevaléncia na regido sul do Rio Grande
do Sul da mastite clinica e subclinica infecciosa e nao infecciosa, utilizando o teste da caneca
telada e o CMT onde relataram os indices de 1,48% de mastite clinica e 37,69% para a mastite
subclinica. Os autores ainda relataram que de acordo com a intensidade da reagdo do CMT
foram classificados em + (leve), ++ (moderada) e +++ (intensa) obtendo-se, como resultado
32,12%, 34,39% e 33,49%, respectivamente; € na andlise microbiolégica 64,56% das
amostras, cresceram 18,27% (+), 22,00% (++) e 24,29% (+++).

2.4 Qualidade do leite

Virios programas foram propostos para diminuir a ocorréncia de mastite em vacas e
entre as principais medidas estdo o monitoramento dos indices de mastite, pré e pos imersao
dos tetos em solugdo anti-séptica, conforto ambiental, tratamento das vacas ao secar,
tratamento dos casos clinicos, descarte de vacas com infec¢des cronicas, higiene, manejo e
manutencdo dos equipamentos de ordenha (PHILPOT & NICKERSON, 1991; NICKERSON
et al., 1995; NICKERSON, 1998; MULLER, 1999; FONSECA & SANTOS, 2000).

Para fins de padronizagdo nacional da qualidade do leite dentro de limites aceitdveis
para o consumo humano, o Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA),
com a aprovac¢ao da Instrucdo Normativa 51/2002 publicada em 20 de setembro de 2002 (IN-
51), definiu novos parametros de qualidade para o leite cru resfriado, determinando que, a
partir de julho de 2005, todo produtor que destina o leite para estabelecimento sob inspecao
federal, deverd enviar as amostras ao laboratério oficial para a andlise de sua composi¢ao
(teores de gordura, proteina, s6lidos totais), contagem de células somdticas (CCS) e contagem
bacteriana total (CBT). Dessa forma, ficou estabelecido que a andlise de CBT no leite cru é
exigida na producio de leite tipo “A” e “B”, sendo o limite de 10* a 5 x 10° Unidade
Formadora de Colonias (UFC)/mL, respectivamente. Para o leite tipo “C”, nao h4 limite para
tal varidvel, até entdo, mas com a aprovacdo da IN-51/2002, foi estabelecido um limite
médximo de CBT de 10° UFC/mL para o leite cru refrigerado.

Outro parametro definido para a qualidade do leite pela IN-51/2002 referiu-se sobre a
Contagem Células Somiticas (CCS) em que foi adotado um limite maximo de 10° células/mL
independente do tipo de leite cru produzido (A, B, C) (BRASIL, 2002). Apesar de o limite
proposto para CBT ser muito superior ao limite internacional, que é de 10° UFC/mL, a
obrigatoriedade desta andlise ¢ um grande avanco para o setor e ird proporcionar o
conhecimento da qualidade do leite brasileiro (CASSOLI, 2005).

Para atender a demanda das andlises do leite como determina a IN-51, o MAPA criou
a Rede Brasileira de Laboratérios de Anélise de Qualidade do Leite (RBQL), por intermédio
da Instrucdo Normativa 59/2002 (IN-59/2002) publicada em 04 de novembro de 2002,
composta atualmente por sete laboratérios centralizados os quais possuem equipamentos
automatizados de ultima geracao e alto rendimento analitico.

2.4.1 Contagem Bacteriana

Em condi¢des normais, o leite € estéril ao ser secretado pelos alvéolos do ubere,
contudo, durante a ordenha, o leite pode se contaminar por um pequeno € bem definido
nimero de organismos, provenientes dos canais lactiferos da cisterna da glandula e canal do
teto (BRITO, 1999; FONSECA & SANTOS, 2000).

Quando o animal € sadio, esta contamina¢do varia de 5 a 20 UFC/mL sendo de pouca
importancia no aspecto quantitativo (PRATA, 2001). Entretanto, em condi¢Oes inadequadas
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de saide da glandula mamédria, do sistema de manejo e das condi¢des de higiene adotadas na
fazenda, esse nimero pode se elevar até varios milhares (SLAGHIUS, 1996; FONSECA &
SANTOS, 2000; MURPHY & BOOR, 2000; EDMONSON, 2002).

2.4.2 Contagem de Células Somaticas (CCS)

Células somdticas sdo todas as células presentes no leite, que incluem aquelas
origindrias da corrente sanguinea e células de descamacgdo do epitélio glandular secretor. Os
leucdcitos, em sua maioria, sdo mobilizados da corrente sanguinea para o tecido mamaério
diante de alteragdes na permeabilidade capilar (RIBAS, 1994).

Na secrecdo lactea de vacas com infeccdo intramamadria, ocorre um aumento no
nimero de células de defesa, passando a predominar neutréfilos seguidos por macréfagos,
linfécitos e o numero de células epiteliais permanecem inalterados (PHILPOT &
NICKERSON, 1991).

Com o aumento na CCS, a composi¢do do leite, a atividade enzimdtica, o tempo de
coagulacdo, a produtividade e a qualidade dos derivados lacteos, sdo influenciados
negativamente (KITCHEN, 1981), pois a extensdo do aumento da CCS e as mudancgas na
composi¢do do leite estdo diretamente relacionadas com a superficie do tecido mamario
atingido pela reacdo inflamatdria, havendo uma relacio direta entre a CCS e a concentragao
dos componentes do leite descritos por SCHAELLIBAUM (2000).

Dentre os fatores que influenciam a CCS, podem-se citar além da idade da vaca, as
estacoes do ano, estresse, estadios de lactacdo, entre outros. Os estddios de lactacido estdo
associados a variagdes na CCS, em vacas livres de infeccdo na glandula mamaria (SCHUTZ
et al., 1990; LAEVENS, 1997), e esta influéncia pode ocorrer tanto no inicio quanto no final
da lactacdo.

Entre os métodos laboratoriais recomendados para diagnosticar a incidéncia de
mastite, principalmente subclinica nos rebanhos leiteiros, os mais usuais sdo a coadura do
leite (caneca telada ou de fundo preto), Califérnia Mastitis Teste (CMT), Wisconsin Mastite
Teste (WMT) (TORRES, 1985).

O Califérnia Mastitis Test (CMT) desenvolvido por SCHALM & NOORLANDER
(1957), constitui-se num método indireto de avaliagdo da quantidade de células somaticas do
leite, o qual se baseia na atuacdo de um detergente aniOnico sobre a membrana celular,
causando a ruptura da mesma e a formacao de um gel na interacao dos 4cidos nucléicos com o
detergente (ROSENBERGER 1983).

Segundo FAGLIARI (1983), o CMT constitui-se numa prova de triagem para detectar
mastite subclinica de facil execu¢do, sendo indicado para monitorar rebanhos a campo onde
observaram que amostras reagentes a0 CMT nos graus 1+, 2+ e 3+ concordaram com o exame
bacteriologico em 22,4%, 74,4% e 85,6% respectivamente.

2.5. Programas de controle de mastite

Os programas de controle de mastite visam diminuir a prevaléncia da doenca a niveis
aceitdveis, uma vez que sua erradicacdo ndo € vidvel. Entre as medidas recomendadas para o
controle das mastites produzidas pela maioria dos microrganismos, incluem-se as medidas
higiénicas. Esses procedimentos, entretanto, ndo sdo eficazes contra as infecgoes
intramamadrias (IIM) produzidas por microrganismos de origem ambiental ou oportunistas
como Streptococcus uberis, S. dysgalactiae ou coliformes. Encurtar a duragdo da 1IM é um
importante componente dos programas de controle de mastites, o que pode ser feito por meio
de tratamentos das mastites subclinicas durante a lactacdao (SILVA et al., 1998).



CARNEIRO (2006), ao pesquisar a viabilidade técnica e o impacto econdmico da
erradicacdo de Streptococcus agalactiae em rebanhos bovinos, concluiu que a estratégia da
terapia de ataque parcial e do tratamento, no momento da secagem, associada a quarentena na
entrada de animais no rebanho, a ado¢do de préticas adequadas na rotina de ordenha, como o
monitoramento de CCS, ao controle microbioldgico e ao comprometimento da equipe
envolvida na execug@o do programa foram eficazes para erradicar € manter os rebanhos livres
de mastite causada por S. agalactiae.

Tratamentos das mastites subclinicas, causadas principalmente por estafilococos e
estreptococos, durante a lactacdo apresentam resultados varidveis quanto ao sucesso das
terapias. Os indices de recuperacdo da glandula variam entre 3,6% e 92% (SOL et al., 1997).

Critérios bacteriolégicos para avaliar o nivel de cura das infec¢cdoes da glandula
mamadria apds tratamento com antimicrobianos foram propostos por WILSON et al. (1986) e
SOL et al. (1997). Segundo WILSON et al. (1986) uma cultura bacterioldgica negativa apds
14 dias € suficiente para avaliar a recuperacdo da glandula, entretanto, SOL et al. (1997)
sugerem duas culturas negativas entre os dias 14 e 30.

Esquemas terap€uticos utilizados para tratamento de mastites clinicas ou subclinicas
recomendam entre uma e trés aplicagdes medicamentosas, via intramamadria, apresentando
melhores resultados quando o nimero de aplicacdes € maior (BURAGOHAIN & DUTTA,
1990; TYLER et al., 1992; FRITCH et al., 1998), ou quando se faz uma terapia associada por
via parenteral (OWENS et al., 1993, 1994).

No tratamento das mastites subclinicas devem ser levados em consideragdo o custo, o
tempo de eliminagdo dos antibidticos e a perda de leite. Assim, sdo recomendados 0 menor
nimero de aplicacdes visando a cura dos animais e o retorno rdpido da produgdo normal do
leite (WILSON et al., 1986; CULLOR, 1990).

2.6. LASER (Light Amplification by Stimulation Emission of Radiation)

O termo LASER € um acronimo que significa “Amplificacdo da Luz pela Emissao
Estimulada da Radiagc@o”. Surgiu em 1961, no Hospital Presbiteriano de Nova York, que
praticou, com €xito, a primeira interven¢do cirirgica empregando laser quando foi realizada a
retirada de um pequeno tumor de retina que impedia a visdao (CHAVANTES, 1990).

A cada dia, a utilizacdo do laser vem sendo difundida e empregada em diversas dreas
de conhecimento, como medicina (oftalmologia, dermatologia, cirurgia e outros), odontologia,
biologia e fisioterapia por meio da pratica clinica e do crescente nimero de trabalhos
realizados comprovando seus efeitos e sua eficicia. O laser ja faz parte da vida moderna, sob
muitas formas, sendo considerado na ciéncia, na tecnologia e na medicina um dos maiores
avancos do século. Na drea da saide, é a sua condicio menos invasiva que o torna um
instrumento imprescindivel no campo teraputico da era moderna (CHAVANTES &
JATENE, 1990).

Os raios laser sdo instrumentos capazes de levar energia aos tecidos biol6gicos com
grande precisdo, sendo uma forma de radiacdo Optica ndo ionizante altamente concentrada.
Quando em contato com os diferentes tecidos, de acordo com o comprimento de onda de cada
laser, resultam efeitos diversos como fototérmico, fotoquimico, fotomecanico e fotoelétrico
(CHAVANTES, 1990).

2.6.1 Caracteristicas do Laser

NICOLA (1994) relatou que as caracteristicas que diferenciam a luz laser das outras
fontes luminosas sdo: monocromaticidade, coeréncia e colimagdo. A qualidade
monocromdtica implica que a luz emitida apresenta somente um ou uma estreita faixa de
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comprimento de onda, ao contrario das fontes de luz convencionais. A maioria dos raios laser

apresentam feixes colimados, isto €, com um minimo angulo de divergéncia, e coeréncia

significa que as ondas de luz estdo em fase, sendo uma caracteristica tnica do laser e, devido a

esta, o laser pode eficientemente ser focado em fibras Opticas, o que permite acesso as

cavidades internas do corpo, guiando a fibra através de endoscOpios, ou iluminacio

intersticial, quando a fibra € inserida no interior do tecido, através do liimen de uma agulha.
Os parametros dosimétricos do laser foram descritos por JACQUES (1995) como:

- Comprimento de onda (1)
Determina a profundidade de penetracdo da luz no tecido irradiado, pois para
um mesmo tecido, tem-se a possibilidade de que com diferentes comprimentos de ondas,
obtém-se diferentes coeficientes de absorcao.

- Frequéncia (f)
Refere-se ao nimero de ciclos num determinado periodo de tempo, sua unidade
de medida é o Hertz (Hz).

- Amplitude (A)
Fornece a magnitude de vibracdo sendo que esta é definida como a altura da
crista da onda.

- Poténcia (P)
Indica a poténcia de saida do aparelho ao alcancar o tecido, € medido em Watts
(W).

- Energia (E)
Corresponde a poténcia aplicada em um determinado periodo de tempo (T),
sendo expressa em Joules (J), obtida pela equagao E=PxT.

- Densidade de Poténcia (DP) ou Irradidncia
Definida como a poténcia 6ptica de saida do Laser em Watts, dividida pela drea
(A) irradiada em cm’, obtida pela equagio DP=P/A= W/cm®.

- Densidade de Energia (DE) ou Fluéncia
Obtida através da energia total (E) sobre uma determinada drea (A),
DE=E/A=J/cm’.

2.6.2. Interacao Laser com o Tecido Biolégico

A interacdo do laser com os tecidos vivos € representada por fenOmenos complexos,
influenciados pelos pardmetros do laser e por propriedades do tecido. Os parametros
essenciais da radiag@o laser, que determinam sua interacdo com a matéria sdo 0 comprimento
de onda, a densidade de poténcia e a densidade de energia entregues a este tecido. Os fatores
biolégicos que influenciam a interagdo laser-tecido sao mais amplos, tais como: tipo de célula,
perfusdo sanguinea, conducdo térmica, entre outras. As propriedades Opticas dos elementos
teciduais determinam a natureza e a extensao dos processos de reflexdo, transmissao, absorcado
e espalhamento. Outros fatores envolvidos sdo os varios processos mecanicos e fisiologicos
que ocorrem como um resultado da transformacdo da energia no tecido. Estes incluem:
conducdo de calor e dissipacdo, resposta inflamatdria a estimulos nocivos, alteragdo da
vascularizacao tecidual e mecanismos de reparacdo (JACQUES, 1995).
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BRUGNERA & PINHEIRO (1999) em seu trabalho descreveram que a radiacdo pode
interagir com o tecido biologico de quatro maneiras diferentes. Primeiro, parte da radiacdo
incidente pode ser refletida sem penetrar no tecido ou interagir com ele. Segundo, uma parte
pode ser transmitida pelo tecido sem sofrer atenuacdo, como se ele, o tecido, fosse
transparente ao feixe incidente. Terceiro, uma parte pode ser absorvida pelos diferentes
componentes tecidual — neste caso haverd transferéncia de energia da radiacdo para o tecido.
Quarto, a radiagdo que nao sofreu esses processos pode penetrar no tecido e ser espalhada sem
produzir qualquer efeito notdvel sobre o mesmo. Na maioria dos casos, a extensdo da
interacdo laser-tecido, serd proporcional a quantidade de radiagdo absorvida pelo tecido para
um comprimento de onda particular.

Os elementos teciduais que apresentam um alto coeficiente de absor¢do para um
comprimento de onda particular ou para um espectro de energia sdo denominados de
cromoforos. Os principais croméforos em tecidos bioldgicos sdo: hemoglobina, melanina e a
agua. Assim, os diferentes tipos de laser apresentam efeitos especificos nos tecidos, sendo que
estas variacOes se devem aos diferentes comprimentos de onda e dos préprios tecidos,
constituidos basicamente de dgua, além do comprimento de onda (A) que determina a sua
absorcdo (BUSANELLO, 2003).

2.6.3 Classificacao dos Lasers, segundo seus efeitos

CHAVANTES (1990) classificou os raios laser de acordo com os seus efeitos
dividindo-os em dois grupos: Laser de Alta Poténcia ou Laser Cirurgico e Laser de Baixa
Poténcia ou Laser Terapéutico.

O laser de Alta Poténcia é caracterizado por apresentar poténcia superior a um Watts,
com a possibilidade de obterem-se vérios eventos no tecido bioldgico dependendo do seu
coeficiente de absor¢do, como os efeitos: fototérmico, fotomecinico e fotoablativo
(CHAVANTE et al., 1990). Este tipo de laser ¢ muito utilizado em procedimentos cirirgicos
na medicina, ocorrendo o efeito fototérmico pela desnaturagdo das proteinas quando
submetido a temperatura de até 60°C, coagulacdo com temperaturas entre 65 a 80°C, a
carbonizacdo com temperatura de 100°C, vaporizacdo com temperatura de 400°C e disrupgao
com temperatura de até 20.000°C (CHAVANTE & JATENE, 1990).

BRUGNERA & PINHEIRO (1999) ao descreverem o efeito fotomecanico relatam que
este ocorre pelas interacdes fotodissociagdo e fotoplasmélise, sendo o resultado da remocao
tecidual pela formagdo de ions e particulas carregadas eletricamente. O efeito fotoablativo € a
manifestacdo clinica do efeito de fotodisrup¢do, também conhecida como efeito ionizante,
quando aplicado em tempo muitissimo curto, causando a quebra estrutural das ligacOes
quartendrias da célula. O processo se caracteriza pela remo¢do do tecido por formacgdo de
plasma e rompimento do tecido alvo.

O autor ainda relata que o laser de Didxido de Carbono (CO;) é do tipo de alta
poténcia onde o meio ativo é uma mistura de CO,, Nitrogénio e Hélio, com comprimento de
onda de 10600 nm, sendo fortemente absorvido pela 4gua com minimo grau de espalhamento.
Sua absorcdo € tao eficiente que causa uma producao de calor rdpida e localizada, resultando
em uma vaporizacao da dgua celular e uma abrasio do tecido.

CHAVANTES (1998) constatou que o laser Nd:YAG também € do tipo de alta
poténcia com meio ativo de cristal de itrio-aluminio, operando com comprimento de onda
1064 nm. J4 nesse tipo de laser, a 4gua intracelular ndo permite boa absorcdo, porém, a
penetracdo e a profundidade sao maiores se comparadas ao laser de COs.

Em relacdo ao Laser de Baixa Poténcia (LBP ou LED), RIGAU (1996) descreveu que
€ todo laser com poténcia inferior a um Watts € que ndo provoca aumento de temperatura no
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tecido alvo, ndo ultrapassando a 0,5°C, ocasionando efeitos nao térmicos, mas ocorrendo os
efeitos fotoquimicos e fotofisicos.

O autor ainda descreve que o principio bdsico do processo fotoquimico € que
comprimentos de onda especificos da radiacdo sdo absorvidos por croméforos naturais que
sdo capazes de estimular certas reacOes bioquimicas em nivel celular (bioestimulagdo).
Derivados de crom6foros naturais ou corantes podem ser utilizados como fotossensibilizantes
para induzir reacdes biologicas com aplicacdes diagndsticas (fluorescéncia) e terapéuticas
(terapia fotodinamica).

A radiacdo visivel (400-700 nm) induz efeito fotoquimico, ou seja, hd uma ativacao
direta da indugdo de sinteses de enzimas, tendo como primeiros alvos os lisossomos e as
mitocondrias das células (KARU et al., 1995). KARU (1999) sugere que a absorcao da luz é
realizada pelos componentes (fotorreceptores) da cadeia respiratdria, tais como as flavinas e
citocromos, resultando em uma aceleracdo da transferéncia de elétrons em partes da cadeia
respiratdria, ocorrendo a producdo de ATP. A absor¢do de fétons por essas biomoléculas
intracelulares produz estimulacdo ou inibicdo das atividades enzimaticas e de reacdes
quimicas.

2.7.Terapia Fotodinamica (PDT)

A Terapia Fotodindmica (PDT) teve origem no inicio do século XX, em Munich,
quando Oscar Raab, um estudante de medicina, orientado pelo professor Herman Von
Tappeiner, observou os efeitos decorrentes de fotossensibiliza¢do em paramécio da malaria. O
interesse principal era o de identificar o processo por meio do qual a droga quinina era eficaz
contra maldria enquanto outros agentes como a acridina, derivado de coaltar, eram téxicos
contra protozodrios in vitro € ndo in vivo. Porém, Raab, que conduzia o experimento observou
que o paramécio morria entre 60 a 100 minutos apds a adicdo de acridina na concentracao de
1/20000 ao meio. Em outro experimento, o paramécio sobreviveu por 800 a 1000 minutos
com a mesma concentracdo da droga. Relatou o autor que a Unica diferenga entre a realizacao
dos dois estudos foi a ocorréncia de uma tempestade, acarretando condigdes adversas de
luminosidade ambiente. Assim, os pesquisadores passaram a indagar se a luz possuia
influéncia nos resultados (TAPPEINER & JESIONCK, 1903).

Em 1907, Von Tappeiner coletou os dados de todos os experimentos descritos € 0s
publicou em um livro utilizando, pela primeira vez, o termo Terapia Fotodindmica, que foi
definido como “o processo de fotossensibilizacdo dependente de oxigénio” (DANIEL &
HILL, 1991).

As pesquisas com terapia fotodindmica tiveram grande avanco nos ultimos 20 anos
tendo demonstrado alta eficicia em estudos experimentais em animais e aplicacdes clinicas,
principalmente em tratamentos de neoplasias que ndo respondem a terapia convencional
(HAYATA, 1988).

A Terapia Fotodinamica (PDT) consiste na administragdo local ou sistémica de uma
substancia inerte, que pode ser um pigmento ou uma droga, porém que tenha um efeito
citotoxico quando fotoativado em um determinado comprimento de onda. Dessa forma,
obtém-se um efeito fotoquimico, que consiste na estimulacdo dos croméforos presentes nos
pigmentos que foram anteriormente absorvidos pela célula, pela da energia transmitida por
fétons de uma fonte luminosa. Assim, devido a absor¢do de energia, os croméforos passam de
um estado basal a um nivel excitado (DUARTE, 2002).
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2.7.1. Fotossensibilizantes (FS)

Um fotossensibilizante é geralmente definido como uma substincia que induz
sensibilidade luminosa a processos quimicos e fisicos, normalmente insensiveis a luz
(STERNBERG et al., 1998).

E importante que o composto fotossensibilizante apresente absor¢io de luz em um
determinado comprimento de onda, cujo tecido bioldgico normal adjacente seja relativamente
transparente. Além disso, o FS deve apresentar uma banda de absorcdo bastante estreita, com
baixa absor¢@o para outros comprimentos de onda do espectro solar, diminuindo assim os
efeitos locais causados pela fotossensibilidade cutanea (STERNBERG et al., 1998).

CASTANO et al. (2004) descreveram que o fotossensibilizante ideal deve apresentar
baixo nivel de toxicidade quando ndo expostos a luz, tanto em humanos como em animal de
experimento, baixa incidéncia de toxicidade administrativa, ou seja, sem reacdes alérgicas ou
de hipotensdo, devem absorver luz vermelha para a penetracdo no tecido, pois a absor¢do em
comprimento de ondas curtas tem menos penetracdo nos tecidos e sdo mais susceptiveis a
conduzir fotossensibilidade cutinea; a absorcdo em comprimento de onda muito alta, os
fétons ndo terdo energia suficiente para as alteragdes fotoquimicas. Assim, devem ter elevada
absor¢do no comprimento de onda especifico para minimizar a dose do fotossensibilizante
necessdrio para alcancar o efeito desejado.

Sua sintese deverd ser relativamente facil com matérias-primas disponiveis para fazer
em produ¢do com grande escala e vidvel, sendo um composto puro com composi¢do constante
e prazo de validade estdvel, hidrossoluvel ou soliivel em mistura aquosa ndo toxica. Deve-se
ndo agregar indevidamente porque em ambientes bioldgicos reduz a eficiéncia fotoquimica. A
eliminacdo no organismo do doente deverd ser rdapida, com menos de um dia para evitar a
necessidade pds-tratamento para protecdo da exposicdo da luz e fotossensibilidade cutianea
prolongada (CASTANO et al., 2004).

GARCEZ et al. (2003), relataram que os FS mais utilizados sdo: derivados da
hematoporfirina, fenotiazinas (azul de metileno e azul de toluidina), cianinas e fitoterdpicos.
Na Tabela 1 estdo relatados os principais agentes fotossensibilizantes utilizados em PDT,
segundo aqueles autores.

Tabela 1: Principais agentes fotossensibilizadores (FS), corantes, suas respectivas bandas de
absorcao.

Substancias Fotossensibilizadores Banda de absorcao
Derivados da hematoporfirina 620-650 nm
Fenotiazinas (azul de metileno e azul de toluidina) 620-700 nm
Cianinas (indocianina verde) 600-805 nm
Fitoterapicos (azuleno) 550-700 nm
Ftalocianinas 660-700 nm

Fonte: GARCEZ et al. 2003.

Um ponto crucial no PDT € o balango entre a distribuicdo da droga e o tempo de
espera para o inicio da irradiacdo, de tal modo que a concentracdo do fotossensibilizante no
tecido doente esteja adequada (STERNBERG et al., 1998).

ZHUANG (1999) relatou que o comprimento de onda ideal depende do croméforo
alvo utilizado nos tratamentos. No entanto, as densidades de energia entre 100 e 200 J/em? sdo
utilizados na maioria dos trabalhos com PDT, mas que densidades de energia superiores a 200
J/em?® podem causar fotodegradacio da molécula do corante.
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2.7.2. Mecanismos do PDT

No PDT, os fotossensibilizantes (FS) sdao administrados de forma sist€mica ou tépica.
Ap6s um determinado tempo, quando o FS atingiu uma concentragdo médxima no tecido, a
regido de interesse € irradiada com luz de comprimento de onda especifico para excitar o FS.
Ao absorver esta radiacdo, estando em um estado excitado, a molécula do fotossensibilizante
sofre decaimentos sequenciais ou simultdneos, resultando em reacdes de transferéncia de
energia intramolecular. Os principais tipos de reacdes sdo a foto-oxidag@o por radicais (reagao
tipo I), a foto-oxidacdo envolvendo oxigénio singleto (reacdo tipo II), e a fotoreacdo nao
envolvendo oxigénio (reagdo tipo III). Estes processos podem ocorrer simultaneamente ou em
competicdo (SIBATA, 2000).

A maioria das reagdes € do tipo I, e elas envolvem a transferéncia de um dtomo de
hidrogénio ou de um elétron entre fotossensibilizador e alguma outra molécula. Este processo
€ mais propenso pelo aumento de complexos ndo covalentes entre o pigmento e as moléculas
aceptoras formadas antes da iluminacdo. As maiorias dos radicais produzidos nessas reacdes
interagem com o oxigénio molecular, gerando espécies ativas de oxigénio como, por exemplo,
OH, HO,, O, e H;0,. Ja o processo tipo II, envolve a transferéncia de energia entre o
fotossensibilizador e o oxigénio. Como resultado deste segundo processo, obtém-se o corante
no estado fundamental e o oxigénio em seu estado excitado mais baixo. Estas reacdes ocorrem
mais facilmente em meio hidrofébico (SIBATA, 2000).

As reacdes do tipo I sdo favorecidas por altas concentracOes de substrato e baixa
concentracdo de oxigénio, enquanto as reagdes do tipo II sdo favorecidas por uma situacao
contréria, ou seja, baixa concentra¢do de substrato e alta concentracdo de oxigénio. Existem as
reacdes do tipo III que ndo envolvem oxigénio. E importante observar que o mecanismo de
acao pode trocar do tipo I para o tipo II devido a mudancgas da oxigenacdo do tecido durante o
PDT (SIBATA, 2000).

2.7.3.Utilizacdao do PDT nos microorganismos

A resisténcia bacteriana frente a antibioticoterapia estd conduzindo cada vez mais a
elaboracdo de terapias antimicrobianas de interesse mundial (WISE et al, 1998). Na
Odontologia, os laseres e LEDs estdo sendo utilizados principalmente como auxiliares na
reducdo bacteriana (GARCEZ et al. 2003; ZANIN et al. 2005).

No entanto, os LEDs, quando associados a corantes, podem levar a morte ou reducdo
dos microorganismos, sem causar danos ao organismo, processo conhecido como
fotossensibilizacdo letal ou terapia fotodindmica (PDT). H4 alguns anos, essa terapia foi
adaptada para a utilizacdo em bactérias e o principio da fotossensibilizacdo letal € igual ao do
PDT, utilizada para o tratamento de tumores (BEVILACQUA et al., 2006).

A terapia fotodindmica teria duas grandes vantagens sobre antissépticos e
antimicrobianos convencionais: primeiro, como nenhum dos dois componentes do sistema
(luz e fotossensibilizante) é inerentemente bactericida, o efeito antimicrobiano seria limitado
para regides luz-irradiadas em areas fotossensibilizante-tratadas, evitando um desequilibrio na
microflora local, com exce¢do daqueles que estdo sendo alvejados; segundo, e talvez mais
importante, o desenvolvimento de resisténcia para fotoquimica induzindo a morte a qual é
mediada predominantemente por oxigénio singleto que seria improvdavel (WAINWRIGHT,
1998).

A cinética e a localizagdo do fotossensibilizante dependem de pardmetros como
lipofilicidade e carga elétrica (anidnico ou catidnico), se a entrada na célula ocorre por difusao
ou endocitose (OLEINICK & EVANS, 1998). Assim, DEMIDOVA & HAMBLIN (2004)
relataram que a utilizacdo de FS catidnico aumenta a permeabilidade da membrana externa
(bicamada lipidica) permitindo a elimina¢do dos microrganismos Gram negativos, ja que esta
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eliminagdo ocorre porque a permeabilidade bacteriana € carregada negativamente formando
uma barreira natural.

Essa eficicia da morte bacteriana promovida pelos FS utilizados no PDT tem sido
confirmada como sendo significativamente diferente entre as bactérias gram positivas € gram
negativas, com maior eficdcia contra as bactérias gram positivas, pois as bactérias gram
negativas apresentam a membrana externa (bicamada lipidica) fora da camada de
peptideoglicano (MERCHAT et al. 2001).

HAMBLIN et al. (2002) sugeriram em seu trabalho que hé evidéncias que os FS, que
penetram no interior da bactéria, podem ser mais efetivos que aqueles que agem na superficie
bacteriana, isto ndo quer dizer que os FS, que agem na superficie bacteriana, ndo sejam
eficazes como relatado nos trabalhos de BHATTI et al. (1998).

SOUKOS et al. (1996) observaram, em sua pesquisa, que a maioria do
microrganismos € sensivel a terapia com luz vermelha depois de fotossensibilizados com os
fenotiazinas. Esse efeito € dependente de alguns parametros, tais como: comprimento de onda,
densidade de poténcia, densidade de energia e concentracdo do fotossensibilizante, para se
obter o efeito bactericida desejado.

SOUKOS et al. (1998), ao estudarem o efeito do PDT contra Staphylococcus aureus,
observaram que o efeito deletérico pode possuir uma variagdo considerdvel quando o FS
usado, estabelecendo que, para organismos gram-positivos, tanto FS carregados positivamente
como carregados negativamente sdo efetivos para mediar o PDT.

BURNS (1992) reportou em sua pesquisa, que quando aplicou a irradiacdo laser de
baixa poténcia de HeNe e diodo de arsenieto de gélio, ambos operando com a mesma poténcia
de 8mW e sensibilizados pelos corantes, azul de toluidina, fitalocianina disulfonato aluminio,
em concentracoes idénticas 0,005% dos corantes, em 60 segundos de exposicao de irradiacao,
concluiram que os dois laser e as duas irradiagdes com os corantes apropriados foram efetivos
na eliminacdo de bactérias cariogénicas estudadas, Streptococcus mutans, Streptococcus
sobrinus, Actinomyces viscosus, Lactobacillus casei e Lactobacillus fermentum.

As pesquisas desenvolvidas por SANKAR (1987), utilizando o laser de HeNe com
poténcia de 7.3mW por 30 segundos, na presenca de 50ug de azul de toluidina como FS,
avaliaram grupos de bactérias, antes e depois da irradiacdo, e obtiveram bons resultados em
bactérias sensibilizadas, 91,1% em bactérias aerdbias e 96,6% em bactérias anaerdbias.

MULLER et al. (2006) avaliaram em seu trabalho a a¢iio antimicrobiana do PDT no
combate ao Staphylococcus aureus em um estudo comparativo entre os fotossensibilizantes.
Utilizaram o LED arseneto de gélio aluminio (As-Ga-Al), operando em 685nm, com poténcia
de 30 mW, densidade de energia de 4,5)/cm’ por 5 minutos de irradiacdo, utilizando azul de
metileno na concentracdo de 0,01% e aluminio ftalocianina tetrassulfonada na concentragao
de 35uM. Os autores concluiram que o PDT tem boa funcionalidade como alternativa para
uma terapia antibidtica tOpica, mas somente uma experimentacdo clinica controlada e
minuciosa poderia provar a eficicia para inativagdo de bactérias in vivo. Ja que foi observada
uma atividade antimicrobiana quando utilizado apenas o FS estudado in vitro.

SOUKOS et al. (1998) usaram, em suas investigacdes, uma luz policromatica em
combinacdo com FS como as hematoporfirinas, desenvolvidas para uso em terapia
fotodindmica para tratamento de tumores, € observaram que os corantes como o azul de
toluidina poderiam causar efeito deletérico, em bactérias estudadas in vitro.

2.8.LASER e Mastites

Ao estudarem os efeitos anti-inflamatérios do laser em processos agudos,
SKOBELKIN et al. (1984) avaliaram o uso do laser de CO, ,no tratamento da mastite aguda
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purulenta em mulheres em aleitamento, e observaram que houve uma melhora com a reducao
na duragdo do tratamento.

ALEKSEENKO et al.(1987), analisaram o tratamento de mastite aguda supurada em
mulheres, utilizando a radiacdo a laser e campo elétrico de corrente continua nas feridas na
glandula mamédria, verificaram que essa abordagem € justificada pela patogenicidade
ocorrendo um aumento na eficiéncia do tratamento neste tipo de mastite.

SKOBELKIN et al. (1988) confirmaram a eficiéncia do laser de CO,, no tratamento de
104 mulheres, no aleitamento com mastite aguda, e concluiram que a técnica do laser
diminuiu o periodo de tratamento dos pacientes em 1,5 a 2 vezes mais curto em comparacao
com um grupo controle, e a incidéncia de recidivas foi de 3,8 vezes menos frequentes.

STOFFEL et al. (1989) estudaram os efeitos da radiacio de LBP de HeNe na glandula
mamadria bovina para determinar um protocolo de tratamento de mulheres em aleitamento, a
glandula mamadria bovina foi escolhida pela sua especial aptidio para a avaliacdo das
mudancas inflamatdrias e pela sua recuperagdo rapida.

Os autores descreveram que aplicaram a irradiacdo de 25 mW em uma area de 7,5 cm
de didmetro no quarto dianteiro direito da glandula mamaria, por um periodo de 30 minutos,
diariamente, durante cinco dias consecutivos. Dos animais do experimento, seis vacas foram
utilizadas como controle para avaliar os efeitos desse tratamento sobre a glandula mamdria
sauddvel, 12 vacas foram induzidas a terem mastite subclinica, e quatro casos de mastite
subclinica espontianeos foram tratados com a mesma metodologia. Em ambas as experiéncias
0 quarto mamadrio traseiro esquerdo serviu como controle, alguns parametros foram medidos
incluindo producdo de leite, contagem de células somdticas, condutividade, Na/K no soro do
leite, concentragcdes de gordura, proteina e lactose no leite. Os autores relataram que nao
houve evidéncias de qualquer estimulacdo da glandula mamadria saudavel ou efeitos
terapéuticos sobre a mastite subclinica com a utilizacdo de LBP de HeNe, assim como nao
houve alteragdes nos parametros avaliados no leite, mas somente aqueles decorrentes da
mastite subclinica.

DOTSENKO et al. (1989), ao verificar a utilizacdo do laser CO, no tratamento de
mastite aguda durante a lactacdo em 155 mulheres com feridas purulentas supuradas na
glandula mamédria, observaram que 94,3% das mulheres tratadas com o laser de CO, ficaram
menos tempo hospitalizadas.

KOVALEV (1990) em seu estudo de prevengdo e tratamento de mastite em mulheres
utilizando radiacdo de LBP, tratou 329 mulheres em risco de mastite com fissura de mamilo e
68 mulheres com pos-parto normal. O autor concluiu que houve reducido na incidéncia do
risco de mastite no grupo tratado em cinco vezes (de 18,6% para 3,7%), valores préximos de
um puerpério normal, descrevendo ainda que o aparelho de laser com comprimento de onda
630 nm apresentou uma maior eficicia terap€utica e preventiva em comparacdo com O
aparelho com comprimento de onda 890 nm.

CHERKASSKAIA et al. (1994) realizaram um estudo de comparagdo entre
tratamentos em pacientes cirtirgicos com feridas supuradas em tecidos moles tratados com
laser infravermelho pulsado e continuo com os métodos tradicionais (antibidticos,
antissépticos, pomadas) conduzido sob condi¢cdes clinicas. Abscessos e mastite foram
estudados antes e apds a operacdo sobre o 3°, 6° e 12° dia no pds-operatério. Os autores
verificaram que Staphylococcus aureus foi o agente etioldgico da infeccdo purulenta, em
75,2% dos casos. O efeito bactericida da radiacdo infravermelha de pulso e continuo levaram
a uma diminui¢do do numero de pacientes infectados sendo mais rdpida a limpeza das feridas.
Com o laser continuo o tratamento foi completamente encerrado no sexto dia.
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3. MATERIAIS E METODOS

O presente estudo constou do tratamento de mastite subclinica por meio do uso de
Terapia Fotodindmica (PDT), que consiste na aplicacdo do agente fotossensibilizante mais a
irradiacdo por Laser no quarto mamadrio infectado.

O experimento foi realizado em animais de uma fazenda localizada em Cacapava,
municipio do interior do estado de Sdao Paulo, no Vale do Paraiba paulista, regido onde
predomina a bovinocultura leiteira. A propriedade compunha uma &drea de 150 hectares,
distribuidos em pasto, capineira, curral, drea administrativa e moradia de colonos. A
alimentacdo dos animais consistia em silagem, cevada, poupa citrica, caroco de algodao,
concentrado e pasto. Os animais eram identificados com brincos nas orelhas, separados por
lotes e todos ficavam confinados em piquetes formados por Bracchiaria brizantha e
Bracchiaria decumbens. O rebanho era composto por fémeas da raca holandesa preta x branco
e girolandas, com a finalidade comercial na producdo de leite do tipo B refrigerado. O leite
produzido era recolhido a cada 24h em caminhdes com tanque apropriado e levados a
COOPER, Cooperativa de Laticinios de Sdo José dos Campos Ltda., onde era processado para
a comercializacgao.

3.1 Seleciao dos animais

O rebanho leiteiro era composto por 197 animais sendo 164 fémeas em diferentes
fases da lactagdo. O intervalo entre partos (IEP) era de 14 meses com taxa de concepc¢do de
1,94 doses/prenhes. Todas as vacas que estavam em lactacdo no periodo de abril a outubro de
2007 foram selecionadas e inspecionadas para identificacdo da presenca de mastite subclinica.

A ocorréncia de mastite subclinica foi pesquisada pelo Califérnia Mastitis Test
(CMT), realizado uma vez por semana, na primeira ordenha do dia, sendo este exame
realizado em todas as vacas em lactacdo antes da ordenha, para selecionar os animais que
apresentavam reacao positiva ao CMT.

As fémeas em lactacdo que apresentaram positividade de trés cruzes (+++) em quatro
exames seguidos do CMT foram, entdo, selecionadas para o experimento. As fémeas
selecionadas encontravam-se em periodo de lactacdo de 1 a 12 meses.

3.2 Ordenha

Inicialmente o sistema de ordenha era do tipo mecéanica com balde ao pé (Figura 1),
sendo posteriormente estruturada para o tipo mecanica em espinha de peixe 2x6 (Figura 2),
realizada duas vezes ao dia. A primeira as 04h e a segunda as 15h, sendo as vacas ordenhadas
na seguinte sequéncia: primeiro vacas primiparas e vacas isentas de mastite clinica, a seguir,
vacas que tiveram mastite clinica recentemente e, por dltimo, vacas com problemas de mastite
ou em tratamento cujo leite era separado do restante. Durante a ordenha eram adotados os
seguintes procedimentos:

a) realizacdo do teste da caneca de fundo preto e se fosse detectado a presenca de
grumos o animal era ordenhado posteriormente e o leite desprezado;

b) higienizacdo do ubere;

¢) imersdo dos tetos em solucdo clorada na propor¢do de 1:1;

d) secagem dos tetos com papel toalha descartdvel.

Ao término da ordenha desinfetavam-se os tetos por imersdo em solucdo de iodo.
ApOs este procedimento, oferecia o alimento no cocho para cada lote, por um tempo minimo
de 30 minutos, tempo suficiente para o fechamento do esfincter do canal do teto.
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Figura 1: Ordenha com balde ao pé, em um primeiro instante, na fazenda.

Figura 2: Ordenha em espinha de peixe (2x6), no segundo momento.

3.3 Equipamentos de Laser

Foram testados dois tipos de aparelhos de emissdo de Laser de Baixa Poténcia (LED)
de luz vermelha, operando no comprimento de onda de 630 nm. O primeiro aparelho da marca
MMOptics® com nome comercial FISIOLED® (Figura 3), era composto de gabinete e caneta
que atingia a poténcia de 80 mW na saida. O segundo aparelho da marca MICRODONT®,
com nome comercial de STARLASER® (Figura 4), composto apenas de caneta que compde o
gabinete e o emissor, atingindo a poténcia de 400 mW em sua saida.
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Figura 3: Aparelho de laser FISIOLED® da MMOptics® com ponteira de acrilico
adaptada.

Figura 4: Aparelho de laser STARLASER® da Microdont® com ponteira de acrilico
adaptada.

Para guiar a emissdo da luz pelo orificio do teto até atingir o local desejado para o
tratamento, os aparelhos foram adaptados com ponteira de acrilico construidos na Oficina
()ptica da Universidade do Vale do Paraiba (UNIVAP), medindo 100 mm de comprimento
por 5 mm de diametros (figura 5 e 6), 0 que permitiu a introdu¢@o da ponteira até proximo ao
parénquima glandular, para que a irradiacdo atingisse toda a parte glandular do teto quando
infectado.
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Figura 5: Desenho esquematico da ponteira de acrilico.

Figura 6: Fabricacdo da ponteira de acrilico na oficina Optica da UNIVAP.

Em seguida, foram realizadas vdrias afericdes nos dois aparelhos do laboratério para
determinar a intensidade da irradiacdo laser para o protocolo de procedimentos na execucao
do trabalho proposto.

3.4. Parte I — Pilotos Experimentais
3.4.1. Experimentos para testar as ponteiras de acrilico adaptadas

3.4.1.1. Comparacio dos dois aparelhos (experimento in vitro)

A aferi¢do e comparacio dos aparelhos com as ponteiras de acrilico adaptadas foram
realizadas no Laboratério de Optica Biomédica da UNIVAP. Este teste foi elaborado ao ligar
o aparelho e ap6s 60 segundos, observando-se possiveis oscilagdes de poténcia na emissao da
luz. Continuando a afericdo observou-se a emissdo da luz a cada centimetro em toda a
extensdo da ponteira. Este procedimento foi repetido girando-se a ponteira de acrilico a 180°,
conferindo a emissdo de luz para uma possivel irregularidade na superficie do lado oposto.
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ApOs esses procedimentos, outras afericoes foram realizadas, desta vez, em provetas
de 50 mL, vazia, contendo leite € com uma mistura de leite mais o agente fotossensibilizante,
azul de toluidina a 2,5%, nas seguintes propor¢des: S0 mL/1 mL; 100 mL/1 mL e 200 mL/1
mL. Foi introduzida a ponteira de acrilico dentro da proveta em trés profundidades, no marco
zero, cinco e 10 cm de profundidade semelhante a penetracdo no teto, simulando até o local
onde a ponteira atingiria o interior do teto do animal quando fosse tratado.

Para observar a dispersdo da luz na solucdo leite mais o azul de toluidina a 2,5%
contido na proveta, foi realizada uma afericdo encostando-se o medidor de intensidade de
poténcia de raio na lateral da proveta contendo a solu¢do de maior dilui¢ao.

O leite utilizado para afericdes foi oriundo das vacas com mastite subclinica, sendo
necessdrio dimensionar a quantidade de leite residual ap6s a ordenha, para se calcular a
concentracdo ideal do agente fotossensibilizante desencadeante da reacdo desejada quando
utilizar o PDT. Escolheram-se, ao acaso, seis vacas com mastite subclinica, estando em
diferentes periodos de lactacdo. Apds a ordenha, o teto afetado foi esgotado manualmente e
com este leite foi dimensionado o volume residual. Dos seis animais esgotados obteve-se um
volume médio de 145 mL de leite residual o qual foi utilizado no experimento com diferentes
propor¢des do azul de toluidina a 2,5%.

3.4.1.2 Experimento em peca fresca de matadouro

Em seguida, foi testada a ponteira de acrilico para se certificar de que a mesma
passaria ou ndo pelo esfincter do teto, chegando a cisterna da glandula e préximo ao
parénquima glandular. Para isso, coletou-se um tbere fresco no matadouro que foi levado para
o Laboratério Optico Biomédica. L4, foram adotados os seguintes procedimentos:

a) Inspecdo do estado geral da glindula mamaéria e numeracao os tetos de 1 a 4 (figura 7);

b) Realizacdo do exame de CMT nos tetos anteriores direito e esquerdo e posteriores
direito e esquerdo, onde observaram-se as seguintes anormalidades: um teto afuncional,
um teto com mastite clinica e dois tetos com mastite subclinica;

¢) Utilizou-se o Azul de Metileno a 1% como agente fotossensibilizante, substancia
pertencente ao grupo das fenotiazina com banda de absor¢do de 620 a 700 nm,
injetando-se 1,0 mL desta solu¢do no interior do teto até chegar a cisterna da glandula,
usando para isso uma sonda uretral de n° 08. Apds a aplicagdo massagearam-se 0S
quartos para que o agente fotossensibilizante fosse espalhado de forma mais
homogénea (figura 8).

d) Foram testadas quatro densidades de energia diferentes com irradiacdo de 25J/cny’,
50J/cm2, 75)/cm’ e 100J/cm2, sendo uma dose para cada teto. Com o cdlculo da
densidade de energia determinaram-se os tempos de exposi¢do da irradiagdo. Assim, o
teto 1 foi irradiado com 25J/cm” que corresponde a 104 segundos de exposicdo, teto 2
foi irradiado com 50J/cm’ que corresponde a 209 segundos de exposicdo, teto 3 foi
irradiado com 75J/cm” que corresponde a 314 segundos e o teto 4 foi irradiado com
100J/cm” que corresponde a 418 segundos, em cada nivel. O aparelho utilizado foi o
MMOptics®, e cada teto recebeu dois niveis de irradiacdo. No primeiro nivel, fez-se
uma compressdo do teto tentando atingir a drea mais proxima do parénquima glandular
e o segundo nivel na ponta dos tetos relaxados.

e) ApOs a irradiacdo os quatro tetos, (figura 9), foram abertos para a inspecdo visual
quando se coletou fragmentos da cisterna da glandula que foram fixados em solugdo de
formol a 2%, com as identificacdes das respectivas dosagens de energia e enviados ao
Departamento de Histologia da UNESP de Sdo José dos Campos para a realizagdo do
exame histolégico (Figura 10).
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Figura 7: Inspecdo e numeragdo dos quartos mamdrios.

Figura 8: Introdugd@o do azul de metileno a 1% por sonda uretral.

Figura 9: Aplicacdo do laser MMOptics® com o teto relaxado.
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Figura 10: Colheita de amostra de material para a histologia.

3.4.2 Experimentos para Determinar a Densidade de Energia (DE)

3.4.2.1 Experimento In Vivo, para tratamento de mastite subclinica, através do PDT com
o intervalo de 48h entre as aplicacoes

ApOs selecionar as vacas com mastite subclinica através do CMT, foi escolhido apenas
um teto infectado de cada animal para este experimento, sendo que estes animais
encontravam-se no periodo de lactacao entre 6,7 meses em média. Entdo oito animais com
mastite subclinica e quatro animais sadios foram selecionados (12 tetos), agrupados em cinco
lotes de acordo com a densidade de energia a ser testada. O grupo 1 foi proposto a densidade
de energia de 25J/cm® (104s) , o grupo 2 foi proposto a densidade de energia de 50J/cm’
(209s), o grupo 3 foi proposto a densidade de energia de 75J/cm’ (314s), o grupo 4 foi
proposto a densidade de energia de 100J/cm’ (418s) e o grupo 5 foi usado como controle sem
irradiacdo e sem mastite subclinica composto de 4 tetos. O aparelho utilizado foi MMOptics®
e foram utilizados os mesmos tempos de exposi¢do a irradiacdo quando aplicado em peca
fresca de matadouro. O agente fotossensibilizante escolhido foi o azul de toluidina a 2,5%
pela letalidade contra bactérias, descrita na literatura. Assim, 1 mL da solugdo foi injetado por
uma sonda uretral de n° 8 que foi introduzida pelo esfincter do teto até chegar a cisterna da
glandula (figura 11).

As vacas selecionadas eram colocadas na sala de ordenha e apds a higienizacdo do
ubere fazia-se o exame de CMT, em seguida, limpava-se o teto selecionado com dlcool a 70%
e coletavam-se amostras de leite em frascos estéreis identificados os quais eram armazenados
em caixas isotérmicas com gelo recicldvel e enviados a dois laboratérios. No Laboratério
Quaglia foram elaborados os exames microbioldgicos (isolamento e caracterizagdo) € no
Laboratério Clinica do Leite foi realizada a Contagem Bacteriana Total (CBT) e Contagem de
Células Somdticas (CCS), ambos por citometria de fluxo.

Apbs a coleta do leite para exames, executava-se a ordenha normalmente; apds a
ordenha os animais permaneciam presos na sala de ordenha para inicio do tratamento
especifico. Para isso, limpava-se novamente o teto selecionado com dlcool a 70% e
introduzia-se a sonda uretral no canal do teto e injetava-se a solu¢do de azul de toluidina a
2,5%. Em seguida, retirava-se a sonda, massageava-se O teto, para que O agente
fotossensibilizante se misturasse ao leite residual. Em seguida, foi introduzida a ponteira de
acrilico de 10 cm no canal do teto, comprimindo-o, para o tratamento no primeiro nivel de
aplicacao (figura 12), relaxando o teto posteriormente e continuando, com o segundo nivel da
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aplicagdo (figura 13). Apés o tratamento, desinfetavam-se os tetos com solu¢do de iodo e
liberava os animais para se alimentarem no cocho. Os tratamentos foram realizados na
primeira ordenha do dia. Na segunda ordenha do mesmo dia, observou-se que os primeiros
jatos do leite, em alguns animais tratados, apresentavam coloracdo azulada, sendo este leite
descartado até o retorno da coloragdo, quando o leite era reutilizado para o consumo.

Foram realizados trés tratamentos com intervalo de 48 horas entre eles; cada
tratamento realizado com dois niveis de aplicacdo. Cada nivel recebeu a densidade de energia
correspondente ao grupo a que pertenciam os animais.

As amostras de leite destinadas aos exames a CBT e CCS por citometria de fluxo
foram coletadas com intervalo de 24 horas e as amostras de leite para os exames
microbiolégicos foram coletados a cada 48 horas, seguindo o protocolo descrito anteriormente
de assepsia, e antes da primeira ordenha do dia.

Figura 11: Inicio do tratamento com a introdu¢do da sonda uretral injetando azul de
toluidina a 2,5%, apds a ordenha.

Figura 12: Primeiro nivel do tratamento com o PDT, tentando-se chegar préximo ao
parénquima glandular.
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Figura 13: Segundo nivel do tratamento com o PDT na ponta do teto relaxado.

3.4.2.2 Experimento In Vivo, para tratamento de mastite subclinica, através do PDT com
o intervalo de 12h e 24h entre as aplicacoes.

Ap6s os resultados do primeiro ensaio observou-se que o intervalo de 48h entre as
aplicagdes favorecia o desenvolvimento de outros microorganismos causadores de mastite
subclinica. Entendeu-se entdo, que havia necessidade de mais um teste in vivo diminuindo,
desta vez, o intervalo entre as aplicacOes e, se possivel, determinando uma densidade de
energia para o tratamento proposto.

Foram selecionados dois animais, oito tetos, com média do periodo de lactacdo de 3,5
meses, dividindo os tetos em trés grupos.

e O grupo 1 foi composto de trés tetos com mastite subclinica de um
mesmo animal, onde se estabeleceu o intervalo de tempo de 12 horas entre as
aplicagdes do tratamento.

e O grupo 2, também composto de trés tetos, de um mesmo animal, com
mastite subclinica quando se estabeleceu o intervalo de 24 horas entre as
aplicagdes do tratamento.

¢ O grupo 3, chamado de grupo controle, foi composto de dois tetos
sadios, um teto sadio de cada grupo.

O tratamento também consistiu em trés aplicagdes em dois niveis cada, sendo que cada
grupo (1 e 2), correspondia ao intervalo de tempo das aplicacdes 12 e 24h respectivamente.
Determinou-se para este ensaio densidade de energia de 75 J/cm® com tempo de aplicacio 314
segundos em cada nivel para os dois grupos, utilizando o aparelho MMOptics® e os mesmos
procedimentos do experimento anterior, inclusive a concentracdo € o volume do agente
fotossensibilizante aplicado no teto infectado.

Este tratamento foi realizado sempre na primeira ordenha do dia. As vacas
selecionadas entravam na sala de ordenha, o ubere era higienizado e colhiam-se as amostras
de leite em frascos estéreis, armazenava-os em caixas isotérmicas com gelo recicldvel e
enviava-as aos laboratorios. No grupo 1 foram colhidas trés amostras de leite com intervalo de
12 horas € no grupo 2 também foram colhidas trés amostras de leite com intervalo de 24
horas, sempre antes das ordenhas.

25



3.4.2.3 Experimento In Vitro, em leite mastitico, com Densidade de Energia de 200 J/em?
em trés niveis, e uma unica aplicacio com diferentes concentracoes do agente
fotossensibilizante

Devido ao tempo de exposicdo a irradiagdo, para se atingir a densidade de energia
(DE) desejada para o tratamento observou-se a possibilidade de ajustar a DE para uma tnica
aplicacdo o que se adaptaria melhor ao manejo da propriedade. Assim, decidiu-se fazer o
experimento in vitro com o leite mastitico oriundo de seis vacas selecionadas, aplicando uma
DE, ainda ndo testada em animais infectados, aproveitando também para testar outras
diluicdes do agente fotossensibilizante e definir o protocolo final para o tratamento de mastite
subclinica.

Na primeira ordenha do dia, selecionaram-se seis animais infectados dos quais foram
coletados 3000 mL em frascos estéreis de leite infectado e enviados ao Laboratério Optico
Biomédica para execucdo do ensaio. As amostras de leite foram dividas em quatro grupos
sendo que cada amostra participou de todos os grupos. Os grupos foram divididos de acordo
com o tipo de tratamento proposto:

e Grupo 1= Controle (somente leite mastitico);

e Grupo 2= PDT (Terapia Fotodinamica) (leite mastitico + agente
fotossensibilizante + laser);

e Grupo 3= Laser (leite mastitico + laser);

e Grupo 4= Azul (leite mastitico + agente fotossensibilizante).

O agente fotossensibilizante usado foi o Azul de Toluidina nas concentragdes 2,5%,
1,25% e 0,6%, tanto no grupo 2 como no grupo 4, como demonstrados na tabela 2.
Tabela 2: Representacdo dos grupos 1, 2, 3 e 4 e a relagdo das amostras que participaram de

cada grupo.
Amostras Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Animais PDT PDT PDT AZUL AZUL AZUL
Controle 2,5% 1,25% 0,6% LASER 2,5% 1,25% 0,6%
1 X - X X X - X X
2 X - X X X - X X
3 X - X X X - X X
4 X X X - X X X -
5 X X X - X X X -
6 X X X - X X X
Legenda: X = participou do experimento naquele grupo, - = ndo participou do grupo selecionado.

As amostras de leite foram acondicionadas em frascos estéreis de 50 mL para o
tratamento in vitro e depois de tratadas foram enviadas aos dois laboratdrios para a realizacao
dos exames: cultivo, CBT e CCS. O aparelho utilizado foi o Microdont® que ficou fixado na
bancada do laboratério, de forma que a ponteira de acrilico ficasse livre e permitisse o encaixe
dos fracos contendo o leite a ser tratado. Para simular os niveis da ponteira no interior do teto
colocaram-se apoios sob os frascos para simular os trés niveis de profundidade da ponteira na
aplicag@o intramamadria. Para este tratamento foi calculado e usado uma densidade de energia
de 200J/cm” com trés niveis de aplicacio, que apés os cdlculos determinou-se o tempo de 262
segundos em cada nivel utilizado nos grupos 2 e 3, como mostra as Figuras 14 e 15.

Cdlculo da Densidade de Energia (DE):

DE=PxXT /S onde,

P= poténcia emitida pelo aparelho (J),

S= drea da ponteira (cm®),

DE= densidade de energia que serd aplicado,

T=tempo (s), 0 que se deseja achar para a aplicagdo.
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Figura 14: Aplicagio in vitro de 200J/cm” em segundo nivel do grupo 2 usando azul
de toluidina a 2,5%.

Figura 15: Aplicacio in vitro de 200J/cm” em segundo nivel do grupo 3.

3.5.Parte II - Experimentos do Tratamento

3.5.1.Tratamento da Mastite Subclinica através da Terapia Fotodinamica (PDT)

ApOs este ultimo experimento, foi definido um protocolo com os procedimentos para
tratamento mastite subclinica em vacas que apresentaram CMT positivo. A rotina de limpeza
e os procedimentos de assepsia nos tetos que foram tratados para colheita das amostras antes
da ordenha foram iguais aos realizados em todos os experimentos.

Para o experimento conclusivo foram utilizados 40 tetos com mastite subclinica, em
vacas selecionadas cuja média do periodo de lactacdo foi de 7,8 meses. Os tetos foram
divididos em quatro grupos para tratamento, conforme o ensaio in vitro anterior. Quando uma
vaca apresentava mais de um teto com mastite subclinica utilizavam-se todos os tetos
infectados, desde que pertencente a0 mesmo grupo de tratamento. Os animais foram
selecionados ao acaso para participarem dos grupos, conforme abaixo relacionados.
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¢ Grupo 1 = Terapia Foto Dinamica (PDT usando azul de toluidina a 2,5%)
(n=10 tetos);

e Grupo 2 = Laser (n=10 tetos)

e Grupo 3 = Azul de toluidina a 2,5% (n=10 tetos)

e Grupo 4 = Controle (n=10 tetos).

O tratamento foi realizado apds a primeira ordenha do dia quando os animais
permaneciam contidos na sala da ordenha. Aplicaram-se os mesmos procedimentos de
assepsia no teto, a seguir injetava-se 1,0 mL do azul de toluidina a 2,5% conforme protocolo
estabelecido. Em seguida, introduziu-se a ponteira de acrilico acoplada ao aparelho
Microdont® comprimindo todo o teto na tentativa de alcancar o parénquima glandular,
fazendo entdo a primeira aplicacdo no primeiro nivel, em seguida desceu um pouco mais a
ponteira, cerca de quatro centimetros, fazendo-se segunda aplicacdo no segundo nivel na
cisterna da glandula. O terceiro nivel de aplicacdo foi realizado na ponta dos tetos, quando
estes estavam relaxados.

Desse modo, todo animal tratado recebeu uma unica aplicagdo em trés niveis, usando
densidade de energia de 200J/cm® (262 segundos) em cada nivel. Foram colhidas amostras de
leite antes do tratamento, 12 e 24 horas apds o tratamento, sempre antes da ordenha e
enviados ao laboratdrio.

3.5.2. Tratamento da Mastite Subclinica através da Terapia Fotodinamica (PDT) em
animal de matadouro

Para se verificar que haja possiveis alteracdes do epitélio mamario causadas pelo uso
do PDT in vivo, uma vaca, destinada ao abate, foi tratada simulando-se metodologia idéntica a
empregada nos tratamentos de animal com mastite subclinica, ou seja, uma Unica aplicacao
em trés niveis de profundidade com 200 J/cm® (262 segundos) em cada nivel, utilizando o
azul de toluidina a 2,5% como agente fotossensibilizante (figura 16). Separaram-se dois tetos,
um teto para o tratamento e outro para controle. Apds a realizacdo do tratamento, aguardou-se
24h para o abate do animal, colheram-se amostras dos dois tetos (figura 17), fixou-as em
solucdo formol a 2% e enviou-as ao laboratério de histologia da UNESP/ Sdo José dos
Campos, para exame histoldgico.

Figura 16: Vaca tratada no matadouro a 24 horas antes do abate.
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Teto PDT

Teto Controle

Figura 17: Ubere de animal tratado no matadouro 24 horas depois, avaliacio
macroscopica do teto tratado através do PDT e teto controle.

3.5.3 Procedimento Laboratorial

As amostras de leite foram enviadas ao Laboratério Quaglia de Sao José dos Campos
onde foi feito o isolamento e a Contagem Bacteriana Total (CBT) em amostras duplicadas,
para aerobiose e microaerofilia. No laboratério, essas amostras foram homogeneizadas
coletando-se uma aliquota de 0,01mL, que era semeados na superficie de Agar sangue (Blood
Agar base — Difco®) com sangue de carneiro desfibrinado (Newproo®) a 5% e incubados em
estufa bacterioldgica a 37° C. As leituras foram realizadas 24 e 48 horas apds incubacdo.
Inicialmente observaram-se as caracteristicas morfolégicas das colonias como tamanho, tipo,
coloragdo e presencga de hemolise.

Na microscopia, foi observada a morfologia, a disposi¢dao das células e caracteristicas
tintoriais ao Gram. Realizou-se a prova da catalase de acordo com SCHALM et al. (1971)
para a diferenciacdo entre estafilococos e estreptococos. As bactérias identificadas como
Staphylococcus eram submetidas a prova de coagulase para diferenciacdo entre
Staphylococcus coagulase positivo e Staphylococuus coagulase negativo. As bactérias
identificadas como Streptococcus foram submetidas a prova de CAMP (Christie, Atkins e
Munch-Peterson), crescimento variavel em meio contendo 6,5% de NaCl, crescimento em
meio Agar bile-esculina € PYR Test (Probac®).

As bactérias identificadas como bacilo Gram negativos foram semeadas no meio
Rugai & Araujo modificado por Pessoa & Silva e logo em seguida colocados em Kkits
bioquimicos, API 20 E (Biomérieux ®), para o possivel diagndstico.

As bactérias identificadas como bacilo Gram positivos foram submetidas a prova da
catalase, crescimento em meio Agar bile-esculina, teste da fermentacdo no Agar manitol.

A contagem bacteriana total (CBT) foi realizada considerou-se a dilui¢do inicial de
1:10, obtendo-se as dilui¢cdes 1:100, 1:100.000 e 1:1000.000, a partir das quais foi feita a
semeadura na superficie de Agar sangue (Blood Agar base — Difco®) com sangue de carneiro
desfibrinado (Newproo®) a 5% e incubados em estufa bacterioldgica a 37 C, as leituras
efetuadas com 24 e 48 horas apds a incubacao.

Para a CBT de Streptococcus spp, foi realizado nos microrganismos isolados em
microaerofilia nas mesmas diluigdes, no mesmo meio de cultura e procedimento de leituras.
Todos os microrganismos isolados em aerobiose e microaerofilia da CBT foram identificados
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em todas as diluicOes e sO foi considerada a contagem dos microorganismos que foram
isolados quando também encontrados em amostras puras de leite, de acordo com BRITO &
BRITO (1999).

3.5.4 Procedimento Histolégico

Amostras do experimento, em peca fresca e animal tratado no matadouro, foram
fixados em formol a 2% e encaminhadas para o Laboratério de Histologia da UNESP Sao
José dos Campos/SP para investigacdo de possiveis lesdes causadas pelo efeito do PDT no
momento apds a aplicacdo e 24h depois. Laminas histolégicas do experimento, no animal
destinado ao abate, foram examinadas na microscopia 6ptica 10x, 20x e 40x, avaliando-se as
diferencas histolégicas entre o teto tratado e o teto controle.

3.6. Analises Estatisticas

Em todos os experimentos foi utilizada ANOVA (analise de variancia) com intervalo
de confianga de 5%. O célculo do niimero das amostras utilizadas e o cdlculo da prevaléncia
foram realizados com base na prevaléncia estimada para mastite subclinica, por meio do
estudo de dispersdo de frequéncia, formulas encontradas em SAMPAIO (2002).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
Para a realizacdo do presente estudo, foram examinadas 164 vacas em diferentes

momentos da lactagdo, no periodo de abril a outubro de 2007 e os dados estdo representados
na Tabela 3 demonstrados na frequéncia comparando o nimero de vacas e tetos examinados.

Tabela 3: Frequéncia dos dados encontrados em relacdo a vacas e tetos.

Dados encontrados | Vacas | Tetos
N° total examinados l64 632
N° total mastite subclinica 109 177
N° total de mastite subclinica que evoluiu para mastite clinica 31 37
N° total de presenca de grumos no leite na mastite clinica 29 49
Presenca de mastite subclinica no final da lactagdo e ap6s o parto 10 11
CMT negativo espontaneamente de mastite subclinica ap6s o parto 8 17
CMT negativo espontaneamente de mastite subclinica durante a lactagio 0 6

Foram realizados 6.978 exames de CMT para deteccdo da mastite subclinica. Os
resultados do CMT estdao apresentados na Tabela 4, demonstrando o nimero de exames
reagentes e o percentual pelo grau de celularidade: 0, 1+, 2+ e 3+ na detec¢do da mastite
subclinica.

Tabela 4: Numero de exames (CMT) realizados correlacionando o grau de positividade.
Exames realizados com o CMT

Grau Numero de exames Percentual
Reagentes (%)
0 565 8
1+ 3910 56
2+ 989 14
3+ 1514 22
Total 6978 100

HARROP et al. (1975), estudando a incidéncia da mastite bovina procedentes do
Agreste Meridional de Pernambuco, encontraram 39,0% das vacas reagentes ao CMT e destes
31,2% estavam com infec¢des no ubere detectadas pelo exame bacteriolégico, dados também
encontrados por NADER FILHO et al. (1985) na regido de Ribeirdo Preto, SP, em que
verificaram a prevaléncia da mastite bovina em 11,9% das vacas reagentes ao CMT em que
11,1% foram confirmadas através do isolamento microbiano e por RIBEIRO et al. (2003) que
encontraram 39,17% casos de mastite subclinica e 1,48% de mastite clinica na regidao Sul do
Rio Grande do Sul, com 33,39% reagentes ao exame CMT no nivel 3+,dados superiores do
presente estudo em que obteve-se 22% dos animais reagentes ao CMT no grau3+.

COSTA et al. (1995) relataram os indices de ocorréncia de mastite subclinica e clinica,
na ordem de 72% e de 17,5% para os Estados de Minas Gerais e Sdo Paulo respectivamente.
No presente trabalho observou-se a prevaléncia de 66,5% dos animais acometidos com
mastite, deste montante 71,6% de mastite subclinica e 28,4% para a mastite clinica.
Considerando a prevaléncia estimada para a regido de 72% de mastite subclinica, observou-se
que ocorreu correlacdo significativa (rs=0,073, p=5%) entre o niimero de animais examinados
e o nimero de animais positivos, € que hda uma nova prevaléncia estimada para a fazenda de
estudo (73%).
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Das 496 amostras de leite examinadas para os tratamentos foram isolados
microrganismos em 42,3% nas amostras. Na Tabela 5 podemos observar a distribui¢cdo dos
microrganismos isolados causadores de mastite subclinica.

Tabela 5: Distribuicdo dos microrganismos isolados nas amostras de leite infectadas.

Microrganismos isolados | %0
Estafilococos coagulase negativos 50,9%
Streptococcus dysgalactiae 15,7%
Bacillus sp. 14,8%
Corynebacterium sp. 10,5%
Streptococcus bovis 2,9%
Escherichia coli 2,3%
Staphylococcus coagulase positivos 1,4%
Klebsiella sp. 0,9%
Streptococcus uberis 0,9%

PARDO et al.(1999) ao realizarem o levantamento dos agentes etiologicos das
mastites no municipio de Arapongas (PR) encontraram uma frequéncia de 55,08%. Relataram
ainda que a porcentagem de amostras mastiticas microbiologicamente positivas em seu estudo
foi de 79,31%; maior do que a observada por ADORNES et al. (1995) quando encontraram
51,5% de mastites de origem infecciosa, no levantamento realizado no municipio de Rio
Grande (RS) e por MARTINS et al. (1995), 55,48% encontrado na regido sul do pais,
frequéncia superior aos 42,3% encontrado no presente estudo. PARDO et al.(1999)
reportaram ainda que o microrganismo mais frequente foi Staphylococcus spp.,
correspondendo a frequéncia de 53,67%, resultados semelhantes aos encontrados no presente
estudo. Cita também este autor que destes, 43,06%, foram observados em mastite subclinica,
dados também similares aos resultados observados na pesquisa em pauta.

FREITAS et al. (2005), ao examinarem leite de vacas com mastite na regido do agreste
do Estado de Pernambuco, verificaram que os agentes com maior prevaléncia foram
Estafilococos coagulase negativa 36%, Corynebacterium spp. 34,8%, S. aureus 13,6%,
Bacillus sp. 5,3%, Streptococcus spp. 3,8% e Escherichia coli 0,4%. Pela andlise dos
resultados da presente pesquisa observou-se que, dos isolamentos para ECN, Streptococcus
spp., Bacillus sp. e E. coli foram superiores aos dados reportados por FREITAS et al. (2005),
enquanto que Corynebacterium sp. e S. aureus foram inferiores ao reportado por estes autores.
Entretanto, foram superiores as observacdes de PITKALA et al. (2004) quando estudaram
etiologia das mastites bovina na Finlandia, ao encontrarem 46,9% para ECN e inferiores dos
34,4% para Corynebacterium bovis também relatado pelo autor.

LANGONI et al. (1990) encontraram, em seus estudos sobre mastite subclinica, a
seguinte a ocorréncia de agentes: S. aureus 36,9%, S. epidermidis 22,2%, C. bovis 4,8%. C.
pyogenes 4,4%, S. uberis 4,3%, E. coli 4,0%, S. dysgalactiae 3,8%, S. agalactiae 3,7% e
Candida albicans 3,8%. Estes resultados confirmam a etiologia dos patdgenos causadores das
mastites quando comparados com os isolamentos do presente trabalho, 15,7% Streptococcus
dysgalactiae, 0,9% Streptococcus uberis, 2,9% Streptococcus bovis, 2,3% Escherichia coli e
10,5% Corynebacterium sp. No entanto, nota-se que alguns patégenos podem aparecer com
maior frequéncia, como € o caso do S. aureus, citado no trabalho de LANGONI et al. 1990 e
Streptococcus dysgalactiae e Corynebacterium sp., da investigacdo em pauta, fato que pode
estar relacionado com o manejo dos animais, mostrando a relevancia desses microrganismos
como causadores de mastite subclinica.

ADORNES et al. (1995) relataram que um dos microrganismos mais isolados nas
infeccdes € Corynebacterium bovis ressaltando a sua importidncia como agente etiolégico
causador de mastite que foram observados em trabalhos de levantamento. COSTA et al
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(1985) isolaram C. bovis em 32,50% de um total de 2.935 amostras em 17 municipios do
Estado de Sdo Paulo, e no presente trabalho foram isolados 10,5% Corynebacterium sp.,
mostrando a importancia deste microrganismo como agente causador de mastite subclinica.

4.1. Parte I — Resultados dos Pilotos Experimentais

4.1.1.Experimentos para testar as ponteiras de acrilico adaptadas

Para a definicdo de um protocolo de procedimentos para tratamento da mastite
subclinica, foram realizados experimentos para adequacdo dos aparelhos LEDs emissores de
raios laseres e determinou-se a densidade de energia medida em joules por centimetros
quadrados (J/cm®) associado a concentracio ideal do agente fotossensibilizante, cujos
resultados estdo relacionados a seguir.

Como os aparelhos LEDs ndo sdo préprios para tratamento intramamdrio, houve a
necessidade de serem realizados experimentos para a adequagdo dos mesmos para a execucao
do projeto proposto. Constatou-se que ao acoplar a ponteira de acrilico ao aparelho
MMOptics®, a poténcia de saida na porc¢do final da ponteira reduziu de 80mW para 30 mW e
quando adaptado no aparelho Microdont® a poténcia de saida reduziu de 400mW para 150
mW na saida.

4.1.1.1 Comparacao entre os dois aparelhos (experimento in vitro)

Para a afericdo de adaptacdo feita nos aparelhos LEDs emissores de raio laser com as
ponteiras alongadas, foram realizados experimentos para padronizar a intensidade de emissao
de luz. Os resultados deste experimento estdo representados na Figura 18 onde a linha
vermelha representa a emissao de raio ao longo da ponteira adaptada no aparelho Microdont®
e a linha azul do aparelho MMOptics®.

Afericdo entre os dois aparelhos LEDs testados

20 P
z 18
E 16 /
S 14 /
g /
S 12 /
210
= [ /
o 8
T 6 NN [/ ——MMO
S 4 \ I / Microdont
Z — 5/
2 0
baseda 2cm 3cm 4cm Scm 6cm  metade
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Comprimento em centimetros (cm)

Figura 18: Afericdo dos aparelhos testados MMOptics® e Microdont®.

Ap6s a afericdo dos aparelhos, para o proximo ensaio, utilizou-se leite infectado com
mastite subclinica sem e com o agente fotossensibilizante adicionado em vdrias dilui¢cdes. Os
resultados deste experimento estdo representados na Tabela 6, comparando a intensidade de
poténcia dos aparelhos MMOptics® e Microdont® em miliwatts (mW) em proveta testando
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trés profundidades de penetracdo, simulando a penetracdo no interior do teto até préximo ao
parénquima glandular.
Tabela 6: Determinacdo das Intensidades de poténcias de raio laser na proveta vazia, com
leite sem e com fotossensibilizante (azul de toluidina) a 2,5%.
Intensidade de Poténcia dos Aparelhos MMO e Microdont em miliwatts (mW)

Sem leite Com leite
Leite+Azul
Distancia da . Proveta com leite Leite+Azul Lelteti-lf\zul Lelteji-li\zul toluidina
profundidade Proveta Vazia uro toluidina 50ml/1ml toluidina toluidina 200ml/1ml -
de aplicacio p 100ml/1ml 200ml/1ml Sensor na lateral
(cm) da proveta
MMO | Microdont | MMO | Microdont | MMO | Microdont | MMO | Microdont | MMO | Microdont | MMO | Microdont

0 25 35 10 20 4 7 8 16 7 16 0,045 0,1

5 8 8 0,03 0,04 0,015 0,015 0,018 0,018 0,02 0,030 0,015 0,016

10 6 4,5 0,03 0,030 0,015 0,015 0,018 0,018 0,023 0,020 0,020 0,032

Foram observados, com estes resultados, que os aparelhos emitiam pouca intensidade
de poténcia quando submetido as profundidades da proveta. Quanto maior fosse a penetracdo
contendo a solu¢do, menor seria a irradiacdo emitida para o meio, mesmo nas diferentes
diluicdes do agente fotossensibilizante. Assim, a irradiagdo emitida na por¢do final da
ponteira adaptada de cada aparelho, ficou sendo definido como a densidade de poténcia
utilizada nos experimentos, ou seja, para o aparelho MMOptics® a densidade de poténcia de
30mW e para o aparelho Microdont® a densidade de poténcia de 150mW, onde se calculou as
densidades de energia do estudo proposto.

4.1.1.2. Resultados Histologicos em Peca Fresca de Matadouro

Observou-se na pecga fresca (ibere coletado em matadouro) submetida ao tratamento
com laser em diferentes densidades de energia, a conservacdo de todas as estruturas
histoldgicas inerentes aos processos inflamatorios decorrentes de mastite subclinica e clinica.
Nao se observaram lesoes no epitélio e estruturas adjacentes em consequéncia da irradiagcdo e
do agente fotossensibilizante utilizado, como mostrado na Figura 19.

Figura 19: Aspecto anatomopatolégico do tbere fresco irradiado em diferentes
densidades de energia.
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Assim, na peca fresca irradiada, no teto 1 irradiado com 25J/cm” foi observado um
processo inflamatério cronico com segregacdo do epitélio glandular pelo processo
inflamat6rio conforme apresentados na Figura 20.

Figura 20: Corte histolégico do teto 1 que recebeu densidade de energia 25J/cm® em aumento
5x e 20x respectivamente, processo inflamatdrio caracteristico de mastite subclinica.

.. . 2 . . L.

No teto 2, que foi irradiado 50J/cm”, foi observado um processo inflamatério leve com
numerosos polimorfonucleares dentro dos ductos alveolares, conforme apresentados na Figura
21.

Figura 21: Corte histolégico do teto 2 que recebeu densidade de energia 50J/cm” em aumento
20x, processo inflamatdrio caracteristico de mastite subclinica com secre¢do dentro dos
alvéolos com a presenca de polimorfonucleares.

No teto 3, irradiado com 75J/cm”, foi observado um epitélio atipico com segregacio e

estratificado, projetando-se para o limen e grande numero de polimorfonucleares,
caracterizando uma mastite clinica, conforme apresentado na Figura 22.
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Figura 22: Corte histolégico do teto 3 que recebeu densidade de energia 75J/cm” em aumento
de 20x, processo inflamatdrio cronico com aspectos caracteristicos de mastite clinica.

No teto 4, irradiado 100J/cm” , foi observado um epitélio integro com bastante células
inflamatodrias, alvéolos atipicos com células e nucleos achatados, caracterizando uma
degeneracao, sendo um teto afuncional provavelmente devido a mastite clinica que sofrera em
um perfodo anterior (figura 23).

Figura 23: Corte histolégico do teto 4 que recebeu densidade de energia 100J/cm’® em
aumento 10x e 20x respectivamente, epitélio integro com bastantes células inflamatorias,
alvéolos atipicos com células e nicleos achatados, caracterizando uma degeneracgao.

4.1.2. Experimentos para Determinar a Densidade de Energia (DE)

4.1.2.1. Experimento In Vivo, para tratamento de mastite subclinica, através do PDT
com o intervalo de 48, 24 e 12h entre as aplicacoes

Para que este tratamento tenha efeito, hd a necessidade de que a irradiacdo seja
associada a agente fotossensibilizante (FS), corante, que determina alteragoes fotoquimicas na
célula microbiana, potencializando a acdo do laser e consequentemente promovendo a
eliminagcdo do microrganismo.

No primeiro ensaio in vivo, 12 animais foram reunidos em cinco grupos. Tais grupos
foram tratados com uma dosagem de densidade de energia (DE) diferente recebida, e os
intervalos dos tratamentos foram a cada 48h entre cada aplicagdo, realizados em dois niveis de
profundidade, totalizando trés aplicagdes, representados na Tabela 7.
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Tabela 7: Grupos tratados com PDT in vivo, a cada 48h, com diferentes densidades de

energia, para o tratamento de mastite subclinica.
Distribuicao dos Grupos tratados com o intervalo de 48h entre as aplicacdes

Grupos Densidade dezEnergia Nimero
(J/em”) Tetos
1 25 (104s) 2
2 50 (209s) 2
3 75 (314s) 2
4 100 (418s) 2
5 Controle (sadio) 4

Para o ensaio experimental seguinte utilizou-se o intervalo entre os tratamentos de
24h e 12h, em dois animais (oito tetos) selecionados, infectados com mastite subclinica. Os
tetos foram divididos em trés grupos como podem ser vistos na Tabela 8. O tratamento
também consistiu em trés aplicacdes em dois niveis de profundidade em cada grupo.
Determinou-se para este ensaio a densidade de energia (DE) 75 J/cm® (tempo de aplica¢io
314 segundos em cada nivel).

Tabela 8: Grupos tratados com PDT in vivo a cada 24h e 12h com a densidade de energia (75

J/cmz) no tratamento de mastite subclinica.
Densidade de Energia aplicada 75 J./cm’ (314s)

Grupos Intervalo de tempo Numero
entre as aplicagoes (horas) Tetos
1 12h 3
2 24h 3
3 Controle (sadio) 2

Foram realizados exames para Contagem Bacteriana Total (CBT), Contagem Células
Somidticas (CCS) por citometria de fluxo e isolamento microbiano em cada grupo de estudo.
Nos ensaios com intervalos de 48, 24 e 12 horas entre as aplicagdes do tratamento, as
amostras foram colhidas sempre antes dos tratamentos propostos. Os resultados estdo
expostos para Contagem Bacteriana Total (CBT) e Contagem de Células Somdticas (CCS), de
acordo com o intervalo de tempo entre os tratamentos.

4.1.2.2 Contagem Bacteriana Total (CBT)

Os resultados de CBT por citometria de fluxo referentes aos ensaios com intervalo de
48 horas entre as aplicacOes do tratamento em diferentes densidades de energia estdo
apresentados nas figuras 24, 25, 26 e 27 para cada uma das densidades de energia testadas (25
J/cmz, 50 J/cmz, 75 J/cm?® e 100 J/cmz), respectivamente.
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Figura 24: Contagem Bacteriana Total por citometria de fluxo, do leite dos animais em
tratamento de mastite subclinica com a densidade de energia 25J/cm” ,intervalo de 48h entre

as aplicacoes.
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Figura 25: Contagem Bacteriana Total por citometria de fluxo, do leite dos animais em
tratamento de mastite subclinica com a densidade de energia 50J/cm” ,intervalo de 48h entre

as aplicacoes.
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Contagem Bacteriana Total - 75J/cm2
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Figura 26: Contagem Bacteriana Total por citometria de fluxo, do leite dos animais em
tratamento de mastite subclinica com a densidade de energia de 75J/cm’ ,intervalo de 48h
entre as aplicacoes.
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Figura 27: Contagem Bacteriana Total por citometria de fluxo, do leite dos animais em
tratamento de mastite subclinica com a densidade de energia de 100J/cm’ ,intervalo de 48h
entre as aplicacoes.

Os resultados de CBT referentes aos ensaios com intervalo de 12 horas entre os
tratamentos estao representados na Figura 28 que mostra os resultados do grupo 1. Os ensaios
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com intervalo de 24 horas entre os tratamentos estdo representados na Figura 29 para o grupo
2, ambos os grupos com DE 75)/cm’ ,em cada tratamento.
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Figura 28: Contagem Bacteriana Total por citometria de fluxo, do leite dos animais em
tratamento de mastite subclinica com a densidade de energia 75J/cm?” intervalo de 12h entre as

aplicacdes.

Contagem Bacteriana Total no tratamento de mastite subclinica com 3 aplica¢oes
de 24/24 horas utilizando DE 75 J/cm?2
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Figura 29: Contagem Bacteriana Total por citometria de fluxo, do leite dos animais em
tratamento de mastite subclinica com a densidade de energia 75J/cm” intervalo de 24h entre as

aplicacdes.

Ap6s as andlises dos resultados obtidos na CBT por citometria de fluxo, foi realizado
tratamento estatistico por ANOVA em todos os intervalos entre as aplicacdes (48, 24 e 12h)
com o intervalo de confianca de 5%. Observou-se que as DE 25J/cm?, 50J/cm’, 75)/cm’, no
intervalo de 48h entre as aplicagdes do tratamento apresentaram diferencas significativas entre
elas (f cal.> f tab), p<0,05. Para DE 75J/cm’ no intervalo de 12h entre as aplicacdes também
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apresentou diferenca significativa, quando comparada com os outros intervalos de aplicagdo
(24h e 48h).

Observou-se que a CBT por citometria de fluxo do presente estudo ndo reduziu apds
os tratamentos como era esperado. Este fato pode ter ocorrido porque a dosagem da
Densidade de Energia (DE), utilizada em cada ensaio, poderia ter sido insuficiente para
estimular as moléculas do corante depositado no organismo alvo, ou a concentragdo do FS
inicial ndo teria sido suficiente para desencadear a reagdo deletérica no microrganismo
encontrado, como os estudos relatados por SOUKOS et al. (1996), corroborando com as
pesquisas de OKAMOTO et al. (1990) que estudaram o efeito da irradiacdo de laser em vdrias
poténcias de energia, resultando em morte de microrganismos ou inibicdo parcial seu do
crescimento em culturas in vitro.

Assim, pode-se dizer, pelos resultados obtidos, que h4 diferencas na resposta
microbiana quando se utiliza varias DE, corroborando com SOUKOS et al. (1996) que
relataram a relacdo dos parametros em que o efeito do PDT € dependente, como o
comprimento de onda, densidade de poténcia, densidade de energia e concentracdo do
fotossensibilizador utilizado para se obter o efeito bactericida desejado.

4.1.2.3. Contagem de Células Somaticas (CCS)

Outro parametro analisado por citometria de fluxo foi a Contagem Células Sométicas
(CCS) nos tratamentos in vivo para determinar a densidade de energia e o intervalo entre os
tratamentos para a cura da mastite subclinica. Os resultados obtidos para CCS estdo dispostos
nas figuras 30, 31, 32 e 33 referentes ao ensaio com o intervalo entre as aplicagdes de 48h
utilizando DE 25J/cm2, 50J/cm2, 75)/cm’ e 100J/cm2, respectivamente.
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Figura 30: Contagem Células Somaticas por citometria de fluxo, do leite dos animais em
tratamento de mastite subclinica com a densidade de energia de 25J/cm’, intervalo de 48h
entre as aplicacoes.

41



Contagem de células som:iticas

(células/mL)

Contagem de células somaticas - 50J/cm2

1.00E+08 :
Aplicacoes

1.00E+07
1.00E+06
1.00E+05
1.00E+04
1.00E+03
1.00E+02
1.00E+01
1.00E+00

N SO

& o

,f@ q;,@

o @‘Q‘o% ° BN %Qb% .be%

> A\ A\ A\S A A\S
th pd rLb& pd 'Lb‘

o o o
o S {oe?‘
P

Tratamento

B CONTROLE
B Animal 1
= Animal 2

Figura 31: Contagem Células Somaticas por citometria de fluxo, do leite dos animais em
tratamento de mastite subclinica com a densidade de energia 50J/cm’, intervalo de 48h entre

as aplicacoes.

Contagem de células som:iticas

(células/mL)

Contagem de células somaticas - 75J/cm2

1.00E+08 -
Aplicagoes

1.00E+07

1.00E+06
1.00E+05
1.00E+04
1.00E+03
1.00E+02
1.00E+01
1.00E+00

Tratamento

B CONTROLE
B Animal 1

¥ Animal 2

Figura 32: Contagem Células Somaticas por citometria de fluxo, do leite dos animais em
tratamento de mastite subclinica com a densidade de energia 75J/cm’, intervalo de 48h entre

as aplicacoes.
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Figura 33: Contagem Células Somaticas por citometria de fluxo, do leite dos animais em
tratamento de mastite subclinica com a densidade de energia 100J/cm2, intervalo de 48h entre
as aplicacoes.

Nas figuras 34 e 35 observam-se os resultados obtidos para Contagem de Células
Somidticas por citometria de fluxo, referentes ao ensaio com o intervalo entre os tratamentos
de 24h e 12h respectivamente, utilizando DE 75)/cm?.

Contagem de Células Somaticas no tratamento de mastite subclinica com 3
tratamentos de 24 horas e DE 75 J/cm?

1.00E+08
1.00E+07
1.00E+06
1.00E+05
1.00E+04
1.00E+03
1.00E+02
1.00E+01
1.00E+00

M Anterior Direito (controle)

M Anterior Esquerdo

Contagem Celulas
somaticas (cel/mL)

™ Posterior Direito

M Posterior Esquerdo

Tempo entre os tratamentos

Figura 34: Contagem Células Somaticas por citometria de fluxo, do leite dos animais em
tratamento de mastite subclinica com a densidade de energia 75J/cm’ e intervalo de 24h entre
os tratamentos.
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Contagem de Células Somaticas no tratamento de mastite subclinica com 3 aplicagées
de 12h e DE 75 J/cm?
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Figura 35: Contagem Células Somaticas por citometria de fluxo, do leite dos animais em
tratamento de mastite subclinica com a densidade de energia 75J/cm” e intervalo de 12h entre
as aplicacoes.

Ap6s as analises dos resultados obtidos na CCS foi realizado tratamento estatistico por
ANOVA em todos os intervalos de tempo do tratamento (48h, 24h e 12h) com o intervalo de
confianca de 5%. Observou-se que as DE 50J/cm’ no intervalo de 48h entre os tratamentos e
DE 75J/cm’ com intervalo de 12h ndo apresentaram diferencas significativas (f cal.< f tab),
p>0,05. Os outros resultados para CCS foram significativos nas diferentes DE utilizadas no
experimento in vivo.

Constatou-se, no presente estudo, que nao houve reducdo na quantidade de CCS com
os tratamentos, mesmo quando aplicados em diferentes intervalos de tempo (48, 24 e 12h) e
em diferentes densidades de energia testadas. Este fato pode ter ocorrido, primeiramente, por
ter modificado o manejo dos animais tratados, ja que foi constatado que poucas alteracdes no
manejo do rebanho representavam um aumento de celularidade de células somaticas
detectadas pelo exame CMT, confirmando os estudos de SCHUTZ et al., (1990) e LAEVENS
(1997), que relataram que os fatores como, idade das vacas, estagdes do ano, estresse, estigios
de lactacdo poderiam influenciar na CCS, e por RIBEIRO et al. (2003) corroborando com
esses autores sugerindo maior cautela no uso deste como indicativo de doenga. Por essa razao
s6 foram tratados os animais que apresentavam mastite subclinica com positividade ao exame
CMT com grau 3+, em quatro exames seguidos, sem a modificacdo no manejo.

Outra possibilidade para o aumento da CCS estaria diretamente associada com o
aumento da CBT durante os tratamentos, pois se a CBT nao diminuisse por ndo ter atingido os
parametros relatados por SOUKOS et al. (1996) em que o efeito do PDT é dependente para
obter o efeito bactericida, consequentemente a CCS também permaneceriam elevados.

4.1.2.4. Microrganismos Isolados

Nas amostras de leite examinadas antes de cada tratamento, com intervalo de 48h entre
as aplicacoes, foram isolados e identificados os microrganismos representados na Tabela 9.
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Tabela 9: Identificacdo dos microrganismos isolados nas diferentes densidades de energia com
intervalo de 48h entre os tratamentos.

Microrganismos

Dose 25J/cm2 Dose 50J/cm2 Dose 75J/cm2 Dose 100J/cm2

Tratamentos | CONTROLE Animal 1 Animal 2 | Animal 1 | Animal 2 | Animal 1 Animal 2 Animal 1 | Animal 2

Antes Negativo ECN Bacillus | Bacillus ECN ECN Bacillus sp. Bacillus | Bacillus

sp. sp sp. sp.

Staphylococcus Staphylococcus

48 hapos 1 Negativo coagulase Bacillus Klebsiella ECN ECN coagulase Bacillus | Bacillus
tratamento - Sp. . Sp. Sp.
positivos positivos
48 hap6s 2 Negativo Negativo Bacillus Klebsiella ECN ECN Negativo Negativo | Negativo
tratamento Sp.

Pela andlise desses resultados observou-se que DE 25 e 75J/cm’® apresentou efeito
deletérico bacteriano para o microrganismo Staphylococcus coagulase positivo isolado em
amostras de leite provenientes de vacas com mastite subclinica. Esses resultados corroboram
com os encontrados por MULLER et al. (2006) que avaliaram a a¢fio antimicrobiana do PDT,
no combate ao Staphylococcus aureus, em um estudo comparativo entre 0S
fotossensibilizantes, azul de metileno (0,01% ) e aluminio ftalocianina tetrasulfonada (35uM).
Os autores concluiram que a densidade de energia 4,5J/cm” por 5 minutos na utilizagdo do
PDT in vitro, apresentou efeito deletérico para a bactéria e sugeriram que o tratamento poderia
ser uma alternativa para uma terapia antibidtica topica com o fotossensibilizante azul de
metileno (0,01%), mas que deveria ainda provar a eficcia para inativacao de bactérias in vivo,
que foi a proposta de estudo no presente trabalho confirmando a sua eficicia para as DE 25 e
753 /cm’.

Ao utilizar a DE 50 J/em® ocorreu o isolamento de Klebsiella sp., microrganismo
oportunista que poderia ter sido beneficiado pela diminui¢do do crescimento de Bacillus spp.,
microrganismo este inicialmente causador da mastite subclinica, no teto infectado antes do
tratamento, pois observou-se, com os resultados apresentados da Tabela 9, que a DE 100J/cm”
foi capaz de eliminar Bacillus spp. em todos os tetos infectados estudados.

SOUKOS et al. (1998) relataram em sua pesquisa, que o efeito deletérico do PDT
contra microrganismos bacterianos pode assumir uma variacdo considerdvel devido ao FS
usado, estabelecendo que, para organismos gram-positivos, tanto FS carregados positivamente
como carregados negativamente sdo efetivos para mediar o PDT, confirmando as pesquisas de
DAS et al. (2001) onde uma maior ou menor eliminacdo bacteriana serd determinada pelas
caracteristicas da superficie bacteriana quanto a penetracdo do FS nas bactérias, dados que
poderiam ter ocorrido no trabalho proposto com o microrganismo Estafilococos coagulase
negativos (ECNs), que ndo foi eliminado quando se utilizou DE 50J/cm® e 75J/cm® no
intervalo de 48h entre os tratamentos, demonstrado na Tabela 9.

Para o tratamento com intervalo de 24 horas entre as aplicagdes utilizando DE 75
J/cm? foram isolados os microrganismos conforme representados na Tabela 10.
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Tabela 10: Identificacio dos microrganismos isolados na densidade de energia de 75 J/cm’
com tratamento de 24/24 horas.

ANIMAL 1 (75)/cm’ tratamento 24/24 horas)

Anterior Direito (controle) Anterior Esquerdo Posterior Direito Posterior Esquerdo
Tratamentos Microrg Microrg Microrg Microrg
Antes Negativo ECN ECN ECN
24h ap6s 1° Negativo ECN Negativo Negativo
tratamento
24h apés 2° Negativo Negativo ECN ECN
tratamento
24h ap6s 3° Negativo ECN ECN ECN
tratamento

Legenda: Antes=amostra colhida antes do tratamento, ECN=Estafilococos coagulase negativos, Negativo= isolamento negativo
para microorganismos em aerobiose e microaerofilia.

Ao analisar os resultados constatou-se que a DE 75J/cm” foi capaz de desencadear a
reacdo deletérica no microrganismo Estafilococos coagulase negativos (ECN) até 24h apds o
tratamento, ocorrendo, neste intervalo de tempo, uma ordenha em que o animal poderia se
recontaminar com os utensilios e manuseio dos ordenhadores.

Para o tratamento com intervalo de 12 horas entre as aplicacdes foram isolados os
microrganismos conforme apresentados na Tabela 11.

Tabela 11: Identificacdo dos microrganismos isolados na densidade de energia de 75 J/cm’
com tratamento de 12/12 horas.

ANIMAL 2 (75)/cm’ com tratamento 12/12 horas)

Anterior Direito Anterior Esquerdo (controle) Posterior Direito  Posterior Esquerdo
Tratamentos Microrg Microrg Microrg Microrg
Antes ECN Negativo ECN ECN

12h apés 1° Negativo Negativo Negativo Negativo

tratamento

12h ap6s 2°  Staphylococcus coagulase Negativo Negativo ECN

tratamento positivos

24h ap6s 3° Negativo Negativo ECN ECN

tratamento

Legenda: Antes=amostra colhida antes do tratamento, ECN=Estafilococos coagulase negativos, Negativo= isolamento negativo para
microorganismos em aerobiose e microaerofilia.

Com os resultados obtidos, utilizando a DE 75)/cm? , foi observado que o intervalo de
tempo de 12h entre os tratamentos foi capaz de eliminar o microrganismo Estafilococos
coagulase negativo (ECN) em alguns tetos infectados, ndo ocorrendo a recontaminagdo,
mesmo quando transcorrido 24h apds o primeiro tratamento de irradiacdo. Apenas um teto
tratado que apresentava ECN ao eliminar o microrganismo, 24h apds o tratamento, apresentou
a infeccdo por Staphylococcus coagulase positivo que também foi eliminado quando colhidos
os exames 24h apds o tratamento.

Ao compararmos as tabelas 10 e 11 com o intervalo de 24 e 12h entre tratamentos
utilizando DE 75J/cm2, 0s ECNs foram eliminados em dois tetos, porém, eles reaparecem em
isolamentos apds 48h em um quarto mamario, sugerindo uma recontaminac¢ao no intervalo do
tratamento, posto que o periodo de incubagdo in vitro para este microrganismo € de 24 e 48h,
segundo SCHALM et al. (1971). Assim, explicam-se também os dados expostos da tabela 9
com a DE 75J/cm® quando isolou-se ECNs que aparentemente ndo apresentou efeito
deletérico quando os tratamentos consistiram em aplicagdes com o intervalo de 48h, podendo
ter ocorrido uma recontaminac¢do do teto tratado.
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4.1.2.5. Experimento In Vitro, em leite mastitico, com Densidade de Energia de 200 J/cm”
em trés niveis e uma unica aplicacio com diferentes concentracoes do agente
fotossensibilizante

4.1.2.5.1 Contagem de Bacteriana Total (CBT)

Foram realizados experimentos com a densidade de energia (DE) de 200 J/cm® para o
tratamento, com o objetivo de avaliar a eficicia do mesmo com apenas uma tnica aplicacdo.
Nos experimentos realizados anteriormente nao foi possivel observar uma concordancia entre
os resultados de CBT por citometria de fluxo e o isolamento microbiano em placa. Foi
necessdria a realizacdo de novo experimento, para comparar os dois métodos de contagem
bacteriana total, em placa e citometria de fluxo, estando o resultado da contagem bacteriana
total representada pela Figura 36.

Comparacao entre Contagem Bacteriana Total em Placa e Contagem Bacteriana
Total por citometria de fluxo
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Figura 36: Comparacgdo entre os dois métodos de contagem bacteriana, placa e citometria de
fluxo, in vitro utilizando densidade de energia 200J/cm” e em diferentes concentracdes do
agente fotossensibilizante.

ApOs as andlises dos resultados obtidos na CBT, foi realizado tratamento estatistico
por ANOVA em todos os grupos de tratamento estudados in vitro, com o intervalo de
confianca de 5%. Pela andlise dos resultados, observou-se que ndao houve diferenca
significativa (Fcalc < Ftab 5%, p>0,05%) entre as andlises de CBT para placa e citometria de
fluxo nos grupos estudados.

Notou-se deste ensaio in vitro uma discrepancia entre as técnicas para a contagem
bacteriana em placas e citometria de fluxo quando se compararam os resultados. Esta
discrepancia pode ser proveniente da metodologia empregada para a leitura nos aparelhos de
citometria de fluxo para CBT, pois CASSOLI (2005) relatou que a técnica de citometria de
fluxo consiste na adicdo de brometo de etidio e azidiol, corante especifico para DNA e RNA,
ao leite para que o DNA e RNA das bactérias sejam coradas. Assim, o leite com o corante é
injetado num capilar acoplado a um sistema dptico, que recebe constantemente um feixe de
laser. Ao passar por este feixe, cada bactéria emite uma fluorescéncia, a qual € captada pelo
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sistema Optico (BARRIENTOS, et al., 2000; BROUTIN, 2004; GUNASEKERA et al., 2000;
SUHREN et al, 1999), determinando o numero de bactérias expressado em contagem
individual de bactérias (CID).

O limite legal para o CBT previsto na IN-51 foi estabelecido em Unidade Formadora
de Colonia (UFC) e este fato implicou a necessidade de se desenvolver uma equacdo de
correlacdo entre os métodos de contagem bacteriana em placa e de citometria de fluxo, para
que os resultados expressos em CID foram transformados em UFC. No entanto, observou-se
que houve excesso de corante nas amostras, FS azul de toluidina com o corante utilizado pelo
laboratorio oficial, pois o experimento foi realizado in vitro, utilizando diferentes dilui¢des do
FS, em que ambos sdo de coloracdo azul com absor¢do no comprimento de onda de 620nm,
que poderia ter influenciado nos resultados dos exames.

4.1.2.5.2. Contagem de Células Somaticas (CCS)

Avaliou-se no ensaio in vitro, utilizando DE 200J/cm® com uma tnica aplicagdo,
diferentes concentracdes do agente fotossensibilizante azul de toluidina e sua influéncia na
contagem de células somaticas (CCS) por citometria de fluxo. Os resultados obtidos estdo
representados na Figura 37, os valores da Contagem de Células Somdticas em diferentes
concentragdes do agente fotossensibilizante, azul de toluidina.

Comparacao dos resultados de Contagem de Células Somaéticas nos diferentes
tipos de tratamento e em diferentes concentra¢des do agente fotossensibilizante
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Figura 37: Comparacio dos resultados in vitro utilizando densidade de energia 200J/cm’ em
diferentes concentracoes do agente fotossensibilizante para a Contagem de Células
Somaticas (CCS).

Apés as andlises dos resultados obtidos na CCS foi realizado tratamento estatistico
por ANOVA em todos os grupos de tratamento estudados in vitro, com o intervalo de
confianca de 5%. Observou-se pela andlise dos resultados obtidos que nao houve diferenca
significativa (Fcalc < Ftab 5%, p>0,05%) entre as andlises de CCS para citometria de fluxo
dos grupos estudados.

CASSOLI (2005) relatou em seu trabalho que ha a necessidade de realizar tratamentos
com enzimas proteoliticas para eliminar as proteinas com detergente para a remoc¢do da
gordura do leite. Estas enzimas atuam na degradacdo das células somdticas podendo ser
destruidas. Neste estudo constatou-se que, ao utilizar a menor concentracio do agente
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fotossensibilizante, obteve-se a menor contagem de células somdticas por mL, tanto no grupo
PDT a 0,6% como no grupo Azul 0,6%, sugerindo que as amostras tenham sido degradadas
durante o processo automatizado ou que o corante azul de toluidina interferiu na leitura dos
exames realizados por citometria de fluxo.

4.1.2.5.3 Microorganismos Isolados

Neste experimento foram isolados os microrganismos conforme representados na
Tabela 12, em que todas as seis amostras de leite mastitico participaram de varios ensaios.

Tabela 12: Isolamento dos microrganismos em vdrias amostras em grupos de tratamentos
distintos utilizando vdrias concentragdes do agente fotossensibilizante.

Amostras Controle PDT 2,5% PDT 1,25% PDT 0,6% LASER AZUL 2,5% AZUL 1,25% AZUL 0,6%
1 ECN - Negativo Negativo Negativo - Negativo Negativo
2 ECN - Negativo Negativo ECN - Negativo ECN
3 Negativo - Negativo Negativo Negativo - Negativo Negativo
4 ECN ECN ECN - ECN ECN ECN -
5 ECN ECN ECN - ECN ECN ECN -
6 ECN ECN ECN - ECN ECN ECN -

Legenda: Negativo= negativo para germes aerdbios e microaerofilia, ECN=Estafilococos coagulase negativos, - =amostra no realizada.

Com os resultados obtidos no isolamento microbiano do presente ensaio in vitro pode-
se corroborar com as investigacdes de STRIGER et al (1998) que utilizaram luz
policromédtica em combina¢do com varios FS e relataram que o corante azul de toluidina
poderia causar efeito deletérico em bactérias quando estudadas in vitro, e por MULLER et al.
(2006) que constataram a a¢do do PDT no combate ao Staphylococcus aureus em um estudo
comparativo entre os fotossensibilizantes. Os autores concluiram que o PDT tem boa
funcionalidade como alternativa para uma terapia antibidtica tdpica, mas que somente uma
experimentacdo clinica controlada e minuciosa poderia provar a eficdcia para inativacao de
bactérias in vivo, posto que, observaram uma atividade antimicrobiana quando se utilizou
apenas o FS estudado in vitro, dados também encontrados no presente trabalho.

4.2. Parte II- Resultado do Tratamento da Mastite Subclinica através da Terapia
Fotodiniamica (PDT)

4.2.1 Contagem Bacteriana Total dos animais tratados com mastite subclinica através do
PDT.

Os resultados do tratamento da mastite subclinica, empregando o método de PDT in
vivo utilizando a DE 200J/cm® com uma tnica aplicacio em trés niveis de profundidade,
foram obtidos para a CBT estao representados na Figura 38.
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Comparacdo das médias entre os tratamentos utilizados para a mastite
subclinica com densidade de energia 200J/cm?
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Figura 38: Comparagdo das médias entre os tratamentos utilizados para a mastite subclinica,
utilizando densidade de energia 200J/cm’ in vivo.

ApO6s as andlises dos resultados obtidos na CBT por placa, foi realizado tratamento
estatistico por ANOVA em todos os grupos do tratamento, com o intervalo de confianca de
5%. O tratamento com o grupo 1 (PDT) foi o unico que apresentou diferenca significativa (f
cal.= 2,80 > f tab 2,39), p<0,05, caracterizando que o tratamento foi eficiente na reducao
parcial ou eliminacdo dos microrganismos envolvidos na contagem bacteriana total para
mastite subclinica.

Com este resultado obtido, confirmam-se os relatos de VENEZIO et al. (1985) que
investigaram a acdo do PDT, utilizando hematoporfirina como corante fotossensivel, e
obtiveram, como resultado, o efeito bactericida de 99,9% em Staphylococcus aureus,
Streptococcus faecalis, Bacteroides fragilis, Streptococcus M-G intermediais, Streptococcus
mutans, Peptostreptococcus anaerobius, Peptococcus magnus e Clostridium perfringens.

OKAMOTO et al. (1990); OKAMOTO et al. (1992), investigaram o efeito bactericida
do laser HeNe em microrganismos cariogénicos. Os autores concluiram que a agdo bactericida
foi determinada pela formagdo de uma inibi¢do do crescimento de colonias bacterianas vidveis
como Streptococcus sobrinus e Echerichia coli, dados também confirmados por SANKAR
(1987) quando verificaram a acdo do PDT obtendo-se efeito deletérico em 91,1% das
bactérias aerdbicas sensibilizadas e 96,6% em bactérias anaerdbias, e por BURNS et al.
(1992) ao utilizarem o PDT com LEDs associado com azul de toluidina, obtendo, como
resultado, a eliminagcdo de bactérias cariogénicas como, Streptococcus mutans, Streptococcus
sobrinus, Actinomyces viscosus, Lactobacillus casei e Lactobacillus fermentum. Assim,
podemos inferir que o PDT utilizando LEDs com corante fotossensivel azul de toluidina a
2,5%, apresentou efeito bactericida quando utilizou DE 200J/cm® em trés niveis de
profundidade, corroborando com os autores acima citados.

Essa eficdcia da morte bacteriana promovida pelos FS utilizados no PDT confirmou-se
como sendo significativamente diferente entre as bactérias gram positivas e gram negativas,
com maior eficicia contra as bactérias gram positivas, pois as gram negativas apresentam a
membrana externa (bicamada lipidica) fora da camada de peptideoglicano, dificultando a
penetracdo como os relatos de MERCHAT et al. (2001), dados também confirmados no
presente estudo ao utilizar o PDT e obter as bactérias Gram positivas e negativas encontradas
em amostras de leite nos animais tratados com mastite subclinica.
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Com a elaborac¢do da ponteira de acrilico irradiando a regido interna do teto infectado
pela mastite subclinica, o presente estudo ndo corrobora com os estudos encontrados por
STOFFEL et al. (1989) quando estudaram o efeito da irradiacdo LEDs (HeNe) na glandula
mamadria bovina acometida pela mastite subclinica, irradiando 25 mW em uma drea de 7,5 cm
de didmetro na epiderme do teto infectado por um periodo de 30 minutos diariamente, durante
cinco dias consecutivos.

Os autores relataram que nao houve evidéncias de qualquer estimulacdo da glandula
mamdria com mastite subclinica na utilizacdo do LEDs quando aplicado diretamente na
epiderme; ndo ocorrendo também possiveis alteracdes nos parametros avaliados no leite - tdo
somente aqueles decorrentes da mastite subclinica. No estudo em pauta ndo foram verificadas
alteracdes na composicdo do leite em decorréncia ao tratamento intramamdrio porque a
intencdo foi a de eliminar as bactérias causadoras de mastite subclinica com um agente
fotossensibilizante (FS) que ndo deixasse residuos no leite apds a sua aplicacao, mesmo sendo
um tratamento tépico como sugere MULLER et al. (2006) para a realizagio de tratamento in
vivo para demonstrar a eficicia do tratamento antibacteriano.

H4 poucos trabalhos publicados relacionando mastite com tratamento a laser. Ao
comparar os trabalhos de SKOBELKIN et al. (1984), ALEKSEENKO et al.(1987) e
DOTSENKO et al. (1989) no tratamento de mastite aguda em mulheres durante a lactacgao,
verificaram, os autores, apenas 0os mecanismos fisioldgicos estimulados, para processos
inflamatodrios, analgésicos e reparacdo tecidual, quando irradiados diretamente na glandula
mamdria, em toda a sua extensdo e mamilos, relatando que mulheres apds a irradiacdo se
recuperaram mais rapidamente do que o grupo controle tratado convencionalmente - dados
ndo avaliados no presente estudo.

Com os resultados obtidos no grupo 2 (Azul) em relacdo a contagem bacteriana total
discordamos com os descritos por MULLER et al. (2006) e SOUKOS et al. (1998) que
relataram a acdo antimicrobiana, em um estudo comparativo entre os fotossensibilizantes. Os
autores concluiram que quando se utilizou somente o corante azul de toluidina em amostras in
vitro houve efeito deletérico nas bactérias estudadas e este efeito deletérico nio foi observado
quando trataram vacas com mastite subclinica (in vivo) caracterizando que microrganismos
utilizados em ensaios in vitro apresentam um comportamento diferente quando estudados in
Vivo.

SIBATA (2000) relatou o mecanismo de acdo do PDT caracterizando trés tipos de
reacdo (I, II, III) quando a regido de interesse € irradiada com luz de comprimento de onda
especifico excitando o FS obtendo como resultado os efeitos fotoquimicos que sdo deletéricos
para as bactérias. Com os resultados obtidos do Grupo 2 do presente trabalho podemos
afirmar que este efeito fotoquimico ndo ocorreu quando apenas aplicou o FS, azul de toluidina
2,5%, no teto infectado por mastite subclinica, devendo-se ter cautela nos ensaios realizados
in vitro em que observou-se efeito deletérico para as bactérias como os estudos de MULLER
et al. (2006) e SOUKOS et al. (1998).

Observou-se, pelos resultados obtidos na contagem bacteriana total do Grupo 3
(LASER) em que os tetos infectados foram apenas tratados com a irradiagio de DE 200J/cm™
Notou-se que ndo houve diferenca significativa neste grupo, antes e apds o tratamento (12 e
24h).

RIGAU (1996) descreveu que todo laser LED € responsavel por produzir os efeitos
fotoquimicos e fotofisicos, em que o principio bdsico consiste, no processo fotoquimico o
comprimento de onda especifico da radiacdo é absorvido por croméforos naturais que siao
capazes de estimular certas reacdes bioquimicas em nivel celular como a bioestimulacao.

MULLER et al. (2006) observou as colonias que foram irradiadas com apenas laser, e
relataram que ndo houve efeito antimicrobiano, mas atividade bioestimulatéria, com uma
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contagem bacteriana até 3,1% acima do valor obtido pelo controle, valores que ndo sio
confirmados com o presente estudo.

Pode-se dizer com os resultados do Grupo 3 (Laser) que a DE 200J/cm®, quando
aplicado in vivo, ndo foi suficiente para que ocorresse a bioestimulacdo microbiana como nos
relatos encontrados por MULLER et al. (2006), portanto, ndo se pode confirmar se ocorreu o
efeito fotoquimico nos microrganismos encontrados neste grupo causador de mastite
subclinica, ndo corroborando com os estudos de RIGAU (1996).

Nos resultados de contagem bacteriana total obtida no grupo 4 (controle) ndo houve
diferenga significativa entre os intervalos de colheita das amostras seguindo a mesma
metodologia dos outros grupos relacionados no texto (PDT, azul, laser).

Os isolamentos dos agentes causadores da mastite subclinica estdo representados na

Tabela 13.

Tabela 13: Numero de microorganismos isolados nos seus respectivos grupos de tratamentos
em todas as fases.

PDT LASER AZUL 2,5% CONTROLE
Microorganismos Inicial 12h 24h Inicial 12h 24h | Inicial 12h 24h | Inicial 12h 24h |
Estafilococos coagulase negativos 3 1 2 6 7 7 10 9 6 3 4 5
Streptococcus dysgalactiae 6 7 6 1 1 1 1 1 1 3 3 2
Streptococcus bovis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 2 2
Streptococcus uberis 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0
Escherichia coli 1 1 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0
Bacillus sp 0 0 0 5 5 3 1 1 2 1 2 2
Corynebacterium sp 0 0 1 1 1 1 2 3 2 3 4 4

Os resultados obtidos no isolamento microbiano corroboram com os dados de
BHATTI et al. (1998) e HAMBLIN et al. (2002) que demonstraram evidéncias que os FS que
penetram no interior da bactéria podem ser mais efetivos que aqueles que agem na superficie
bacteriana. Este dado ndo significa que os FS que agem na superficie bacteriana nio sio
eficazes, mas sim apenas mais dificeis de serem eliminados como no caso de E. coli e os
microrganismos ambientais que apresentam uma maior resisténcia natural, conforme
observados no trabalho em pauta.

Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que a metodologia utilizada
foi eficiente para eliminar a maioria dos patégenos causadores de mastite subclinica nos
animais. Entretanto, hd necessidade de futuras investigacdes para aprimoramento desta técnica
que, quando associada ao correto manejo zoosanitario, certamente serd de grande utilidade no
tratamento das mastites, minimizando os prejuizos da producao leiteira, diminuindo o tempo
de tratamento e evitando problemas com residuos de antibidticos.

4.2.2. Resultados Histopatologicos

No animal de matadouro tratado 24h antes do abate, observou-se que o teto ndo tratado
utilizado como controle apresentava mastite subclinica cronica com os alvéolos contendo
secregdes no interior com frequentes polimorfonucleares e presenga de calcificagdes. Nos
ductos excretores observaram-se epitélio atipico, epitélio folicular variando de cibico baixo a
cubico alto com células vacuolizadas e grande numero de células mononucleares,
caracterizando um severo processo inflamatério (figura 39 e 40).
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Figura 39: Corte histolégico do teto controle em aumento 5x e 20x respectivamente, epitélio
folicular variando de cuibico baixo a ctbico alto com células vacuolizadas e grande nimero de
células mononucleares, caracterizando um severo processo inflamatorio.

Figura 40: Corte histologico do teto controle em aumento 40x, alvéolos contendo secrecdes no
interior com frequentes polimorfonucleares e presenca de calcificagdes.

No teto tratado foram observados alvéolos com secrecdes, mas sem a presenga ou
poucos polimorfonucleares e alvéolos revestidos de células cubdides uniformemente
distribuidos com pequeno nimero de calcificacdes (figura 41 e 42).

Figura 41: Corte histolégico do teto tratado que receberam densidade de energia 200J/cm” em
aumento 5x e 10x respectivamente, alvéolos com secre¢des, mas sem a presenga ou de poucos
polimorfonucleares, revestidos de células cubdides uniformemente distribuidos com pequeno

nimero de calcificacoes.
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Figura 42: Corte histolégico do teto tratado que recebeu densidade de energia 200J/cm” em
aumento 20x e 40x respectivamente, caracterizando um processo inflamatdrio severo para
moderado em 24h apds o tratamento.

Quando se compara os quartos mamadrios, tratado e controle, observamos que as
calcificagdes no teto tratado também sdo frequentes, porém menos numerosas do que no teto
controle, caracterizando um processo inflamatério moderado em relagdo ao outro teto com um
processo inflamatorio cronico. Como nos exames de CMT de ambas, os tetos deram
positividade no grau 3+, com mesma intensidade, o que pode indicar que o teto tratado apds
24 horas apresentou uma melhora no seu estado geral, acarretando um aumento da
microcirculacdo da glandula, com a diminui¢do do nimero de polimorfonucleares encontrados
na secrecdo alveolar e no estroma, passando de um processo inflamatério severo para
moderado, e ndo se constataram alteragdes no epitélio da glandula mamadria decorrentes ao

uso da Terapia Fotodinamica (PDT) em decorréncia do mecanismo de acdo descrito por
GONCALVES et al. (2005).
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5. CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho permitem concluir que:

X A terapia fotodindmica, utilizando a densidade de energia (DE) 200
J/em® com uma aplicac¢io para tratar mastite subclinica foi eficiente, demonstrando
significativa diminui¢ao da infeccdo nos quartos mamarios tratados, caracterizada pela
reducdo na contagem bacteriana total de Streptococcus dysgalactiae, assim como as
DE utilizadas de 25 J/cm?®, 75 J/cm®, 100 J/cm® com trés aplicacdes foram eficientes
para eliminar Staphylococcus coagulase positivos, Estafilococos coagulase negativos,
Bacillus spp., respectivamente, isolados de tetos com mastite subclinica;

> As adaptacdes para a adequacdo dos aparelhos LEDs para tratamento
dos tetos afetados por mastite subclinica em bovinos foi eficiente, permitindo que a
irradiacdo atingisse o interior do quarto mamario tratado;

X O agente fotossensibilizante azul de toluidina a 2,5% foi capaz de
desencadear o efeito desejado, permitir a dispersdo da luz e estimular resposta
microbiana o que promoveu a eliminacdo dos microrganismos isolados;

> Nao se observaram lesdes andtomopatologicas e histologicas no epitélio
da glandula mamdria no animal tratado provenientes do uso da Terapia Fotodindmica
(PDT) com azul de toluidina a 2,5%;

> Nao houve redugdo da Contagem Bacteriana Total (CBT) e Contagem
Células Somaticas (CCS) analisadas pelo método de citometria de fluxo, sugerindo ao
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA) a realizar novas
calibra¢des nos equipamentos, adequando-os a uma abrangéncia nacional.

> Mesmo que os resultados do presente trabalho tenha sido significativos,

h4 necessidade de futuras pesquisas, para aperfeicoamento da técnica que, certamente,
serd uma metodologia alternativa de grande valor para tratamento das mastites.
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