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As mastites constituem um dos principais problemas da producéo leiteira, devido principalmente
as perdas de producdo e ao aumento dos custos do leite. Os beneficios da fototerapia tém sido
observados em algumas condigdes, inclusive, no tratamento de feridas cutaneas em animais. O
canal do teto € a primeira e a principal defesa anatbmica do Ubere. Assim que as bactérias
ultrapassam o canal do teto entram em contato com células do sistema imunoldgico, Em casos
graves de hiperqueratose o canal do teto pode se tornar uma barreira mais facil para que as
bactérias atravessem. Efeitos fisioldgicos da fototerapia, como alteracdo na permeabilidade da
membrana celular ,aumento do metabolismo celular, sintese de DNA e RNA, proliferacdo de
fibroblastos, ativacdo de células de defesas, melhora na circulacéo estdo entre os principais. Os
objetivos deste estudo foi avaliar um dispositivo fotobiomodulador, de LED com para tratamento
e prevencéo de hiperqueratose de teto em rebanho de leite. E verificou-se a incidéncia de mastite
subclinica. Experimento 1, — Avaliacdo do efeito do tempo de exposicdo a acdo da ordenhadeira
no aparecimento e progressao da hiperqueratose de teto. Experimento 2 — Avaliacdo do possivel
efeito preventivo da fototerapia sobre o desenvolvimento da hipergueratose de teto com 60
primiparas no comego da lactagdo. O experimento 3 Avaliacdo do possivel efeito terapéutico da
fototerapia sobre a cicatrizagdo da hiperqueratose de teto com 30 vacas de segunda ordem de
lactacdo. Nos experimentos 2 e 3 metade dos animais foram tratados com o dispositivo
fotobiomodulador 3 vezes por semana durante 6 semanas. Imagens fotograficas digitalizadas
foram realizadas na avaliagdo inicial e, semanalmente por 6 semanas consecutivas, no
experimento 1 foi realizada mais imagens entre 6 e 7 meses de lactacdo das primiparas. CCS
foram feitas mensalmente. No experimento 1 a hiperqueratose foi alta, 35,3% de casos graves.
No experimento 2 , o didmetro externo das lesGes permaneceu constante nos tetos do grupo
tratado, no grupo controle, apresentou aumento significativo ao final da lactacdo. Em relagdo aos
casos de mastite subclinica foi observado melhora da qualidade do leite e diminuiu os casos de
mastite subclinica. Concluiu-se que houve efeito para prevenir o aumento da hiperqueratose. No
experimento 3, 0 uso do LED reduziu a incidéncia de mastites subclinicas. O proto6tipo é
promissor como adjuvante na prevencdo do desenvolvimento de hiperqueratose de teto e como
forma de reduzir a mastite subclinicas em vacas leiteiras de alta producéo.

Palavras Chaves: Gado de leite; mastites; hiperqueratose de tetos; fotobiomodulacdo; LED,

ABSTRACT
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The mastitis consists one of the main problems of milk production, mainly due to the production
losses and the rising cost of milk. The benefits of phototherapy have been observed in certain
conditions, including in treatment of lesions in some animals. The teat canal is the first and major
anatomical defense of the udder. Once the bacteria pass the teat canal, they approach the immune
cells. In case of severe hyperkeratosis, the teat canal can become an easier barrier for the bacteria
to penetrate. Changes in cell membrane permeability, increased cellular metabolism, DNA and
RNA synthesis, fibroblast proliferation, activation of defense cells, and improvement of
circulation are the most important physiological effects of phototherapy. The objective of this
study was to assess a device of phototherapy with LED for treatment and prevention of teat
hyperkeratosis in herd milk. Besides, it was found the incidence of clinical and subclinical
mastitis. Experiment 1 — Evaluation of the effect of exposure time to the action of milking in the
onset and progression of teat hyperkeratosis. Experiment 2 — Evaluation of the conceivable
preventive effect of phototherapy on the development of teat hyperkeratosis with 60 cows in
early lactation. Experiment 3 - Evaluation of the possible therapeutic effect of phototherapy on
the cicatrization of teat hyperkeratotic with 30 cows of second parity. In the Experiments 2 and
3, half of the animals were treated with the phototheray device three times per week for 6 weeks.
Scanned images were performed at baseline and weekly for 6 consecutive weeks; in the
experiment 1, it was performed more images between 6 and 7 months of fist lactation. CCS was
performed monthly. In the experiment 1, hyperkeratosis was high, 35.3% of severe cases. In
experiment 2, the outer diameter of the lesions remained constant in the teats of the treated
group; the control group showed a significant increase at the end of lactation. For cases of
subclinical mastitis, it was observed improvement of milk quality and decreasing of subclinical
mastitis. It can be concluded that there was efficiency to prevent the increase of hyperkeratosis.
In the experiment 3, the use of LED reduced the incidence of subclinical mastitis. The prototype
is promising as an adjunct in preventing the development of teat hyperkeratosis, and also as a

way to reduce subclinical mastitis in dairy cows of high production.

Key Words: Dairy Cattle; mastitis; teats hyperkeratosis; phototerapia; LED.
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1- Introducéo

O Brasil produziu 29.112.024 mil litros de leite em 2009, sendo o estado de Minas Gerais 0
maior produtor do pais com 7.931.115 mil litros de leite. Este nimero corresponde a 27,2% da
producdo nacional (IBGE, 2009). De acordo com a projecdo, a producéo de leite deve crescer
1,95% ao ano, Devendo ultrapassar em 2020 os 37 bilhdes de litros (Brasil, 2010).

A producéo de leite, como acontece em outros segmentos de producao da atual sociedade, é uma
atividade cada vez mais competitiva. Portanto, é importante quantificar e qualificar os fatores
que podem influencia-la, buscando ganhos efetivos na quantidade e qualidade do leite produzido,
na tentativa de suprir a demanda nacional (Coldebella et al., 2004).

As mastites constituem um dos principais problemas da producéo leiteira, devido principalmente
as perdas de producdo e ao aumento dos custos do leite (Sandholm et al., 1995). A ocorréncia da
mastite, inflamacéo da glandula mamaria, esta relacionada ao desequilibrio entre a resisténcia da
vaca, a patogenicidade do agente e 0 ambiente. A resisténcia do animal tem impacto direto sobre
o desenvolvimento da mastite, abrangendo além da imunidade, caracteristicas anatdmicas dos
tetos e Ubere, estagio de lactagdo, nimero de partos e adequacdo nutricional (Santos e Fonseca,
2007).

Dentre os fatores de risco ambientais associados a ocorréncia de mastite estdo manejo
inadequado, inexisténcia de treinamento dos ordenhadores, n&o utilizacdo de servigos
laboratoriais para identificacdo dos patdgenos e uso de equipamentos de ordenha sem
manutencéo periddica (Coentrdo et al., 2008). Portanto, a mastite ndo deve ser vista apenas como
uma infec¢do na glandula mamaria causada por um patégeno, mas sim como a expressdo de um
conjunto de condicdes inadequadas presentes no sistema de producdo (Mitiedro, 2002).

O canal do teto é a primeira e a principal defesa das vacas contra as mastites. Esta € uma
estrutura altamente especializada, que impede a entrada de microrganismos causadores das
mastites no Ubere. Alteracdes ou lesbes que ocorram no canal do teto permitem uma maior
penetrabilidade de microrganismos patogénicos. Alguns estudos descrevem a existéncia de uma
associacao entre infeccdes do Ubere e lesbes dos tetos como feridas e fistulas (Fox et al.,1996).

A hiperqueratose é uma reacdo do canal do teto a alguns estimulos que provocam o aumento da
sua espessura e rugosidade, principalmente pelo acimulo de grandes quantidades de queratina. A
acdo mecanica exercida durante a ordenha é o principal fator desencadeador desta alteracéo
(Capuco et al., 1994). Uma pequena quantidade de hiperqueratose ndo parece aumentar o0 risco
de uma infeccdo intra-mamaria na vaca em lactacdo, podendo ser considerada como um
beneficio fisiolégico na resposta do teto a ordenha. Um grau maior de hiperqueratose esta
associado com o aumento da probabilidade de novas infecgdes intra-mamarias. A avaliacdo da
hiperqueratose em rebanhos comerciais pode ajudar a identificar ou a resolver problemas
relacionados com o manejo da ordenha, com o meio ambiente ou com a ordenhadeira
(Neijenhuis, 2001).

Estudos recentes tém demonstrado que a radiacdo tecidual com fontes de luz com baixa
intensidade, LASER ou LED (diodo emissor de luz) de baixa intensidade, na faixa do vermelho
ao infravermelho proximo, parece ser uma estratégia efetiva para modular a dor e favorecer o



17

processo de cicatrizagéo tecidual (Lagan et al.., 2000; Lucas et. al., 2003; Takezaki et al., 2006).
Os beneficios do LASER e do LED de baixa intensidade tém sido observados em condices tais
como osteoartrite, radiculopatias, tendinites e, principalmente, no tratamento de feridas cutaneas
em animais (Kana et al.., 1981; Soares et al.., 1989; Matera et al.., 2003) e em humanos (Corréa
et al, 2003; Siqueira et al., 2004).

LED é o mais novo recurso da fototerapia (Barolet, 2008). Os primeiros trabalhos utilizando
LED para tratamento de lesdes surgiram na década de 1990, nos quais a NASA (National
Aeronautics and Space Administration) obteve resultados satisfatorios na cicatrizacdo de feridas
(Whelan et al., 2001). Expandiram ao longo dos ultimos anos, e atualmente, eles tém sido
utilizados nas mais diversas areas da saude (Yeh et al., 2010).

Tatarunas et al. (1998) avaliaram a acdo do LASER As-Ga, 904 nm, em feridas cirdrgicas de
pele de felinos. Foram utilizados 63 animais divididos em 3 grupos: A- irradiados com 4 J/cm?,
B- irradiados com 2 J/cm? C- controle, ndo irradiados. A aplicacdo foi realizada de modo
pontual, com a caneta mantida perpendicular e contatando levemente a ferida. As aplicacdes
foram realizadas no 2°, 4° 8° e 15° dias de pOs-operatério de ovariohisterectomia. O estudo
concluiu que o LASER As-Ga nas dosagens de 2 e 4 J/cm? atuou positivamente na cicatrizagdo
por primeira intencdo de feridas cirdrgicas em pele de felinos, tendo a dose de 2 Jicm? se
mostrado vantajosa em relagéo a de 4 J/cm?.

Say et al. (2003) realizaram um estudo experimental em seres humanos, com o objetivo de
comparar a eficicia do LASER de diferentes comprimentos de onda no tratamento de Ulceras
cutaneas venosas cronicas. O estudo foi realizado com quatro individuos, sendo dois submetidos
a aplicacdo de LASER He-Ne, 632,8 nm, dose de 4J/cm? e os outros dois a terapéutica com
LASER As-Ga, 904 nm, na mesma dose. Os resultados, avaliados através de registros
fotograficos e mensuracdo da area da ferida, demonstraram que o LASER promoveu aceleracéo
do processo de cicatrizacdo das uUlceras.Uma vez que o controle da mastite é extremamente
complexo, principalmente por seu carater multifatorial, e as intervencBes existentes para a
resolucdo dos traumas dos tetos nem sempre sao eficazes, determinar e validar alternativas para o
tratamento das lesdes do teto tem grande relevancia para a industria leiteira e condi¢do sécio-
econbmica do pais.

Os objetivos deste estudo foi avaliar um dispositivo fotobiomodulador, que se utiliza de diodos
emissores de luz - (LED’s) com comprimento de onda na faixa espectral do vermelho ao
infravermelho préximo, para tratamento e prevencdo de hiperqueratose de teto em rebanho de
leite. Mais além, verificou-se o efeito uso do dispositivo na incidéncia de mastite subclinica por
meio do monitoramento da contagem de células somaticas em animais submetidos ou ndo ao
tratamento.

2. REVISAO DE LITERATURA
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2.1 Anatomia da Glandula mamaria
2.1.1 Anatomia do Ubere

O Uubere, conjunto de quatro glandulas mamaérias individuais, encontra-se no terco caudal da
superficie ventral do abdome. Dispdem de dois ligamentos (lateral e mediano) como estruturas
primarias de suporte e ligamentos suspensorios laterais que penetram na glandula e se tornam
continuas com o tecido intersticial do Ubere (Dyce, 1996; Moraes, 2002).

As duas metades do ubere (direita e esquerda) recebem suprimento sanguineo das artérias
ipsilaterais existentes (artéria pudenda externa direita e esquerda). A drenagem sanguinea do
Ubere da vaca é feita pelas veias pudendas externas de cada lado. Elas recebem o sangue dos
quartos mamario cranial e caudal do mesmo lado e drenam para a veia epigastrica superficial
caudal do mesmo lado, que por sua vez, drena caudalmente para a veia perineal. Um intenso
fluxo sanguineo é a condicdo para uma alta producéo secretéria das glandulas mamarias (Dyce,
1996; Moraes, 2002).

2.1.2 Anatomia do Teto

Os tetos sdo formados pelo canal do teto e por uma cisterna que tem ligacdo direta com a cisterna
da glandula. A parede dos tetos € composta por trés camadas: a parte externa composta por pele
glabra desprovida de glandulas; a camada intermediaria que é composta por tecido conjuntivo,
musculo liso e uma quantidade consideravel de veias que fazem parte do plexo venoso e a
camada interna que € composta por um epitélio com duas camadas, sendo uma colunar e outra
cuboidal (Dyce, 1996).

O leite é drenado dos ductos principais para a cisterna da glandula e dai passivamente para a
cisterna do teto onde fica retido. A cisterna da glandula comunica-se com a cisterna do teto
através de uma crista circular (anulo) que contém uma veia e algumas fibras musculares lisas. A
cisterna do teto comunica-se com o exterior por uma abertura estreita no final da teta, chamada
de ducto papilar (canal do teto). O 6stio papilar dispGe de fibras musculares lisas. A estrutura
primaria responsavel pela retencdo do leite € um esfincter muscular que rodeia o canal do teto
(Dyce, 1996; Moraes, 2002). O orificio do teto € mantido fechado por meio de um grupo de
fibras musculares que formam o esfincter do teto (Hachem, 2005). A camada mais externa é a
camada cornea, onde sé existem células cornificadas, achatadas, mortas, desprovidas de nicleo
ou organelas citoplasmaticas com queratina no interior (Junqueira e Carneiro, 1995).

2.1.2 Nocdes bésicas sobre causas e classificacdo de mastite

A mastite é definida como uma inflamagdo da glandula maméria, que frequentemente tem
origem bacteriana (Peeler et al., 2003; Sondergaard et al., 2003; Santos et al., 2004). Embora as
mastites possam ter como origem causas fisicas, quimicas, fisiologicas ou microbiologicas, a sua
origem é considerada multifatorial. Como exemplo de traumatismos fisicos cita-se as les6es
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provocadas pela ordenhadeira, a hiperqueratose do epitélio secundaria a injurias primarias e a
excessiva dilatacdo do canal do teto devido a administracbes medicamentosas intramamarias.
(Teixeira et al., 2008)

As mastites sdo classificadas como clinicas e subclinicas dependendo da intensidade do processo
inflamatdrio e comprometimento do parénquima mamario. A mastite clinica é caracterizada por
leite anormal, inchago ou dor na glandula mamaria, podendo ser acompanhada por sinais
sistémicos tais como elevacdo da temperatura retal, letargia ou anorexia. Além do declinio da
producdo lactea, hé presenca de bactérias no leite, aumento da contagem de células somaticas e
alteraces significativas de sua composicdo (Harnon,1994). Nas mastites subclinicas, a infeccao
do ubere ndo evidencia sinais externos, sendo identificadas somente pelas provas laboratoriais,
tais como da contagem de células somaticas (CCS) ou da realizacdo do teste californiano de
mastites (CMT) e entre outros (Santos, 2004).

Mais de 80 espécies diferentes de microorganismos foram identificadas como agentes causadores
de mastite bovina, sendo que as espécies mais frequentemente isoladas sdo Staphylococcus
aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis e
Escherichia coli (Holtenius, 2004). Segundo Santos et al., (2004) a colonizacdo da glandula
mamaria bovina por bactérias patogénicas resulta em eventos que conduzem a alteracGes na
composicdo do leite. Inicialmente ocorrem niveis elevados de bactérias patogénicas, seguido
pelo aumento marcante do nimero de células sométicas.

A mastite bovina corrobora com significantes perdas da quantidade e qualidade do leite
produzido, o que, aliados aos investimentos em tratamentos, acarreta para os produtores aumento
do custo de producdo de leite (Almeida et al., 2006; Aida et al., 2008; Freitas et al., 2009; Ruegg,
2010). No mundo estima-se que as perdas econdmicas associadas com essa doenca estejam em
cerca de U$$ 35 bilhdes anuais (Bannermam et al., 2009).

Para reduzir as perdas econdmicas acarretadas pela mastite, programas que utilizam diferentes
estratégias para garantir a saude do Ubere tém sido implementadas em diversos paises. Entretanto
a mastite continua sendo um dos principais problemas de saude na producdo do leite (Jansen et
al., 2010; Lam et al., 2011)

2.1.3 Bases do sistema imunologico da glandula mamaria

Os mecanismos de defesa do Ubere contra as bactérias envolvem mecanismos anatdmicos,
celulares e fatores de protecdo sollveis. O canal do teto € a primeira e a principal defesa
anatdmica do Ubere. Assim que as bactérias ultrapassam o canal do teto entram em contato com
células do sistema imunoldgico, que tém um papel importante na resposta inflamatéria a ser
iniciada (Sordillo et al., 1997). A glandula maméaria é protegida por uma variedade de
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mecanismos naturais de defesa as infeccOes. Esses mecanismos podem ser imunoldgicos
(especificos) ou ndo imunologicos (inespecificos)(Sompayrac, 1999).

2.1.4 Teto

Os tetos dos bovinos séo estruturas altamente especializadas, tendo como funcgdes libertar o leite
armazenado nas cisternas do Ubere e impedir a invasdo de microrganismos. Os tetos podem ter
posicao, orientacdo, tamanho e forma muito variavel, medindo em média, 8 cm de tamanho com
uma parede de 6 mm de espessura (Dyce, 1996).

As principais barreiras fisicas sdo o canal e o esfincter do teto, a qual possui propriedades
defensivas como um mecanismo de ocluséo relativamente eficiente, a roseta de “Furtenberg’s” e
ainda, proteinas bactericidas. O esfincter do teto mantém-se fechado entre as ordenhas,
entretanto apos a sua realizacdo o canal do teto torna-se dilatado e permanece assim de trinta a
cento e vinte minutos. Diante disto torna-se necessario alimentar o animal logo apds a ordenha
de forma a estimula-lo a ficar em estacdo, pois o esfincter se fechard em menos de duas horas
(Prestes et al.,2002). A queratina, composta por células epiteliais descamadas, acidos graxos e
proteinas catidnicas, atua na defesa inespecifica da glandula mamaria. E encontrada na cisterna
do teto e no ducto papilar, tendo papel de vedacdo do ultimo (Aradjo e Gheller, 2005). A
queratina tem a funcdo de adsorver as bactérias, prendendo-as e removendo-as juntamente com
parte da camada de queratina durante o processo de ordenha. Os &cidos graxos queratinizados
agem como bactericidas e bacteriostaticos, todavia, os acidos estearico, oléico e linoléico
favorecem a susceptibilidade a infeccdo intra-mamaéria. Aos acidos graxos queratinizados estdo
ligados a proteinas que causam lise em algumas células bacterianas gram positivas. Fatores que
afetam a integridade da camada de queratina podem, portanto, afetar a susceptibilidade a
infecgdes (Prestes et al., 2002).

2.1.5 Outras formas de defesa

A lactoferrina € uma glicoproteina produzida pelas células fagocitarias e pelas células do
sistema de defesa do Ubere (Wang e Hurley, 1998). A sua funcdo mais importante é a capacidade
para sequestrar ions de ferro, competindo com algumas bactérias aerdbias por este mineral, que
regula o crescimento bacteriano. Para os estafilococos e para os coliformes, o ferro é um
componente fundamental das enzimas da cadeia respiratdria bacteriana, sendo por isso sensiveis
a presenca da lactoferrina (Sandholm et al., 1995).

A lactoperoxidase é uma enzima que requer a presenca de tiocianato e de peroxido de hidrogénio
para poder oxidar determinadas estruturas da parede celular das bactérias. Assim é bactericida
para bactérias gram negativas e bacteriostatica para a generalidade das bactérias gram positivas
(Sordillo et al., 1997).

Xantina Oxidase: € uma enzima existente no epitélio do canal do teto e no tecido glandular, que
na presenca de oxigénio e hipoxantina produz peroxido de hidrogénio (Collins et al., 1988).
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A lisozima é uma proteina bactericida, presente no leite, capaz de criar fissuras na parede celular
das bactérias, atuando sobre os peptideoglicanos e provocando a lise osmotica das bactérias
(Sordillo et al., 1997). Os fragmentos dos peptideoglicanos da parede celular resultantes da acao
da lisozima também sdo importantes ativadores da resposta infamatéria (Zecconi e Smith, 2000).

O sistema complemento constitui um conjunto de proteinas presentes no leite e no plasma que
reconhecem e destroem microorganismos, iniciam e aumentam a resposta dos anticorpos e
desagregam precipitados complexos de imunoglobulinas (Korhonen et al., 2000).

S&o quatro os tipos de anticorpos que estdo envolvidos normalmente na defesa da glandula
maméria: 1gG1, 1gG2, IgA e IgM. Estas imunoglobulinas tém funcGes diferentes entre si, sendo
que a sua concentragdo no leite varia com o estado de sanidade do Ubere e da fase da lactacéo
(Zecconi e Smith, 2000).

Hospido e Sonesson (2005) descrevem diferentes classificagdes da mastite relacionadas a
intensidade da infeccdo. Mastite clinica: caracterizada pela presenga de sinais intensos de
inflamacdo e subdividida em subaguda e aguda. Mastite subclinica: caracterizada pela
modificacdo na composi¢do do leite, mas sem sinais intensos de inflamacdo do Ubere ou de
anormalidades no leite. Mastite crbnica: processo inflamatorio que se estende pelos ultimos
meses de lactacéo e se prolonga até a lactacao seguinte.

2.1.6 Mastite Subclinica

E caracterizada pela aparéncia normal do leite, com aumento da CCS. Dentre os métodos mais
usuais de diagndéstico de mastite subclinica destacam-se a contagem de células somaticas (CCS)
e o isolamento e identificacdo de patdgenos causadores dessa patologia (Ruegg, 2003; McCarthy
e Sears, 2003; Almeida et al., 2006) A incidéncia da mastite subclinica frequentemente
surpreende os produtores. Para evitar as penalidades ou manter a CCS baixa, a fim de garantir os
pagamentos por qualidade, tornou-se fundamental a identificacdo da infec¢do e o controle dos
niveis de CCS nos rebanhos (McCarthy e Sears, 2003).

Para detectar a mastite subclinica sdo necessarios exames complementares, geralmente baseados
no conteudo celular do leite (Dias, 2007). A CCS é considerada um teste com boa estimativa
quantitativa do grau de inflamacao (McCarthy e Sears, 2003). Assim Osteras, Reksen e Solverod
(2008) descrevem a existéncia de uma forte relacdo entre o diagnodstico microbioldgico dos
patogenos da mastite e os valores de CCS.

2.1.7 Contagem de células somaticas (CCS)

As células somaticas sdo representadas pelas células brancas do sangue e ocasionalmente células
epiteliais de descamacgdo. Em glandulas maméarias ndo infectadas as células encontradas séo
neutrofilos (1-11 %), macréfagos (66-88 %), linfocitos (10-27 %) e celulas epiteliais (0-7 %).
Em vacas com mastite mais de 90 % das células encontradas sdo neutrofilos. Quando a bactéria
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invade e coloniza a glandula mamaria uma resposta inflamatdria se inicia, atraindo inicialmente
neutrofilos que atuam engolfando e destruindo bactérias (Ruegg, 2003). Ao coletar amostra
para a realizacdo da analise de CCS existe o problema quanto a identificacdo do quarto que se
apresenta contaminado. Pois as amostras sdo coletadas por animal (quatro quartos). Dessa forma
a CCS pode ser diluida com o leite dos outros quartos mamarios nao infectados e o animal acaba
sendo diagnosticado como se a glandula mamaria estivesse saudavel. (Reneau, 1986; Ruegg,
2003).

A CCS ¢é um pardmetro frequentemente usado para indicar a situacdo de mastite subclinica em
um rebanho leiteiro e a porcentagem de vacas com CCS maior que 250.000/mL é um excelente
meio para resumir a situacao subclinica de um rebanho (Lievaart et al., 2007)

2.1.8 Hiperqueratose

Quando ha remocdo excessiva da gqueratina, a sua producdo no canal do teto é estimulada. Como
resultado desse estimulo podem se formar projecdes de queratina em torno do final do teto. Isso
pode ser acompanhado também pela formagdo de um anelao redor do orificio. Quando esta
queratina ou 0 excesso de estimulacdo de sua producdo torna-se grave, pode ser verificado um
aumento de casos de mastite clinica e subclinica. Por esta razdo, varios sistemas de avaliacdo e
pontuagdo para hiperqueratopse foram desenvolvidos (Kirk, 2005). O método mais usado é o
sistema de escore para lesdo de hiperqueratose que possui 4 classificacfes: Escore 1- sem anel, o
final do teto liso e com o orificio pequeno; Escore 2- Liso ou ligeiramente aspero com um anel
projetando a partir do orificio; Escore 3- anel com relevo, dspero com folhagem de queratina de
1-3 mm do orificio; Escore 4- Muito aspero ao toque com queratina superior a 4 mm, muitas
vezes quebradiga (Mein, 2001).

Outras formas mais objetivas tem sido usadas para avaliar a condicdo de tecido do teto, incluindo
medicdo da espessura do teto por ultra-sonografia, avaliacdo da tensdo de oxigénio sub-cutanea
(Hamann, 2000) e uso de oximetro de pulso (Maltz, 2000). Essas técnicas variam de acordo com
a praticidade de seu uso no campo, com a pericia do técnico, com 0s custos necessarios para usa-
las, e com suas repetibilidade e precisdo demonstradas. Métodos mais simples para quantificar os
efeitos a curto ou médio prazo de ordenha em tetos foram propostos (Hillerton et al., 2000).

Em um rebanho leiteiro o limite considerado aceitavel de animais com o nivel alto (escore 3 e 4)
de hiperqueratose ¢ < 20% (Mein et al.,, 2001).A quantidade de animais que podem ter
hiperqueratose num rebanho varia muito, podendo chegar em alguns casos a 80% dos animais
(Shearn e Hillerton, 1996).Em um estudo feito em 16 fazendas produtoras de leite pesquisou-se a
incidéncia de hiperqueratose, verificando-se que em 71% dessas fazendas havia uma
porcentagem de tetos com lesdes consideradas altas (escore 3 e 4), superior a 20% (Sousa, 2008).

2.1.9 Fatores predisponentes da hiperqueratose
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Vérios agentes e mecanismos podem alterar a condicao das tetas das vacas leiteiras. A alteracédo
no final da teta pode ocorrer em periodos curtos, médios ou longos. As alteracdes que ocorrem
em periodos curtos (ap6s uma Unica ordenha) estdo relacionadas a mudancas na coloragéo,
edemas, bem como modificagbes no grau de abertura do orificio do teto. Os efeitos que ocorrem
em tempo médio (poucos dias a semanas) relacionam-se a alteracBes na pele do teto e a
incidéncia de pequenas hemorragias. As alteracdes mais significantes sdo as que ocorrem em
longos periodos (ocorrem em 2-4 semanas) e sdo modificacGes relativas a hiperqueratose do
orificio do teto (Kirk, 2005)

O nivel do vécuo de ordenha é um fator que influencia a hiperqueratose porque altera a
velocidade de fluxo do leite (Williams e Mein 1986), de forma que a pressdo aplicada pelo leite
sobre a queratina do canal do teto é diretamente proporcional a velocidade de fluxo de leite.
Aumentando-se o vacuo da ordenha aumenta-se também a quantidade de queratina arrastada pelo
leite na sua passagem, estimulando a hiperqueratose (Williams e Mein, 1986).

Um conceito importante na compreensao do papel das teteiras sobre os tetos é a sobrepressdo. A
sobrepressdo consiste na forca aplicada pelas teteira colapsada sobre o teto (Mein et al., 2003).A
exposicdo dos tetos a valores elevados de sobrepressdo causa a interrupcdo da circulacdo
aumentando a pressdo local. Desta forma, a nivel do extrato corneo do canal do teto, ocorrem
microfissuras que aumentam a producdo de queratina por este (Mein et al., 2003).

Outro fator agravante da hiperqueratose € a sobreordenha que €é caracterizada pela permanéncia
do conjunto de ordenha acoplado aos tetos dos animais ap6s o término do fluxo de leite, ou seja,
atraso na retirada das teteiras ap6s o termino da ordenha. Os tetos anteriores tém, normalmente,
mais calosidade que 0s posteriores, porque permanecem mais tempo em sobreordenha, em
virtude do fluxo de leite acabar primeiro neles, em relacdo aos tetos posteriores, que se
beneficiam do amortecimento fornecido pelo leite ainda presente (Neijenhuis et al., 2000)

2.1.10 Relacéo entre hiperqueratose e mastites

O aumento da espessura das camadas do epitélio constitui uma resposta fisioldgica do canal dos
tetos aos traumas ocorridos durante a ordenha, inclusive alguns animais ordenhados a méo e
vacas de corte amamentando bezerro também apresentam hiperqueratose, s6 que em menor
proporcdo em relacdo aos animais ordenhados mecanicamente (Mein et al., 2003). Varios
trabalhos provaram que casos graves de hiperqueratose, ou seja, tetos muito espessos e rugosos,
levam a uma maior incidéncia de mastites (Fox, 1996., Lewis, 2000). Em casos graves de
hiperqueratose o canal do teto pode se tornar uma barreira mais facil para que as bactérias
atravessem e ainda sirvam de local para colonizacdo do teto de uma maior quantidade de
bactérias (Neijenhuis et al., 2004), uma vez que algumas delas encontram em grandes
quantidades de queratina 0s nutrientes e 0 ambiente que necessitam para se desenvolver
(Newbould e Neave, 1965).
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2.2.1Usodo LED

O LED é um diodo constituido por jungdes p-n (p- positivo; n- negativo) gque, ao ser diretamente
polarizado, faz com que os elétrons cruzem a barreira de potencial e se recombinem com as
lacunas. Apds a recombinacdo espontanea de pares elétron-lacuna, ocorre a emissdo simultanea
de fotons. O mecanismo fisico pelo qual o LED emite luz é a emissdo espontanea de luz. Os
diodos emissores de luz convertem a corrente elétrica em um espectro de luz. A emissdo da luz a
partir de um material sélido, em resposta a aplicacdo de uma fonte elétrica de energia é um
processo denominado eletroluminescéncia (Schubert, 2003).

Na década de 1990, teve inicio sua aplicagdo como recurso terapéutico em estudos experimentais
e clinicos. Os trabalhos foram desenvolvidos primeiramente pela NASA. Os pesquisadores
notaram que um comprimento de onda especifico da luz LED era capaz de acelerar o
crescimento de plantas em longas viagens espaciais. Posteriormente, investigaram o uso da
terapia com LED na cicatrizacdo de feridas e obtiveram resultados positives (Whelan et al.
1999).

Diante das evidencias demonstradas pela NASA na aplicagdo do LED, a food and Drug
Administration (FDA) aprovou testes clinicos da aplicacdo de LEDs na cicatrizacdo de feridas
em humanos, devido ao insignificante risco de lesbes na pele (Whelan,2001).

A pesquisa teve continuidade e surgiram novos LEDs que s&o usados atualmente como recurso
terapéutico em diversas areas (Weiss et al., 2005; Aradjo et al., 2007; Casalechi et al., 2009; Yeh
et al., 2010). Trabalhos desenvolvidos no Brasil demonstram a eficiéncia deste recurso para o
tratamento de diversos tipos de Ulceras ( Corazza, et al., 2005).

Em um trabalho, Yeh, 2010 concluiu que LEDs permitem o controle da intensidade da luz. Eles
tém a capacidade de produzir altos niveis de luz com liberacdo de baixo calor radiante. Sistemas
baseados em LED pode fornecer uma dose de luz de intensidade homogénea 6tima. Os lasers
proporcionam estimulos que aumentam a atividade do tecido celular durante cicatrizacdo de
feridas porém, tém limitacdes de comprimentos de onda. E dificil para o laser produzir a
combinacdo de comprimento de onda Otima para a cicatrizagdo de feridas. Em contraste, 0s
LEDs permitem o controle da composi¢éo da luz e podem ser produzidos de todos os tamanhos
para o tratamento de areas pequenas ou grandes. LEDs oferecem uma alternativa eficaz para as
fontes de luz convencionais, também para pelas seguintes razbes: Usando fonte de luz LED
matriz para os dispositivos médicos é muito mais econémico do que usar fontes de luz intensa
pulsada ou laser. Os LEDs sdo altamente duraveis e, assim, sdo menos dispendiosos de longo
prazo. Seus protétipos sdo mais leves e compactos. Os comprimentos de onda gerados por LEDs
vao do parcial ultravioleta, no infravermelho proximo, e quase todas as bandas visiveis e
produzem menos calor do que as lampadas de alta pressdo e, assim, efeito de aumento de
temperatura que podem ser induzidas pelas fontes de luz de alta intensidade séo evitados. Como
resultado, os LEDs podem ser colocados mais de perto das areas de tratamento do que outras
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fontes de luz para que haja serd menor distancia para diminuir a intensidade requerida. O
comprimento de onda do LED pode ser sintonizado de maneira 6tima, de modo a corresponder
ao tratamento exigéncia e elimina assim comprimentos de onda que ndo Sdo necessarios para a
terapia. Células imunoinflamatérias semelhantes a macrofagos e linfocitos sdo capazes de
produzir citocinas e fatores de crescimento que controlam a funcionalidade de outras células e
regulam o processo de angiogénese e fibroplasias. Com relacéo aos efeitos fotobiomoduladores,
a luz LED pode ser tdo eficaz quanto a luz LASER, pois ambos apresentam efeitos fisioldgicos
semelhantes.

Células imunoinflamatorias semelhantes a macréfagos e linfocitos sdo capazes de produzir
citocinas e fatores de crescimento que controlam a funcionalidade de outras células e regulam o
processo de angiogénese e fibroplasias aléem de incremento a producdo de ATP, aumento da
proliferacdo de fibroblastos e da sintese de colageno, aumento da sintese de RNA e DNA,
estimulo a angiogénese e alteracbes induzidas sobre as aferéncias nociceptivas (Clark et al.,
2003).

Um fator indispensavel para a recuperacdo de feridas é pelo estimulo do sistema linfatico. O
efeito antiedematoso da superficie irradiada é somente evidente se ocorrer estase venoso-
linfatica, este é notorio em edema na sindrome varicocele, linfedema e outras situacoes clinicas
(Longo, 2000).

Utilizando um LED infravermelho(904nm) em po6s operatério de tenddes digital flexores em
humanos, apresentou efeito positivamente favoravel para a reducao do edema (Ozkan, 2004).

2.2.2 Fundamentos para acéo bioldgica dos LEDs.

A profundidade de penetracdo no tecido € relacionada ao comprimento de onda da radiacéo,
sendo de 0,5 a 4 mm para a luz vermelha a infravermelha (Pontinen, 2000; Low e Reed, 2001).
Em tecidos escuros, com elevado indice de melanina, a energia luminosa é altamente absorvida
(Snyder —Mackler e Seitz, 1990).

O mecanismo de acdo da luz em nivel celular é baseado em reacgdes fotobioldgicas. Uma reacao
fotobioldgica envolve a absor¢do de um comprimento de onda especifico da luz por moléculas
fotorreceptoras. Diante da luz absorvida com determinado comprimento de onda, essas
moléculas assumem um estado excitado eletronicamente que desencadeiam efeitos bioldgicos
(Karu, 1999). Ha evidéncias que os comprimentos de onda da luz na faixa espectral do vermelho
ao infravermelho proximo séo absorvidos pela citocromo c¢ oxidase ( Karu, 2003). No estudo de
Karu e Kolyakov (2005) observaram também a absorcdo pela citocromo ¢ oxidase nas quatro
regibes. Concluiram que a citocromo ¢ oxidase consegue absorver a luz em diferentes faixas
espectrais (vermelho e infravermelho proximo). A excitacdo de certos cromdforos na molécula
citocromo C oxidase participa de uma estrutura chave na regulacdo das vias metabdlicas (Karu,
2003).
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As reacOes fotobioldgicas podem ser classificadas em primarias e secundarias. As reacgoes
primarias derivam da interacdo entre os fotons e o fotorreceptor, essas sdo observadas em poucos
segundos ou minutos apos a irradiacdo da luz. Por outro lado, as secundarias sdo efeitos que
ocorrem em resposta as reacdes primarias, sendo em horas ou até dias ap6s o procedimento de
irradiacdo (Karu, 1987; Karu, 2003).

As reacgOes primarias de acéo da luz no fotorreceptor ainda ndo estdo claramente estabelecidas,
mas ha algumas hipoteses. Apds a absor¢do da luz no comprimento de onda irradiado, a
citocromo ¢ oxidase assume um estado eletronicamente excitado, a partir do qual altera seu
estado redox e ocasiona a aceleracdo de transferéncia de elétrons na cadeia respiratoria (Karu,
1988). Outra hipotese seria que uma parte da energia do estado eletronicamente excitado é
convertida em calor, provocando um agquecimento local e transiente no fotorreceptor (Karu et al.,
1991). Ha uma hipo6tese que quantas de espectro de luz vermelha absorvidos por porfirinas e
flavo proteinas séo responsaveis pela geracdo de Oy, portanto estimulam a sintese de DNA e
RNA(Karu, 2003). Ainda ha outra hipdtese que a reacdo seria que, ao ativar o fluxo de elétrons
na cadeia respiratdria, por meio da irradiacdo luminosa, pode-se esperar 0 aumento da producéo
de &nion superéxido (Karu et al., 1993). Uma quarta reacdo formula que as porfirinas e as
flavoproteinas absorvem os fétons e geram espécies reativas de oxigénio simples (Karu et al.,
1981).

Contudo, h& uma hipdtese sobre a modificacdo no modelo de Karu. Acredita-se que a luz
vermelha é absorvida pela citocromo ¢ oxidase na mitocondria, a0 passo que o comprimento de
onda infravermelho é absorvido por proteinas especificas da membrana celular que afetam
diretamente a permeabilidade da membrana sendo que ambos conduzem a mesma resposta
fotobioldgica final (Ribeiro e Zezell, 2004).

Todas as hipoteses anteriores estdo relacionadas com as rea¢fes primarias ap6s a absorcao da luz
na mitocéndria.

O mecanismo de reacGes fotobioldgicas secundarias é definido pela transducéo (transferéncia de
energia de um sistema para outro) e amplificacdo do fotosinal que conduz a uma fotoresposta.
Isso significa que efeitos decorrentes das reacdes primarias sdao amplificados e transmitidos a
outras partes da célula, conduzindo a efeitos fisioldgicos, tais como alteracdo na permeabilidade
da membrana celular com alteraces nos niveis de calcio intracelular, aumento do metabolismo
celular, sintese de DNA e RNA, proliferacdo de fibroblastos, ativacdo dos linfocitos T,
macrofagos e mastocitos, aumento na sintese de endorfinas e diminui¢do da bradicinina (Karu,
1999).

As reacOes secundarias sdo as responsaveis pela conexdo entre a resposta a acdo da luz pelos
fotorreceptores localizados na mitocondria e os efeitos localizados no nucleo ou outros
fendmenos em outros componentes da célula. Esse processo torna possivel a aplicacdo de uma
dose muito pequena de luz produzir efeitos clinicamente significativos nos tecidos (Karu, 1998).
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Em suma, a absorc¢éo da luz, dependente do comprimento de onda, ocasiona reagcdes primarias na
mitocbndria. Essas sdo seguidas por uma cascata de reacdes secundarias (transducdo e
amplificacdo do fotosinal) que ocorrem no citoplasma, na membrana e no nucleo.
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3. Material e Métodos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA) da
Universidade Federal de Minas Gerais, protocolo 196/07.

Os prototipos especificos para rebanho de leite foram aplicados nos tetos, com vista a testar, em
situacdo real, a eficiéncia dos dispositivos luminosos, desenvolvidos em funcdo dos testes e
analises laboratoriais, na prevencao e no tratamento de hiperqueratose dessas estruturas.

3.1 Caracterizagdo da Fazenda

O experimento foi realizado no periodo Outubro a Novembro de 2010 com um retorno em Maio
de 2011, em uma Fazenda a 80 km de Belo Horizonte. A propriedade produzia em média 35 mil
litros por dia, com cerca de 1200 vacas em lactacdo. A partir dessa populacdo, foi possivel
escolher com bastante critério 0s animais para entrar no experimento.

O equipamento de ordenha era da marca DelLaval, em linha baixa, um duplo 24/48, com
extratores automaticos. A empresa fazia revisdo programada regularmente, a cada quatro meses,
em todo o equipamento. Todos os funcionarios passaram por treinamento na prépria fazenda
antes de comecarem a trabalhar com os equipamentos.

Os animais ficavam estabulados em free stall com dieta equilibrada e eram trés ordenhas ao dia e
produzindo em média 29 litros de leite por animal por dia.

Inicialmente, com o intuito de se entender a dindmica e a epidemiologia da hiperqueratose no
rebanho, realizou-se um experimento visando estudar a incidéncia dessa lesdo em diferentes
categorias de vacas, considerando-se os diferentes meses de lactagéo.

3.2 Experimento | — Avaliacéo do efeito do tempo de exposi¢do a acdo da ordenhadeira no
aparecimento e progressdo da hiperqueratose de teto 2 pesquisadores acompanharam a
ordenha de todas as vacas em um unico dia, classificando a presenca de hiperqueratose nos tetos
em graus de um a quatro. Para tanto, utilizou-se a escala proposta por Mein, (2001) e ilustrada na
Figura 1. Grau 1, normal, a ponta do teto se apresenta lisa e possui um orificio pequeno. Grau 2,
a ponta do teto é lisa ou ligeiramente aspera e apresenta uma ligeira calosidade em forma de anel,
projetando-se a partir do orificio. Grau 3, a calosidade estd em relevo destacado, com superficie
aspera e com camada de queratina de 1-3 mm acima do orificio. Grau 4, calosidade apresenta
superficie muito aspera. com camada de gqueratina superior a 4 mm, muitas vezes quebradica. As
avaliagOes seguiram as recomendacdes descritas no Latest Thoughts on Methods for Assessing
Teat Condition elaboradas pelo Teat Club International (Reinemann, s.d; .Neijenhuis et al,
2001).
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Grau l Grau 2 Grau 3 Grau 4

Figura 1. llustracdo dos sistema de escores, demonstrando o0s quatro graus de
hiperqueratose de teto, Adaptado de Mein (2001).

Posteriormente, as vacas foram classificadas quanto ao niumero de partos e o més de lactacao, de
forma a verificar o efeito do tempo de exposicdo a acdo da ordenhadeira no aparecimento e
progressao da hiperqueratose de teto ao longo da primeira, da segunda e da terceira lactacéo.

3.3 Experimento Il — Avaliacdo do possivel efeito preventivo da fototerapia sobre o
desenvolvimento da hiperqueratose de teto

Com base nos resultados do experimento I, foram selecionadas 60 primiparas em inicio de
lactacdo (entre 8 e 78 dias), sem historico ou sinais clinicos de qualquer tipo de afeccdo mamaria,
com todos os quartos funcionais e negativos para a presenca de mastite clinica pelo teste da
caneca de fundo preto. Tais primiparas foram dividas aleatoriamente em dois grupos de 30
animais, um controle e um tratado.

Ao longo da realizacdo do experimento 1 animal do grupo tratado foi descartado do experimento
por ter machucado e por manejo da fazenda foi trocado o local de ordenha.

Os animais do grupo tratado tiveram o teto cranial esquerdo submetido a fototerapia, com a
utilizacdo do protétipo de fotobiomodulagdo denominado Tetus. O desenvolvimento do protétipo
de fotobiomodulacdo é parte integrante do projeto de pesquisa FAPEMIG — Edital 021/2007
Pappe Subvencdo, processo n° 0643-6.01/08, fruto da parceria do Laboratorio de Bioengenharia
(Labbio) com a empresa Bios Servigos e Comércio Ltda e atualmente se encontra em processo
de reconhecimento de patente. A ac¢do do prototipo se baseia na emisséo de luz do tipo LED, por
emissores posicionados em torno do 6stio do teto. O teto cranial direito do grupo tratado, apesar
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de ndo receber tratamento, também foi avaliado no sentido de verificar um possivel efeito da
fototerapia contralateral.

Para tanto, em um periodo maximo de duas horas ap6s a ordenha, os animais do grupo tratado
foram contidos em tronco para que o protétipo fosse aplicado por um periodo de 2 minutos. Este
procedimento foi repetido trés vezes por semana por um periodo de seis semanas (18 aplicagdes).
Antes de cada aplicacdo, como o0s tetos chegavam com a solugdo antisséptica, esta solugdo era
retirada com o papel toalha e ap0s a aplicacdo era novamente colocada.

Durante todo o periodo experimental, ambos 0s grupos permaneceram no mesmo lote de vacas,
recebendo o mesmo tipo de alimentacdo e manejo e sendo ordenhadas em conjunto nas mesmas
instalacbes e com o mesmo equipamento. Como medida de prevencdo de mastite, antes da
ordenha, os tetos eram limpos com solucéo de cloro 1%, feito o teste da caneca de fundo preto,
imersos na mesma solucéo de cloro 1%, deixado agir por 30 segundos era retirado com papel
toalha e imediatamente era colocado o conjunto de ordenha. Imediatamente apds a ordenha, 0s
tetos de todos os animais foram imersos em solucéo iodo glicerinado, 1% de iodo ativo. Como
medida de controle, a Fazenda realizava mensalmente a contagem de células somaticas de todas
as vacas em lactacéo.

Antes do inicio, durante o experimento, semanalmente por 6 semanas consecutivas, e seis meses
apos o final, os tetos craniais das vacas de ambos os grupos foram fotografados pelo mesmo pelo
mesmo pesquisador, a fim de classificar a hiperqueratose pelo sistema de escores descrito no
experimento | (Figura 1).

Mais além, nos mesmos intervalos, a extremidade distal dos tetos craniais de todos os animais foi
fotografada com intuito de se realizar a morfometria da lesdo. As fotografias foram obtidas de
forma padronizada por meio de uma camera EOS Rebel XS (Canon, EUA), 10.1 megapixels,
com lente de 18 x 55 mm, a uma distancia constante de 30 cm (mantida sempre na lente de
55mm com o estabilizador e com o foco no modo automaético). Para se manter a distancia
constante até a lesdo, uma régua metalica (Figura 2) dotada de um gabarito de 1 cm? (Figura 3)
foi adaptada a base da camera. Em cada tempo, foram realizadas 2 imagens de boa qualidade por
teto avaliado.
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(A) (B)

Figura 2 .(A) Momento da obtencdo da imagem. Observe a régua metalica, fixada a base da
camera, que serviu para padronizacdo da distancia. (B) Logo apds a captura da imagem,
ela era conferida, a fim de verificar a possibilidade de realizagdo de mensuracéo.

As imagens capturadas foram transferidas para um computador pessoal para serem
posteriormente analisados por meio do programa computacional MATLAB 7.0.1, para obtencao

das areas externas e internas da lesdo (Figura 3). Este procedimento foi realizado por trés pessoas
independentes e cegas quanto a identificacdo do grupo ou tempo da imagem analisada.

:

Bem = 435484
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Figura 3. Imagem do Programa MATLAB 7.0.1 mostrando o gabarito de 1cm? montado na
extremidade da régua metélica, que serviu como referéncia para a calibragem do programa
computacional. Observa-se a delimitacdo das areas externas e internas da lesdo de
hiperqueratose. Com intuito de verificar o efeito da fototerapia sobre a ocorréncia de mastite
subclinica, as contagens de células somaéticas realizadas pela prdpria fazenda foram monitoradas
e registradas durante todo o periodo do experimento. Além da comparacdo dos valores de CCS
em cada um dos grupos e tempos, também comparou-se a incidéncia de mastite subclinica
(CCS>250.000 células/mL) em ambos os grupos durante o tempo de tratamento.

3.4 Experimento 11l — Avaliacdo do possivel efeito terapéutico da fototerapia sobre a
cicatrizacdo da hiperqueratose de teto.

Para este experimento foram selecionadas 30 vacas de segunda lactacdo, que ja apresentavam
lesdo de hiperqueratose prévia. Com base nos resultados do experimento I, as todas as vacas
iniciaram no experimento entre 156 e 256 dias de lactacdo, quando a lesdo de hiperqueratose ja
estava estabilizada. De forma semelhante ao experimento Il as vacas possuiam todos os quartos
funcionais, sem sinais clinicos de qualquer tipo de afeccdo mamaéria e negativos para a presenca
de mastite clinica pelo teste da caneca. Estas vacas foram dividas aleatoriamente em dois grupos
de 15 animais, um controle e um tratado.

Durante o experimento foram retirados 2 animais, sendo 1 animal tratado e outro controle, eles
ficaram mais de 1 semana em outra ordenha para tratamento de mastites recorrentes.

O tratamento e as avaliacbes foram realizados da mesma forma que nas primiparas do
experimento Il, com exce¢do do ultimo tempo de avaliacdo de seis meses ap6s o final, ndo
realizado no experimento I11.



Tabela 1. Caracteristicas da luz

Comprimento de onda 860nm
Modo pulsado (Onda

quadrada)

Frequéncia 100hz
Ciclo 50%
Poténcia de pico por LED 80mw
Poténcia média por LED 40mwW
Tempo de apliacacédo 120s
Foi considerado para 0s

Calculos

Diametro do Aplicador 2,5¢cm
Diametro do teto 1,5¢cm
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Avrea total por aplicador

Aplicador P 15,8 cm2
Aplicador M 20,5 cm2
Aplicador G 25,4 cm2
Densidade de poténcia
Aplicador P 30,4 mW/cm2
Aplicador M 31,2 mW/cm2
Aplicador G 31,6 mW/cm2
Dose 3,7 Jlcm2

3.5 Analise Estatistica

Os dados do experimento | foram tabulados, calculando-se médias e desvios padrdes de acordo
com os diferentes meses de lactacdo, considerando-se separadamente categorias de vacas de
primeira, segunda e terceira lactacdes. Esses dados foram representados em forma de graficos de
linhas para visualizar a evolucdo das lesdes nas diferentes categorias.

Os dados dos experimentos Il e 111 foram tabulados e apresentados em forma de médias e erros
padrbes. No caso dos escores para hiperqueratose, verificou-se o efeito do tratamento em cada
tempo por meio do teste de Kruskal Wallis, seguido pelo teste de Dunn para comparar as médias
do teto tratado (esquerdo) e controle (direito) do grupo controle juntamente com o0s tetos
esquerdo (controle 1) e direito (controle 2) do grupo controle. Para comparagdo dos diferentes
tempos em cada teto, usou-se do teste de Friedman seguido pelo teste de Dunn.
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Para os dados paramétricos (medidas interna e externa e CCS) utilizou-se ANOVA inteiramente
casualizado para o efeito do tratamento entre tempos e ANOVA em blocos ao acaso para
comparacdo de tempos em cada teto. Em ambos o0s casos, comparou-se médias pelo teste de
Tukey. No caso das medidas internas e externas o valor de cada teto foi representado pela média
aritmética dos trés avaliadores.

Para a comparagdo da incidéncia de mastite subclinica (CCS>250 células/mL) entre grupos
durante o periodo experimental, usou-se o teste exato de Fisher nos dois experimentos. Para a
comparacdo da incidéncia de mastite subclinica (CCS>250 células/mL) entre grupos durante o
per iodo experimental, usou-se o teste exato de Fisher nos dois experimentos. Quando o teste de
Fisher foi significativo, calculou-se a razéo de chances (odds ratio) e seu intervalo de confianga a
95%.

Para todos os testes estatisticos considerou-se um nivel de significancia de P<0,05.
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4. Resultados e discussao
4.1 Experimento |

A incidéncia geral de hiperqueratose nessa populacéao foi de 95,6% dos tetos afetados (Tabela 1),
sendo que mais de um terco (35,3%) de todos os tetos apresentavam graus 3 e 4, ou seja ja
apresentavam predisposicao para ocorréncia de mastites. Estes resultados sdo elevados, uma vez
que estdo acima do limite aceitavel que é de < 20% de graus 3 ou 4 de acordo com Meinn 2001.
Embora a fazenda tenha excelentes equipamentos com revisdo regular, a producdo de leite por
animal é alta, em média 29 litros ao dia, e de acordo com Bristool, 1989 e Blood et al. 1995, a
gravidade de lesdes de hiperqueratose s&o mais graves principalmente em animais de alta
producao.

Tabela 2. Incidéncia dos diversos graus de hiperqueratose em um rebanho de vacas leiteiras
submetidas a trés ordenhas diérias.

Escore Teto %
1 175 4,4%
2 2390 60,3%
3 1272 32,1%
4 127 3,2%
Total 3964 100%

As médias e os desvios padrdes dos graus de hiperqueratose nos diferentes meses de lactacdo nas
categorias de vacas de primeira, segunda e terceira lactacdo estdo representados na Figura 4.
Como se pode observar, as primiparas mesmo no primeiro més de lactacao ja apresentam algum
grau de hiperqueratose, alcancando média 1,5, enquanto que o normal seria 1.

Nas primiparas, observa-se um aumento crescente nos valores dos escores médios, que atingem o
valor maximo aos 10 meses de lactacdo. No caso das vacas de segunda e terceira lactacdo, 0s
tetos se iniciam em média com grau 2, apresentando aumento progressivo até 0s 4 a 5 meses de
lactacdo, quando as médias se estabilizam. Esses resultados foram fundamentais verificar a
evolucdo da hiperqueratose nas diferentes categorias e para o delineamento dos experimentos Il e
I11. No caso do experimento Il, cujo objetivo era verificar o efeito preventivo, o tratamento teve
inicio até 2,5 meses de lactacdo, antes do grau maximo de desenvolvimento da hiperqueratose.
Nesse experimento os animais foram reavaliados também no final da lactacdo, afim de verificar
se 0 protocolo instituido no inicio impediu a evolucdo da leséo.

Ja no experimento 111, que objetivava verificar possivel efeito curativo, o tratamento foi iniciado
depois do quinto més de lactagdo de 22 ordem de parto, quando j& havia estabilizagdo da
progressao da hiperqueratose nas categorias de segunda e terceira lactacao.
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Figura 4. Médias e desvios padrdes dos graus de hiperqueratose segundo o numero de
partos e o tempo de lactacéo em vacas da raca HPB.

4.2 Experimento |1

Os valores médios para areas internas e externas e graus de hiperqueratose dos tetos tratado
(esquerdo) e contralateral (direito) do grupo tratado e os dois tetos do grupo controle (controles 1
e 2) estdo representados respectivamente nas Figuras 5, 6 e 7.
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Figura 5 — Médias e erros padrdes das areas externas de hiperqueratose de tetos em primiparas
submetidas ou ndo a terapia fotobiomoduladora.
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Figura 6. Médias e erros padrdes das areas externas de hiperqueratose de tetos em primiparas
submetidas ou ndo a terapia fotobiomoduladora.
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Figura 7 — Meédias e erros padrdes dos graus de hiperqueratose de tetos em primiparas
submetidas ou ndo a terapia fotobiomoduladora.

Grau 1 Grau 2 Grau 3 Grau 4

Figura 8. Classificacfes das imagens realizadas pelo avaliadores do experimento .

Conforme pode-se observar na Fig. 5, o diametro externo das lesdes permaneceu constante nos
tetos do grupo tratado durante o tratamento, ndo havendo aumento significativo mesmo 6 meses
apos o final. O mesmo nao foi verificado no grupo controle, que apesar de se manter constante
durante as primeiras semanas, apresentou aumento significativo ao final da lactacdo. A auséncia
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de aumento da area externa de lesdo ao final do periodo de lactagdo no grupo tratado indica
efeito benéfico da fototerapia, que se manifestou nao apenas no teto tratado, mas também no teto
contralateral.

Corroborando os efeitos aqui observados outros pesquisadores encontraram efeitos de
cicatrizacdo em feridas cronicas como Uulceras de pressdo em equino (Aradjo et al.,2008) e as
Ulceras de decubito em humanos ( Araujo et al.,2009) estes 2 casos usando laser. Silva et al
(2009), usando LED trataram ulceras cronicas em humanos com resultados positivos . Em
traumas mamilares em humanos, houve redugdo no tempo de cicatrizacdo e alivio da dor no
paciente (Chaves et al., 2012).

De algum modo, o tratamento neste experimento minimizou o crescimento das les6es na area
externa da hiperqueratose, os resultados encontrados por alguns pesquisadores, colaboram com o
resultado encontrado, Sampaio et al. (2012) com tratamentos com laser ou LED em feridas
cutaneas produzidas em ratos e encontraram aumento significativo no nimero de fibroblastos. E
Clark et al.(2003) afirmaram que o tratamento fotobiomodulador aumenta o incremento a
producdo de ATP, aumento da proliferacao de fibroblastos e da sintese de coldgeno, aumento da
sintese de RNA e DNA, estimulo a angiogénese e alteracdes induzidas sobre as aferéncias
nociceptivas.

Provavelmente a soma destes beneficios minimizou o agravamento da lesdo e também pode ter
causado efeitos no teto contralateral.

Apesar do efeito benéfico na area externa, a fototerapia ndo foi suficiente para inibir a evolucéo
do grau de lesdo nos tetos tratados. Conforme observado na Figura 7, houve aumento
significativo do escore para lesdo ao final da lactacdo (seis meses apds o periodo de tratamento)
no teto tratado. Apesar dos tetos contralateral e controles ndo apresentarem aumento
significativo, também observou valores superiores ao final do experimento. Os valores de P
muito préximos do nivel de significAncia nos tetos contralateral e controles e a auséncia de
diferenca significativa na comparacdo dos tratamentos no tempo final, demonstra que o0s
aumentos foram clinicamente semelhantes em todos o0s tetos, ocorrendo de forma independente
do tratamento utilizado.

De acordo com Neijenhuis et al. 2001, o grau de hiperqueratose piora com os dias de lactacdo e
ordem de parto. E neste experimento com o P ficou sempre préximo de 0,05 nos 6 meses de
lactacdo dentro. Os fatores envolvidos no aumento do grau de hiperqueratose néo foram
removidos em nenhum momento, 0s animais continuaram sendo ordenhados normalmente,
embora as condi¢cBes dos equipamentos, da estrutura da fazenda, condi¢Bes dos funcionarios
foram boas, ainda existiu os principais fatores que nao podem ser removidos, a alta media de
producdo, o vacuo, a sobreordenha, principalmente nos tetos anteriores por darem menos leite, 0s
escores de hiperqueratose continuaram aumentando. Nestas condicdes de ordenha a
hiperqueratose pode ser no maximo minimizada e néo retirada.
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Os valores médios de CCS nas primiparas dos grupos tratado e controle nos meses durante e
apos o0 experimento estdo representados na Figura 9 e a incidéncia de mastite subclinica nos dois
grupos esta na Figura 10.
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Figura 9. Médias e erros padrdes de CCS de primiparas submetidas ou ndo a terapia
fotobiomoduladora nos meses durante e apds o tratamento.
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Figura 10. Incidéncia de CCS normais ou acima de 250 células/mL (mastite subclinica) em
primiparas submetidas ou ndo a terapia fotobiomoduladora nos meses durante e apds o
tratamento.
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N&o houve diferenca estatica entre os animais tratados e 0s animais controle.

A mastite contagiosa, ou subclinica é a responsavel pelo o aumento da CCS. O momento de
contaminacdo é na ordenha, um animal contaminado com bactérias causadoras de mastites
subclinicas, ordenhado anteriormente de um animal sadio, através do equipamento € o principal
modo de infeccdo (Barret, 2002). Na propriedade deste experimento, as primiparas eram as
primeiras a serem ordenhadas, o que diminui 0 contagio, este fator juntamente com outras
medidas de controle foram suficientes para manter a CCS e a mastite subclinica baixas.

Vale lembrar que estes foram os primeiros experimentos e que varios parametros da luz devem
ainda ser estudados, como: Poténcia, comprimento de onda, tempo de exposi¢do, tempo de
tratamento, quando fazer o tratamento, etc.

4.3 Experimento 111

Os valores médios para areas internas e externas e graus de hiperqueratose dos tetos tratado
(esquerdo) e contralateral (direito) do grupo tratado e os dois tetos do grupo controle (controles 1
e 2) estdo representados respectivamente nas Figuras 11, 12 e 13.
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Figura 11. Medias e erros padrbes das areas externas de hiperqueratose de tetos em vacas

submetidas ou ndo a terapia fotobiomoduladora.
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Figura 12. Médias e erros padrdes das areas internas de hiperqueratose de tetos em vacas

submetidas ou ndo a terapia fotobiomoduladora.



43

Tratado Contralateral
2.5 2.5 -
—r
T T x I T 1 5 = T
2.04 l l 2.04 l
= 1.5 g 1.5+
o ol
O 1.0 O 4o
0.5 0.5
0.0 T T T T T T T 0.0 T T T T T T T
N
& & & & g & L & s ee’@ & & 92'@ s
& @a q?‘.r op b:ba 6{:.. 6@9 A2 a2 AR W@ R P
Controle 1 Controle 2
2.54 2.5+
. - I -
-
e — — -
2.0 = T . T T o
5 1.5 3 159
g i
© 104 O 4 0-
0.5 0.54
Olc T T T T T T T o'c T T T L) T T T
> N
Q@éb "Q@ G_P& "Qé\ (,El& (’0@ (,es % 5-;6 Q& 990 90@ aa® &0& gﬁé\
N q’@ rb’b b? g)‘b Q;b N q,’b ah‘b b"b q,@ h@

Figura 13. Médias e erros padrdes dos escores para hiperqueratose de tetos em vacas
submetidas ou ndo a terapia fotobiomoduladora.

Neste experimento ndo se verificou qualquer diferenca estatistica ou sinal clinico que
evidenciasse algum efeito curativo da fototerapia sobre a morfologia e aparéncia externa das
lesBes de hiperqueratose. Conforme esperado e com base nos dados do experimento I, ndo houve
progressao do tamanho ou do grau de hipergqueratose nas vacas ap0s 0s cinco meses de lactacéo.

Estes achados demonstram, que apesar o protocolo de fototerapia aqui utilizado, apresentar
algum efeito preventivo em primiparas (experimento Il), ndo reverteu ou alterou a aparéncia das
lesBes de hiperqueratose ja instaladas.

Quanto aos efeitos do protocolo de fototerapia aqui testado sobre os valores de CCS e incidéncia
subclinica de mastite, alguns efeitos foram observados, conforme observado nas Figuras 14 e 15.
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Figura 14. Médias e erros padres de CCS de vacas submetidas ou ndo a terapia
fotobiomoduladora nos meses durante e apds o tratamento. # Difere do controle no mesmo
tempo (P<0,05).
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Figura 15. Incidéncia de CCS normais ou acima de 250 células/mL (mastite subclinica) em
vacas submetidas ou ndo a terapia fotobiomoduladora nos meses durante e apds o tratamento.
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Na CCS média ao longo do tempo, no T6 a diferenca estatistica entre grupos, no grupo tratado a
CCS no T6 é menor do que no grupo controle.

Danhof (2000) mostra que a luz pode trabalhar diretamente na permeabilidade da membrana
celular, facilitando a mobilidade i6nica (Calcio, Sédio e Potéssio) aumentando indiretamente a
producdo de ATP, que assim tecidos imunodeficientes poderdo ser favorecidos, melhorando o
metabolismo celular. Colabora com a melhora na imunologia do animal, que a exposi¢éo a luz
faz com que os macrofagos estimula a liberacéo de fatores de crescimento ( Young, 1989) e

Com isto, os possiveis efeitos do fotobiomodulador para abaixar a CCS sdo diversos.
Provavelmente o conjunto destes fatores, diretos e indiretos, melhorou as condi¢bes do animal e
que levou a diferenca de P= 0,02 em relacdo aos casos de mastite subclinica, observado na
melhora da qualidade do leite com a diminuicdo de células inflamatdrias.

Nas vacas de segunda cria ja era esperado um maior numero de animais com mastites
subclinicas, no caso dos animais tratados o nimero de casos foi estatisticamente menor, devido
a0 menor nimero de NOVOS €casos € maior cura.

No teste de Odds Ratioo resultado foi de 2,15. Com isto, com 95% no intervalo confianca, a
chance do animal tratado se infectar com mastite subclinica diminuem entre 1,11 a 4,15 vezes
sem relacdo ao animal néo tratado.
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5- Conclustes
Nas condigdes desses experimentos pode-se afirmar que:

Apesar de ndo impedir a evolucao da lesdo em primiparas, este protocolo fototerapico preveniu o
aumento de seu diametro externo.

O protocolo fototerapico ndo reduziu a lesdo ou alterou a forma de hiperqueratose de teto ja
instalada vacas de segunda cria. Contudo, sua implementacdo reduziu a incidéncia de mastites
subclinicas.

Os achados do presente estudo demonstram o potencial de uso do protétipo Tetus como
adjuvante na prevencdo do desenvolvimento de hiperqueratose de teto em primiparas e como
forma de reduzir a ocorréncia de mastite subclinicas em vacas leiteiras de alta producdo
portadoras dessa enfermidade.

O protocolo de fototerapia ndo substitui a qualificacdo de méo de obra e as boas préticas de
higiene.
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6- Considerac0es finais

Com os resultados destes experimentos € importante, testar e analisar os efeitos do
fotobiomodulador na qualidade do leite, e realizar exames de CCS por quarto mamario e cultura
microbiologica para melhor entendimento da situacéo.

E provavel que ao testar variagdes da luz, comprimento, poténcia, tempo de aplicacio,
quantidade de sessdes etc.

Para facilitar o uso testar um emissor de luz junto com as teteiras da ordenhadeira, ja é
comprovado que n&o interfere no leite.

A mastite subclinica ¢ uma das principais causas de prejuizos em fazendas leiteiras, por
exemplo: A empresa que capta o leite na propriedade do experimento chega paga R$0,04 por
litro de leite para a CCS do tanque <250.000 por ml, e pode penalizar, para CCS > 750.000 por
ml, em - R$0,02 por litro, uma diferenca de até R$0,06. Esta fazenda produzia 35 mil litros por
dia, portanto a diferenca apenas por causa da CCS poderia chegar, em situacdes extremas até a
R$ 2100,00 por dia, R$ 766500,00 ao ano.
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