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FORMATO DA DISSERTACAO

A presente dissertacdo € composta por capitulos.

O Capitulo 1 apresenta uma introducao geral e os objetivos de estudo desta.

O Capitulo 2 trata da revisao de literatura nos aspectos atinentes a
dissertacao.

O Capitulo 3 apresenta o artigo referente ao desenvolvimento de um modelo
de pediluvio de bancada.

O Capitulo 4 apresenta os testes feitos com potenciais substancias para uso
em um pediltvio bovino.

O Capitulo 5 é referente a conclusdo geral desta dissertacao.

As referéncias de todos os capitulos se encontram no final da dissertacao.



RESUMO GERAL

Pedilivios sdo recipientes instalados em corredores de entrada ou saida de
ungulados, objetivando o tratamento massal ou a prevencdo de doencgas podais
através da aplicacdo de substancias como formaldeido, CuSO, ou antibioticos, a
superficie dos digitos. Frente aos custos elevados no uso de pedildvios com as
solucbes teste, bem como a questdes relacionadas ao bem-estar animal e
contaminacdo ambiental, novas metodologias de pesquisa sdo necessarias.
Objetivou-se criar um modelo para o desenvolvimento de novos tratamentos
capazes de serem aplicados a campo para substituir o uso atual de compostos
potencialmente nocivos. Para tanto foi desenvolvido um modelo de pedilGvio de
bancada de pequena escala (VacaPed®). Realizamos analises no modelo de
bancada do comportamento das solugcdes frente a matéria organica,
desenvolvimento microbiolégico (no liqguido e na formacédo de biofiimes sobre o
estojo corneo) e possiveis reacdes adversas locais nos digitos, dos 6leos essenciais
de Melaleuca alternifolia, Eucalyptus globolus, Thymus vulgaris e taninos derivados
da Acacia mearnsii. Os tratamentos foram aplicados em doses economicamente
semelhantes ao tratamento controle positivo (CP) a base de formaldeido e CuSO,4. O
modelo foi capaz de simular a passagem dos animais pela solucdo de banho bem
como a deposicao de material organico em condicfes controladas e reduziu o tempo
de busca e triagem de substancias reproduzindo de maneira satisfatoria as
condicbes encontradas a campo. Os 6leos essenciais de Melaleuca alternifolia
(0,17%v/v) e Eucalyptus globolus (0,41%v/v) e os taninos de Acacia mearnsii (15%
m/v) ndo foram efetivos em controlar o crescimento bacteriano. O 6éleo essencial de
Thymus vulgaris (0,13% v/v) se mostrou efetivo em controlar a proliferagédo de micro-
organismos aerobios mesofilos no liquido e na superficie dos cascos expostos ao
tratamento. Quanto ao estojo corneo a capacidade de reducdo da aderéncia de
biofilmes foi perdida quando da adi¢cdo de matéria organica, sendo que nenhum dos
tratamentos, nem mesmo o CP, foram superiores ao controle negativo (agua). Tanto
o CP, quanto o 6leo de Thymus vulgaris afetam as células planctonicas e néo os
biofilmes. Em vacas nao foram observadas rea¢gdes adversas locais quanto ao uso

de Thymus vulgaris e Acacia mearnsii em pedilivios de campo.

Palavras-chave: pediltvio bovino, taninos, 6leos essenciais.
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ABSTRACT

Footbaths are basins installed in passageways of animals aiming treatment or
prevention of foot diseases applying substances such as formalin, copper sulfate, or
antibiotics to the digits surfaces. Facing high costs to fill foot baths with test-solutions,
as well issues related to animal welfare and environmental contamination, the search
for new methods of research is necessary for maximize the search process for new
active ingredients able to reduce or eliminate use of potentially harmful compounds.
The objective was to create a model for the development of new treatments to
replace the current potentially harmful compounds. With this purpose, we developed
a small-scale bench footbath model, VacaPed®. The model was used for the
analysis of different solutions mixed to organic matter, the microbiologic development
in the liquid and of biofilms upon the claw horn and possible local adverse reactions
of the interdigital skin challenged with solution containing essential oils of Melaleuca
alternifolia, Eucalyptus globolus, Thymus vulgaris and tannins from Acacia mearnsii.
The solutions were applied in economically viable doses compared to formaldehyde
and copper sulphate as positive control treatment (CP). The model is able to simulate
the crossing of cattle in the bath solution as well as the deposition of organic matter
under controlled conditions, reducing the time to search and screen substances
reproducing in a satisfactory way the conditions found in the field. The essential oils
Melaleuca alternifolia (0,17%v/v), Eucalyptus globolus (0,41%v/v) and tannins from
Acacia mearnsii (15% w / v) failed in bacterial growth control. Thymus vulgaris
essential oil (0.13% v / v) was effective in aerobic mesophilic proliferation control in
the liquid and the surface of the claw horn exposed to the treatments. Considering
the claw horn, the biofilm adhesion reduction capacity was lost when organic matter
was added, and none of the treatments, not even the CP, were superior than the
negative control (water). Both, CP and Thymus vulgaris essential oil, affect
planktonic cells and not biofilms. In cows local adverse reactions with the use of

Thymus vulgaris and Acacia mearnsii were not observed in a field footbath.

Key words: cattle footbath, tannins, essential oils



Lista de abreviaturas e siglas

DDB: Dermatite digital bovina

DI: Dermatite interdigital bovina

DIB: Dermatite interdigital bovina

FAO: Food and Agriculture Organization
HLB: Hemorragia de linha branca

HS: Hemorragia de sola

LAM: Laminite

SAE: Secretaria de Assuntos Estratégicos- Brasil
CuSOy: Sulfato de cobre

TDS: Sélidos dissolvidos totais

m/V: milivolts

v/v: Diluicdo volume por volume- ml por mi

m/v: diluicdo de massa por volume- gramas por ml
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CAPITULO 1
1. INTRODUCAO.

A claudicacdo, as enfermidades podais, e as perdas econdmicas a elas
relacionadas s&o uma preocupacdo comum na bovinocultura mundial, pois
representam a terceira maior fonte de problemas que podem causar o descarte e a
perda de animais (Miller e Dorn, 1990; Blowey, 2003). A claudicacao, além disto,
piora os indices reprodutivos dos rebanhos, sendo que metade das vacas que
claudicam néo responde de maneira efetiva a protocolos de sincronizacao (Morris et
al., 2011).

O Brasil notadamente vem evoluindo no cenario mundial do agronegécio, e no
setor de producédo animal ndo poderia ser diferente. Com uma produc¢éo robusta e
expressiva, possuindo uma populacdo de bovinos estimada em 200 milhdes de
animais, produzindo 36 bilh6es de litros de leite por ano e cerca de 9 milhdes de
toneladas de carne (FAO, 2014; SAE, 2014). Neste cenario existe um mercado
consumidor para produtos e servicos aberto ao emprego de novas tecnologias e
solucgdes, tendo em vista 0 potencial expansivo da atividade ainda existente tomando
por base que 70 milhdes de hectares ainda s&o subutilizados (SAE, 2014).

Ao avaliar os prejuizos econémicos causados por doencas podais calculados
a partir dos valores praticados no mercado norte americano Cha et al. (2010)
concluiram que cada caso Ulcera de sola (US) custou US$ 216,07, dermatite digital
(DDB) US$ 132,96, e dermatite interdigital (DI) US$ 120,70, sendo que a reducéo na
producdo de leite respondeu por 27 & 38 % dos custos, o valor do tratamento
respondeu por 42% dos custos bem como a queda na fertilidade do rebanho que
representou até 50 % dos custos. No Brasil encontramos todas as enfermidades
podais descritas como as de causas mecanicas [Ulcera de sola, Ulcera de ponta de
sola, desgaste excessivo, hematomas, doenca da linha branca (DLB)], infecciosas
[DDB, DI, e erosdo de taldo (ET)], toxicologicas (picadas de cobra), metabdlicas
[laminite (LAM) e fissuras] ou outras como hiperplasia interdigital, traumas e fraturas,
pela ampla variedade de sistemas e locais de criacdo. As prevaléncias encontradas
oscilam de 0,15% a 80,9% (1995; Molina et al., 1999; Souza et al., 2007;Tomasella
et al., 2014). As doencas mais descritas na regido sul do Brasil sdo DDB (29,9 %),
US (18,3%), e DI (18,3%) (Cruz et al., 2001). Dentre as doencas anteriormente
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citadas a DDB destaca-se por causar perdas econdmicas e de bem-estar animal
consideraveis (Hoffman, 2012). Lesdes podais nas condi¢cfes brasileiras devem ser
tratadas lege artis o quanto antes, principalmente pela presenca de moscas e suas
larvas (Ollhoff & Debas, 2015).

Uma das formas de tratamento é através do uso de pedilivios, que sdo
recipientes geralmente instaladas em corredores de entrada ou saida da sala de
ordenha. O estudo recente de Cook et al., (2012), que incluiu a analise de dados de
5 paises espalhados pelo mundo demonstrou que ndo ha padronizacdo nas
dimensdes dos pedilavios, o que pode dificultar a interpretacdo dos resultados dos
diferentes estudos realizados com esta ferramenta. Os mesmos autores sugeriram
algumas medidas para serem adotadas que maximizam e melhoram a aplicacéo de
substancias através de pedilavios. O uso de pedilavios para aplicacdo massal
diminui os inconvenientes de mao de obra para o tratamento topico das lesdes
(Laven & Logue, 2006) possibilitando por sua vez a aplicagdo em grande escala e de
forma rotineira. A profilaxia, visando principalmente a reducdo do contetudo de agua
da parede do casco, também é uma alternativa de uso do pedilivio visto que o
contelido de agua nestas estruturas esta diretamente relacionado com lesées podais
tanto de origem mecanica, (US), e hemorragias de sola (HS), como infecciosas (ET)
e também esta relacionado com a severidade destas (Arkins et al., 1986; Borderas
et al., 2004; Randhawa et al., 2008, Higuchi et al., 2009).

Geralmente usam-se como solucao nos pedilivios combinacgdes de sulfato de
cobre (CuSOg e formaldeido ou antibidticos (Grongnet et al., 1981; Holzhauer et al.
2012; Hoffman, 2012). Alguns tratamentos que eventualmente venham a substituir o
CuSO, e o formaldeido estdo sendo ou foram testados como, por exemplo, 0 uso de
acidos organicos (Smith et al., 2014), 6Oleos essenciais (Smith et al.,, 2014),
hipoclorito de sddio, sal e cloridrato de polihexametileno biguanida (Cunha et al.,
2001; Cunha et al., 2002; Silva et al.,, 2005;). Diante de um novo cenario de
restricbes e proibicdes por alguns paises da Unido Europeia (European Commission,
2003a; European Commission, 2003b), e de planos nacionais de controles de
residuos e de despejo de efluentes, no Brasil (CONAMA, 2006), frente ao uso de
antibioticos, metais pesados e formaldeido para o tratamento das afec¢des podais,
se fazem necessarias novas pesquisas de principios ativos capazes de sanar ou

reduzir a utilizagdo destes compostos potencialmente nocivos ao ambiente e a
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saude dos manipuladores e dos animais (Bergsten et al., 2006; Epperson & Midla,
2007; Holzhauer et al., 2012).

Tendo em vista a desuniformidade das dimensdes dos pedilivios espalhados
pelo mundo, bem como a quantidade de substancia a ser empregada para 0s
tratamentos e posteriormente a ser descartada no ambiente é que se faz necessério
a padronizacdo dos meios de pesquisa. E também para que se possa avaliar de
forma controlada as alteracdes fisico-quimicas das solucdes de banho, bem como a
efetividade dos tratamentos testados sobre o controle microbiologico tanto no liquido
quanto na superficie do casco bovino, bem como outras aplicagcbes que possam
eventualmente suscitar davidas.

Para aprofundarmos os estudos sobre a aplicacdo e o uso de pedilivio nas
condicBes brasileiras, a presente dissertacdo objetivou criar um modelo de bancada
para simular o uso de diferentes substancias passiveis de aplicagcdo em um pedilGvio
bovino. Este modelo, uma vez criado, permitirh um menor uso de animais em testes
a campo, um menor impacto ambiental e uma maior rapidez na triagem e nos testes
de substancias em potencial. O intuito final foi a partir dos testes “in vitro” obter
substancias com aptiddo para serem usadas a campo, tanto com finalidades

profilaticas quanto terapéuticas.
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CAPITULO 2
2. REVISAO DE LITERATURA.

2.1. Pediltvios no Brasil e no Mundo.

Pedildvios sdo amplamente utilizados o que se nota pela quantidade de
artigos interessados em explorar o uso destes de maneiras preventivas ou
profilaticas, bem como a busca por substancias mais adequadas para serem
empregadas. Na tabela 1 encontramos um resumo da literatura sobre o assunto no
que tange as medidas dos pedillvios, substancias utilizadas, doencas em que sao

empregados e descri¢cdo breve dos resultados obtidos.
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Tabela 1: Artigos publicados em periddicos cientificos sobre pediluvios bovinos e descriminagdo das substancias, aplicagGes e resultados obtidos.

Largura M
Controle Controle anci comprimento Doenca
Autor Substancia o Periodo : Frequéncia de uso M, ¢ PREV TRAT Resultado
Positivo Negativo ; enfocada
profundidade
M
Grongnet et al., Hipoclorito de sédio, Sim Nao Fendis eiod6foros com agao réapida e de curta
1981 iodéforos, CuSO,, duragédo sobre bactérias se comparado ao
formaldeido, derivados formaldeido e o CuSO4. A associagao de
fendlicos formaldeido 3% com CuSQO,4 2% se mostrou mais
eficiente do que as duas separadas.
Nowrouzian & Lincomicina pedilavio, Lincomicina spray agua 2 x ao diapor 1 DDB Né&o Sim  Houve reducéo do escore de claudicacgéo inicial e
Zareii, 1998 1,5 G por litro semana final dos grupos tratados com lincomicina
(pedilavio e spray), sendo estes mais pronunciados
no grupo que recebeu o spray do medicamento, via
tépica
Shearer & Cu soluvel + peréxidos  Oxitetraciclina, 28 dias 1 x ao dia em esquema DDB Nao Sim O tratamento com doses reduzidas de per6xidos se
Hernandez, 2000 e agente catiénico Composto com variavel mostrou o mais efetivo, a oxitetraciclina apresentou
doses reduzidas de baixos niveis de eficacia o que pode estar
Cu e peroxidos e relacionado a resisténcia bacteriana.
aumentadas de -
agente catibnico,
Composto com
doses reduzidas de
peréxidos.
Cunhaetal., 2001 Polihexametileno 7 dias 0,75 - Sim Nao Concentracao de 1% considerada a melhor
biguanida (1%; 3% e 3 (bacteriostatica)
5%). 0,4
Cunhaetal., 2002 Cal 5%%, CuSQO,45%, 1x ao dia/ 2 dias 0,75 - Sim Nao Indicou o uso de solugdes de CuSO,5% ou
biguanida 1,3 e 5% 3 Biguanida 1% (viabilidade comercial)
Zn 5% 0,4
Laven & Hunt, Formaldeido 6%%, Eritromicina 0,21%/ 1 7 dias 1 x ao dia - DDB. Néao Sim Reducéo das lesdes em todos 0s grupos
2002 CuS0,04 2%, acido x ao dia por 2 dias 3
per acéticol% -
Manske et al., Glutaraldeido 1:50 47 dias Casqueament  2x ao dia, em DDB, ET,HS, Sim Sim O estudo concluiu que o uso tépico de
2002 CuSO,ionizado 0,6'% bandagem o preventivo, intervalos variaveis HLB, LAM glutaraldeido ndo é mais eficiente do que apenas o
Oxitetraciclina 100 agua para o casqueamento na cura da DDB, as duas aplicagdes
mg/ml- bandagem tratamento - de oxitetraciclina se mostraram aditivas ao
que usou casqueamento, aumentando a cura clinica, o
pediltvio tratamento com CuSO4,em pedilUvio se mostrou

uma forma efetiva de tratamenta
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Bergsten et al.,
2006

Stachurski &
Lancelot, 2006

Bouyer et al. 2007

Silva et al., 2007

Thomsen et al.,
2008

Ledo et al., 2008

Bouyer et al.,
2009

Speijers et al., 201C

Speijers et al 2010

Teixeira et al 2010

Laven & Proven
2011

Holzhauer et al
2012

Acido per acético

Piretroides 0,004-
0,005%

Alfa cipermetrina
0,005%

Hipoclorito de sédio 2
e 4%

1% acido acético e per
acético + peroxido de
hidrogénio

1,5% Glutaraldeido
Quaternéario de amodnia
2%

CuSO4a 3%
intercalado com
hipoclorito a 1%

Deltametrina 0,005%

10% NacCl, 2%
hipoclorito de sédio, 5
e 2% de CuSO,

2% hipoclorito de
sédio

Dragonhide 5%

Eritromicina 35 mg/l

CuSO, acidificado,

CuSO4 7%

Cipermetrina spray

0

CuS0, 10%
Formalina 5%

Formaldeido 4%

16
semanas

3 anos/

34 dias

5dias

8
semanas

~ 50 dias

4
semanas

1ldia/2
ordenhas

4 meses

agua

agua

Sem

tratamento

Sem
Tratamento

Sem
Tratamento

Colchéao ET, DDB,
Hiperplasia,
DI.
Variavel 0,56/0,48 Carrapatos
3,5
0,4
Variavel 0,5 Moscas tsé-
3,3 tsé
0,4
1 vez dia 3 minutos de 0,75 -
imerséo 3
0,4
- DDB.
2,3
0,2
DDB
Moscas tsé-
tsé
DDB.
DDB.
2 X por semana 1 DDB.
15
0,1
2 x ao dia DDB.
2 x dia 5 dias semana 0,64 DDB.
2,33
0,18

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

CuS0,42 x/ diareduz riscos de ET e DDB.

Reduziu a taxa de infestagdo por Amblyomma
variegatum

Reducé&o da populagédo de moscas.

Solugdes a 2% e a 4% com resultados semelhantes
no controle microbiolégico. Troca das solugdes a
cada 48 horas com 40 passagens de animais.

Produtos néo efetivos para a DDB

Bovinos com tratamento cirdrgico +
antibioticoterapia e passagem nas solugdes de Cu
por uma semana intercaladas com hipoclorito se
recuperaram melhor

Reducédo naincidéncia de tripanossomose e
manutencéo de parametros da crase sanguinea.

NaCl intercalado com CuSO,04 uma semana de
cada, s6 apresenta algum beneficio quando as
prevaléncias de lesdes de DDB sé&o baixas.

O hipoclorito sozinho n&o foi recomendado, e o
CuSOy4nas concentracdes de 2 a 5% é efetivo no
tratamento, porém néo na prevencgéao/ rebanhos
mais afetados passagem pela solugdo de Cu ao
menos 2 x / dia.

Diferentes tratamentos ndo demonstraram ser

efetivos na prevencgao ou tratamento de lesdes de
DDB

Eritromicina é efetiva e sem efeitos adversos,

CuSO, acidificado 3 x melhor que o formaldeido em
prevenir a DDB, porém néo superior a
clortetraciclina.
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Logue et al 2012 Substancia com baixa  CuSO,5% 103 dias - 2 x ao dia 3 dias por 0,95 DDB. Sim Sim Reduziu a prevaléncia de DDB e a gravidade das

concentragéo de cobre semana 2,2 X2 lesdes.
0,36

Holzhauer et al Feet care 2%, Formaldeido 4% 6 meses - 0,8 DDB. Sim Sim Formaldeido a 4% é o melhor nareducéo da

2012 multicomposto, 3 severidade de lesdes de DDB, carbonato néo foi
carbonato de sédio 0,15 efetivo em reduzir a taxa de novas infecgdes.

Dopfer et al 2013  Thymox 1% CuSO45% 3 x nasemanalx ao DDB N&o Sim O grupo tratado com Thymox 1% apresentou

dia resultados semelhantes ao grupo tratado com
CuS0,45%, tanto na redugéo de formas crdnicas
guanto no nimero de animais sem lesdes no
rebanho. A MIC contra Treponema ficou em 0,004%
de Thymox com 20% de esterco bovino.

Ndeledje et al Deltametrina 0,005% - 6 meses - Variavel 1 Moscas tsé-  Sim Nao Reducéo de 80% da populagdo de moscas em 6

2013 3,5 tsé meses de tratamento

0,4

Fjeldas et al 2014 Agua CuSO,4 7% 7 meses Sem A cada segunda 0,74 DI, ET, Sim Nao CuSOqprevine ET e DI, os cascos bovinos
CuS04 7% tratamento semana 2,73 submetidos ao CuSO,

Lavagem automatica 0,15-0,22
com agua+
glutaraldeido

Smith et al 2014 Provita Hoofsure 3%- CuSO, 5% 104 dias - 1 x ao dia por 5 dias 0,65 DDB. Sim Sim O produto comercial a base de 6leo de Melaleuca
Tea Tree oil 2,33 se mostrou similar ao CuSO,

Silva et al 2015 Estratos de 45 dias Aguae 0,8 DDB Nao Sim A aplicacéo do Stryphnodendron adstringens
Stryphnodendron limpeza fisica 3 melhorou os indices de cura de feridas p6s-
adstringens 10% 0.1 cirtrgicos de DDB / troca com 270 passagens.

Total Conclusdes gerais concluséo

Maioria dos tratamentos a base de CuSO,4ou formaldeido,
~ 46% dos autores recomendou CuSO4em alguma forma
Frequéncia de Dimensdes de aplicagdo. ~ 31% dos artigos sugeriram outros
Periodos avaliados passagem de .~~~ 9doencas  possiveis tratamentos equiparaveis ao CuSOse
26 trabalhos X oo . do pediltvio . h
del dia a 7 meses animais variavel variaveis abordadas formaldeido, sendo que aproximadamente a metade

entre tratamentos

destes 15,4%, se referiu a tratamentos de DDB, com ou
sem debridamento cirdrgico. 11,5% fizeram avaliagbes
microbioldgicas nédo avaliando doencas especificas.

OBS.: Medidas de largura, comprimento e profundidade em M: metros, DDB: dermatite digital bovina, DI: dermatite interdigital, ET: Erosdo de taldo, HS: hemorragia de sola, HLB: hemorragia da linha branca, LAM: laminite.
PREV: uso preventivo; TRAT: uso para tratamento.
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A DDB foi incluida nas investigacbes de aproximadamente metade dos
autores avaliados. Dos trabalhos analisados, 19% buscaram uma abordagem mais
ampla considerando o controle da proliferacdo bacteriana como importante para a
validacdo ou busca de substancias a serem utilizadas. O aspecto mais profilatico do
que terapéutico foi abordado por 35% dos artigos, ao passo que outros 35 %
abordaram ambos ao mesmo tempo e 27% abordam apenas o0 aspecto terapéutico.
Encontramos também quatro trabalhos brasileiros, oriundos de uma mesma
universidade, que compararam substancias e seus possiveis efeitos microbicidas.
Foram avaliados também protocolos terapéuticos e pdés-cirirgicos bem como
possiveis reacbes adversas (Cunha et al. 2001; Cunha et al., 2002; Silva et al.,
2005; Silva et al., 2007, Silva et al., 2015). Como resultado tivemos a maioria dos
tratamentos a base de CuSO, ou formaldeido, cerca de 46% dos autores
recomendaram CuSO, em alguma forma de aplicacdo, 31% dos artigos sugeriram
outros possiveis tratamentos equiparaveis ao CuSO, e formaldeido, sendo que
aproximadamente a metade destes (15,4%) se referiu a tratamentos de DDB, com
ou sem debridamento cirdrgico. Uma pequena parte dos trabalhos (11,5%) fizeram
avaliagBes microbioldgicas ndo avaliando em doencas especificas. Também € usado
especificamente para doencas de cunho infeccioso como a DID, a DDB e a ET
(Bergsten et al., 2006; Fjeldas et al., 2014).

Foi citado o uso no controle de carrapatos Amblyomma variegatum
(Stachurski & Lancelot 2006), no controle de moscas tsé-tsé e consequentemente no
controle de algumas doencas por elas transmitidas a homens e animais (Bouyer et
al., 2007; Bouyer et al., 2009; Ndeledje et al., 2013).

O que se pode ver em linhas gerais € uma ampla variacdo de medidas e
dimensfes destes pedilivios, com diversas substancias testadas e grande variacao

nas frequéncias de uso. O que corrobora os achados de Cook et al., (2012).

2.1.1. Pediluvios usados profilaticamente.

Como citado anteriormente grande parte dos trabalhos enfocam o0s usos
profilaticos de pedilivios na espécie bovina (Tabela 1), sendo que grande parte
deles aborda simultaneamente aspectos tanto de prevencdo quanto de tratamento

de doencas podais, marcadamente a DDB.
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Arkins et al., (1984) demonstraram que o uso de formaldeido pode estar
relacionado a menores quantidades de agua na regidao da parede e da sola dos
cascos, e gue digitos ndo tratados com a substancia tiveram maiores teores de
umidade diretamente relacionada com doencas mecanicas como hemorragias de
sola, na regido central e regido tipica de ulceracdo. Quando associada ao
casqueamento preventivo, o uso de formaldeido se mostrou efetivo em reduzir as
chances de ocorréncia de (HS), (HLB), aparecimento de sola dupla, e o
supercrescimento do casco (Randhawa et al., 2014).

Thomsen et al.,, (2008), ndo observaram efetividade de nenhuma das
substancias por eles testadas [composto comercial acido acético + per acético+
peréxido de hidrogénio (1%), composto comercial contendo glutaraldeido (1,5%), e
composto comercial contendo quaternario de amoénia (2%)] em comparacdo ao nao
tratamento das lesdes de DDB e concluiram que a contaminacao fecal da solucao
de banho, bem como o n&o tratamento de um dos membros dos animais pode ter
contribuido para o aumento da carga microbiana, e consequentemente subestimado
o efeito dos tratamentos. Speijers et al., (2010), concluiram que o uso apenas de
hipoclorito de sodio (2%) néo foi eficiente contra a DDB e que o CuSO, (5%) se
mostrou efetivo no tratamento desta néo prevenindo novas infec¢des e que por isso
0 uso semanal por pelo menos 4 ordenhas na semana seria 0 mais recomendado,
em detrimento de tratamentos quinzenais e com menores concentracdes de CuSOs,.
Teixeira et al., (2010) ndo observaram efeito na probabilidade de cura de lesdes de
DDB, nem efeitos superiores do produto comercial denominado de Dragonhyde®, a
base de fenoxietanol, frente ao formaldeido. Holzhauer et al., (2012) observaram
gue o CuSO, acidificado teve eficacia equivalente a clortetraciclina em prevenir
novas lesdes de DDB, sendo seu efeito superior ao tratamento com formaldeido.

Produtos contendo menores concentragcdes de cobre foram capazes de
reduzir a prevaléncia de DDB e a gravidade das lesdes, sendo este efeito maior de
acordo com o comprimento do pedilivio, demonstrando o efeito do nUmero e tempo
de imersdo do casco na solugcdo de banho sobre a eficiéncia do tratamento (Logue
et al., 2012).

Ainda em busca de produtos menos lesivos ao ambiente, Smith et al., (2014),
testaram um produto comercial a base de 6leo essencial de Melaleuca e concluiram

gue o mesmo pode ter eficacia similar ao CuSO, podendo ser viabilizado para uso
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frequente. Holzhauer et al., (2012) ao testarem diversas substancias concluiram que
nenhum dos produtos testados foi superior ao formaldeido em prevenir ou reduzir a
severidade das lesdes de DDB, os tratamentos que incluiram apenas a passagem
pelo pedilavio preenchido com solucdo comercial multicomposta ou com carbonato
de sodio 3% foram ineficientes em reduzir os casos de DDB, ocorrendo inclusive um
aumento na prevaléncia da doenca o que foi atribuido a uma desinfecgdo subdétima
dos espacos interdigitais. No mesmo sentido o alastramento de casos de DDB em
rebanhos sem historico da doenca em que animais portadores foram inseridos foi
maior em rebanhos que utilizavam pedilivios do que os que nao o utilizavam
regularmente, sendo da mesma forma superiores em rebanhos que utilizavam
apenas CuSO4 ou &cidos organicos, em detrimento dos rebanhos que utilizavam
formaldeido demonstrando que uma desinfeccdo adequada do espaco interdigital
deve ser feita (Nowrouzian et al., 2002; Zemljic, 2004).

No geral o que se encontrou foi a falta de unanimidade sobre eventuais
substancias que possam se equiparar ou substituir o formaldeido e o CuSQO,, os
quais parecem apresentar eficacia superior na prevencdo de algumas doencas
podais em comparacdo com 0s outros produtos testados. H& poucas informacgdes
sobre a estabilidade destas substancias frente as condi¢cdes encontradas no
pedilivio como a quantidade de matéria organica e as alteracbes provocadas pela

passagem dos bovinos.

2.1.2. Pediluvios usados terapeuticamente.

Os trabalhos que abrangem as doencas de origem mecanica como,
hemorragias de sola e de linha branca, presenca de sola dupla, avulsdo de sola e
supercrescimento, abordam o uso de pedildvios com um aspecto muito mais
preventivo do que curativo, sendo no geral associados ao casqueamento corretivo
regular destes animais (Arkins et al., 1984; Randhawa et al., 2014). Os relatos de
uso terapéutico nas doencas de cunho infeccioso (DI e ET) e infectocontagioso
(DDB) sédo muito mais frequentes como observado na tabela 1.

O uso terapéutico de solugbes contendo sulfato de cobre, formaldeido,
eritromicina, hipoclorito de sodio e oxitetraciclina se mostraram efetivos, na DDB.
(Shearer & Hernandez, 2000; Laven & Hunt, 2002; Manske et al., 2002; Laven &

Proven 2011). Com excecdo do hipoclorito de sédio que demonstrou resultados
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conflitantes (Speijers et al., 2010). Quanto ao uso terapéutico de pediluvios na DDB,
Laven e Hunt (2002) observaram que tanto o formaldeido quanto a eritromicina
foram capazes de reduzir as lesdes causadas pela DDB (Laven & Proven, 2011).

Como a maioria dos artigos aborda o uso simultaneo tanto profilatico quanto
terapéutico e a quase totalidade dos rebanhos encontra-se com a presenca de um
variado leque de doengas podais, podemos observar que mesmo as aplicacoes
sendo consideradas profilaticas, possuem no seu uso em rebanhos, um aspecto que
pode mais apropriadamente ser visto como metafilatico, pois se aplicam farmacos
em um processo em curso (Dirksen et al., 1993). Dificuldades séo encontradas na
avaliacdo do processo de cura, ocorrendo desuniformidade nos critérios, sendo
lesGes muitas vezes avaliadas por inspecdo em membros sujos ha sala de ordenha
e sem se levantar o membro (Holzhauer et al., 2012).

O pedilivio a base de hipoclorito de sédio usado sobre lesdes crbnicas
proliferativas (DDB) parecem n&o surtir efeito, sendo associado seu uso a remogao
cirdrgica prévia das lesdes (Leéo et al., 2008; Silva et al., 2015). Segundo Laven &
Proven, (2011) melhores efeitos terapéuticos sdo obtidos utilizando antibiéticos no
pedilavio, principalmente no tratamento da DDB, porém Laven & Hunt, (2002);
Shearer et al.,, (2000) e Le&o et al.,, (2008) relataram bons resultados também
usando o CuSOq4, bem como alguns trabalhos demonstram bons resultados, mesmo
terapéuticos, com o formaldeido (Laven & Hunt, 2002; Holzhauer et al., 2012).

Concluindo pode se afirmar que, considerando-se 0s custos das substancias,
facilidade de acesso e aplicacdo das formulacdes, e o volume de trabalhos
cientificos realizados sobre eles, o CuSO, e o formaldeido, seriam as solu¢bes de
escolha. Com custos aparentemente mais elevados os antibidticos (eritromicina,
clortetraciclina e oxitetraciclina) seriam a opcdo de escolha para uso em pedillvio
em doencas de conotacgdo infecciosa onde os produtos habituais ndo possam ser
empregados, lembrando é claro a possibilidade de falhas nestes tratamentos devido
a questdes relacionadas a de resisténcia bacteriana e as condi¢bes de higiene do
meio (Shearer & Hernandez, 2000; Nuss, 2006).

2.2. Principais substancias usadas em pediluvios.
Uma ampla gama de substancias foi testada em pedilivios e podem ser
encontradas na tabela 1. Elas incluem o hipoclorito de sddio, carbonato de sédio,
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Oleos essenciais, NaCl, acido acético, per acético, perdxido de hidrogénio, sulfato de
Zn, glutaraldeido, quaternario de amoénia, cal, polihexametileno biguanida, acido
tartarico, molibdato de sodio, compostos fendlicos, iodoforos, estratos de
Stryphnodendron adstringens e formulacdes comerciais.

No geral o que se encontra é a falta de unanimidade sobre eventuais
substancias que possam se equiparar ou substituir o formaldeido e 0 CuSQy, e
poucas informacdes sobre a estabilidade destas substancias frente as condicbes
encontradas no pedilivio como a quantidade de matéria organica e as alteracdes

provocadas pela passagem de animais.

2.2.1 Sulfato de cobre e formaldeido.

O uso destas duas substancias de forma conjunta ou separada € algo
amplamente relatado em literatura (vide tabela 1). O contetdo dos pedilivios é
descartado junto com o chorume, proveniente do acumulo de esterco nas
instalagdes dos animais, sendo utilizados geralmente para a fertilizacdo de algumas
culturas de Gramineas e leguminosas, podendo carrear altas doses de cobre e zinco
aos solos (Konzen, 1999; Petersen et al., 2007).

O cobre pode se depositar de maneira acumulativa, levando a perdas em
algumas culturas agricolas, danos a microbiota do solo, reducédo da reciclagem de
elementos, e danos a sistemas aquaticos como alteracdes nas populacdes de algas
e morte de peixes (Hanson & Stefan, 1984; Flemming & Trevors, 1989; Hee et al.,
2005; Epperson & Midla, 2007). Os métodos tradicionais de estocagem e
estabilizacdo do esterco bovino ndo sao capazes de reduzir a contaminagdo com
metais pesados, pelo contrario, a perda de material carbonado pela estabilizagéo
pode adensar ainda mais o conteudo destes metais (Petersen et al., 2007). Estima-
se que 40% do Cu que sao depositados anualmente em solos agricolas, na
Inglaterra, seja proveniente do descarte de chorume animal, sendo grande parte
destes devido aos bovinos (Nicholson et al., 2006). O problema é tdo grande que
legislacdo especifica (reduzindo os limites maximos de adicdo de Cu a dieta de
animais), foi aprovada para a Unido Européia — UE (European Commission, 2003a;
European Commission, 2003b), ao passo que a resolucdo n° 379 de 29 de agosto
de 2006 do Conselho Nacional do Meio Ambiente CONAMA estabelece, no Brasil,
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os limites maximos de Cu que lodos destinados a fertilizacdo devem conter, além de
dar diretrizes as cargas maximas do elemento que podem ser aplicadas aos solos.

Com uma deposicao continua de cobre ao solo, o mesmo pode ficar saturado
do elemento em um espaco de 5 a 30 anos (Epperson & Midla, 2007). Os
requerimentos de algumas culturas agricolas giram em torno de 550 g por hectare,
ao passo que a deposicao, dependendo do regime de despejo deste efluente, pode
chegar a aproximadamente 4,5 kg por hectare, o que pode reduzir o crescimento
radicular de algumas Gramineas (Filis et al. 2006), a excecdo do milho que é mais
tolerante a grandes doses de cobre (Filis et al., 2006).

O formaldeido por sua vez pode ser lesivo aos seus manipuladores sendo
potencialmente carcinogénico, causando efeitos reprodutivos deletérios podendo
atravessar a barreira placentaria e causar alteracdes fetais, e reprodutivas em
machos (Kerns et al., 1983; Trasher & Kilburn, 2001; Epperson & Midla 2007). As
concentracdes de formaldeido no liquido de banho podem cair a taxas de 50% da
concentracéo inicial em um espaco de tempo aproximado de 2.4 dias, oscilando este
valor entre 300 e 320 passagens de animais pela solu¢cdo de banho, e que pode
variar de acordo com a temperatura ambiente, pois um incremento desta podera
aumentar a taxa de evaporacao do formaldeido (Holzhauer et al., 2004). Portanto a
ventilagdo, a presenca de matéria organica e o sistema de manejo dos animais
podem contribuir grandemente com a mitigagdo dos riscos relacionados ao
formaldeido, o que pode ser um fator de escolha do deste em detrimento do CuSQO,4
(Meinelt et al., 2004, Doane & Sarenbo, 2014).

Os dados sobre o impacto do formaldeido em popula¢cdes humanas e
populacdes de risco ainda s&o conflitantes, sendo que geralmente sao relatados
casos de irritacdo, alergias, nausea vomito, perda de memdria, dores de cabeca
além do potencial carcinogénico (Acheson et al., 1984). Em relacdo aos animais ja
foram relatados casos de queimaduras de pele associados ao uso de formaldeido a
5% em pedilavio (Dyson et al., 2013), e morte por ingestdo da solucdo de
formaldeido que causou acentuada necrose rumenal e esofagica (Blowey, 2013).
Quanto aos mecanismos de acdo destas substancias, o formaldeido reage com
grupamentos aminicos, carboxilicos e sulfidrilas em enzimas e outras proteinas, e 0
Cu™ reage com grupamentos thiol na superficie bacteriana, ambos alteram as

funcBes destas proteinas levando a morte bacteriana (Russel, 2003; Epperson &
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Midla, 2007). Por conta destes mecanismos, o formaldeido € utilizado como
bactericida, virucida e fungicida ha décadas na medicina veterinaria (Steiger, 1986).

O formaldeido frequentemente é empregado em pedilivios sendo relatadas
melhoras ou reducfes nos indices de prevaléncia de algumas doencas como a
doenca da linha branca, eroséo de taldao, hemorragias de sola, sola dupla e reducao
do supercrescimento do casco (Arkins et al., 1986; Randhawa et al., 2008). Estes
estariam associados ao poder antisséptico da substancia, bem como a alteracdes
das propriedades fisicas do casco pelas mudancas na estrutura da queratina, que o
compde (Arkins et al., 1986; Borderas et al., 2004; Gregory, 2004; Randhawa et al.,
2008, Higuchi et al., 2009,). Foram demonstrados efeitos do formaldeido sobre a
reducdo dos efeitos, da ureia e sulfitos sobre a estrutura, e consequentemente a
rigidez de cascos expostos ao chorume (Gregory, 2004). Grongnet et al., (1981)
demonstraram, que a associacdo de formaldeido 3% com 2% de CuSOQy,, teria poder
antisséptico superior aos elementos isoladamente, mantendo a contagem bacteriana
na solucdo até 900 passagens em um pediltvio de 600 litros de solucéao.

Parece haver uma maior efetividade do CuSO4 em concentracdes de 5 a 7 %
sobre o controle e reducdo das taxas de prevaléncia de dermatite digital bovina
(Bergsten et al., 2006; Logue et al., 2012). O que vai de encontro a um uso de
solugbes mais concentradas no pedilivio, aumentando assim o impacto que o
descarte destas solu¢cdes apds uso representa sobre o ambiente, isto somado aos
efeitos deletérios do formaldeido justifica o esforco por se buscar substancias

alternativas a estas.

2.2.2. Uso de protocolos terapéuticos envolvendo antibiéticos topicamente
aplicados, de formaisolada ou associada, para tratamento de doencas podais.

Laven e Hunt 2002 observaram que tanto o formaldeido quanto a eritromicina
(0,21%) foram capazes de reduzir as lesdes causadas pela DDB. Em outra
observacéo a eritromicina (35 mg/l) se mostrou efetiva no tratamento da DDB (Laven
& Proven, 2011) bem como a lincomicina 1,5 g por litro aplicada via pedilGvios
reduziu o escore de claudicacao inicial e final dos grupos tratados (Nowrouzian &
Zarrei, 1998). Laven e Logue (2006) demonstraram em sua revisdo sobre o assunto
que existem contradicfes quanto ao uso parenteral de antibiéticos contra a dermatite
digital bovina, e que por isso as estratégias de uso tépico, incluindo spray e
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pediluvio, seriam mais apropriadas reduzindo inclusive os custos com descarte de
leite em respeito ao periodo de caréncia de antibiodticos. Tais estratégias podem ser
variadas, incluindo além dos pedilivios bandagens com aplicacdo de oxitetraciclina
e apenas o uso topico de spray do medicamento (Laven & Logue, 2006). Diferentes
protocolos terapéuticos sdo empregados e Holzhauer et al., (2012) em comparacao
do uso de formaldeido a 4%, com cobre acidificado, e Clortetraciclina topica,
concluiu que o tratamento incluindo o cobre foi mais efetivo em prevenir a dermatite
digital, poréem ndo demonstrou ser mais efetivo do que o uso de clortetraciclina
topica para o tratamento da lesao.

Na natureza as moléculas de alguns destes antibidticos, como a
clortetraciclina, podem se depositar em solos e em agua, podendo, dependendo da
estrutura quimica do solo e do antibidtico, ter efeito direto sobre a flora bacteriana
residente atuando assim sobre a selecdo de bactérias resistentes e genes de
resisténcia a antibioticos (Kemper, 2008; Aust et al., 2008), embora tais efeitos ainda
precisem ser melhor elucidados (Aust et al., 2008).

Finalmente o uso indiscriminado de antibidticos ndo substitui melhoras no
manejo, ainda que possa ser empregado em casos emergenciais, uma vez que a
falta de cuidados como os de higiene pode ser um grande fator de precipitacao e
perpetuacdo de doencas podais (Nuss, 2006).

2.2.3. Outras substancias que foram, ou que podem vir a serem testadas e
utilizadas em pediltvios.

Grongnet et al., (1981) testaram o hipoclorito de sodio, iodéforos e derivados
fendlicos e concluiram que todos eram ineficientes em modular a proliferacédo
bacteriana mantendo contagens que variavam de log de 10* a 10° de acordo com o
numero de passagem de animais pela solucdo de banho. Cunha et al, (2001 e 2002)
avaliaram o polihexametileno biguanida como solucéo desinfetante para ser usada
em pediltvios e concluiram que tanto a concentracdo de 1% quanto a concentracao
de 5% eram eficientes em manter baixas as contagens bacterianas (<200 UFC/ ml
de mesofilos) na solucédo, muito proximas das contagens obtidas com o CuSO, e o
formaldeido, se mostrando melhor do que a cal a 5% (Cunha et al., 2002). O
hipoclorito de sédio a 1% se mostrou efetivo no controle microbioldgico, porém muito

pouco estavel e volatil perdendo seu conteddo em cloro e tendo de ser totalmente
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trocado a cada 48 horas (Silva et al., 2005). O hipoclorito de sédio na concentracéo
de 2% n&o se mostrou superior ao CuSO4 no controle da DDB (Speijers et al., 2010).
Também foram investigados os efeitos da solucdo de NaCl a 10% sobre a DDB, e
conclui-se que esta s apresenta algum efeito quando realizada de forma intercalada
com o CuSO4 e em baixas prevaléncias da doenca (Speijers et al., 2010). Thomsen
et al., (2008) avaliaram a eficiéncia do glutaraldeido, de solu¢cdes comerciais
[composto comercial acido acético + per acético+ peroxido de hidrogénio (1%),
composto comercial contendo glutaraldeido (1,5%), e composto comercial contendo
quaternario de amonia (2%)] e concluiram que ndo houve melhora nas taxas de cura
e nem de prevencdo da DDB. Teixeira et al., (2010) avaliando outro produto
comercial chegaram as mesmas conclusdes, sendo que o produto por eles testado
nao se apresentou melhor do que o formaldeido. O formaldeido a 4% também se
mostrou superior ao carbonato de sédio na modulacdo da DDB (Holzhauer et al.,
2012).

Smith et al., (2014) testando um produto a base de Oleo essencial de
Melaleuca encontrou efeitos semelhantes ao CuSO,4, podendo este ser um eventual
substituto ao mesmo. Kulow et al., (2015) em trabalho com cepas de microrganismos
envolvidos em infec¢Bes e doencas podais como Campylobacter sp, Dichelobacter
sp, Fusobacterium sp, Porphyromonas sp, Prevotella sp e Treponema sp utilizando
produto comercial a base de 6leo essencial de tomilho denominado Thymox (Timol
0,23%) encontraram doses inibitorias destes produtos abaixo da recomendada pelo
fabricante, cerca de 0,1% contra 1%, o que segundo eles demonstra a capacidade
do produto em eventualmente substituir o CuSO4a 5%. O 6leo essencial de Thymus
vulgaris demonstrou também ser efetivo no controle biofilmes (bactérias embebidas
em matriz proteica e polissacaridica, de forma a aumentar sua resisténcia a
antibioticos, as defesas do hospedeiro e ao meio possibilitando a cronificacdo de
doencas) de Staphylococcus aureus resistente a meticilina, Staphylococcus
epidermitis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e
Proteus mirabilis nas doses que variaram de 0,25 & 2% v/v (Shuneigat et al., 2014).

Outras substancias apresentam potencial antisséptico como, por exemplo, 0s
Oleos essenciais de Eucalyptus globolus, Melaleuca alternifdlia, e taninos derivados
da Acacia mearnsii (Haslan, 1996; Carson et al. 2006; Tohidipur et al., 2010, Smith

et al.,, 2014), e podem ser avaliadas como eventuais substitutos aos tratamentos
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convencionais. Os taninos apresentam a capacidade de complexacao de metais (Fe,
Cu, Al e Ca), complexacao de proteinas e polissacarideos e a formacédo de uma
espécie de pelicula que gera um ambiente no qual o processo de cicatrizacdo €
beneficiado e a atividade antibacteriana é evidenciada (Haslan, 1996; Smith et al.,
2003). Foram atribuidos a taninos efeitos benéficos encontrados quando da
aplicacdo em pedilavio de extratos glicolicos de Stryphnodendron adstringens (Silva
et al., 2015).

O ¢6leo essencial de Melaleuca alternifolia, apresenta amplo espectro de acéo
antimicrobiana, apresentando concentracdes inibitérias minimas de 0,25 % a 0,5 %
para E. coli, e S. aureus e Candida albicans, e de 0.016% a 1% para outras cepas
bacterianas (Mann et al., 2000; Carson et al., 2006). Nestas concentracdes minimas
inibitérias ocorreram alteracbes da estrutura de membrana com aumento da
permeabilidade, e extravasamento de conteldo intracelular (Carson et al., 2006).
Este 6leo essencial, em uso tépico, apresenta também a capacidade de modulagéo
da atividade imunologica (Brand et al., 2002, Abe et al., 2003, Caldefie et al., 2004).

Estudos demonstraram alguma efetividade do 6leo essencial de Eucalyptus
globolus contra cepas de estafilococos resistentes a meticilina (Tohidipur et al.,
2010; Mulyaningsih et al., 2011). Atividade imunomodulatéria foi atribuida ao 1-8
cineol (Juergens et al., 1998; Juergens et al., 1998b; Vigo et al., 2004; Serafino et
al., 2008).

Alguns destes compostos foram testados em modelo experimental de

pediluvio de bancada e se encontram nos préximos capitulos.
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CAPITULO 3

Desenvolvimento de um modelo de pediltvio de bancada Vacaped®

A R B Debas; M V Pissaia L Chagas; A Wozniak, V Klein Jr, R D Ollhoff.

Frente aos custos elevados no uso de pedilivios com solucdes teste, bem como a
questdes relacionadas ao bem-estar animal e contaminagdo ambiental, novas
metodologias de pesquisa com pedilivios sdo necessarias. Objetivou-se criar um
modelo para o desenvolvimento de novos tratamentos capazes de serem aplicados
a campo para substituir o uso atual de compostos potencialmente nocivos. O
objetivo foi desenvolver um protétipo de pedilavio de laboratério semiautomatico
(VacaPed®), que nos permite simular as passagens dos animais, verificar a
proliferacdo bacteriana e reduzir custos das buscas por novas substancias. A
matéria organica que entra no sistema foi estipulada a partir de observacgdes feitas
em pedilavio de campo. As mensurac¢des do liquido contido no pedilivio incluiram
sélidos dissolvidos totais, pH e sais, realizadas com aparelho portatil PCE-PHD1®. A
movimentacdo do liquido no VacaPed® foi obtida através de um servo motor
TRAXXAS 2018®, acoplado a duas hastes contendo um estojo cérneo bovino em
sua extremidade. Utilizou-se para simulacédo tanto uma solu¢cdo somente com agua
quanto com CuSOy (2%) e formaldeido (3%). Avaliaram-se no liquido do VacaPed®
além dos parametros fisico-quimicos, o crescimento bacteriano através da cultura de
aerobios mesofilos. Biofilmes formados sobre fragmentos de estojo cérneo bovino
imersos no liquido do VacaPed® foram mensurados. O volume calculado de matéria
organica adicionada foi de 3,46%, para 120 passagens, 9,93% para 240 passagens
e 34,21% para 360 passagens. Tanto a dgua como o0 CuSO,4 (2%) com formaldeido
(3%) reduziram as populacbes bacterianas aderidas a parede dos cascos. Este € o
primeiro relato da construcdo de um modelo automatizado para a simulacdo de um
pedilivio sendo capaz de simular as alteracdes quimicas e microbiologicas que
ocorreram no pedilivio a campo. O modelo VacaPed® podera ser empregado para
acelerar o processo de busca por novas substancias a serem utilizadas em
pedilavios para bovinos.

Palavras chave: Simulador de pediltvio, triagem de produtos, bovinos.

Introducéao:

Pedilavios sdo recipientes instalados na entrada ou saidas, principalmente de
salas de ordenha, destinadas a aplicacdo de substancias desinfetantes ou
antibioticas aos pés de bovinos. Geralmente sdo pouco padronizados ocorrendo
uma grande variacdo nas suas medidas pelo mundo (Cook et al., 2012; Hoffman,

2012). Ha varios relatos de seu emprego de maneira profilatica ou terapéutica em
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diversas doengas como a dermatite digital bovina, dermatite interdigital, erosao de
taldo, controle de moscas tsé tsé e carrapatos Amblyomma variegatum na Africa
(Bergsten et al., 2006; Bouyer et al., 2007, Bouyer et al., 2009, Hoffman, 2012;
Ndeledje et al., 2013, Fjeldas et al., 2014).

O sulfato de cobre e formaldeido sdo amplamente utilizados em pedillvios
com fins terapéuticos ou profildticos (Hoffman, 2012). Levando em conta o0s
impactos ambientais, 0 CuSO,4 pode gerar consideraveis danos a sistemas agricolas,
a microbiota do solo e a sistemas aquaticos (Hanson & Stefan, 1984; Flemming &
Trevors, 1989; Hee et al. 2005; Epperson & Midla, 2007). Enquanto o formaldeido
apresenta potencial nocivo que pode levar a carcinogénese, efeitos reprodutivos
deletérios, alteracdes fetais e contaminacao do leite, sendo necessarias alternativas
ao uso destes elementos (Kerns et al., 1983; Trasher & Kilburn, 2001; Epperson e
Midla, 2007).

O uso de tratamento massal proporcionado pelo pedilivio é necessario
principalmente para atender a uma demanda cada vez mais urgente por tratamentos
préprios em bovinos de leite para as afeccfes podais (Blowey et al., 2003; Logue et
al., 2012). O modelo de simulacdo em bancada VacaPed® se propde em ser uma
ferramenta para acelerar a busca por novas substancias a serem empregadas

posteriormente em pedilavios.

Material e métodos:
O experimento ao todo foi dividido em quatro partes:

A primeira parte foi a confeccdo de um modelo de simulacdo de pedillvio
consistindo em um simulacro em vidro temperado com 80 cm de comprimento, 50
cm de altura, 40 cm de largura para abrigar 30 litros de solugéo de banho a 10 cm
de profundidade. Para a simulagcdo da movimentacéo do liquido pela passagem dos
animais, utilizamos de um servo motor, modelo TRAXXAS 2018 acoplado a duas
hastes de inox as quais continham em sua extremidade uma unha extraida do corio
digital bovino segundo Ossent & Lischer, (1997).

Para a programacdo do servo motor utilizamos o ambiente de
desenvolvimento integrado (Integrated Development Environment) IDE Arduino com

a linguagem de programacgéo C++. O funcionamento do sistema consta na figura 1 e
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os algoritmos de programacgdo no Anexo A. Todo o0 ensaio descrito a seguir foi
realizado com trés repeticbes em trés momentos distintos e em triplicata.

Para adicionarmos quantidades de fezes bovinas, semelhantes as
encontradas em um pedilavio de campo, ao modelo de bancada, preenchemos um
pedilivio existente na leiteria da Fazenda Experimental Gralha Azul, Fazenda Rio
Grande PR com 318 litros de agua. Em seguida houve a passagem de vacas pelo
pedildvio, seguindo o regime normal de ordenhas. Apds cada ordenha,
homogeneizou-se uniformemente o conteddo do pedilivio recolheram-se amostras
de sete pontos de coleta, que incluiram os cantos (4 pontos), as regides
intermediarias entre o comprimento de um canto a outro (2 pontos) e um ponto ao
centro do pedildvio. Amostras foram tomadas a cada 120 passagens, para
mensuracdo do teor de matéria seca existente no liquido de banho, em quatro
momentos (120, 240, 360 e 600 passagens). A amostragem foi realizada em trés
periodos distintos sendo o primeiro realizado em agosto de 2015, o segundo em
setembro de 2015 e o terceiro realizado no més de outubro de 2015. As amostras
obtidas (n= 12) dos 4 momentos dos trés periodos foram pesadas, retirou-se uma
aliquota de 30 g, pré secou-se (65 a 70 °C por 72 horas), em seguida submeteu-se a
temperatura de 105°C por 24 horas. O teor de umidade foi obtido através da
diferenca final de peso.

A matéria seca foi medida igualmente em um pool de amostras de fezes com
trés repeticbes, oriundas diretamente de animais, imediatamente apds serem
depositadas ao piso das instalacdes para que pudéssemos estimar a quantidade de
fezes frescas presentes no pedilivio para adicdo manual posterior no modelo de
bancada. As alteragbes de pH, concentracdo de sais e sélidos dissolvidos totais,
TDS, foram mensuradas com aparelho portatil PCE-PHD1® apdés as 120, 240, 360 e
600 passagens pelo pedilavio (Tabela 1).
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Tabela 1: Valores observados em pedilavio de campo para pH, TDS, Sal, Temperatura (°c),
matéria seca (MS) e matéria organica (MO). Médias de MS e MO que foram utilizadas para
adicdo manual de fezes bovinas ao modelo de simulacao de pedilivio de bancada

Passagem TDS ppm Sal °C pH MS% MO%
120 1270 0,07 18,1 7,38 0,36 2,55
240 1470 0,12 21,9 7,29 1,3 9,23
360 3490 0,28 21,0 6,48 5,2 36,90
600 4120 0,33 15,5 6,14 4,57 32,43
120 958 0,08 18,3 7,32 0,4 2,83
240 2230 0,18 18,9 7,12 1,2 8,51
360 3360 0,26 20,5 6,78 5,06 35,91
600 3120 0,25 21,6 6,45 4,7 33,35
120 1028 0,09 19,4 7,02 0,7 4,96
240 2280 0,18 22,3 6,61 1,7 12,06
360 2600 0,21 19,7 6,37 4,2 29,81
600 2270 0,20 21,0 6,6 3,9 27,67
X 120 1085 0,08 18,6 7,24 0,48 3,46
x 240 1993 0,16 21,0 7,00 1,40 9,93
X 360 3150 0,25 20,4 6,54 4,82 34,21
x 600 3170 0,26 19,4 6,39 4,39 31,16

A segunda etapa ocorreu ap0s o0 estabelecimento dos valores obtidos no
pedilivio a campo em que as mesmas mensuragbes foram realizadas “in vitro”
usando-se 0 modelo VacaPed®. Estas foram comparadas entre si para a avaliagdo
do comportamento da solucéo de banho em pedilavio de campo e no modelo in vitro,
respeitando-se um intervalo correspondente ao intervalo entre ordenhas e
adicionando-se quantidade de matéria organica correspondente as médias das trés
mensuracoes (realizadas nos meses de agosto, setembro e outubro de 2015) em
pedilivio de campo. Para efeito de calculo da quantidade de fezes a ser adicionada
durante a simulacao, utilizamos o valor médio de matéria seca encontrado nas fezes
frescas (14,09 %) para calcular, com base na matéria seca encontrada nos
momentos de coleta no pedilivio de campo, a quantidade de fezes frescas a serem
adicionadas durante os momentos de simulag&do. Totalizou-se 10264 g de fezes
bovinas durante toda a simulagéo.

A terceira etapa consistiu da realizacdo de analises microbiolégicas de
aerObios mesofilos dos liquidos contaminados com material organico
correspondendo ao controle negativo CN (apenas com agua e material organico
como liquido de banho), e utilizando-se o CuSO4 2% + Formaldeido 3% como liquido

34



de banho (controle positivo CP). Além disso, avaliou-se também a formacédo de
biofimes sobre a parede do casco bovino. Foi realizada contagem total de
microrganismos aerobicos mesofilos em agar padrédo de contagem e solucéo salina
peptonada 0,1% como diluente.

Para a mensuragéo no liquido de banho foram coletas amostras de 100 ml de
liquido divididas em 7 pontos de amostragem, incluindo os quatro cantos do
simulacro, dois pontos intermediarios da largura do simulacro, e a zona central do
mesmo, em seguida foi homogeneizado a amostra em um béquer e entdo colhidos
10 ml desta e ressuspendido em 90 ml de solucao salina peptonada 0,1% estéril. Em
seguida foram realizadas diluic6es seriadas da solucao e inoculado 0,05 ml em agar
padrdo de contagem bacteriana em placas. A contagem no liquido realizou-se com
amostras obtidas nos momentos correspondentes a 120 passagens (3,456% de
fezes bovinas), 240 passagens (12 horas ap6s as 120 passagens- 9,93% de fezes
bovinas), 360 passagens (8 horas apdés as 240 passagens- 34,21% de fezes
bovinas), 600 passagens (34,21% de fezes) e 900 passagens (34,21% de fezes) que
foram realizadas imediatamente na sequéncia das 360 passagens totalizando mais 3
horas ao final das 360 passagens.

A quarta etapa foi a mensuragdo da aderéncia bacteriana a superficie do
casco bovino e a formacgéo de biofilmes bacterianos. Utilizamos de fragmentos de
0,5 cm? obtidos da parede lateral do casco bovino. Os fragmentos foram submetidos
a esterilizacao através do 6xido de etileno para se evitar alteragdes estruturais da
queratina devida as altas temperaturas do processo de autoclavagem. Membranas
de fita adesiva de polietiieno e algodao destinada ao isolamento da face interna
destes fragmentos também foram esterilizadas.

Para realizar a mensuragdo da aderéncia bacteriana nos fragmentos de casco
bovino, isolamos a face interna do fragmento, a qual ndo entra em contato com o
meio externo no animal vivo, com adesivo de polietileno e algoddo em seguida
impermeabilizamos a face externa da fita com esmalte incolor. Apés a secagem do
esmalte, os fragmentos foram imersos por 24 horas no esterco extraido diretamente
das instala¢cées dos animais, e que se apresentava sem alteracdes como liqguefacao
ou perda de coesdo das fezes, vindas de animais saudaveis, sem alteracoes
gastrointestinais. ApOs este processo os fragmentos foram retirados do esterco,
lavados levemente com pisseta, contendo agua destilada, pela superficie envolvida
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com a fita adesiva de forma a retirar colénias fracamente aderidas a superficie do
casco. Em seguida aguardou-se a secagem dos fragmentos por 10 minutos, a
temperatura ambiente. O fragmento entéo foi submetido ao liquido teste (CN ou CP)
em imersdes que totalizaram um tempo de 20s distribuidos em duas imersdes
consecutivas de 10s. Aos liquidos testes ndo era acrescentado material organico (0
passagens) ou adicionava-se material organico correspondente as 120 (3,46%), 240
(9,93% de MO), 360 passagens (34,21% de MO) perfazendo um tempo total de
simulacdo de 23 horas da mesma forma e ao mesmo tempo em que a simulacao no
liquido de banho era realizada no simulacro.

A partir das 360 passagens néo foi mais realizada a simulagdo com imerséo
de fragmentos, pois este foi o ponto de maior concentracdo de matéria organica no
liquido de banho representando o ponto de maior concentracdo de fezes de toda a
simulacdo. Apos a Ultima imersdo, novamente se aguardou a secagem dos
fragmentos, removeu-se a fita adesiva e acondicionou-se o fragmento em tubos
Falcon contendo 10 ml de solucdo salina peptonada estéril 0,1%, e levados ao
banho com ultrassom por 30 minutos para desprendimento de um possivel biofilme.
Apés este periodo foram realizadas as diluicdes logaritmicas correspondentes, e
inoculado 0,05 ml em Agar padrdo de contagem. Em seguida incubaram-se estas
placas a uma temperatura de 37,5°C por 48 horas para entdo ser realizada a
contagem das unidades formadoras de col6nia (UFC).

Para o controle absoluto, trés fragmentos foram expostos as fezes bovinas
por 24 horas, em seguida foram retirados, lavados conforme descrito anteriormente,
alocados em tubos Falcon com 10 ml de diluente, levados ao banho com ultrassom
por 30 minutos e o conteddo dos tubos inoculado em placas conforme descrito
anteriormente.

Para analise estatistica foi utilizado o teste de normalidade de D’ Agostino &
Pearson seguido de analise de variancia ANOVA e teste t pareado. Foi realizada
também a correlacdo de Spearman com 99 % de intervalo de confianca. Para a
comparacdo da proliferagdo microbioldgica, os dados sofreram transformacgéo
logaritmica, seguida de analise de variancia ANOVA e teste t pareado. Utilizou-se o
software Graphpad Prisma® 2006 para estas anélises.
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Resultados: Os resultados colhidos no pedilivio de campo demonstraram uma
ampla variagdo nas avaliag6es fisico-quimicas realizadas de TDS, concentracdo de
sais e pH, entre as trés repeticdes. Pode-se notar uma tendéncia de queda no pH da
solucéo apos sucessivas passagens. Nota-se também um aumento gradativo de MS
seguido de uma relativa estabilidade ao redor de 360 passagens com equacao linear
[(y=2,17x-2,1067) R? = 0,90] onde x representa 0s tempos correspondentes ao
intervalo de passagem de animais sendo x=1 (120 passagens), x=2 (240
passagens), x=3 (360 passagens), x=4 (480 passagens), x=5 (600 passagens), x=6
(720 passagens), x=7 (840 passagens), x=8 (960 passagens) e assim por diante. Os
mesmos resultados foram observados para a matéria organica (Mo) a qual
apresentou a equacdo linear [(y=15,377X-14,889)R? =0,8995]. Pode-se fazer
previsdes das concentracdes de MS e Mo a partir destas equacdes, optando-se por
interromper a adicdo de MO a partir de 360 passagens.

Os valores de TDS e sal acompanham esta tendéncia perceptivel com a MS,
bem como a variagcdo nas concentracdes de matéria organica (Tabela 1). Notamos
gue existe um alto indice de correlacdo com 99% de intervalo de confianca entre o
pedilGvio de campo e o VacaPed® (Figura 1) nos mesmos niimeros de passagens de
animais (Tabela 2), que variou de 0,87 para o pH a 0,96 para TDS, ou seja, uma

semelhanca de comportamento das solu¢des no modelo e no pedilivio de campo.

| =

Figura 1: Esquema de funcionamento do modelo de pedilivio de bancada VacaPed®, Circulos marrons
representando os cascos e o liquido em laranja. Flechas indicam o movimento de imersdo e retirada (1
passagem).

37



Tabela 2: Correlacéo de Spearman entre os valores simulados in vitro e encontrados no pedilavio de campo

1 2 3 4 5 6
1 TDS ppm em pedilvio de campo 0,999 -0,990 0,953 0,967 -0,924
2 Sal % em pediltvio de campo 0,999 -0,990 0,950 0,972 -0,924
3 pH em pedilavio de campo -0,990 -0,990 -0,975 -0,972 0,870
4 Sal % em modelo de bancada 0,953 0,950 -0,975 0,966 -0,778
5 TDS ppm em modelo de bancada 0,967 0,972 -0,972 0,966 -0,845
6 pH em modelo de bancada -0,924 -0,924 0,870 -0,778 -0,845

Houve diferenca significativa entre os valores de TDS e % de sal (graficos 1 e

2 entre o pediluvio de campo e o modelo de simulagéo in vitro VacaPed®.
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Gréfico 1: Comparagcdo do comportamento do TDS em pedilivio de campo (F) e modelo de pedilivio de bancada
Vacaped® (V). V # F para p=0,0039.
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Gréfico 2: Comparagdo do comportamento das concentracdes de sal (%) em pedilivio de campo (F) em
comparacéo ao modelo de pedilivio de bancada (V) V# F para p= 0,0039.
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Grafico 3: Comportamento do pH entre as avaliagdes em pediliivio de campo (F) e em modelo de bancada(V), V=F para

o Conforme os resultados expressos nos graficos 1 ao 3, bem como na tabela 2
0 modelo VacaPed® é capaz de simular o que acontece sob condicbes de campo.
Diferencas foram observadas nos valores de TDS e sal porém com grande
correlagaoentre ambos.

O gréfico 4 mostra a contagem bacteriana no liquido do modelo de simulacao
para os tratamentos CP e CN entre 3,46 & 34,21% de MO no liquido de ensaio.O
valor médio de UFC/ml para o CP foi de 0,94 £0.4087 Log e 3.57+ 0.46 Log UFC/ml
para o CN. A tabela 3 mostra a diferenca nas contagens bacterianas nos fragmentos

de cascos para o CN, CP e sem tratamento algum.
39



. = CP
o o 47 Tl m CN
= 2 - R N T
N =5 = -
- =2 23
c8E -
= ]
283 17 2| B B
s E . :E - - e
5 = n w I '::; f 'ﬂ
ﬂ _—E T T
-1 1 T T — F T /f
! T
o) D D )
nV qu) af® < EN

Mumero de passagens

Grafico 4: Média de unidades formadoras de coldnia (UFC) em Log no liquido contido no VacaPed® apés trés
repeticdes, para o tratamento controle positivo (CP) e controle negativo (CN).CN# CP para p< 0,0001

Tabela 3: Comparacdo entre a eficacia dos tratamentos T3 e T4 frente aos controles
positivo CP e negativo CN, na reducdo da aderéncia bacteriana a superficie do casco
bovino em relagdo a elevacdo da concentracdo de matéria organica no liquido de banho
sob simulagdo em pedilivio de bancada.

CN (X) CP (X) Sem tratamento (X)
ax b*
O % 3,46 3,11 5,48 c*
(MO)
3,46 a* a*
% 3,57 3,29 5.48"
(MO)
9,93 ar* ar*
% 4,17 4,11 548"
(MO)
34,21 a* a*
% 3.52 3,69 5 48"
(MO)

Letras iguais na mesma linha - valores que ndo diferiram estatisticamente. NUmeros iguais
de * na mesma coluna - valores que néo diferiram estatisticamente (p<0,05).

Em relacdo as avaliacbes microbiologicas, no modelo de simulacdo de
bancada, houve uma forte capacidade do CuSO,4 2% + formaldeido 3 % em reduzir
as contagens bacterianas de 3,57 Log para 0,94 Log (p < 0,0001) se comparado
apenas & 4gua. Em valores absolutos temos uma média aproximada 10,3 x 10° Log

UFC para a agua e aproximadamente 15,5 x 10°® Log UFC para o tratamento
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controle positivo com CuSO4 2% + Formol 3%. Em relacdo a fixacdo das bactérias a
superficie do casco, bem como a reducdo de biofilmes, houve diferenca entre o
tratamento controle a base de agua com o tratamento a base de CuSO, 2% e
formaldeido 3% apenas quando ndo havia matéria organica no liquido de banho
(3,46 Log UFC/cm?para CN e 3,11 Log UFC/cm? para CP) Na avaliacédo da média de
todos os tempos de simulagéo entre os grupos nao houve diferencas significativas
(p= 0,13), ficando as contagens médias em 10 x 10° Log para a &gua e
aproximadamente 9 x 10° Log para o tratamento controle positivo.

Ambos os controles reduziram as contagens bacterianas nos fragmentos
como se se comparado com o controle absoluto exposto apenas as fezes bovinas

sem tratamento algum (1,6 x 10° Log p< 0,0001).

Discusséo:

Ao estabelecermos o padrdo no pedilivio de campo através de trés
repeticdes, pudemos observar certa estabilizacdo dos parametros avaliados a partir
das 360 passagens. Onde o cotejo (entre o que foi encontrado em relacédo a MS e
MOQO) através da equacdo linear obtida a partir dos dados demonstrou que a
concentracdo esperada de fezes para 600 passagens seria de 66,9 % de matéria
organica, em comparacdo a 31,16% que foi verificado como média das trés
mensuracdes realizadas em pedilivio de campo. A deposi¢cdo de material organico
em pedilivios ndo segue uma tendéncia linear. Aparentemente ocorreu um ponto de
saturacao das concentracOes de fezes, contrariando a equacao de predicéo linear,
onde se extrapolassemos para os periodos posteriores de passagens de animais,
respeitando o numero de 120 passagens por periodos, chegariamos a uma
concentracdo de matéria seca nas 960 passagens de 15,25% no liquido de banho o
gue corresponderia a aproximadamente a quantidade de matéria seca presente nas
fezes puras encontradas no experimento. Grongnet et al., (1981) trabalhando com
uma metodologia um pouco diferente, estabeleceram como valor maximo de efeito
microbicida para o CuSO, a formalina nas mesmas concentracbes usadas no
presente experimento o numero de 900 passagens. Como verificamos que a
contaminagcao por matéria organica tende a saturar a solvente agua a partir de 360
passagens (grafico 4), sugerimos que os produtos a serem testados para uso em

pedilivio devem manter sua atividade para além das 360 passagens (34,21% de
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MO) e se possivel ainda terem alguma efetividade no controle bacteriano sobre as
fezes frescas.

Os valores de deposicdo de MO também podem ser influenciados pela
dimensédo do pedilavio, a presenca ou ndo de pré-banhos, e 0 comportamento dos
animais, sendo que estes podem aumentar ou diminuir a frequéncia de defecagao
dentro do contetdo de banho (Blowey & Chesterton, 2012).

TDS é uma mensuracdo de matéria organica, sais (Ca®*, Mg**, Fe®*, N**, K**,
HCO3) e outros elementos, sendo que sulfatos, cloro e compostos nitrogenados
podem elevar grandemente estes valores (Howard et al., 1933). N&o existem
estudos que levem em conta estes fatores sobre a prolifercdo bacteriana em
pedilavios.

Modelos de pedilavios padronizados sdo necessarios (Cook et al., 2012),
assim como a busca de substancias alternativas para uso em pedildvios, com
menores impactos sobre a saude animal, humana e do ambiente (Teixeira et al.,
2010; Smith et al., 2014, Holzhauer et al., 2015; Silva et al., 2015). No entanto,
justamente a grande variabilidade de pedilivios existentes mundialmente (Cook et
al., 2012) dificulta a comparacdo de resultados obtidos a campo. Igualmente a
grande possibilidade de diferentes fatores de interferéncia, existente a campo, além
de aspectos ligados a ética de experimentacdo animal, dificultam a execucdo de
testes a campo principalmente em fase de triagem de substancias.

Em relacdo ao pH, ndo houve diferenca significativa entre pedilivio de campo
e a simulacdo no VacaPed® (gréfico 3 p= 0,5726), portanto provavelmente os &cidos
organicos contidos em fezes, além de processos fermentativos, agiram de forma
semelhante tanto a campo quanto na simulagéo.

Poucos relatos existem sobre a acdo do CuSO,4 e formaldeido em controlar ou
inibir a proliferacdo bacteriana que ocorre no pediluvio (Grongnet et al., 1981, Cunha
et al., 2001; Cunha et al., 2002, Silva et al., 2007). O tratamento contendo estes dois
elementos se mostrou efetivo em controlar as populacées de aerébios mesofilos no
liguido de banho, porém em relagdo a formacgdo de biofilmes o mesmo nédo se
mostrou mais efetivo do que a agua sendo entdo o seu efeito restrito a células
bacterianas planctonicas.

Kulow et al. (2015) em trabalho com cepas de microrganismos envolvidos em

infeccbes e doencas podais (Campylobacter sp, Dichelobacter sp, Fusobacterium
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sp, Porphyromonas sp, Prevotella sp, Treponema sp.), utilizando produto comercial
a base de timol 0,20% encontraram doses inibitérias minimas abaixo da
recomendada para uso pelo fabricante, porém ndo consideraram as condicfes
encontradas em pedilavios de campo, pois 0 experimento foi inteiramente conduzido
em laboratério sem a adicdo de matéria organica ao meio. A simulagcdo com o
VacaPed® podera cobrir estas lacunas na busca por novas substancias, bem como
ap0s o processo de triagem podem acelerar os testes com cepas bacterianas
especificas.

Como o modelo simula a passagem do estojo corneo pelo pedilivio, com
momentos de imerséo e retirada da solucao, este podera prestar-se igualmente para
simular de maneira mais fidedigna a acdo de chorume, e outros liquidos do ambiente
de estdbulo, sobre o estojo corneo como demonstrado por Higuchi et al., (2009).
Gregory, (2004) observou a acao do formaldeido na reducdo dos efeitos da ureia e
sulfitos sobre a estrutura, e consequentemente, a rigidez de cascos expostos ao
chorume, o que também podera ser aplicado a outras substancias que venham a ser
triadas no modelo VacaPed®. Avaliacdes das acdes sobre o estojo cérneo quando
em uso no modelo VacaPed® irdo ser realizadas no futuro.

Como no modelo VacaPed® ha uma reducéo de custos, assim como uma
maior agilidade nos testes, por constituir ainda uma etapa pré-clinica, a triagem de
diferentes substancias é viabilizada.

Conclusdo: O modelo VacaPed® podera ser utilizado para a triagem de

substancias com potencial para serem utilizadas em pedilivios de campo.

Agradecimentos: A fundacdo Araucaria pelo apoio financeiro ao projeto e a

PUCPR pelo apoio financeiro através da bolsa Marcelino Champagnat.
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CAPITULO 4
TESTE DE POTENCIAIS SUBSTANCIAS SUBSTITUTAS DO SULFATO DE
COBRE E FORMALDEIDO PARA USO EM PEDILUVIOS BOVINOS

TEST FOR POTENTIAL SUBSTANCES SUBSTITUTES TO COPPER SULFAT AND
FORMALIN USED IN CATTLE FOOTBATH

Alesson Rodrigo Bueno Debas
Larissa Chagas

Fernando Bittencourt Luciano
Rudiger Daniel Ollhoff

Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar solugbes de pedilivio elaboradas a partir dos
Oleos essenciais de Melaleuca alternifolia (0,17% v/v), de Eucalyptus globolus
(0,41% vlv), Thymus vulgaris (0,13% v/v) e de taninos derivados de Acacia mearnsii
(15% m/v). As solucdes foram avaliadas segundo caracteristicas fisico-quimicas tais
como pH, solidos dissolvidos totais e sais. Andlises microbioldégicas foram
realizadas, avaliou-se a capacidade de inibicdo da proliferacdo de mesdfilos e a
capacidade dos tratamentos de inibir a formacé&o de biofilme sobre o casco bovino.
As solucdes foram testadas em laboratério em modelo denominado VacaPed®. As
solugcbes de Thymus vulgaris (0,13%v/v) e de taninos derivados de Acacia mearnsii
(15%m/v) foram testadas a campo para inocuidade em sua a¢éo sobre o casco de
doze vacas saudaveis. A concentracdo das solu¢Bes seguiu critério econémico
possuindo custo semelhante ao controle positivo (CP) de CuSO4 2% + Formaldeido
3%. Os Oleos essenciais de Melaleuca alternifolia e Eucalyptus globolus nas
concentracfes testadas ndo inibiram a proliferacdo de mesoéfilos no liquido de
banho. O 6leo essencial de Thymus vulgaris se mostrou superior ao controle
negativo (CN) com agua e proximos da capacidade de inibichio do CP em
concentragfes de fezes bovinas de até 9,93% no liquido de banho mantendo, neste
intervalo, contagens bacterianas entre 1,14 & 1,69 Log UFC ml contra 2,44 & 4,043
Log UFC ml para o CN e 0,35 a 0,97 Log UFC ml para o CP- Os taninos derivados
da Acacia mearnsii ndo se mostraram efetivos no controle da proliferacdo bacteriana
no liquido de banho e na superficie dos cascos bovinos. Tanto o CP quanto o T3 se
mostraram semelhantes ao CN em reduzir a formacéo de biofilmes. As solugbes
teste ndo agrediram a integridade da pele e do estojo cérneo das vacas quando do
teste a campo apOs nove dias de exposicdo didria. O modelo de bancada se
mostrou efetivo em acelerar a busca por novas substancias a serem utilizadas em
pedilavio bovino.

Palavras chave: Pedillvio bovino, Substancias alternativas, mesoéfilos.
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Introducéo

Pediluvios sao recipientes instalados na entrada ou saida de salas de
ordenha, destinados a aplicacéo de substancias com fins terapéuticos ou profilaticos
aos digitos de bovinos sendo geralmente utilizados o formaldeido e o CuSO,4 como
solugbes de banho (Grongnet et al., 1981; Arkins et al., 1986; Cunha et al., 2002;
Bergsten et al., 2006; Speijers et al., 2010; Holzhauer et al 2012; Holzhauer et al.
2012). Pedilavios no geral sdo pouco padronizados ocorrendo uma grande variacao
nas suas medidas pelo mundo (Cook et al., 2012; Hoffmann, 2012). Podem ser
empregados para o tratamento ou prevencdo na dermatite digital, interdigital, eroséo
de taldo, Ulceras e hemorragias de sola dentre outras (Arkins et al., 1986; Bergsten
et al., 2006; Fjeldas et al., 2014).

O uso de pedilavios para aplicacdo massal diminui os inconvenientes de mao
de obra para o tratamento topico individual das lesGes (Laven, 2006) facilitando por
sua vez a aplicagdo em grande escala e de forma rotineira. A profilaxia, visando
principalmente a reducao do contetudo de agua da parede do casco, também é uma
alternativa de uso do pedilavio, visto que o contelddo de agua neste esta diretamente
relacionado com lesdes podais e a severidade destas (Arkins et al., 1986; Borderas
et al.,, 2004; Randhawa et al., 2008; Higuchi et al., 2009). Foram testadas diversas
substancias como polihexametileno biguanida, hipoclorito de sédio, 6leos essenciais
e outras solucdes desinfetantes, sendo que no geral o CuSO,4 ou o formaldeido se
mostraram superiores no controle microbiolégico ou no controle de doencas digitais
(Cunha et al.,, 2001; Cunha et al.,, 2002; Laven & Hunt, 2002; Silva et al., 2007;
Thomsen et al., 2008; Teixeira et al., 2010; Kulow et al., 2015).

Como a maioria das enfermidades podais € infecciosa (exemplos: dermatite
digital bovina, erosdo de taldo) ou estd sujeito a infeccdo secundaria pela alta
contaminacdo local (exemplo doenca da linha branca, Ulcera de sola) substancias de
acao antimicrobiana, controladoras da microbiota e cicatrizantes séo de interesse no
uso em pedilavios (Grongnet et al., 1981, Nuss et al., 2006; Teixeira et al., 2010).

No geral, o conteddo dos pedilavios é descartado junto com o chorume
proveniente do acumulo de esterco nas instalacbes dos animais, sendo utilizados
geralmente para a fertilizagéo agricola podendo carrear altas doses de cobre e zinco
ao solo (Konzen, 1999; Petersen et al., 2007). O cobre pode se depositar de maneira

acumulativa, levando a perdas em algumas culturas agricolas, danos a microbiota
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do solo, reduzindo a reciclagem de elementos, e danos a sistemas aquéticos como
alteracdes nas populacbes de algas e morte de peixes (Hanson & Stefan, 1984;
Flemming & Trevors, 1989; Epperson e Midla, 2007).

O formaldeido por sua vez pode ser lesivo aos seus manipuladores sendo
potencialmente carcinogénico, causando efeitos reprodutivos deletérios podendo
atravessar a barreira placentéria e causar alteracdes fetais, e de ordem reprodutiva
em machos (Kerns et al., 1983; Trasher & Kilburn, 2001; Epperson & Midla, 2007).

O uso de taninos € amplamente discutido na literatura cientifica com vistas,
muitas vezes ao seu usO na cura de couro para confecgdes (Haslan, 1995). Os
taninos apresentam a capacidade de complexacdo de metais como (Fe®*, Cu?*, AP**
e Ca®"); complexacéo de proteinas e polissacarideos e a formacéo de uma espécie
de pelicula que gera um ambiente no qual o processo de cicatrizacdo € beneficiado
e a atividade antibacteriana é evidenciada (Haslan, 1996; Smith et al., 2003). A
geracdo de perdxido de hidrogénio no meio contendo taninos oriundos da acacia
negra quando aerado foi capaz de reduzir a proliferacdo de Escherichia coli (Smith
et al.,, 2003). Os taninos encontrados em Schinus terebinthifolius foram também
responsabilizados por promoverem uma melhor cicatrizagcdo da pele em bovinos
(Lipinski et al., 2012). No uso em pedilavio foram atribuidos a taninos efeitos
benéficos de estratos glicélicos de Stryphnodendron adstringens sobre o tratamento
de DDB (Silva et al., 2015).

Kulow et al., (2015) avaliando cepas de microrganismos envolvidos em
infeccbes e doencas podais como Campylobacter sp, Dichelobacter sp,
Fusobacterium sp, Porphyromonas sp, Prevotella sp e Treponema sp, utilizando um
produto comercial a base de 6leo essencial de tomilho denominado Thymox (Timol
0,23%), encontraram doses inibitérias destes produtos inferiores a recomendada
pelo fabricante (1%) o que segundo eles demonstra a capacidade do produto em
eventualmente substituir o CuSO4 a 5%. O 6leo essencial de Thymus vulgaris em
doses entre 0,25 a 2% v/v controlou biofilmes de Staphylococcus aureus resistente a
meticilina, Staphylococcus epidermitis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa e Proteus mirabilis formados experimentalmente em
placas de poliestireno (Shuneigat et al., 2014).

O 6leo essencial de melaleuca é uma mistura complexa de hidrocarbonetos,

monoterpenos, sesquiterpenos e alcoois (Carson & Riley, 1994; Carson et al., 2006).
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Apresenta amplo espectro de acdo antimicrobiana, apresentando concentragdes
inibitérias minimas de 0,25 % a 0,5 % para Escherichia coli, Staphylococcus aureus
e Candida albicans, e de 0.016% a 1% para outras cepas bacterianas, incluindo
Fusobacterium nucleatum e Bacterioides sp. (Mann et al., 2000; Carson et al., 2006).
A maioria das cepas bacterianas (Gram positivas, Gram negativas e anaerobias) é
sensivel a concentracdes de até 1% do 6leo essencial (Carson et al., 2006). Sendo
gue nestas concentracdes minimas inibitorias ocorreram alteracdes da estrutura de
membrana bacteriana com aumento da permeabilidade, e extravasamento de
contetdo intracelular (Carson et al., 2006). Este Oleo essencial, em uso tdépico
apresenta também a capacidade de modulacdo da atividade imunolégica, com
reducéo da producdo de TNFa, prostaglandina E,, interleucina 1 e interleucina 10 (
Caldefie et al., 2006, Carson et al., 2006). Smith et al., (2014) testaram um produto
comercial a base de 6leo essencial de melaleuca 3 % (Provita Hoofsure®). O produto
comercial se mostrou similar ao CuSO, em reduzir lesdes iniciais de DDB.

O género Eucalyptus é proveniente da Australia e amplamente cultivado em
regides tropicais, subtropicais e mediterraneos sendo o seu 0leo, e outras partes da
planta, utilizado com fins anti-inflamatérios e antissépticos (Rocha & Santos, 2007;
Tohidipur et al., 2010). Estudos demonstraram efetividade do Oleo essencial de
Eucalyptus globolus contra cepas de estafilococos resistentes a meticilina (Tohidipur
et al., 2010; Mulyaningsih et al., 2011). Também foi atribuida atividade
imunomodulatéria ao 1-8 cineol, evidenciada na reducdo da producdo de oxido
nitrico e de gama interferon em macrofagos de murinos (Juergens et al., 1998;
Juergens et al., 1998b; Vigo et al., 2004; Serafino et al., 2008). Nao foi encontrado
na literatura consultada o uso de Oleo essencial de Eucalyptus globolus em
pedilavios bovinos.

O objetivo deste trabalho foi avaliar solugdes de pedilivio elaboradas a partir
dos 6leos essenciais de Melaleuca alternifolia (0,17% v/v), de Eucalyptus globolus
(0,41% vlv), Thymus vulgaris (0,13% v/v) e de taninos derivados de Acacia mearnsii
(15% m/v) em relacdo ao tratamento padréo utilizado a base de CuSO, e
formaldeido, bem como avaliar a eficacia destas substancias em células bacterianas
aderidas a parede do casco a fim de buscar novas alternativas ao tratamento padrao
visando mitigar os possiveis efeitos deletérios dos tratramentos a base de CuSO4 e

formaldeido ao meio ambiente, a salde dos animais e de seus manipuladores.
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Material e Métodos
O experimento ao todo foi dividido em quatro etapas:

Na primeira etapa foi confeccionado um modelo de simulacdo de pedilavio
consistindo em um simulacro em vidro temperado com 80 cm de comprimento, 50
cm de altura, 40 cm de largura para abrigar 30 litros de solucdo de banho a 10 cm
de profundidade. Para a simulacdo da movimentacao do liquido pela passagem dos
animais, utilizamos de um servo motor, modelo TRAXXAS 2018 acoplado a duas
hastes de inox as quais continham cada uma delas uma unha extraida do cério
digital bovino segundo Ossent & Lischer, (1997). Para a programacao do servo
motor utilizamos o ambiente de desenvolvimento integrado (Integrated Development
Environment) IDE Arduino com a linguagem de programacao C++. O funcionamento
do sistema consta na figura 1 e os algoritmos de programacao no anexo A.

Todo o ensaio descrito a seguir foi realizado com trés repeticbes em trés
momentos distintos e em triplicata.

Para simularmos a contaminacao por fezes bovinas no pedilivio de bancada
semelhante as encontradas em um pedilivio de campo, mensurou-se a quantidade
de matéria organica depositadas por sucessivas passagens de vacas em um
pedilivio em uso na fazenda prépria da universidade. Amostras homogeneizadas
foram tomadas a cada 120 passagens, para obtencdo do teor de matéria seca
existente no liquido de banho, em quatro momentos (120, 240, 360 e 600
passagens). As amostragens ocorreram em trés meses distintos em agosto,
setembro e outubro de 2015. As amostras obtidas (n= 12) foram pesadas, retirou-se
uma aliquota de 30 g, pré secou-se (65 a 70 °C por 72 horas), em seguida
submeteu-se a temperatura de 105°C por 24 horas. O teor de umidade foi obtido
através da diferenca final de peso.

O mesmo procedimento foi realizado com em um pool de amostras de fezes,
em trés repeticbes, oriundas diretamente de animais, imediatamente apos serem
depositadas ao piso das instalacdes para que pudéssemos estimar a quantidade de
fezes frescas presentes no pedilivio para adigdo manual posterior no modelo de
bancada.

As alteracdes de pH, concentracédo de sais e solidos dissolvidos totais, TDS,
foram mensuradas com aparelho portatii PCE-PHD1® nas 120, 240, 360 e 600
passagens pelo pediltvio.
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Na segunda etapa, pela auséncia critério concreto de uso em pedilivio para
a maioria dos Oleos essenciais, estabelecemos um critério econémico. Os
tratamentos a base de O6leos essenciais de Melaleuca alternifolia, Eucalyptus
globolus, Thymus vulgaris e de taninos derivados de Acacia mearnsii, deveriam
custar o mesmo valor pago pelos produtores de leite para um tratamento controle
positivo a base de CuSO,4 2% + Formaldeido 3% (Grongnet et al., 1981). Para tanto
se or¢cou o0 preco meédio para o tratamento controle positivo em comeércio local e
eletrbnico, excetuando-se grandes industrias quimicas, com acesso restrito a
pessoas juridicas. Com base no valor obtido foram calculadas as doses dos
produtos testados. Os valores em Reais (R$) constam na tabela 2. Os Oleos
essenciais foram adquiridos da empresa Ferquima, Industria e Comércio de Oleos
essenciais, e os taninos da empresa Seta S/A Extrativa de Taninos de Acacia. A
ficha técnica dos produtos, com suas caracteristicas fisico quimicas, consta no
anexo B.

As substancias testes foram denominadas de controle negativo CN (apenas
com agua e material organico como liquido de banho), controle positivo (CP) com
CuS0O, 2% + Formaldeido 3% como liquido de banho, tratamento T1 com Oleo
essencial de Melaleuca alternifolia 0,17% v/v, tratamentoT2 com 6leo essencial de
Eucalyptus globolus 0,41% v/v, tratamento T3 com O6leo essencial de Thymus
vulgaris 0,13% v/v e tratamento T4 com taninos derivados de Acacia mearnsii 15%
m/v.

Para o tempo de simulacéo foi respeitado um intervalo correspondente ao
periodo de tempo entre ordenhas adicionando-se a quantidade média de matéria
organica encontrada apds 120 passagens (3,46 %), 240 passagens (12 horas apos
as 120 passagens com 9,93 % de MO), 360 passagens (8 horas apdés as 240
passagens com 34,21 % de MO). As 600 (34,21 % de MO) e 900 (34,21 % de MO)
passagens foram realizadas imediatamente na sequéncia das 360 passagens por
mais 3 horas ap6s o final das 360 passagens. Para calcular a quantidade de fezes a
ser adicionada na solucdo, simulando a contaminagdo por MO, utilizamos o valor
médio de 14,09 % de matéria seca encontrada na analise das fezes frescas. No total
adicionaram-se 10264 g de fezes bovinas em 30 litros de solucdo de banho por
tratamento durante toda a simulagcdo. Foi realizada contagem total de

microrganismos aerébicos mesofilos em agar padrdo de contagem e solucao salina
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peptonada 0,1% como diluente. Para a mensuracdo microbiolégica no liquido de
banho foram colhidas amostras de 100 ml de liquido (dos tratamentos T1, T2, T3 e
T4, além dos controles positivo e negativo) divididas em 7 pontos de amostragem,
incluindo os quatro cantos do simulacro, dois pontos intermediarios da largura do
simulacro, e a zona central do mesmo, em seguida foi homogeneizado a amostra em
um béquer e entdo colhido 10 ml desta, ressuspendido em 90 ml de solucao salina
peptonada 0,1% estéril. Na sequéncia realizaram-se as diluicbes seriadas sendo
entdo distribuido 0,05 ml da diluicdo em agar padrao de contagem de mesdfilos, a
incubacdo ocorreu a uma temperatura de 37,5°C por 48 horas para entdo ser
realizada a contagem das unidades formadoras de colonia (UFC). A contagem no
liquido realizou-se com amostras obtidas nos momentos correspondentes a 120,
240, 360, 600 e 900 passagens.

As alteracdes de pH, concentracdo de sais e sélidos dissolvidos totais, TDS,
foram mensuradas com aparelho portatil PCE-PHD1® nas 120, 240, 360, 600 e 900
passagens pelo modelo de bancada.

Apés analises estatisticas prévias da primeira simulagcdo no modelo in vitro,
os tratamentos T1 e T2 foram excluidos das analises de fixacdo bacteriana a parede
do casco e de efeito direto sobre o digito de animais, por se mostrarem inefetivos em
reduzir as contagens bacterianas no liquido de banho.

Na terceira etapa avaliou-se a formacao de biofilmes da parede do casco
bovino nos tratamentos T3 e T4. Para a mensuracdo da aderéncia bacteriana a
superficie do casco bovino e formacéo de biofilmes utilizaram-se de fragmentos de
0,5 cm? obtidos da parede lateral do casco bovino. Os fragmentos foram submetidos
a esterilizacdo através do oxido de etileno para se evitar alteragdes estruturais da
gueratina devida as altas temperaturas do processo de autoclavagem, bem como as
membranas de fita adesiva de polietileno e algodao destinados ao isolamento da
face interna destes fragmentos.

Para realizar a mensuracao da aderéncia bacteriana nos fragmentos de casco
bovino, isolamos a face interna do fragmento com adesivo de polietileno e algodao,
em seguida impermeabilizamos a face externa da fita com esmalte incolor. Apos a
secagem do esmalte, os fragmentos foram imersos por 24 horas no esterco extraido
diretamente das instalagbes dos animais, e que se apresentava sem alteracoes

como liquefacéo ou perda de coesédo das fezes, vindas de animais saudaveis, sem
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alteragbes gastrointestinais visiveis. ApOs este processo os fragmentos foram
retirados do esterco, lavados levemente com pisseta, contendo 4gua destilada, pela
superficie envolvida com a fita adesiva de forma a retirar colénias fracamente
aderidas a superficie do casco, em seguida aguardou-se a secagem dos fragmentos
por 10 minutos a temperatura ambiente. O fragmento entdo foi submerso nas
diferentes solugbes (CN, CP, T3 e T4) por duas vezes de 10 s cada totalizando 20 s.
As solucbes podiam nao conter material organico (0 passagens) ou conté-lo com
3,46%, 9,93%, 34,21% de MO, correspondendo respectivamente as 120, 240 e 360
passagens perfazendo um tempo total de simulagédo de 23 horas. A partir das 360
passagens nao foi mais realizada a simulagdo com imersao de fragmentos, pois este
foi o ponto de maior concentracdo de matéria organica. Apos a ultima imersao, e
secagem dos fragmentos, removeu-se a fita adesiva e acondicionou-se o fragmento
em tubos Falcon contendo 10 ml de solugcéo salina peptonada estéril 0,1%, sendo
levados ao banho com ultrassom por 30 minutos. Apds este periodo foram
realizadas as diluicdes logaritmicas correspondentes, foi feita a inoculacdo e cultura
em agar padrdo de contagem e incubou-se a 37,5 °C por 48 horas. Apds este
periodo realizou-se a contagem das unidades formadoras de coldnia em placa.

Para o controle absoluto, trés fragmentos de casco foram expostos as fezes
de bovinos por 24 horas e processados da mesma maneira para que obtivéssemos
as contagens de UFC que se aderiram a superficie do casco antes de serem
expostas aos tratamentos.

Na quarta e Ultima etapa as substancias que se mostraram possivelmente
equiparaveis ao tratamento CP (Thymus vulgaris T3 e Acacia mearnsii T4), foram
testadas em pedilivio de campo. Foram formados dois grupos de seis animais,
fémeas bovinas de 9 a 36 meses de idade os quais receberam os tratamentos com
taninos de Acacia mearnsii, (n=6 animais de 9 meses de idade), e Thymus vulgaris
(6 animais com 36 meses de idade média e primeira lactagdo). Os animais foram
passados em dois pedilavios, cobertos medindo 80 cm de largura por 270 cm de
comprimento em uma lamina de liquido de 10 cm de profundidade. Os pedilavios
foram divididos ao meio com parede em concreto de forma a se isolar o lado direito
que recebeu o tratamento teste, do lado esquerdo preenchido com agua conforme
mostram as fotos da figura 2. Os animais foram passados pelo pedilavio duas vezes
ao dia, de manha e a tarde por um periodo de 9 dias, ap0s passarem por um
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periodo de adaptacdo de 5 dias no qual o pedilavio foi preenchido para que os
animais se acostumassem com a rotina.

AplOs a passagem dos animais, os mesmos foram conduzidos para um
piquete de aproximadamente 500 m? onde foram observados por 20 minutos a fim
de se verificar possiveis alteracdes comportamentais como o ato de lamber o
espaco interdigital ou desconforto que levasse a troca constante do membro de
apoio. Apos estes 20 minutos os animais foram soltos ao piquete maior com nova
observacdo por mais 20 minutos a uma distancia de aproximadamente 20 metros.
Registros fotograficos foram feitos antes do inicio do tratamento e apos o término do
tratamento incluindo tomadas do membro inteiro, do espaco interdigital e viséo
lateral do membro.

Para analise estatistica foi utilizado o teste de normalidade de D’ Agostino &
Pearson seguido de analise de variancia ANOVA e teste t pareado. Para a
comparacdo da proliferagcdo microbiologica, os dados sofreram transformacéo
logaritmica, seguida de andlise de variancia ANOVA e teste t pareado. Utilizou-se o

software Graphpad Prisma® 2006.

=

Figura 1: Esquema de funcionamento do modelo de pedilivio de bancada VacaPed®, circulos marrons
representando os cascos e o liquido em laranja. Flechas indicando o movimento de imersdo e retirada
(1passagem).

Figura 2: Vista em diagonal e frontal de pedildvio dividido em duas porc¢des na qual o lado direito continha o
tratamento (T3 ou T4), o lado esquerdo continha o controle negativo CN.
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Resultados e discusséo

Os resultados do levantamento de precos que foram utilizados para a
determinacdo das quantidades de Oleos essenciais e de taninos a serem
empregados nos tratamentos se encontram na tabela 1.

Podemos observar uma ampla variagdo nos pre¢os dos insumos, tanto do
CuSO0,, quanto do formaldeido. Os precos foram levantados em sitios digitais e lojas
agropecuarias, levando em conta a facilidade de acesso a qualquer produtor
interessado na compra destes insumos, quantidades maiores, bem como compras
realizadas diretamente de industrias quimicas de acesso restrito a pessoas juridicas
ndo foram incluidas, embora as mesmas possam baratear o custo médio do
tratamento. O custo médio da solu¢do CP com CuSO4 2% + Formaldeido 3% foi de
R$ 0,9036 por litro. As demais dosagens dos oOleos essenciais e dos taninos de

Acacia mearnsii, foram baseadas diretamente nestes valores.

Tabela 1: Valores médios, minimos e maximos dos pre¢cos de mercado para CuSO, em po
e Formaldeido liquido a 37 %. Valores correspondentes e doses economicamente
equiparaveis de quatro substancias antimicrobianas substitutas aos tratamentos com
formaldeido e CuSO,,

CuSOy prego por kg em R$ (n=24) Formaldeido prego por litro em R$ (n=50)
R$ =19,12 (15,36 a 28,00) R$ = 17,83 (6,55 a 49,90)

Quantidade equiparavel a
solucdo controle CuSQOy4 2
% + Formaldeido 3% em %

Substancias antimicrobianas Valor em R$
a serem testadas

Tanino de Acacia mearnsii (kg) 4,34 15-20%
Melaleuca alternifolia (L) 520,00 ~0.17%
Eucalyptus globolus (L) 220,00 ~0,41%
Thymus vulgaris (L) 720,00 ~0,13%

Obs.: TOTAL POR LITRO DE SOLUGAO CONTROLE R$ = 0,9036

No caso dos taninos a solucdo a 20%, que corresponderia ao valor
aproximado do CP demonstrou-se demasiadamente saturada optando-se pela
reducdo para 15% de concentracdo em liquido de banho. Se nos basearmos nas

diretrizes estipuladas por Cook et al., (2012), para um pedilavio com 270 cm de
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comprimento, 80 cm de largura preenchido a pelo menos 10 cm de profundidade,
teriamos um total de 216 litros de solu¢cdo empregados a um custo de R$ 195,18
para a solucdo CP. Se considerarmos o ponto de saturacdo de matéria organica e
estabelecermos este como momento onde o contetdo do pedilavio deve ser trocado
(360 passagens, tabela 3) o custo serd de R$ 0,54 por passagem de animal, este
custo cairia para R$ 0,216 caso a substancia seja efetiva até as 900 passagens
como estipulada por Grongnet et al., (1981). Deve-se observar a volatilidade e a
reducdo da concentracdo de formaldeido no liquido de banho, ndo devendo o tempo
em que os tratamentos sdo armazenados ao ar livre ser muito alto (Holzhauer et al.,
2004).

Em relacio ao CP o0 mesmo demonstrou ser efetivo em maiores
concentracfes de MO (até 34,21%) sendo um tratamento que pode ser trocado com
um maior nimero de passagem de animais. As concentracdes de formaldeido no
liguido de banho podem cair a taxas de 50% da concentragao inicial em um espaco
de tempo aproximado de 2.4 dias, oscilando este valor entre 300 e 320 passagens
de animais pela solucdo de banho, e que pode variar de acordo com a temperatura
ambiente, pois um incremento desta podera aumentar a taxa de evaporacdo do
formaldeido (Holzhauer et al., 2004). Por isso o periodo de tempo em que a solucéo
de banho é utilizada devera ser observado para posterior descarte da solugao.

Para o 6leo essencial de Melaleuca foram relatadas doses minimas inibitérias
para algumas cepas bacterianas que oscilaram de 0,016 a 1%, porém a maioria das
espécies bacterianas analisadas € sensivel a concentracfes acima de 0,6%,
(Carson et al. 2006). O que pode explicar que a falta de eficiéncia do tratamento T1
em modular a proliferacdo de mesofilos foi a dose escolhida, baixa, porém dentro do
critério estabelecido de competir economicamente com o CP.

Quanto ao Oleo essencial de Eucalyptus globolus, as concentracdes inibitorias
minimas oscilam de 0,0085 a 0,025% contra cepas bacterianas resistentes a
antibioticos (Mulyaningsih et al., 2009; Tohidipur et al., 2010). Mesmo em dosagens
mais altas no T2 ndo encontramos efeitos sobre a proliferacéo total de mesdfilos. A
ndo atuacao dos 0leos essenciais de Melaleuca alternifolia e de Eucalyptus globolus
nesta concentracdo pode ser devido ao fato da densidade de ambos serem
relativamente baixa (0,885 a 0,930 a 20°C) e a pouca miscibilidade destes 6leos

puros, ndo manipulados farmacologicamente, com a 4gua.
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O T1 na dose utilizada apresentou resultados similares de inibicdo da
proliferacdo de mesdfilos do CN (p= 0,95) ao passo que o T2 apresentou média de
UFC superior ao CN (p= 0,02) conforme observavel no grafico 1. Por isso ambos os

tratamentos foram retirados das fases posteriores do experimento.
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Gréfico 1: Teste piloto em pedilivio de bancada para comparacao dos tratamentos T1 (Melaleuca alternifolia), T2
(Eucalyptus globolus), T3 (Thymus vulgaris) e T4 (taninos de Acacia mearnsii)) com os CP e CN sobre a
proliferacdo bacteriana, em Log UFC/ ml. Letras diferentes no topo das colunas indicam que houveram
diferengas significativas entre os grupos para p <0,0001.

Os teores de sais e de solidos dissolvidos totais foram préximos entre o T3 e
o CN diferindo brevemente (p< 0,0001), porém foram muito diferentes do CP
(p<0,0001) (gréfico 2 e 3). O T4 mostrou altas concentracdes de TDS e sais que
diferiram tanto do CP quanto do CN e do T3 (gréficos 2 e 3).
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Gréfico 2: Valores de TDS para os tratamentos T3(Thymus vulgaris) e T4 (taninos de Acacia mearnsii), em
comparagdo com os controles CP (positivo) e CN (negativo) letras diferentes acima das colunas houve diferenca
entre grupos para p< 0,0001.
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Gréfico 3: Comparacdo da concentracdo de sal em% dos tratamentos T3 (Thymus vulgaris) e T4 (taninos de
Acacia mearnsii) com os controles positivo (CP) e negativo (CN). A média dos valores dos grupos marcados com
letras diferentes (a, b, c, d) acima das colunas diferiu estatisticamente para p< 0,0001.

Quanto ao pH, tanto a mistura contendo Thymus vulgaris (pH médio = 7,13)
guanto a que continha Acacia mearnsii (pH médio = 5,99) diferiram dos controles e
entre si 0 que pode ser observado no grafico 4. Nenhuma das substancias
apresentou pH alcalino e nem inferior ao pH do CP demonstrando que este ndo é

um fator limitante dos tratamentos.
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Gréfico 4: Comparagéo de pH entre ao controle negativo (CN), Positivo (CP), e o tratamento (T3) com Thymus
vulgaris e T4 com taninos de Acacia mearnsii. A média dos valores dos grupos marcados com letras diferentes
(a, b, c, d) acima das colunas diferiu estatisticamente para p< 0,001).

O T3 foi capaz de reduzir as contagens de mesofilos aerébios totais de forma
mais eficiente do que o CN, porém menos eficiente do que o CP. O CP foi efetivo em
manter as contagens bacterianas abaixo da dos tratamentos T3 e T4 em todos 0s
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momentos analisados (grafico 5). O tratamento com Thymus vulgaris demonstrou
valores de contagem bacterianas nas primeiras 120 passagens (3,46% MO)
semelhante as 240 (9,93% MO) e 600 passagens (34,21% MO) do CP o que
demonstrou que o tratamento com Thymus vulgaris na dose utilizada n&o é superior
ao CP. O T4 nao foi eficiente, pois nas primeiras 120 passagens as contagens de
aerdbios mesdfilos foram maiores do que as obtidas para o CP e semelhante ao CN

como consta no grafico 5.
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Gréfico 5: Valores médios de UFC, log transformadas, em tempos de simulagdo com 120(3,46% MO), 240(9,93%
MO), 360(34,21% MO), 600(34,21% MO) e 900(34,21% MO) passagens para as trés repeticdes em modelo de
pedilivio de bancada. * acimas das colunas demonstram que houve diferenca significativa entre os tratamentos
dentro de cada intervalo de simulagéo para p<0,005

Em estudo realizado por Dopfer et al., (2013) sobre a dermatite digital bovina
onde foi utilizado produto comercial a base de 6leo essencial de Thymus vulgaris
(Thymox 1%®), o mesmo apresentou resultados semelhantes ao grupo tratado com
CuSO, a 5%, tanto na reducéo de formas cronicas quanto no numero de animais
sem lesGes de DDB no rebanho. A MIC contra Treponema sp. ficou em 0,004% de
Thymox® com 20% de esterco bovino. Kulow et al., (2015), encontraram
concentracdes inibitérias minimas de Thymox® menores que 0,02% para algumas
cepas bacterianas de Campylobacter faecalis, Dichelobacter nodosus,

Fusobacterium necrophorum, e também para algumas cepas de Treponema sp.,
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com um periodo de exposicao de 30 s ficando na média as doses inibitérias em
0,2083% de timol. Estes resultados demonstram que as doses utilizadas no
experimento podem ser efetivas contra cepas bacterianas especificas de algumas
doencas podais, e que as avaliacbes microbioldégicas mais amplas como a de
aerobios mesdfilos, podem ser indicativos para testes futuros das substancias com
cepas bacterianas especificas.

No presente estudo o T3 foi capaz de manter contagens bacterianas estaveis
até o intervalo entre 9,93% a 34,21% de MO de matéria organica em uma
concentracdo de 0,13% v/v de 6leo. O T3 se mostrou superior ao T4 (p= 0,0008)
com médias que abrangeram todos os momentos analisados variando de 1,14 &
2,74 Log UFC/ml Thymus vulgaris, contra 1,85 a 2,96 Log UFC/ml Acacia mearnsii)
se comparados a varia¢ao de 0,35 & 1,48 Log UFC/ml para o CP) e (2,4 a 4,04 Log
UFC/ml para o CN). A inefetividade de ambos os tratamentos T3 e T4 a partir das
360 passagens demonstra que a solucdo de banho deve ser trocada no intervalo
entre 240 e 360 passagens. Portanto os tratamentos analisados ndo se mostraram
melhores do que o CP em reduzir as contagens bacterianas.

Quanto a formacao de biofilmes o grafico 6 demonstra os valores obtidos para
os tratamentos T3 e T4 em comparagao aos controles, notamos que tanto T3 quanto
o CN, e o CP foram capazes de reduzir a formacdo de filmes bacterianos na
superficie do casco em comparacdo com os fragmentos que ndo foram submetidos
a nenhum tratamento, porém ndo houve diferenca significativa entre a média das

simulacdes de 0 a 360 passagens entre T3, CN e CP (p de 0,13 a 0,98).
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Gréfico 6: Média e desvio padrao da contagem total de microrganismos mesofilos em UFC crescidos
sobre estojo corneo bovino de toda a simulagdo abrangendo 0 (0% MO) a 360 (34,21% MO)
passagens. Letras diferentes acima das colunas significam que houve diferenca estatistica
significativa para a média geral dos grupos (p< 0,0001).
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Em relacdo as concentracdes de matéria organica, houve diferencas entre os
tratamentos em reduzir os biofilmes formados como pode ser visto na tabela 2, no
geral as contagens bacterianas aumentaram entre 0 e 34,21% de matéria organica
O tomilho se mostrou equivalente ao CP em reduzir as contagens bacterianas nos
fragmentos, sendo ambos mais eficientes que o CN quando na auséncia de matéria
organica vide tabela 2. Nenhum dos tratamentos na média demonstrou ser superior
ao CN em controlar a formacao de biofilmes, sendo que os mesmos foram mais
eficientes do que o CN apenas em controlar células planctonicas e, portanto, o
controle da aderéncia bacteriana ao casco bovino ndo parece ser um fator

relacionado ao tratamento CP.

Tabela 2: Comparacéo entre a eficicia dos tratamentos T3 e T4 frente aos controles CP e CN, na
reducdo da aderéncia bacteriana a superficie do casco bovino em relacao a elevagédo da
concentracao de matéria organica no liquido de banho. Simulacdo em pedilavio de bancada.

CN CP T3 T4
(Thymus vulgaris) (Acacia mearnsii)

a* b* b* c*

0 % (MO) 3,46 3,11 2,90 4,44
a* a* a** b*

3,46% (MO) 3,57 3,29 3,51 4,39
a** a** a** b*

9,93% (MO) 4,17 4,11 3,67 4,74
3.52% 3,69% 4,63 4,65

34,21% (MO)

Letras diferentes na mesma linha - valores que diferiram estatisticamente. NUmeros diferentes de *
na mesma coluna - valores que diferiram estatisticamente (p<0,05).

Em relacdo ao T4 os valores de UFC foram maiores do que o CN (p< 0,0001),
porém também foram menores do que nos fragmentos que n&o receberam
tratamento algum (p< 0,0001), o que demonstra que houve reducéo na formacao de
biofilmes, porém de forma menos eficiente do que com a agua apenas.

Foi a primeira vez que em que taninos derivados da acacia negra foram
testados em pedilavios. As contagens bacterianas entre 3,46% e 9,93% de matéria
organica em liquido de banho ficaram entre 1,85 a 2,27 Log UFC/ml se comparados
ao T3 (1,14 a 1,69 Log UFC/ml). Apenas o T3 demonstrou potencial de controle
bacteriano semelhante as solu¢des de 6xido de zinco, polihexametileno biguanida e
associacfes de cal (5%) com polihexametileno biguanida as quais apresentaram

valores na ordem de 10° (1 Log) UFC/ ml (Cunha et al 2002). N&o foi mencionada a
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concentracdo de matéria organica no liquido de banho nestes estudos o que dificulta
uma comparac¢ao mais aprofundada.

Um experimento realizado com Stryphnodendron adstringens, (20% de
taninos), demonstrou efeito benéfico do tratamento sobre a cicatrizacdo de ferida
cirirgica de DDB (Silva et al.,, 2015). Os taninos apresentam a capacidade de
complexacdo de metais, proteinas e polissacarideos levando a formacédo de uma
espécie de pelicula que gera um ambiente no qual o processo de cicatrizacdo €
beneficiado e a atividade antibacteriana é evidenciada (Haslan, 1996; Smith et al.,
2003). Tais fatores podem eventualmente ser considerados como benéficos aos
tratamentos de afeccdes podais, e por isso avaliagbes diretas nos animais foram
realizadas.

Em relacdo aos testes com bovinos, ambas as substancias nao
demonstraram efeito colateral visivel, apd6s a exposicdo ao tratamento de vacas

saudaveis figura 3
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Figura 2: Acompanhamento fotografico antes, fotos acima, e depois (fotos abaixo) do membro
posterior direito de um dos animais submetidos ao tratamento em pedilivio a base de Acacia
mearnsii 15%. Notar o forte tingimento do pelo provocado pelo tratamento, ndo se observou
nenhuma reacéo adversa e nem comportamental no periodo avaliado.

Concluséo
Concluimos que os 6leos essenciais de Melaleuca alternifolia e de Eucalyptus
globolus nas concentragcdes usadas nao inibem a proliferacdo bacteriana em
pediluvio de bancada. Os taninos derivados de Acacia mearnsii mesmo passando
pelos testes de triagem nao foram efetivos em controlar as populagdes bacterianas
presentes no liquido de banho e nem capazes de reduzir a formacao de biofilmes. O
0leo essencial de tomilho branco (Thymus vulgaris) na concentracdo usada se
mostrou efetivo em controlar a proliferacdo bacteriana no liquido de banho. Quanto
aos fragmentos de casco bovinos a capacidade de reducdo da aderéncia de

biofilmes foi perdida quando da adicdo de matéria organica sendo que nenhum
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tratamento, nem mesmo o CP foi capaz de, na média, ser superior ao CN. Os
tratamentos CP e T3 tem efeito sobre células planctonicas e pouco efeito sobre
biofilmes. N&o foram observadas reacdes adversas quanto ao uso de Thymus
vulgaris e Acacia mearnsii em pedilGvios de campo. E necessaria a realizagdo de
estudos clinicos mais aprofundados para averiguar seus efeitos sobre algumas

doencas podais especificas bem como possiveis associacdes.
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CAPITULO 5

CONCLUSAO:

Desenvolveu-se um modelo de pedilivio de bancada VacaPed® que pode ser
utilizado para a triagem de substancias com potencial a serem utilizadas em
pediluvios de campo, com a vantagem de acelerar o processo de busca e reduzir os
custos. Aprimoramentos Sao necessarios para se simular outras variaveis como
sélidos dissolvidos, e se avaliar também o efeito do material de construcdo dos
pedilivios de campo sobre o controle bacteriano. Concluimos que os Oleos
essenciais de Melaleuca alternifolia e de Eucalyptus globolus ndo apresentam
capacidade de inibicdo da proliferacéo bacteriana no pedilivio VacaPed® nas doses
economicamente equiparaveis aos tratamentos habituais com CuSO,; 2% +
Formaldeido 3%. O 6leo essencial de tomilho branco (Thymus vulgaris) na
concentracdo usada se mostrou efetivo em controlar a proliferacdo bacteriana no
liguido de banho. Quanto aos fragmentos de casco bovinos a capacidade de
reducdo da aderéncia de biofilmes foi perdida quando da adi¢cdo de matéria organica
sendo que nenhum tratamento, nem mesmo o CP foi capaz de, na média, ser
superior ao CN. Os tratamentos CP e T3 tem efeito sobre células planctonicas e
pouco efeito sobre biofilmes. Nao foram observadas rea¢gdes adversas quanto ao

uso de Thymus vulgaris e Acacia mearnsii em pedilivios de campo.
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ANEXO A

Algoritimos de proGramacao do Servo motor TRAXXAS 2018®, IDE ARDUINO:

include <LiquidCrystal.h>
#include <Servo.h>

#include <EEPROM.h>
Servo myservo;

LiquidCrystal lcd(12, 13, A2, A3, A4, Ab);
int led = 0;

int pos = 0;

int aDDBr=0;

int repet = 0;

int amplitude=0;

byte cycle;

int analogPin=A0;
void setup()

{

pinMode(led, OUTPUT);
pinMode(13, OUTPUT);
pinMode(12, OUTPUT);
pinMode(A2, OUTPUT);
pinMode(A3, OUTPUT);
pinMode(A4, OUTPUT);
pinMode(A5, OUTPUT);

/[ attachinterrupt(1,amp,RISING);
myservo.attach(5);

lcd.begin(16, 2);

Icd.clear();

/[pinMode(motorlPin , INPUT);
Icd.setCursor(0,1);

lcd.print("Setup OK!");
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definir();}

void definir()

delay(200);

Icd.clear();
lcd.setCursor(0,1);//coluna,linha
lcd.print("Ult.rep:");
lcd.setCursor(9,1);

cycle = EEPROM.read(0);
lcd.print(cycle,DEC);
delay(2000);

void loop() {

Icd.clear();

Icd.setCursor(0,1);

lcd.print(repet);

amplitude = analogRead(analogPin);

amplitude = amplitude/6;

for(pos = 0; pos <= amplitude; pos += 1) // goes from 0 degrees to 180 degrees

/l'in steps of 1 degree

digitalWrite(led,HIGH);
myservo.write(pos); /I tell servo to go to position in variable 'pos'
delay(20); I/ waits 15ms for the servo to reach the position

}

for(pos = amplitude ; pos>=0; pos-=1) // goes from 180 degrees to 0 degrees

digitalWrite(led,LOW);

myservo.write(pos); /I tell servo to go to position in variable 'pos'
delay(20); /I waits 15ms for the servo to reach the position
}
repet++;
EEPROM.write(aDDBr, repet);
}
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ANEXO B

EspecificacBes técnicas dos produtos utilizados como tratamento

Acacia mearnsii Especificacbes
Tanantes 72,5 % (minimo)
N&o tanantes 26,5 % (maximo)
Insoltveis 1% méaximo
Umidade 7%
pH 43-4,7
Melaleuca Alternifolia Especificaces
Aparéncia Liguido limpido
Cor Incolor a Amarelo Claro
Odor Caracteristico
Impurezas Isento
Densidade (20°C) 0,885 - 0,906
indice de Refrag&o (20°C) 1,470 — 1,482

o Terpinen-4-ol = 42%; Gama Terpinene = 23%; Alpha
Principais Componentes . )
Terpinene = 11%,; Cineol = 2%

Eucalyptus Globolus Especificaces
Aparéncia Liquido limpido

Cor Incolor a Amarelo Palha

Impurezas Isento

Odor Fresco, canforado, tipico
Densidade (20°C) 0,905 - 0,930
indice de Refragdo (20°C) 1,450 — 1,470

Rotacao Otica [0°% +10°)

L 1,8 Cineol = 81 %; Limonene = 9.1 %,
Principais componentes )
Alpha pinene = 2.7 %.

Thymus vulgaris Especificacdes
Aparéncia Impurezas Isento Liguido Limpido Incolor a Amarelo Claro
Odor Caracteristico
Impurezas Isento
Densidade (200C) 0,890 — 0,930
indice de Refrac&o (200C) 1,490 - 1,510
Principal componente Timol
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