PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO PARANA
ESCOLA DE CIENCIAS DA VIDA

PU&PR PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA ANIMAL

GRUPO MARISTA

BRUNO INACIO CORREA DE OLIVEIRA

Uso intramamario de 6leo essencial de melaleuca (Melaleuca
alternifolia) em vacas bovinas e bubalinas leiteiras

Intramammary use of tea tree oil (Melaleuca alternifolia) in dairy cows and buffaloes

CURITIBA
2021



BRUNO INACIO CORREA DE OLIVEIRA

Uso intramamario de 6leo essencial de melaleuca (Melaleuca
alternifolia) em vacas bovinas e bubalinas leiteiras

Intramammary use of tea tree oil (Melaleuca alternifolia) in dairy cows and buffaloes

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pos-Graduacdao em Ciéncia Animal, area de
concentracdo Patologia, clinica e cirurgia
veterindria, da Escola de Ciéncias da Vida da
Pontificia Universidade Catolica do Parand,
para obtencao do titulo de Mestre em Ciéncia
Animal.

Orientador: Prof. Dr. Rudiger Daniel Ollhoff

CURITIBA
2021



FICHA CATALOGRAFICA

Oliveira, Bruno Inacio Corréa

Uso intramamario de 6leo essencial de melaleuca (Melaleuca alternifolia)
em vacas bovinas e bubalinas leiteiras. Curitiba, 29 de Marcgo de 2021, 89

P.

Dissertacdo (Mestrado) — Pontificia Universidade Catolica do Parana.

Programa de Po6s-Graduacao em Ciéncia Animal.

1. Mastite 2. Satude do Ubere 3. Terapia da vaca seca 4. Oleo essencial.
|. Pontificia Universidade Catélica do Parana. Escola de Ciéncias da Vida.

Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncia Animal




Dedicatoria
A0S meus pais, esposa, iIrmas e amigos!



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus pela oportunidade de conquistar um sonho. Pela forca
concedida para que na desafiante trajetéria eu pudesse superar todos os desafios que
se apresentaram, sem perder a fé e confianca no Seu poder;

A minha esposa Daniela C. P. de Oliveira, por todo amor, compreensao e
paciéncia, que nos dias dificeis com palavras de animo me auxiliou e me proporcionou
condic¢des de continuar em busca do objetivo;

A todos os meus familiares, principalmente aos meus pais, Adriano Corréa e
Tereza, pela educacgéo, amor e carinho. As minhas irmés, Raphaela Corréa e Rebeca
Corréa pelo amor e carinho, preocupadas em oracéo pedindo pela minha felicidade !

A todos os meus amigos e irmdos na fé, os quais tenho certeza de que rogam
por minha felicidade. Em especial ao Elcio de Almeida Costa, amigo, irm&o e principal
estimulante desse sonho. Por me fazer acreditar que todas as barreiras poderiam ser
superadas e que o meu sonho poderia por Deus e meu esfor¢o ser alcancado;

Ao meu orientador e exemplo, Prof. Rudiger Daniel Ollhoff, que me despertou
o grande amor pela Buiatria e a quem devo a gratidao pelo conhecimento conquistado
durante os anos por sua orientacéo; Pela amizade, respeito e confianca !

A empresa Dexter Latina representada pela Dr.2 Francinea Souza e sua equipe,
essenciais para a viabilidade desta pesquisa, destacando o Sr. Gustavo Dias e Bianca
da Silva, por todo apoio, ensinamento e boa vontade para que pudéssemos
desenvolver a ideia do medicamento. A todos os funcionarios da PUC — Parana, onde
destaco o Sr. Alceu Miguel Grebogi, por todos os ensinamentos, apoio e amizade;
Exemplo de amor e respeito aos animais. Aos Doutores José Lino Martinez e Joao Ari
G. Hill pela oportunidade de condugéo dos trabalhos nas unidades experimentais nas
quais sao responsaveis. Pelas boas conversas, conselhos e ensinamentos que me
proporcionaram em todos os momentos de convivéncia. A todos os funcionarios que
ajudaram a viabilizar o estudo.

A Capes — Fundacéo Araucaria por disponibilizacdo de bolsa de auxilio me
proporcionou condi¢des para dedicagdo no trabalho. Ao Programa de Pds-graduacao
da PUCPR (PPGCA) e todos os professores que me auxiliaram. Por fim, agradeco os

animais que me proporcionaram a oportunidade da pesquisa. Agradeco a todos !



SUMARIO

Péagina

SUMARIO ..ttt bbbttt Vi
LISTA DE FIGURAS ...ttt e e e e Vil
LISTA DE TABELAS ..ot IX
LISTA DE SIMBOLOS ....cuiiiiiiiiieieie ettt e X
LISTA DE ABREVIATURAS ..ottt Xi
FORMATO DA DISSERTAQAO .................................................................... 1
RESUMO .ot e e e e 2
A B ST R A C T i o 4
CAPITULO 1 ottt 6
INTRODUCAO E CONTEXTUALIZAGCAO ..o, 6
CAPITULO 2.ttt ettt 9
Uso de um medicamento com 0leo essencial de melaleuca (Melaleuca
alternifolia) na secagem e tratamento intramamario de vacas
o1 = LT PPPRPTTPP 9
CAPITULO 3.ttt ettt 44
Uso do 6leo essencial de melaleuca (Melaleuca alternifolia) para secagem

de bufalas Murrah de uma fazenda organica............cccceeeeiiiiiieeee e, 44
CAPITULO 4 <ottt 63
CONCLUSAOQ/IMPACTOS E PERSPECTIVAS FUTURAS......ccccveeiveenean 63
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...t 66
AN E X O S e a e 68

Vi



Figura 2.1

Figura 2.1

Figura 2.3

Figura 2.4

Figura 2.5

Figura 2.6

Figura 2.7

Figura 3.1

Figura 3.2

Figura 3.3

LISTA DE FIGURAS

Medidas ultrassonograficas (em mm) realizadas no teto
DOVINO. ..
Esquema demonstrativo dos exames realizados dentro da

alternancia de periodo seco e lactacéo das

17
Esquema demonstrativo dos exames realizados dentro do
periodo experimental no tratamento de mastite inaparente
dUrante @ laCtaGa0. .........uuvviiiiiiiiie e 18

Medidas anatébmicas em mm dos tetos (n=28) das vacas Jersey
feitas por ultrassonografia apresentados em meédia e desvio

padréo (X = a ) para 0 GOwmas (n=14) em comparacéo ao GPwvas

Comparacédo de CCS (x log?) intragrupo em controles leiteiros
oficiais, sendo o primeiro no momento da secagem e trés

controles no pos-parto para 0 GOsec (n=11) e GCsec

Comparacédo de CCS (x log!% em trés controles leiteiros oficiais

no pos-parto para GOsec (n=11) em comparacdo ao GCsec

Proporgéo (%) de cultura bacteriolégica negativa nos dias de
avaliacdo para 0 GOwmas (n=14) e GPmas (N=14).....uevvveveeeeeeeeeeeeennn. 26
Esquema demonstrativo dos exames realizados dentre a
alternancia de periodo seco e lactacdo das bufalas....................... 47
Medidas ultrassonograficas (em mm) realizadas no DO e D1 nas
bUfalas (GT; NT12) i 48
Caracteristicas anatébmicas peculiares em bufalas: a) Anel
proeminente na mucosa (seta verde); b) camada muscular mais
espessa, comprimindo a cisterna do teto (setas

AMATEIAS). .ttt 52

vii



Figura 3.4 Comparacdo de CCS (x log'®) intra e entre grupos em trés
controles leiteiros oficiais, no pdés-parto em comparacdo ao

momento da secagem para GT (n=12) e ano STVS (n=12)............

viii



Tabela 2.1

Tabela 2.2

Tabela 2.3

Tabela 3.1

Tabela 3.2

Tabela 3.3

LISTA DE TABELAS

Avaliacao termogréfica de tetos para o estudo de secagem de
vacas (n=80) com medidas em °C e média e desvio padréo (X +

a) de trés pontos de avaliacdo para 0 GOsec (n=44) e GCsec

Medidas anatbmicas em mm dos tetos (n= 80) de vacas
Holandesas feitas por ultrassonografia apresentados em média
e desvio padrdo (X * a) para o GOsec (n=44) em comparacéo
A0 GCSEC (NT36).ciiieiiiiiiiiiee et ee e e e aeee e
Quantidade e distribuicdo de patdégenos causadores de mastite
em 88 amostras positivas colhidas para 0 GOmas € GPmas
(cultura MicrobioldgiCa)..........ccvvvveiviiiiiiiiii e
Avaliacdo termogréfica de tetos bubalinos (n=48) com medidas
em °C e média e desvio padrdo (X + o) de trés pontos de
AVALIAGEOD. ..iiiiiiii i
Medidas anatdmicas em mm dos tetos (n=48) de bufalas Murrah
feitas por ultrassonografia apresentados em média e desvio
Padrdo (X£ 0) dOS tetOS.......ccveiiieiieciice e
Medidas anatdmicas em mm dos tetos anteriores (n= 24) e tetos
posteriores (n=24) de bufalas Murrah feitas por ultrassonografia

apresentados em média e desvio padrao (X £6)......ccccevvvrvriririrnnne.

21

22

27

50

51



% v/v

Kg

LISTA DE SIMBOLOS

Média e desvio padrao

Maior que

Menor que

Microlitros por mililitros
Porcentagem

Porcentagem volume por volume

Quilograma



LISTA DE ABREVIATURAS

ATCC® American Type Culture Collection

CEUA Comité de ética em pesquisa para o0 uso de animais
CBM Concentracao bactericida minima

CCS Contagem de células somaticas

CCT Comprimento do canal do teto

CIM Concentracdo inibitéria minima

CL Controle leiteiro oficial

CLSI National Committee for Clinical Laboratory Standards
CMT California mastitis test

DEL Dias em lactacao

DRF Diametro do teto

DTC Diametro da cisterna do teto

EF Exame fisico especifico

EMT Espessura da mucosa do teto

EPT Espessura da parede do teto

HPB Holandesa preta e branca

HVB Holandesa vermelha e branca

MAS Estudo de tratamento de mastite inaparente

MC Mastite clinica

OEM Oleo essencial de melaleuca

M10 Medicamento com Gleo essencial de melaleuca a 10%
M5 Medicamento com Gleo essencial de melaleuca a 5%
PS Periodo seco

PP Produto placebo

SEC Estudo de secagem

SIT Selante interno para tetos

TBT Temperatura da base do teto

TCB Taxa de cura bacteriologica

TCT Temperatura do centro do teto

TPT Temperatura da ponta do teto

TRI Termografia infravermelha



TVS Terapia da vaca seca
UP Ultima producdo
us Ultrassonografia de tetos

xii



FORMATO DA DISSERTACAO

A presente dissertacdo é composta por quatro capitulos. O capitulo 1
apresenta uma introducao geral, justificativa e os objetivos de estudo. O capitulo
2 aborda, em formato de um artigo cientifico completo contendo referéncias,
intitulado como “Uso de um medicamento com Oleo essencial de melaleuca
(Melaleuca alternifolia) na secagem e tratamento intramamario de vacas
leiteiras” que esta sendo formato nas normas da revista The Veterinary Journal
(anexo 1).

O capitulo 3 refere-se a artigo cientifico completo, intitulado como “Uso
do 6leo essencial de melaleuca (Melaleuca alternifolia) para secagem de bufalas
Murrah em uma fazenda orgéanica”, contendo referéncias e formatado nas
normas da revista Australian Veterinary Journal (anexo 2).

O capitulo 4 finaliza esta dissertacdo com conclusfes e consideracdes
finais, delineando o0s possiveis e impactos e perspectivas futuras do
conhecimento gerado. As referéncias do capitulo 1 encontram-se ao final da
dissertacéo.



RESUMO GERAL

A mastite € um dos principais problemas encontrados em propriedades
pecuérias leiteiras, afetando diretamente a producdo e a lucratividade da
atividade pela perda da saude. Para prevenir ou tratar as infecgcbes da mama
usam-se antibidticos, todavia, o uso sem critério contribui com a resisténcia
antimicrobiana um problema de salude Unica. Mediante a pressdao para uma
reducdo do uso de antibioticos, cresce a busca por alternativas, entre essas o
uso de medicamentos derivados de extratos vegetais. Objetivou-se investigar a
eficacia do uso Oleo essencial de melaleuca (OEM), derivado da arvore
Melaleuca alternifolia na secagem de vacas bovinas Holandesas e bubalinas
Murrah, assim como para o tratamento de mastites em vacas bovinas Jersey em
lactagéo. Formulou-se um medicamento com uma concentragéo de 5% de OEM
(M5), equivalente a 200mg de OEM por aplicacdo para protecdo de vacas
bovinas e bubalinas durante o periodo seco, e uma concentracédo de 10% (M10),
equivalente a 400mg de OEM por aplicagéo para tratamento da mastite em vacas
Jersey em lactacdo. Para a avaliagdo do OEM 5% (M5) determinou-se a
concentracdo inibitéria minima (CIM) e a concentracdo bactericida minima
(CBM). Verificou-se a inocuidade por meio de exame fisico especifico (EF),
ultrassonografia (US) e termografia infravermelha de tetos (TRI). A eficacia da
protecdo durante o periodo seco, foi avaliada pela comparacdo de exame de
secrecdo por meio do California mastitis test (CMT) no momento da secagem
(CMTs) e o CMT no pos-parto (CMTpp) e contagem de células soméaticas (CCS)
no momento antes da secagem (CCSs) e durante 100 dias de lactacdo (DEL) no
pés-parto (CCSpp), assim como foi avaliada a ocorréncia de mastite clinica (MC)
durante os 100 DEL. Os valores experimentais foram comparados com grupo
controle positivo (GCsec, h=9), com terapia da vaca seca (TVS) com antibiotico
comercial a base de cefalonio anidro 0,25g e excipiente g.s.p. 3,00g (Cepravin®)
e sulfato de neomicina 400 mg, bacitracina 5.000 Ul e veiculo g.s.p.
(Neomastic®). No estudo com bdfalas Murrah (n= 12), comparou-se 0s
resultados de forma retrospectiva perante dados historicos de lactagéo anterior.
As vacas foram examinadas fisico-clinicamente, por ultrassonografia e
termografia. A saude do ubere foi também monitorada nos primeiros 100 DEL

posterior ao tratamento e indiretamente por meio da CCS e o CMT. No uso do
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6leo de melaleuca 10% (M10), em experimento duplo cego, no tratamento de
vacas infectadas (CSS > 200.000 CCS/mL) no grupo com 6leo de melaleuca
(GOwmas, n=9), grupo placebo (GPwmas, n=10) e grupo controle negativo (GCwmas,
n=9), a avaliacdo da eficacia do tratamento, foi determinada por meio das taxas
de cura bacteriolégica (TCB) avaliadas comparadas antes do inicio do
tratamento, no dia 0 (D0), 24 horas apds o fim do tratamento, no dia 3 (D3) e 14
dias apos o inicio do tratamento (D14) com aplicacdo do M10. A comparacao
entre grupos em relacéo ao estudo de secagem de vacas bovinas, revelou uma
diferenca (P<0,05) nos valores CCS, superiores para o grupo com OEM (GOsec,
n= 11) em relacdo ao GCsec. Entretanto, o M5 demonstrou-se eficaz na
prevencdo de mastite clinica no pds-parto. Para o estudo de secagem de vacas
bubalinas, ndo foram observadas diferencas de valores de CCS e CMT
diferencas (P>0,05) entre as lacta¢des. Para o estudo de tratamento de mastite
inaparente, o exame fisico (EF) ndo apresentou diferencas (P>0,05) na
comparacao entre e intragrupos; porém, observaram-se maiores ocorréncias de
MC para o GP (P=0,0019). Para o M10 observou-se um efeito bacteriostatico,
verificado pelo aumento transitério da cultura negativa no D3 (P=0,0338). O
OEM, apesar de indicativos de inflamacéo aguda, mostrou-se seguro para uso
por via intramamaria nas concentracées testadas, sem efeitos adversos graves.
O produto mostrou-se efetivo para protecdo de vacas durante o periodo seco,
porém ineficaz para o tratamento de vacas com mastite inaparente, apesar de

observados uma acado bacteriostatica, que devera ser melhor investigada.

Palavras-chave: Mastite; Saude do Ubere; Concentracdo inibitéria minima

(CIM); Concentragdo bactericida minima (CBM); Terapia da vaca seca.



ABSTRACT

Mastitis is one of the main problems found in dairy farms, directly affecting the
production and profitability of the activity due to loss of health. To prevent or treat
intramammary infections, antibiotics are used, however the use without criteria,
contributes to antimicrobial resistance a unique health problem. Through
pressure to reduce the use of antibiotics, the search for alternatives is growing,
including the use of medicines derived from plant extracts. The objective was to
investigate the effectiveness of using tea tree oil (TTO), derived from the
Melaleuca alternifolia tree in the dry-off Holstein-Friesian cattle and Murrah
buffalo cows, as well as for the treatment of mastitis in lactating Jersey cows. A
drug was formulated with a concentration of 5% of TTO (M5), equivalent to
200mg of TTO per application to protect bovine and buffalo cows during the dry
period, and a concentration of 10% (M10), equivalent to 400mg of TTO by
application for the treatment of mastitis in lactating Jersey cows. For the
evaluation of the OEM 5% (M5) the minimum inhibitory concentration (MIC) and
minimum bactericidal concentration (CBM) were determined. Innocuousness was
verified by means of specific physical examination (PE), ultrasound (US) and
infrared teat thermography (IRT). The effectiveness of protection during the dry
period was assessed by comparing the secretion exam using the California
mastitis test (CMT) at the time of drying (CMTdry) and the postpartum CMT
(CMTpp) and somatic cell count (SCC) in the moment before drying (SCCdry)
and during 100 days in milking (DIM) in the postpartum period (SCCpp), as well
as the occurrence of clinical mastitis (CM) during the 100 DIM. The experimental
values were compared with a positive control group (GCopry, N = 9), with dry cow
therapy (DCT) with commercial antibiotic based on 0.25g anhydrous
cephalonium and excipient g.s.p. 3.00g (Cepravin®) and neomycin sulfate 400
mg, bacitracin 5,000 IU and vehicle g.s.p. (Neomastic®). In the Murrah buffalo
study (n=12), the results were compared retrospectively against historical data
on previous lactation. The cows were examined physically-clinically, by
ultrasound and thermography. Udder health was also monitored in the first 100
DIM after treatment and indirectly through SCC and CMT. In the use of tea tree
oil 10% (M10), in a double blind experiment, in the treatment of infected cows

(SCC> 200,000 SCC/mL) in the group with tea tree oil (OGwmas, N=9), placebo
4



group (PGwmas, n=10) and negative control group (CGwmas, Nn=9), the evaluation of
treatment efficacy, was determined by means of the bacteriological cure rates
(BTR) evaluated compared before the start of treatment, on day 0 (D0), 24 hours
after the end of treatment, on day 3 (D3) and 14 days after the start of treatment
(D14) with application of M10. The comparison between groups in relation to the
drying study of bovine cows, revealed a difference (P <0.05) in the SCC values,
higher for the group with TTO (OGpry, N=11) in relation to the CGpry. However,
M5 has been shown to be effective in preventing clinical mastitis in the
postpartum period. For the study dry-off buffalo cows, no differences in SCC and
CMT values were observed (P> 0.05) between lactations. For the study of
treatment of subclinical mastitis, the physical examination (FE) showed no
differences (P> 0.05) in the comparison between and within groups; however,
there were higher occurrences of CM for the PG (P = 0.0019). For M10, a
bacteriostatic effect was observed, verified by the transient increase of the
negative culture in D3 (P=0,0338). The TTO, despite being indicative of acute
inflammation, proved to be safe for intramammary use at the concentrations
tested, without serious adverse effects. The product proved to be effective for
protecting cows during the dry period, but ineffective for the treatment of cows
with subclinical mastitis, despite the observation of a bacteriostatic action, which

should be further investigated.

Keywords: Mastitis; Udder health; Minimum inhibitory concentration; Minimum

bactericidal concentration; Dry cow therapy.



CAPITULO 1

INTRODUCAO E CONTEXTUALIZACAO

O inicio da década de 2010 apresentava um cenario promissor para a
producédo de leite no Brasil, confirmado por um crescimento de 16,1% até o ano
de 2019 (Spers et al. 2013; IBGE, 2020). Em 2020, influenciado pelos efeitos da
pandemia de SARS-Covid-19, o isolamento social implicou no aumento da
demanda de leite e produtos derivados, potencializado pela sustentagéo por
meio do programa de auxilio emergencial (CEPEA, 2020).

Porém sem salude da vaca, ndo ha producéo de leite. A mastite € uma
das principais enfermidades da pecuéria leiteira (Aghamohammadi et al. 2018).
A mastite afeta diretamente a saude do Ubere e a saude geral da vaca. O uso
sem critérios de antibiéticos no tratamento das mastites, pode estimular o
aparecimento de resisténcia antimicrobiana (Hogeveen et al. 2011),
potencializando ainda mais os prejuizos econémicos causados pelas infeccdes
intramamarias (Roboisson et al. 2020).

A partir da presséo realizada por consumidores, buscam-se alternativas
para a utilizacdo de antibidticos sintéticos (Patel et al. 2020). Dentre as
alternativas, estdo substancias ativas derivadas de plantas, como 6leos
essenciais. Estima-se que existam mais de 3000 Oleos essenciais obtidos por
destilacao, fermentacéo, prensagem, extracdo, hidrolise e aeracéo (Freires et al.
2015). Todavia, a principal forma de extracao é a destilacédo por arraste de vapor,
método pelo qual se obtém o 6leo essencial de melaleuca (OEM), a partir das
folhas da arvore Melaleuca alternifolia (Carson et al. 2002). O OEM possui
potencial antimicrobiano e anti-inflamatorio e € composto por hidrocarbonetos
terpénicos, principalmente monoterpenos, sesquiterpenos e seus alcoois
associados (Carson et al. 2006).

Apesar de ser originaria na Australia, esta espécie apresenta boa
adaptacao ao clima brasileiro. As analises de padrao de qualidade do OEM, por
cromatografia gasosa e espectrometria de massa, ndo apresentam alteracdo na
composicdo da planta no Brasil, garantindo concentracées semelhantes de
Terpinen-4-ol, que confere ao OEM suas ac¢fes farmacoldgicas (Oliveira et al.
2015).



Em bovinos, as pesquisas ainda sao incipientes. No entanto, estudos in
vitro demonstram que o OEM apresentou acdo antimicrobiana de seus
componentes, principalmente contra S. aureus e. coli obtidos de vacas com
mastite (Buldain et al. 2018). Efeitos acaricidas foram testados inicialmente in
vitro contra Rhipicephalus microplus e em seguida comprovados em vacas
leiteiras (Pazinato et al., 2014; Boito et al., 2016). Topicamente, o OEM ainda foi
avaliado como agente cicatrizante e analgésico em bovinos queimados com ferro
quente (Tucker et al., 2014) e na dermatite digital em vacas (Smith et al., 2014).
Um produto intramamario com acao SIT a base de extratos vegetais incluindo o
OEM, protegeu o sistema mamario, sem efeitos colaterais (Mullen et al., 2014).

A utilizacdo do OEM pode ser valiosa, dado o consideravel numero de
pesquisas in vitro e in vivo que tém avaliado suas propriedades antimicrobianas
e anti-inflamatérias (Cox et al. 2000; Carson et al. 2002; Mullen et al. 2014).
Contudo, avaliacdes envolvendo aplicacdo intramamaria ainda inexistem e
precisam ser conduzidas para se confirmar seu potencial para o tratamento das
mamites em vacas, tanto bovinas quanto bubalina.

Inexiste no mercado brasileiro um produto natural para uso intramamario
para prevencdo de mastites no periodo seco ou apto para o tratamento de
mastites durante a lactacao, e produtos disponiveis no mercado estadunidense
e Canada como Phytomast® e Cinatube® (Pinedo et al. 2013; Mullen et al. 2014)
ndo estdo disponiveis para comercializacdo no mercado interno. Em
propriedades de producao organica, faz-se o uso de selantes internos para tetos,
para proteger a glandula de uma infeccédo ascendente durante o periodo seco;
porém, essa opcao nao apresenta acdo antimicrobiana Meaney (1977).

O OEM para aplicagdo intramamaria poderia preencher essa lacuna
terapéutica, necessitando-se avaliar sua compatibilidade com a mucosa do teto,
além da verificacdo do potencial do 6leo para protecdo contra infeccdes
intramamarias e tratamento de vacas com mastites infecciosas.

Logo, esta dissertacéo objetivou:

1. Avaliar in vivo a compatibilidade e o potencial do oleo essencial de
melaleuca (Melaleuca alternifolia) para aplicacdo intramamaria em vacas
bovinas e bubalinas, como alternativa ao uso de antibiéticos sintéticos.

2. Formular um medicamento a base de OEM, com acéo antibacteriana

para vaca seca e para uso em mastites ambos aplicados por via intramamaria.
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3. Comparar o medicamento natural com produtos comerciais
intramamarios para vaca seca nos aspectos fisico clinicos, contagem de células
somaticas (CCS), termograficos do teto, ultrassonograficos do teto e ocorréncia
de mastites.

4. Verificar a taxa de cura bacteriolégica apds término do protocolo

terapéutico.



CAPITULO 2
Original Article

Uso de um medicamento com 6leo essencial de melaleuca (Melaleuca alternifolia) na
secagem e tratamento intramamario de vacas leiteiras

Resumo

Dois estudos, um com controle positivo e outro cego, com placebo e controle negativo,
foram conduzidos para avaliar o efeito do tratamento intramamario com medicamento
natural a base de 6leo essencial de melaleuca - Melaleuca alternifolia (OEM) sobre a
protecdo contra mastite durante o periodo seco e tratamento de mastite bovina inaparente.
Como ingrediente ativo o medicamento, possuia uma concentracdo de 5% de OEM (M5)
para o estudo de secagem (SEC) e 10% de OEM (M10) para o estudo de tratamento de
mastite (MAS). Empregando critérios restritivos, foram utilizadas para o SEC, vacas
Holandesas (n=20) em estudo experimental longitudinal prospectivo com controle
positivo. As vacas foram divididas em dois grupos, sendo um grupo 6leo melaleuca
(GOskc; n=11) e grupo controle positivo (GCsec; n=9), com terapia da vaca seca (TVS)
com antibiético comercial a base de cefalénio anidro 0,25g (Cepravin®) ou sulfato de
neomicina 400mg, bacitracina 5000 Ul (Neomastic®). A TVS foi comparada pela CCS
no momento da secagem e apds o parto, em 100 dias em lactacdo DEL, ocorréncia de
mastite clinica (MC), California mastitis test - CMT na secagem (CMTs) e CMT no p0s-
parto (CMTpp). Para 0 MAS, vacas Jersey foram consideradas com mastite quando
apresentavam reacao positiva no CMT. O tratamento de vacas Jersey intramamario diario
por trés dias foi comparado considerando contagem de células somaticas (CCS) pré
tratamento, comparando o CMT no pré-tratamento e nos dias D1, D2, D3 e D14 pds-
tratamento, producdo de leite e temperatura do leite, colhidos nos quatorze dias ap6s o
inicio do tratamento para o grupo 6leo de melaleuca (GOmas, N=9), grupo placebo
(GPwmas, n=10) e grupo controle negativo (GCwmas, N=9). Variaveis como exame fisico
especifico (EF) e ultrassonografia de tetos (US), foram comparados para os dois estudos,
termografia somente para 0 SEC e taxa de cura bacterioldgica para 0 MAS. Para o SEC,
os valores médios de TRI de tetos foram maiores para GOsec no dia 1 (D1; P=0,0084) e
no dia 7 (D7; P=0,0410) em comparagdo ao GCsec. N&o foram observadas diferencas
(P<0,05) pela US de tetos ou por meio do exame fisico especifico. A semelhanca entre
grupos em relacdo a ocorréncia de mastite (P=0,1337), indicaram a protecdo de vacas no

periodo seco, mesmo mediante a variacdo em valores de CCS que apresentaram aumento
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para 0 GOsec para o segundo CL (CCS2; P= 0,0210) e uma tendéncia de aumento
significativo no primeiro CL (CCS 1; P=0,0547) e para o terceiro CL (CCS3, P=0,0578)
em comparagdo ao GCsec. No MAS o desfecho primario foi a evolucéo do CMT, taxa de
cura bacteriologica e CCS. Em ambos os grupos avaliados, GOmas € GPmas, a bactéria
mais encontrada foi S. aureus. Os valores para CCS, indicaram um perfil cronico de
infeccdo intramamaria das vacas avaliadas. Valores de CMT e producgéo de leite ndo se
alteraram (P>0,05) entre 0s grupos e nos momentos observados, com a excec¢do da
diminui¢do do CMT no D14 para o grupo GOmas (P=0,0022) e para 0 GPmas (P<0,001).
Os resultados de cultura bacterioldgica dos grupos GOmas € GPmas ndo foram afetados
pelo tratamento (P>0,05). O medicamento foi de facil aplicacdo intramaméria,
demonstrou ndo ser irritante e eficaz in vitro e na protecdo de vacas, no que diz respeito
a protecdo durante o periodo seco. O tratamento implementado na lactacdo diante do
perfil de infeccdo crbnica da mama das vacas foi ineficaz para promover a cura
bacteriologica.

Palavras-chave: Mastite; Salde do Ubere; Terapia da vaca seca (TVS); Concentracdo

inibitéria minima (CIM); Concentracédo bactericida minima (CMB).
Introducéo

A mastite bovina representa um dos maiores motivos de perda da producédo
leiteira, antibioticoterapia e descarte involuntario de vacas nas criacBes de bovinos de
leite (Aghamohammadi et al. 2018). Esta enfermidade apresenta-se de maneira inaparente
ou subclinica, detectada somente por alteracGes da composicao do leite (Gongalves et al.
2018), ou por mastite clinica, em suas diferentes formas catarral, apostematosa e
flegmonosa (Rosenberger, 1993), que por sua vez, além da diminuicdo da producdo de
leite, implica em outras perdas mediante o uso de medicamentos, mao de obra,
diagnostico, descarte do leite podendo culminar no descarte precoce ou até na morte da

vaca (Aghamohammadi et al. 2018).

Um fator importante a ser considerado € a diminui¢cdo do grau de bem-estar
apresentado pelas vacas doentes, uma vez que a mastite € pode ser dolorosa (Pol; Ruegg
2007). Pensando em reversdo da situacdo clinica, o uso de antibiéticos € utilizado faz
muitos anos de maneira indiscriminada, resultando em sérios problemas de resisténcia
antimicrobiana e consequentemente busca por controles alternativos da mastite (Gomes;
Henriques, 2016). Para reverter esse prejuizo, o diagnostico correto proporciona a
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diminuicdo do uso de antibioticos sintéticos (Sanford et al. 2006), assim como 0 uso
racional em momentos especificos, como na terapia da vaca seca (TVS), manejo
determinante para a saude do Ubere, sendo estratégico para mitigar e prevenir a mastite
(Japheth et al. 2016; VVasquez et al. 2017).

Contudo o uso de antimicrobianos na profilaxia e tratamento das mastites é
controverso, pois acumulam-se casos de ineficacia pela resisténcia bacteriana, descarte
prolongado do leite, bem como o custo elevado do tratamento (Hogeveen et al. 2011).
Por isso, estratégias vém sendo implantadas para um uso mais consciente, como a selecao
criteriosa para prevencdo e tratamento com o uso de antibidticos e a busca por tratamentos
alternativos (Biggs et al. 2016; Kromker et al. 2019).

Nesse cenario, apresentam-se o0s produtos derivados de plantas (Gomes;
Henriques 2016) e dentre estes os 0Oleos essenciais (Enioutina et al. 2019; Sakkas;
Papadopoulou; 2017). O 6leo essencial de melaleuca (OEM), também conhecido como
6leo da &rvore do ch& (Tea tree oil) é composto por hidrocarbonetos terpénicos,
principalmente monoterpenos, sesquiterpenos e seus &lcoois associados derivado da
destilacdo a vapor da planta nativa australiana Melaleuca alternifolia (Myrtaceae)
(Carson et al. 2002). Este extrato vegetal, é considerado um antimicrobiano de amplo
espectro (Carson et al. 2006; Singh et al. 2016) e juntamente com outros 6leos essenciais
foi usado como um selante intramamario (Mullen et al. 2014) com bons resultados. Seu
uso foi eficaz contra bactérias da espécie Staphylococcus aureus e Escherichia coli
retirados de vacas com mastite (Buldain et al. 2018). Apesar destes resultados
promissores, ndo foram encontrados na literatura consultada outras pesquisas abordando

0 OEM no controle e tratamento da mastite bovina.

Os objetivos deste trabalho foram formular e avaliar a eficacia de um
medicamento a base de OEM para protecdo de vacas Holandesas durante o periodo seco

e para o tratamento intramamario de vacas Jersey com mastite inaparente.

Materiais e métodos

Local

O estudo para protecdo de vacas durante o periodo seco (SEC), foi realizado entre

novembro de 2019 e fevereiro de 2021 na Fazenda Experimental Gralha Azul (FEGA) no
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setor de criacdo de vacas leiteiras, da Pontificia Universidade Catdlica do Parana
(PUCPR), no municipio da Fazenda Rio Grande, Parana, Brasil (latitude 25° 39° 31’ sul,
longitude 49° 18’ 32" oeste, e 911 m de altitude). O clima da regido ¢ subtropical (Cfb)

segundo a classificacdo de Koppen.

O estudo para tratamento de vacas com mastite inaparente (MAS), foi realizado
entre dezembro de 2020 e fevereiro de 2021 no setor de bovinocultura leiteira na Estacédo
de Pesquisa de Pato Branco (Latitude 25° 13°46°” sul, Longitude 52° 40°18°” Oeste e 765
m de altitude), Parana, do Instituto de Desenvolvimento Rural do Parana (IDR — Parand).

O clima da regido é subtropical (Cfa) segundo a classificacdo de Képpen.

Preparacao dos medicamentos

O OEM, adquirido da empresa Ferquima®, passou por uma analise por
cromatografia gasosa e espectrometria de massa revelando uma concentracao de 42 % de
seu principal componente ativo o terpinen-4-ol. Demais informacdes técnicas podem ser

verificadas nos documentos anexos (anexo 3).

Foi formulado um medicamento para aplicacdo intramamaria para protecdo de
vacas no estudo de secagem a 5% de OEM (M5) e avaliacdo de acéo antibidtica com 10%
de OEM (M10) para o estudo de tratamento de mastite inaparente. O medicamento foi
formulado segundo os preceitos de boas préaticas de manipulacdo, em laboratério parceiro
da Empresa Dexter Latina, localizada no municipio de Sdo José dos Pinhais, Parana,

Brasil.

Obteve-se uma substancia coloidal de uso parenteral (intramamario), constituida
por agente polimerizador Polaxamer etileno e dietileno glicol oxietileno (72,5% p/p)
(Kolliphor®/BASF) como principal agente estruturador e fornecedor da estabilidade
fisica do coloide. Polietilenoglicol (PEG1500) foi empregado como umectante e
dispersante, e como o ingrediente ativo o 6leo de Melaleuca (5 ou 10%). Os compostos
mencionados formaram sistema emulsionado do tipo A/O (agua em o0leo). O
medicamento final foi acondicionado em aplicadores do tipo seringa de uso convencional

para aplicacdo intramamaria.

Teste de suscetibilidade antimicrobiana
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O OEM a 5% foi submetido a testes de susceptibilidade antimicrobiana, na
comparacao para CHX 2%, para determinacéo da concentracao inibitéria minima (CIM)
e concentracdo bactericida minima (CBM), por meio de técnicas de micro-diluigdo em
caldo para bactérias que crescem aerobicamente de acordo com os procedimentos da
National Committee for Clinical Laboratory Standards (CLSI, 2012).

Os testes foram realizados em analises em quadruplicada executado em dois
tempos, para cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC
25922 e duas cepas selvagens de Staphylococcus aureus oriundas da glandula mamaria
de vacas Holandesas. Em seguida, foram classificadas de acordo com os critérios de
interpretacdo da CIM e CBM analisado em pg/mL e % (v/v) de cada bactéria (CLSI,
2012).

Animais e delineamento experimental
Estudo de secagem (SEC)

Dos trinta e cinco animais avaliados foram selecionadas para secagem vinte vacas
da raca Holandesa preto e branco (HPB) e Holandesa vermelho e branco (HVB). Foram
utilizados como critérios de inclusdo: vacas sem lesfes no teto ou Ubere, sem mastite
clinica ou com média de CCS dos ultimos trés meses pré secagem menor que 400.000
celulas/mL, de acordo com limite de aceitacdo de leite cru para fabricagéo de leite tipo A,
imposta pela Instru¢cdo normativa n°® 76 do MAPA (IN 76; MAPA, 2018). Foram
selecionadas vacas adultas, com média de 3,6 anos e 1,6 lactacBes, porém estas
caracteristicas ndo foram utilizadas como critérios de exclusdo. Todas as vacas estavam
em fase final de lactagdo, permaneceram em rotina diaria usual sem alteracdo do manejo,
em regime de criacdo intensiva, por estabulacdo livre com dieta alimentar balanceada a
base de silagem de milho, feno e concentrados. As vacas eram ordenhadas em sistema de
ordenha robotizada e foram submetidas a secagem abrupta com aplicagdo intramuscular
de cabergolina 0,112 g (Velactis®).

As vacas foram separadas em grupo OEM (GOsec; n=11) e grupo controle
positivo (GCsec; n=09). As vacas selecionadas, todas identificadas por meio de brincos,

foram direcionadas aos grupos de forma aleatéria.
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Para os dois grupos, previamente a ordenha, as vacas passaram no dia 0 (DO) por
avaliacdo fisica especifica, com inspecdo e palpacdo da glandula mamaria, com especial
atencdo ao parénquima e tetos, conforme descrito por Grunert (1993); ultrassonografia
dos tetos (Will et al., 1990; Mulon, 2016; Martin et al. 2018) e termografia dos tetos
(Sathiyabarathi et al., 2016; Tangorra et al. 2019). O medicamento com OEM a 5% (M5)
foi aplicado no dia da secagem, ap6s a realizacdo de California mastitis test — CMT
(Schalm e Noorlander, 1957), com desinfeccdo da ponta do teto com &lcool 70% e
introducao através de aplicador intramamario do M5 no volume de 4ml (DO0). No dia um
(D1) e dia sete (D7) foram repetidas a avaliagdo fisica especifica, a ultrassonografia e a
termografia. O CMT foi repetido em todos os animais sete dias apds o parto (Barkema et
al. 1998; Godden et al. 2017). Eventuais alteracdes foram anotadas em ficha clinica

(anexo 4).

Foram analisados para ambos 0s grupos, vacas como unidade experimental, na
avaliacdo do tempo total de secagem (em dias), CCS, e ocorréncias de mastite clinica
(MC) até os primeiros 100 dias em lactacdo (DEL) (Bradley et al. 2011; Kromker et al.,
2014).

Para as analises de ultrassonografia e termografia de tetos e CMT, utilizou-se 0s

quartos como unidade experimental (GOsec; n=44 e GC; n=36).

Estudo de tratamento de mastite inaparente (MAS)

De 33 animais avaliados, foram incluidas para o tratamento de mastite inaparente,
28 vacas da raca Jersey, divididas em grupo 6leo de melaleuca (GOwmas, n=9), grupo
placebo (GPwmas, n=10) e grupo controle negativo (GCwmas, N=9), em qualquer estagio de
lactacdo, permanecendo em rotina diaria usual sem alteracdo do manejo, em regime de
criacdo semiextensiva, com dieta alimentar a base de capim tifton, silagem de milho,

concentrados.

Foram utilizados como critérios de inclusdo para 0 GOmas € GPmas: vacas sem
lesBes no teto ou Ubere, com mastite inaparente, caracterizada sem alteracGes visiveis no
leite (Grunert, 1993) e detectadas pelo California mastitis test (CMT) levemente positivo
(+), positivo (++) e fortemente positivo (+++) de acordo com Schalm e Noorlander, 1957.

Os animais foram divididos nos grupos de maneira aleatoria.
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Para 0 GCwmas, foram selecionadas vacas sem MC ou inaparente, com CMT
negativo (-). Para todos os grupos, idade e ordem de lactacdo néo foram utilizadas como

critério de exclusao.

Os animais foram identificados por seus tragos morfolégicos e brincos
numerados. As vacas eram ordenhadas duas vezes ao dia em sistema de ordenha mecanica

fixo do tipo espinha de peixe em duplo seis.

Previamente a ordenha, considerando quartos como unidade experimental no dia
0 (D0), todas as vacas passaram por exame fisico especifico, incluindo inspecéo e
palpacdo do Ubere e tetos, segundo descrito por Grunert (1993) e ultrassonografia dos
tetos (US) (Will et al., 1990; Mulon, 2016; Martin et al. 2018; Pogliani, 2019). Foi
realizado o CMT de todos os quartos de modo a selecionar os quartos possivelmente
infectados (Schalm e Noorlander, 1957). Eventuais alteraces foram anotadas em ficha

clinica (anexo 5)

Imediatamente ap6s a ordenha, foi realizado a colheita asséptica de leite para
realizacdo cultura bacteriana (Grunert, 1993) para 0 GOmas € GPmas, e por fim a
aplicacdo do medicamento com OEM a 10% (M10) e produto placebo (PP), no volume
de 4ml, apds desinfeccdo da ponta do teto com alcool 70% e introducdo através de
aplicador intramamario. O tratamento consistiu em uma aplicacéo diaria, ap6s a ordenha
da tarde, durante trés dias consecutivos. O estudo foi conduzido as cegas, com 0sS
aplicadores intramamarios codificados: 1 para M10 e 2 para PP, revelados somente apds

apresentacdo dos resultados.

O exame fisico especifico e US foram repetidos no dia um (D1) e dia 3 (D3) para
0 GOwmas e GPwmas colheita de leite para cultura bacterioldgica foi repetida no D3 e dia 14
(D14). O CMT foi repetido em todos os dias de avaliacdo, inclusive para 0 GCmas (n=36).

Foram colhidos dados de producdo de leite nos quatorze dias de avaliagao.

A eficécia foi avaliada de duas maneiras; primeiro, com auséncia de patdgenos

nas amostras de D14 e, segundo com reducdo dos valores de CMT no D14.

Termografia infravermelha (TRI) do teto
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As avaliacOes de TRI dos tetos foram realizadas por conveniéncia somente para o
SEC, no periodo da manha, com registros individuais de temperatura (em °C) e umidade
relativa do ar (URA%), em ambiente aberto com distancia de 1 m em posicoes laterais
para os tetos laterais e caudal para os tetos posteriores. A avaliacdo foi realizada com
uma camera infravermelha FLIR modelo E50® (Sathiyabarathi et al., 2016; Tangorra et
al. 2019). Os termogramas foram analisados pelo programa FLIR tools com determinagéo
da temperatura em trés pontos do teto (base, centro e ponta) e média geral; e apresentados

em media e desvio padréo.

Ultrassonografia (US) do teto

As ultrassonografias foram realizadas em SEC e MAS com um equipamento
Sonoscape modelo A5V® com probe linear de 9 MHz e EASOTE modelo falco 100 OB
GYN® com probe linear 8 MHz. Para avaliagdo das estruturas do teto sem compresséo, o
teto foi imerso em um copo pléstico cheio de agua morna, com colocac¢do do transdutor
na parede do copo revestida com gel de ultrassom. As medigdes foram realizadas no ato

do exame “ao pé da vaca”.

As medidas ultrassonograficas foram (em mm): comprimento do canal do teto
(CCT), medido da Roseta de Furstenberg até a extremidade distal do canal do teto;
Diametro do teto no mesmo eixo ortogonal no ponto da Roseta de Firstenberg (DRF),
diametro da cisterna do teto (DCT), espessura da parede do teto (EPT) medidos

ortogonalmente ao canal do teto, 10 mm acima da Roseta de Firstenberg (figura 2.1).

Fig.1. Medidas ultrassonogréficas (em mm) realizadas no teto bovino.

Legenda CCT: comprimento do canal do teto; DRF: didmetro do teto medido no eixo ortogonal a Roseta

de Furstenberg; EPT: espessura da parede do teto; DCT: didmetro da cisterna do teto.
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California mastitis test (CMT), Contagem de células somaticas (CCS) e ocorréncia de

mastites
Estudo de secagem (SEC)

Na secagem, todas as vacas tiveram CMT realizado em cada quarto funcional. A
reacdo CMT de cada quarto foi registrada e classificada de acordo com Schalm e
Noorlander (1957). O CMT (CMTpp) foi realizado cinco dias ap6s o parto (Barkema et
al. 1998; Godden et al. 2017) e a ocorréncia de MC durante os 100 primeiros DEL
(Krémker et al. 2014). A CCS foi realizada pela Associacdo Paranaense de Criadores de
Bovinos da Raca Holandesa (APCBRH), disponibilizando informacGes via relatorios

mensais mediante solicitacdo do produtor.

Para facilitar visualizar o cronograma de exames realizados, foi elaborado o um

esquema apresentado na figura 2.

Fig. 2. Esquema demonstrativo dos exames realizados dentro da altern&ncia de periodo seco e lactagdo das

vacas.

SECAGEM PARTO
PERIODO SECO e
v+ F

DO D1 D7 D5 m

Exame fisico especifico CMT

v Monitoramento CCS
CMT .
Ocorréncia MC

Legenda: D — Dia; CMT — California Mastitis Test; CCS - Contagem de células somaticas; MC — mastite

clinica.
Estudo de tratamento de mastite inaparente (MAS)

No DO, todas as vacas passaram pelo CMT (CMT DO0), realizado em cada quarto
para identificacdo dos quartos possivelmente infectados (levemente positivo a fortemente

positivo). O CMT repetido em todos os dias de avaliacédo, foi registrado a partir do D1,
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para os quartos inclusos para o tratamento com 0 OEM (GOwmas; n=14) e placebo (GPwmas;
n=14) e GCwmas (n=36). A reacdo CMT de cada quarto foi registrada e classificada de
acordo com Schalm e Noorlander, 1957. A CCS foi realizada pelo Laboratério da
Associacdo Paranaense de Criadores de Bovinos da Raca Holandesa — APCBRH, com o

retorno dos resultados via relatorios mensais mediante solicitacdo do produtor.

Como no SEC, para facilitar visualizar o cronograma de exames realizados, foi
elaborado um esquema apresentado na figura 3.

Fig. 3. Esquema demonstrativo dos exames realizados dentro do periodo experimental no tratamento de

mastite inaparente durante a lactacéo.

LACTAGAO

ccs cMT |

-;:;]5;1:(57114 D2 D14

Legenda: D: Dia; CB: cultura bacterioldgica; CMT: California Mastitis Test; CCS: Contagem de células

somaticas.

Analise estatistica

SEC configura um estudo experimental longitudinal prospectivo com controle
positivo. MAS foi um estudo experimental cego, longitudinal prospectivo, com controle
placebo e negativo. O M5 foi testado e sua eficacia foi avaliada por meio do exame fisico
especifico, ultrassonografia e a termografia dos tetos, além, da CCS e a ocorréncia de
mastites, medidas durante os 100 primeiros dias de lactacdo. O M10, foi avaliado por
meio da taxa de cura bacterioldgica (TCC) com acompanhamento de eventuais reacoes
inflamatdrias, por meio do exame fisico especifico e US, CCS antes e ap6s o tratamento.

Para a avaliagdo fisica, repetida por trés vezes para os dois estudos, e 0 CMT,
repetido por duas vezes no estudo de secagem, por cinco vezes no estudo de tratamento

de mastite inaparente, foram utilizados os testes t de Student e Mann-Whitney,
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respectivamente. As analises de ultrassonografia dos tetos foram realizadas por meio de
Anova, seguida do teste de compara¢des multiplas de médias de Tukey HSD, quando
observado homogeneidade de variancia pelo teste de Tukey e normalidade de dados pelo
teste de Shapiro-Wilk.

Os valores de CCS foram transformados para log e comparados com o teste de t
de Student. Para SEC, foram realizadas correlacdo de Pearson entre as varidveis CCS,
ordem de lactagdo, tempo em dias do periodo seco, ocorréncia de mastite no pds-parto e
producdo de leite. Os dados foram apresentados em média e desvio padrdo, coeficiente
de variagdo, minimo e maximo. Para todas as analises foi utilizado o SPSS® 25.0 e nivel

de significancia de 0,05.

Comité de ética

Os experimentos foram iniciados ap06s aprovacdo de pesquisa pelas comissdes de
ética em pesquisa no uso de animais (CEUA) da PUCPR, protocolo n° 01664 (anexo 4) e
do Instituto de Desenvolvimento Rural do Parana (IDR), protocolo n° 02/2020 (anexo 5).

Resultados

CIM e CBM

Os testes de susceptibilidade antimicrobiana para determinacdo de CIM e CBM,
foram realizadas para OEM puro a 5%, M5 e clorexidina a 2% (CHX). Afora os resultados
para 0 CHX 2%, que foram iguais, sendo uma CIM e CBM de 0,1 pL/mL (0,2%), para S.
aureus ATCC®25923™, E. coli ATCC®25922™ e para as cepas tipo selvagens de S.

aureus, os resultados estdo apresentados no quadro 1.

Quadro 1
Resultados para testes de susceptibilidade antimicrobiana por meio da determinacdo de Concentragdo
inibitdria minima (CIM) e Concentracéo bactericida minima (CBM) de OEM 5% e M5.

CIM CBM
Cepas OEM 5% M5 OEM 5% M5
puL/mL e % viv
E. coli
AToceosgpo™ | 625 0,3125 6,25 | 03125 | 6,25 | 03125 | 25 | 1,25
iﬁg?g’;%m 6,25 0,3125 25 | 125 | 625 | 03125 | 100 | 5
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S. aureus TS1 50 2,5 25 1,25 100 5 100 5

S. aureus TS2 50 2,25 SA SA 50 2,25 SA SA

Legenda: OEM 5%: Oleo essencial de melaleuca a 5%; M5: Medicamento a base de 6leo essencial de
melaleuca a 5%; CIM: Concentragdo inibitdria minima; CBM: Concentracdo bactericida minima; TS1:
Cepa tipo selvagem 1; TS2: cepa tipo selvagem 2; SA: Sem acéo.

Exame fisico especifico (EF) do teto e Ubere

Em SEC néo foram observadas diferencas no exame fisico especifico das vacas

entre os dias de avaliacédo (P>0,05).

Em MAS, durante o exame fisico de tetos, consisténcia e elasticidade dos quartos
avaliados, ndo foram observadas diferencas (P>0,05) nos dias de avaliagdo na
comparacao entre e intragrupos. Todavia, comparando a classificacao de mastite em grau
e avaliacdo de secre¢do, ndo foram observadas diferencas intragrupos (P>0,05), mas entre
grupos no D3, onde foram observadas maiores ocorréncias de mastite clinica (MC) de
tipo catarral e grau leve de apresentacdo maiores para 0 GPmas quando comparado ao
grupo GOwmas (P=0,0019). Alguns achados importantes foram registrados durante o EF
de tetos na comparacao entre grupos (P=0,2113), como cisternite 7% para GOwmas, 12%

para GPmas, telite 7% para GOwmas, sem ocorréncias para 0 GPuas.

Termografia infravermelha (TRI) do teto

Os resultados obtidos pelos termogramas em trés pontos de avaliacdo dos tetos
(base, centro e ponta), realizados somente para SEC, demonstraram diferencgas entre
tratamentos para o teto anterior esquerdo (AE), no D1, sendo em média 32,6 = 1,15 °C
para 0 GOsec € 31,2 + 1,26 °C para 0 GCsec (P=0,0196), no D7 em média 33,1 + 1,72 °C
para 0 GOsec, e 31,2 + 1,38 °C para 0 GCsec (P=0,0153). A diferenca entre grupos
também foi detectada na comparacéo do teto PE no D1, revelando em média 33,1 + 1,43
°C para 0 GOsec e 31,20+ 2,25 °C para 0 GCsec. Os valores mencionados encontram-se

na tabela 1.
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Tabela 1
Avaliacdo termogréfica de tetos para o estudo de secagem de vacas (n=80) com medidas em °C e média e

desvio padrdo (X * a) de trés pontos de avaliagdo para 0 GOsec (n=44) e GCsec (n=36).

Dia
Tetos TT0 0 1 7
°C (X £ q) P-Valor
% AE GOsec 32,6 +2,032 32,6 + 1,15 33,1+1,72 0,7317
GCsec 31,1+1,4° 31,2+ 1,26 31,2+ 1,38 0,9886
P-Valor 0,0828 0,0196 0,0153
< PE GOsec 32,7 £2,20 33,1+ 1,43 32,9 2,012 0,8490
GCsec 31,7 +1,87° 31,0 £ 2,250 32,1+ 1,20 0,4619
P-Valor 0,3051 0,0199 0,2921
% AD GOsec 32,141,932 32,9+1,33 32,7 +2,17° 0,6214
GCsec 31,6 2,16 30,1 +2,02° 31,6 +0,96" 0,1696
P-Valor 0,5893 0,0023 0,1789
< PD GOsec 32,742,208 33,2 + 1,46 33,0 +2,042 0,8524
GCsec 31,6 +2,17° 32,1 + 1,950 31,5 + 1,950 0,8234
P-Valor 0,2807 0,1633 0,1131
5 (X + 0) GOsec 32,5+ 1,612 32,9 + 1,14 32,9 + 1,432 0,7591
GCsec 31,5+ 1,61° 31,1 +1,61° 31,6 +1,19 0,7571
P-Valor 0,1647 0,0084 0,0410

Legenda: TTO: tratamento; GO: grupo 6leo de melaleuca; GC: grupo controle; AE: teto anterior esquerdo;
PE: teto posterior esquerdo; AD: teto anterior direito; PD: teto posterior direito.
Letras minusculas diferentes indicam diferencas entre as médias dos tratamentos.

Ultrassonografia de teto (US) do teto

Para SEC, ap6s uma interrupcdo abrupta da lactacdo, ndo ocorreram diferencas
entre os tratamentos e os dias de avaliacdo (tabela 2) para as médias dos valores obtidos
por ultrassonografia, na comparacdo entre medidas para tetos anteriores (A) e posteriores
(P; P>0,05).

No MAS, comparando valores de US entre as medidas avaliadas, afora a diferenga
entre grupos para EPT (P=0,0075) com média para GOmas de 7,40 £ 1,57 mm e para
GPwmas de 6,08 + 0,97 mm e diferenca intragrupo para GOwmas entre 0 primeiro e o terceiro
dia de avaliacdo, com média de 6,00 + 0,80 mm para o0 DO e 7,40 + 1,57 mm para o0 D3
(P=0,002). Para outras medidas anatdmicas, ndo foram encontradas diferencas entre e
intragrupos nos diferentes dias de avaliacdo (P>0,05) (figura 4).
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Tabela 2

Medidas anatdmicas em mm dos tetos (n= 80) de vacas Holandesas feitas por ultrassonografia

apresentados em média e desvio padrdo (X + o) para 0 GOsec (n=44) em comparagdo a0 GCsec

(n=36).
A Dia 0 1 7
Parametros — P-valor (t)
TTO mm (X £ )
CCT A GOsec 110+19 114+17 106+14 0,5564
GCsec 11,3+2,8 115+25 11,3+3,8 0,9885
P-valor (g) 0,7465 0,9157 0,5661
ceTPp GOsec 10,8+1,8 112+14 99+17 0,1742
GCsec 10,7+25 10,2+ 1,6 9,7+18 0,5510
P-valor (g) 0,8892 0,1492 0,7836
DRF A GOsec 21,722 21,7+17 21,1+25 0,7898
GCsec 206 +1,7 204+1,6 205+15 0,7318
P-valor (g) 0,0867 0,1839 0,3353
DRE P GOsec 209+17 215+1,2 211+1,7 0,6405
GCsec 206+1,1 20415 205+17 0,9150
P-valor (g) 0,6739 0,0717 0,4354
EPT A GOsec 6,33+1,6 6,55+1,7 6,08+1,3 0,4430
GCsec 6,15+1,2 5,96+1,6 5,69+1,3 0,8505
P-valor (g) 0,4147 0,7009 0,5393
GOsec 6,2+1,4 6,5+1,2 6,03+1,1 0,8560
EPTP GCsec 6,06+0,9 6,14+0,7 5,62+0,8 0,7019
P-valor (g) 0,5696 0,4282 0,2446
DCT A GOsec 134+22 132+22 142 +27 0,5725
GCsec 124+27 13,1+3,2 14 +3.2 0,5422
P-valor (g) 0,3767 0,9783 0,886
DCT P GOsec 13,6 £2,3 13,2+2,0 143+23 0,5173
GCsec 125+3,0 129+21 142 +1,6 0,2760
P-valor (g) 0,3444 0,7800 0,9311

Legenda: TTO: tratamento; GOsec: grupo 6leo de melaleuca; GCsec: grupo controle; AE: teto anterior

esquerdo; PE: teto posterior esquerdo; AD: teto anterior direito; PD: teto posterior direito.

P-valor (t) obtido na comparacdo intragrupos (dias diferentes). P-valor (g) gerado na comparacgdo entre

grupos.
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Fig. 4. Medidas anatbmicas em mm dos tetos (n= 28) de vacas Jersey feitas por ultrassonografia

apresentados em média e desvio padréo (X + a) para 0 GOmas (n=14) em comparagéo ao GPwuas (n=14).
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Legenda: CCT: Comprimento do canal do teto; DRF: diametro da Roseta de Fiirstenberg; EPT: Espessura
da parede do teto; DCT: didmetro da cisterna do teto; GOwmas: grupo 6leo de melaleuca; GPwmas: grupo
placebo.

California mastitis test (CMT), contagem de células sométicas (CCS) e ocorréncia de

mastites
Estudo de secagem (SEC)

Realizado no momento da secagem (CMTSs) e sete dias apos o parto (CMTpp),
nédo foram observadas diferencas na comparacao intragrupos por avaliacdo de quartos do
GOsec, quarto anterior esquerdo (QAE; P=0,1736), quarto posterior esquerdo (QPE;
P=0,0898), quarto anterior direito (QAD; P=1,0) e quarto posterior direito (QPD;
P=0,0890), assim como do GCsec, QAE (P=0,5862), QPE (P=0,3711), QAD (P=1,0) e
QPD (P=0,3711).

O mesmo ocorreu na comparagao entre grupos onde também ndo encontramos
diferenca em QAE para 0 CMTs (P=0,3918) e CMTpp (P=0,7898), QPE para 0 CMTs
(P=1,0) e CMTpp (P=0,5937), QAD para 0 CMTs (P=1,00) e CMTpp (P=0,8960), QPD
para 0 CMTs (P=1,0) e CMTpp (P=0,5937).
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As vacas do GOsec permaneceram secas em media 52 + 6,15 dias (entre 41 e 57
dias) e as vacas do GCsec por sua vez 59 + 5,36 dias (entre 49 e 68 dias). Foi detectada
uma correlagdo negativa (r=-0,9731) entre os dias que as vacas permaneceram secas €
valores CCS do primeiro CL do pds-parto do GCsec (P=0,0269).

Na comparagdo intragrupos, 0 GOsec apresentou aumento da CCS no primeiro
CL (CCS1; P=0,0305) e segundo CL (CCS2; P=0,0097) pds-parto, com aumento da
média de CCS de 5,02 + 0,38 x log'® CCS/mL no momento da secagem (CCS-1) para
5,44 + 0,56 x log'® CCS/mL no primeiro CL e 5,54 + 0,54 x log'® CCS/mL para o segundo
CL. Houve tendéncia de aumento significativo (P=0,0560) para o terceiro CL (CCS3;
5,30 + 0,43 x log*® CCS/mL). Néo houve diferenca na mesma comparacéo para 0 GCsec
(P>0,05), conforme demonstra a (figura 5).

Fig. 5. Comparacdo de CCS (x log!®) intragrupo em controles leiteiros oficiais, sendo o primeiro no

momento da secagem e trés controles no pés-parto para 0 GOsec (n=11) e GCsec (n=09
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Letras diferentes em intragrupos indicam diferencas significativas. Legenda: GOsec: grupo Oleo de
melaleuca; GCsec: grupo controle; CCS-1: Controle leiteiro pré-secagem; CCS1: primeiro controle leiteiro
pos-parto; CCS2: segundo controle leiteiro pds-parto; CCS3: terceiro controle leiteiro pds-parto.

N&o foram detectadas correlagbes CCS com mastite clinica, PS, DEL antes da
secagem (P>0,05).

Na comparagéo entre grupos foram detectadas diferencas no CL no segundo més

pds-parto, com aumento (P=0,0210) nos valores de 5,54 + 0,54 x log*® CCS/mL para o
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GOsec € 4,96 + 0,61 x log!® CCS/mL para 0 GCsec. Houve uma tendéncia de aumento
significativo para 0 més 1 revelando uma média de 5,44 + 0,56 x log'® CCS/mL, para o
GOsec e 4,84 + 0,61 x log'® CCS/mL para o GCsec (P=0,0547), e para 0 més 3 com média
de 5,30 + 0,43 x log'® CCS/mL para 0 GOsec € 4,57 £ 0,64 x log*® CCS/mL para 0 GCsec
(P=0,0578) (figura 6).

Fig. 6. Comparacéo de CCS (x log'®) em trés controles leiteiros oficiais no pos-parto para GO (n=11) em

comparagdo ao GCsec (n=09).
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Letras diferentes em intragrupos indicam diferencas significativas. Legenda: GOsec: grupo Oleo de
melaleuca; GCsec: grupo controle; CCS1: primeiro controle leiteiro pos-parto; CCS2: segundo controle
leiteiro pds-parto; CCS3: terceiro controle leiteiro pés-parto.

Em relacdo a ocorréncia de mastite clinica avaliadas até os 100 DEL ndo foram
observadas diferencas na comparagdo entre grupos de maneira geral (P=0,1337), assim

como na comparacao aos tetos tanto no GOsec e GCsec (P>0,05).

Estudo de tratamento de mastite inaparente (MAS)

O historico de CCS até o momento do inicio do tratamento revelou 78% das vacas
do GOmas com caracteristicas de uma mastite inaparente cronica. No GPwas € no GCuas
foram respectivamente 70% e 11% das vacas. Antes do inicio do estudo os valores de
CCS do GOmas com 5,49 + 0,46 x log'® CCS/mL, foram menores (P=0,0141), que os do
GPmas, com 5,74 + 0,54 x log'® CCS/mL. Ambos 0s grupos GOwmas € GPwas,
apresentavam valores maiores que 0 GCwmas (P<0,0001), que apresentou em média 4,93
+0,63 x log*® CCS/mL.
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Foram observadas diminuicdo (P<0,05) dos valores de CMT para ambos 0s
grupos no decorrer do periodo de observacdo (DO, D1, D2, D3 e D14). Para 0 GOmas
observou-se diferengas nos valores de mediana com diminuicdo de CMT, de entre
fortemente positivo e positivo, nos quatro primeiros dias de avaliacdo (DO ao D3) para
entre levemente positivo e positivo no D14 (P=0,0022). Para 0 GPmas, 0s valores de CMT
ndo diminuiram entre os dias do tratamento (DO a D2), mas diminuiram (P<0,001) na
comparagao entre o D3 (fortemente positivo) e D14 (levemente positivo). Essa mesma

diferenca nao foi notada na comparacao entre D2 e o D14 (P=0,3616).

Cultura bacteriologica

Os valores cultura bacterioldgica expressos em porcentagem, realizada antes do
inicio do tratamento (D0), 24 horas apds o fim do tratamento (D3) e apds 14 dias do fim
do tratamento (D14), estdo representados na figura 7. Notam-se semelhancas (P>0,05)

dos resultados entre grupos e durante os dias de avaliacao.

Entre os dois grupos de avaliagdo (GOmas € GPmas), a cepa bacteriana mais
observada nos trés dias de avalia¢do, foi Staphylococcus aureus com valor médio de 30%
(13/43), para 0 GOwmas € 22% (10/45) para 0 GPmas (tabela 3). Nota-se aumento
(P=0,0338) no valor de GOsec (27%) no D3 em comparagdo ao GPwas (13%).

Fig. 7. Proporcéao (%) de cultura bacteriol6gica negativa nos trés dias de avaliacdo para 0 GOwmas (n=14) e
GPMAs(n:14)
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Legenda: D: dia; GO: grupo 6leo de melaleuca; GP: grupo placebo. *Diferenca significativa entre grupos
no D3.
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Tabela 3

Quantidade e distribuicdo de patdgenos causadores de mastite em 88 amostras positivas colhidas para o

GOwmas € GPwmas (cultura microbioldgica).

Resultado bacterioldgico GOuas GPuas
n=43 Porcentagem (%) n=45 Porcentagem (%)

S. aureus 13 30% 10 22%
E. coli 9 21% 5 11%
Staphylococcus sp. 7 16% 8 18%
Bacillus sp. 3 7% 6 13%
Klebsiella sp. 3 7% 2 4%
S. dysgalactiae 3 7% 1 2%
S. agalactiae 2 5% 5 11%
Streptococcus uberis 1 2% 6 13%
Enterococcus sp. 1 2% 0 0%
Serratia sp. 1 2% 0 0%
Corynebacterium sp. 0 0% 2 4%

Producéo de leite

Estudo de secagem (SEC)

O GOsec (48,81 + 9,11 kg/dia) obteve uma producdo de leite maior (P=0,0053)

que 0 GCsec (41,42 * 6,80 kg/dia) nos 100 primeiros DEL.

N&o foram encontradas correlacdes da ordem de lactagdo, tempo em dias do

periodo seco e ocorréncia de mastite no pds-parto sobre a producdo de leite em nenhum

dos grupos experimentais (P>0,05).

Estudo de tratamento de mastite inaparente (MAS)

Durante os dias de tratamento (DO ao D14), 0 GOwmas (22,49 £ 1,10 kg de leite) e
GCwmas (23,12 = 1,13 kg de leite) foram semelhantes na producéo de leite (P=0,0818).

Entretanto, ambos os grupos produziram mais leite (P<0,0001) na comparagdo com o

GPwmas (19,05 + 0,79 kg de leite). N&o houve diferenca na comparagao entre e intragrupos

para a temperatura do leite (P>0,05).

Discussao
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O uso de antibidtico intramamario tem como objetivo promover um ambiente
hostil as bactérias (Bertulat et al. 2015). Todavia, a busca pela diminui¢do do uso de
antimicrobianos sintéticos, abre espaco para a utilizacéo de substancias alternativas. Para
o0 OEM possuir acdo antimicrobiana, segundo a International Organization for
Standardisation, ele deve possuir em sua composi¢do uma quantidade acima de 30% de
terpinen-4-ol (10S, 2004). Segundo Carson et al. (2006), este componente é o principal

responsavel pela acdo antimicrobiana do 6leo essencial.

O efeito sobre as bactérias ocorre em decorréncia a danos a membrana microbiana,
com aumento de susceptibilidade a NaCl, formacdo de mesossomos e perda do material
citoplasmatico (Carson et al. 2002; Li et al. 2016). Além disso, Cox et al. (2000),
trabalhando com S. aureus e E. coli, mostraram que o OEM induz perda de ions de
potassio, inibe a respiracdo celular da bactéria e promove a captacdo de iodeto de

propidio.

A concentracdo do OEM experimental com 41% de terpinen-4-ol é maior ao
encontrado no estudo de Li et al. (2016), que atribuiram a atividade antimicrobiana contra
S. aureus, E. coli e Candida albicans aos 23% de terpinen-4-ol usados. Portanto,

esperava-se obter uma acdo antimicrobiana suficiente.

Como para os antibidticos sintéticos, pode-se exercer uma selecdo sobre a
microbiota dos animais a serem submetidos ao uso de OEM, uma vez que foram relatados
casos de resisténcia antimicrobiana ao OEM (Singh et al. 2016). Para Vilar et al. (2018)
a selecdo para TVS, pode ser realizada, baseado no histérico de MC, no CMT no
momento da secagem e no pés-parto, como realizado no SEC. Para 0 MAS, além dessas
caracteristicas, € indicada preferencialmente a identificacdo do agente bacteriano (Scott
Wesse et al. 2013, Kromker et al. 2019).

Para Vasquez et al. 2017, os valores de CCS individual podem indicar a presenca
de uma infeccdo intramamaria, quando os valores ultrapassam 200.000 células/mL, e o
CMT pode ser utilizado como um teste rapido para identificacdo dos quartos afetados
(Godden et al. 2017). Segundo a IN-76 do MAPA (2018) valores de CCS até 400.000
CCS/mL, como utilizado como ponto de corte para o estudo de SEC, seriam aceitaveis
para o consumo humano (IN-76, MAPA). Todavia, entende-se que a medida que se

ultrapassa os valores considerado um limiar saudavel de 200.000 CCS/mL, aumentam-se
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as chances da glandula estar infectada (Vasquez et al. 2017; Kromker et al. 2019), o que
corrobora com os resultados de cultura bacteriologica do estudo de tratamento. Esse
aspecto apresenta influéncia no sucesso do tratamento de mastite (Krémker et al. 2019) e

a protecao no periodo seco (Vasquez et al. 2017).

O manejo correto no momento da secagem influencia positivamente a satde do
Ubere com menor ocorréncia de mastite e maximizagdo da produgdo na préxima lactacao
(Hertl et al. 2018). As vacas permaneceram entre 41 e 68 dias em descanso, considerado
suficiente para uma recuperacdo geral do Ubere, com substituicdo das celulas alveolares

e preparacgdo para a lactacdo subsequente (Laven et al. 2014).

O aumento da CCS observado no GOsec comparado ao GCsec nos 100 DEL pode
ser decorrente de uma acdo menos prolongada residual do OEM em comparagdo aos
antibidticos sintéticos, possivelmente permitindo um inicio de colonizacdo bacteriana, o
que explicaria as taxas de novas infeccdes de até 35 % observadas por Mullen et al.
(2014), que avaliaram dois fitoterapicos intramamarios também com ingredientes ativos
de Oleos essenciais. Os Oleos essenciais usados nestes produtos do mercado norte-
americano ndo foram capazes de garantir um ambiente hostil as bactérias duradouro,
permitindo a eclosdo de uma infeccdo logo na lactacdo seguinte. Possivelmente uma
manipulacdo farmacoldgica, inserindo o OEM em um veiculo de liberagdo lenta poderia
transpor essas limitagoes.

Ao desafiarmos a acdo do OEM em uma situacdo de grande contaminacao
microbiana, com infec¢des cronicas instaladas no ambiente intramamario, como no MAS,
verificou-se uma a¢do momentanea, durante o periodo de tratamento, sobre os indices
semiquantitativos como o CMT, sendo observado um efeito residual do OEM e portanto
uma diminuicao significativa dos resultados na cultura bacteriana no D3. Porém os efeitos
da melhora na condi¢do intramamaria avaliados pelo CMT foram refletidos igualmente
por uma maior producdo leiteira do grupo com OEM. A relacdo direta entre uma
diminuigéo na quantidade de células somaticas ou no CMT e um aumento de produgéo
de leite é conhecido desde longa data (Forster et al. 1967; Casura et al. 1995; Berry;
Hillerton, 2002; Dohoo et al. 2011; Godden et al. 2017; Franzoi et al. 2020).

Vacas infectadas de maneira inaparente, apresentam assim mesmo reflexos na

salude e no bem-estar, notado principalmente pela diminuicdo da producgéo
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(Aghamohammadi et al., 2018). Estas infecgdes cronicas com alto CCS podem ser
atribuidas principalmente aos patégenos considerados mais contagiosos como o S. aureus
e 0 S. agalactiae, encontrados na cultura bacterioldgica (Mesquita et al. 2019; Keefe et
al. 2012).

Justamente a bactéria mais isolada foi o S. aureus, a semelhanca de pesquisas
realizadas tanto no Brasil (Mesquita et al., 2019) quanto na Alemanha (Kromker et al.
2019). Além do S. aureus que por meio da producdo de toxinas e enzimas proteoliticas
podem danificar irreversivelmente o tecido mamario (Vasudevan et al. 2003), a presenca
de crescimento em cultura de S. agalactiae, explica a alta CCS, e o0 aparecimento de sinais
como cisternite e galactoflorite, uma vez que este agente é considerado altamente
contagioso e um patdgeno obrigatorio do Ubere (Keefe et al. 2012).

Para confirmacdo da capacidade antimicrobiana do OEM, os valores de CIM e
CBM para as bactérias S. aureus e E. coli obtidos neste estudo, foram iguais (0,3125%
v/v ou 6,25uL/mL). Testando cepas semelhantes, Cox et al. (2000), revelaram valores de
CIM e MBC para S. aureus NCTC8325 e E. coli AG100 de 0,25% v/v e 0,5% vlv,

respectivamente, indicando in vitro potencial antimicrobiano do OEM.

Todavia, o perfil crdnico de mastite inaparente dos animais e o perfil patogénico
das bactérias prevalente no rebanho, como o encontrado no estudo de MAS, influencia na
eficacia da terapia intramamaria e possibilitam a ocorréncia de mastite clinica (Tomazi et
al. 2015). Para Nagahata et al. 2020, as vacas infectadas com S. aureus cronicamente
respondem muito pouco a tratamento, revelando baixas taxas de cura bacterioldgica, o

que pode explicar a ineficacia do tratamento intramamario com o OEM nesse estudo.

Semelhantemente aos resultados de campo, casos de ineficdcia da acdo
bactericida, como ocorrido frente a bactéria selvagem tipo 2 na avaliacdo de MBC, pode
ser explicado pela falha em lise celular da membrana das bactérias (Carson et al. 2002),
que pode ser potencializado pela capacidade de producéo de biofilmes para cepas de S.
aureus, ou ainda por eventos de resisténcia antimicrobiana, relatado também para OEM
para diferentes tipos de bactérias (Singh et al. 2016). Esses resultados justificam a acéo

momentanea (bacteriostatica) no D3 que aumentou na cultura bacterioldgica do D14.

O protocolo escolhido no estudo de tratamento, com trés aplicagbes com

intervalos de 24 horas durante 3 dias, mostrou-se portanto ineficaz para a taxa de cura
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bacterioldgica. Todavia, como houve diminuicdo dos valores de CMT para o D14, uma
diminuicdo no intervalo de aplicacfes e um aumento nos dias de tratamento, assim como
realizado por Pasca et al. (2020), que sugeriram boa eficacia utilizando extrato de propolis
duas vezes ao dia durante cinco dias para tratamento de vacas com mastite por bactérias

gram-positivas, poderiam revelar melhora dos resultados.

Para Scott Wesse et al. (2013), os antibidticos sintéticos devem ser utilizados por
periodos minimos, porém para casos de patdgenos especificos como S. aureus e S. uberis,

como encontrado neste estudo, indica-se o tratamento mais prolongado.

As mastites clinicas observadas no GOmas € no GPmas, porém em maior nimero
no GPmas, podem ser explicadas também pelo isolamento de agentes microbianos
contaminantes do ambiente destas vacas, como E. coli e Staphylococcus ndo aureus
(ENA; Staphylococcus sp.). Apesar da E. coli, ser responsavel por muitos casos de mastite
severa, o status de defesa do hospedeiro atua como um fator fundamental na determinacéo
do resultado das infec¢des, podendo-se atribuir a esta bactéria o aparecimento de sinais
clinicos observados em D1 e D3 (Burvenich et al. 2003), aqui classificados como mastite

catarral (Grunert, 1993), também observados pela ultrassonografia.

Para Kaur et al. (2018), as alteracdes anatbmicas indicam diretamente o
comprometimento da satde do Ubere, sendo que modificacdes na cisterna do teto, com
espessamento da mucosa e musculatura do teto, sdo sinais relevantes de inflamagéo
(Franz et al. 2009). Apesar das vacas do estudo MAS apresentarem cronicamente
infectadas, explicando sinais de inflamacdo, o espessamento da parede do teto para o

GOwmas no estudo de MAS, pode indicar uma inflamagédo aguda.

Corroborando com os achados de ultrassonografia, a termografia do estudo de
SEC, revelou uma elevacdo da temperatura (em °C) no D1 e D7 na comparagdo entre
grupos, que poderiam indicar uma inflamacdo. Nao foram encontrados relatos de
monitoramento termogréafico apos aplicacdo de algum produto intramamario. Contudo,
algumas investigagfes com a influéncia da acdo das teteiras em vacas lactantes,
demonstram que na avaliacdo pré ordenha, a média da temperatura da superficie da pele
dos tetos, variam entre 35,8 £ 0,87 °C (entre 32,8 °C e 37,6 °C) para tetos AE e PE e 35,8
+ 0,93 °C (entre 32,16 °C a 38,1 °C) para tetos AD e PD (Yang et al. 2018), valores

superiores aos detectados para 0 GOsgc do estudo de SEC.
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Resultados semelhantes ao estudo de Yang et al. (2018) foram relatados na
avaliacéo pré-ordenha por Paulrud et al. 2005 e Tangora et al. 2019, em tetos sem sofrer
estresse pelas teteiras, ou qualquer tipo de manipulacdo, similar ao realizado nesta
pesquisa, com registros de termografia antes da ordenha no DO, e sem manipulagéo para

os dias 1 e 7 de avaliacdo pos secagem.

Avaliando tetos por meio de ultrassonografia Power Doppler, Wieland et al.
(2017), associou o estagio de lactacdo a intensidade da perfusdo sanguinea do teto, de
modo gue 0s animais em meio de lactacdo apresentaram maior circulacdo sanguinea em
comparacdo com as vacas em fim de lactacdo. Esses resultados podem explicar a
diferenca dos valores médios de temperatura das vacas avaliadas em nosso estudo pré-
ordenha em comparacdo ao estudo de Yang et al. (2018), e demonstram que a técnica
Power Doppler poderia nos auxiliar a encontrar explica¢fes na diferenca observada entre

grupos nesta pesquisa.

Apesar dos resultados de termografia apresentarem valores semelhantes aos
estudos citados anteriormente, as alteracdes ultrassonograficas, como cisternite e telite
sugerem a presenca de inflamacéo apds a aplicacdo do M10 no estudo de MAS, o que
corrobora com os resultados encontrados por Macedo et al. (2006) que relatou reacdes

alérgicas do OEM em contato com mucosa oral em seres humanos.

Estudos com OEM para uso em bovinos e em especial na satide do Ubere s&o raros.
Todavia, um produto contendo 6leo de melaleuca e outros fitoterapicos, foi testado para
a protecdo de vacas no periodo seco (Pinedo et al. 2013; Mullen et al 2014). Semelhante
a outros estudos com produtos usando outros extratos vegetais e OEM (Mc Phee et al.
2011; Pinedo et al. 2013; Mullen et al. 2014; Mason et al. 2018), ndo foram identificadas
reacOes adversas graves, apesar de um indicativo inflamatorio que foi verificado pelo uso
de exames complementares como ultrassonografia realizada no estudo de SEC e MAS, e,

termografia de tetos realizado no estudo de SEC.

Enquanto antibioticos para o periodo seco, possuem segundo fichas técnicas um
tempo de permanéncia de até 54 dias para cefalonio anidro 0,25g (Cepravin®) e 30 dias
para sulfato de neomicina 400mg, bacitracina 5.000 Ul (Neomastic®) no ambiente do

Ubere, desconhece-se o tempo de permanéncia e acdo do OEM neste mesmo ambiente.
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Possivelmente, a manipulacdo farmacologica aumentando o tempo de acdo ou
combinando sistemas de liberacdo lenta, microencapsulamento (Pazinato et al. 2014) ou
em microemulsdo (Biju et al. 2005), poderiam contribuir para a melhoria da agéo
protetora do OEM. Além disso, é provavel que volumes e concentracbes maiores
poderiam também melhorar nossos resultados, tanto para o tratamento de vacas
infectadas, como para a protecdo de vacas no periodo seco, no que se diz respeito aos
valores de CCS.

Conclusodes

Conclui-se que o medicamento a base de OEM pode ser usado na formulagéo
intramamaria. O medicamento mostrou-se eficaz para protecdo do Ubere de vacas no
periodo seco. No tratamento da mastite cronica inaparente, seu uso melhora a producao
de leite mas é incapaz de promover uma cura clinica ou microbiol6gica com o protocolo
terapéutico usado, apesar de demonstrar potencial antimicrobiano inclusive com cepas
isoladas de casos de mastite. Pioneiro 0 medicamento oriundo deste estudo, possui
potencial para se tornar uma alternativa ao uso de antibidticos sintéticos sem causar

efeitos adversos.
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CAPITULO 3

Uso do oleo essencial de melaleuca (Melaleuca
alternifolia) para secagem de bafalas Murrah em um
sistema organico de criagao

Abstract

Background

Dry cow therapy is a common management practice to treat subclinical mastitis and
prevent new infections during the nonlactating period. Studies addressing dry cow
therapy under organic farming practice are unavailable and for the buffalo cow inexistent.

Objectives

To evaluate the efficacy of an intramammary dry cow therapy based upon a medicament
with 5 % Melaleuca alternifolia oil (TTO) in Murrah cows.

Materials and methods

After applying exclusion criteria upon a herd of 20 dairy Murrah cows, twelve were used
in a longitudinal prospective and retrospective negative control study, where the cow was
control of herself. Previously the pure oil and the medicament with 5 % MO passed by in
vitro antimicrobial tests for Minimum inhibitory concentration (MIC) and Maximum
inhibitory concentration (MBC). The cows were clinically examined, and the teats passed
through thermographic and ultrasonographic examination. Udder health was monitored
during the first 100 days in lactation (DIM) through somatic cell count (SCC) in the milk
and the California mastitis test (CMT).

Results

Laboratory tests against standard strains Staphylococcus aureus ATCC®25923™ and
Escherichia coli ATCC®25922™ and wild bacterial strains showed MIC values of a
maximum of 50 uL/mL for the oil 5% and MO 5 %. One wild S. aureus strain had no
MBC. No adverse effects were observed after the intramammary application of MO.
CMT and SCC values were similar (P>0,05) during all observations. Particular ultrasound
characteristics of the teat were observed. One case of mastitis occured during postpartum.

Conclusion

The medicament with 5 MO is effective in vitro and compatible with the intramammary
tissue in vivo of Murrah cows. It was able to protect the buffalo cow during the dry period
under natural conditions in an organic farm.

Key words: dry cow therapy; udder health, buffalo, intramammary medicament, organic
farming.

Abbreviations: MIC, Minimum inhibitory concentration; MBC, Minimum bactericidal
concentration.; SCC, Somatic cell count; CMT, California mastitis test.
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A populacdo mundial de bufalos é de cerca de 168 milhGes de animais, sendo que 95%
estdo na Asia (India, Paquistdo e China), 2% na Africa (Egito), 2% na América do Sul e
no Caribe, 1% na Europa e Oceania. As bufalas produzem entre 1500 e 4500 litros de
leite por lactacdo.! As racas bubalinas produtoras de leite no Brasil sdo Murrah,
Mediterraneo e Jaffarabadi. Além do leite, estes animais apresentam aptiddo para
producdo de carne.?

No final da gestacdo, as bufalas necessitam de um periodo de descanso, onde as vacas
passam por uma interrupcdo da lactacdo denominado de secagem. O periodo seco varia
de acordo com a caracteristica de sazonalidade e época de pari¢do, entretanto é essencial
para a involugdo do tecido glandular, importante para a salde, producdo de leite e colostro

das vacas.>®

O periodo seco também é um momento estratégico para o tratamento de mastites.® Uma
opcéo apresentada em bovinos para o tratamento e prevencao desta enfermidade, é 0 uso
de antibidticos sintéticos, por via intramamaria.” Apesar de existirem poucos para uso
especifico em bufalas,® a inclusdo legal dos bubalinos na espécie bovina pela Unido
Europeia (UE) no ano de 2009, promoveu inicialmente a utilizagdo sem comprovacao de

sua eficacia.®

Além das preocupagdes com o uso indiscriminado de antibidticos, em propriedades em
sistema organico de producdo, a antibioticoterapia em geral é proibida, somente permitida
em casos excepcionais mediante justificativa pertinente ao organismo de avaliacdo da
conformidade, do Ministério da agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA).® No
entanto, para Kiesner et al.®, casos com valores acima de 100.000 células somaticas/mL
nos Ultimos trés meses consecutivos de controle leiteiro (CL) oficial, indica-se a

intervencdo convencional.

Uma escolha para substituir 0 uso de antibidtico em sistemas organicos, pode ser a
utilizacdo de substancias ativas derivadas de plantasi®!?. Entre estas substancias esta o
6leo essencial de melaleuca (OEM), derivado da destilacdo a vapor da planta australiana

Melaleuca alternifolia (Myrtaceag).'?

Em animais, o0 OEM apresentou acdo antibacteriana apds aspiracdo de abcessos
prostaticos e fungicidas contra Malassezia pachydermatis em céaes'*!® e contra
Trichophyton equinum em equinos.'® Em ovinos foi testado e aprovado contra piolhos da
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espécie Bovicola ovis!’ e na avaliagdo ovicida in vitro contra Haemonchus contortus,
comprovada em Gerbils (Meriones unguiculatus), e como antiparasitario no combate da
mesma espécie de nematddeos.'1° Em pesquisas mais recentes o 6leo de melaleuca foi
capaz de prevenir o desequilibrio bioenergético do baco de bagres infectados

naturalmente por Ichthyophthirius multifiliis. 2°

N&o ha registros da utilizacdo do 6leo de melaleuca em bufalos, porém Singh et al.?,
relataram que somente 20% de cepas bacterianas isoladas de bufalo eram sensiveis in
vitro ao OEM. Em bovinos um produto intramamario com acao selante interno para teto
(SIT), a base de extratos vegetais incluindo o OEM, protegeu o sistema mamario de vacas
bovinas sem apresentar efeitos colaterais. 2 Estudos in vitro demonstraram que 0 OEM
apresentou acdo antimicrobiana contra bactérias da espécie Staphylococcus aureus e

Escherichia coli, oriundas de vacas com mastite.?3

Os objetivos deste trabalho foram formular e avaliar a eficacia de um medicamento
intramamario formulado a base de OEM para protecdo de bufalas Murrah durante o

periodo seco.

Materiais e métodos
Local
O estudo foi realizado entre dezembro de 2019 e outubro de 2020 na fazenda do Instituto

Agronémico do Parana — IAPAR de criacdo de bufalas leiteiras, producdo certificada
organica pelo Instituto de tecnologia do Parana — TECPAR, no municipio da Lapa - PR,
Brasil (25° 47’ ‘latitude, 49° 46’ longitude oeste, 910m de altitude). O clima da regido é

subtropical (Cfb) segundo a classificacdo de Koppen.

Preparacao do produto e testes susceptibilidade antimicrobiana

O OEM (Ferquima®), passou por uma analise por cromatografia gasosa e espectrometria
de massa revelando uma concentragcdo de 42 % de seu principal componente ativo, 0
terpinen-4-ol. Demais informacg0es técnicas podem ser verificadas no documento anexo
3.

Com composicao conhecida, o 6leo foi avaliado para sua concentracéo inibitoria minima

(CIM) e sua concentragdo bactericida minima (CBM), em comparacédo a Clorexidina 2%
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(CHX), por meio de técnicas de micro-dilui¢cdo em caldo de acordo com os procedimentos
da National Committee for Clinical Laboratory Standards (CLSI),?* para testes de
susceptibilidade antimicrobiana para bactérias aerdbicas. Para tanto, foram realizadas
duas analises em quadruplicada executado em dois momentos, sendo avaliadas as cepas
de Staphylococcus aureus ATCC®25923™ ¢ Escherichia coli ATCC®25922™ e duas
cepas selvagens de S. aureus originérias de vacas Holandesas. Em seguida, foram
classificadas de acordo com os critérios de interpretacdo da CIM e CBM analisado em

ug/mL e % (v/v) de cada bactéria.?

Em paralelo aos exames laboratoriais, foi formulado um medicamento intramamario com
acdo antibidtica a base de OEM 5% (M5). A substancia foi manipulada segundo os
preceitos de boas préticas de manipulacdo, em laboratério da Dexter Latina, localizada
em S&o José dos Pinhais, Parana, Brasil.

Utilizou-se uma substancia coloidal de uso parenteral (intramamario) constituida por
agente polimerizador Polaxamer etileno e dietileno glicol oxietileno (72,5% p/p)
(Kolliphor®/BASF) como principal agente estruturador e fornecedor da estabilidade fisica
do coloide. Polietilenoglicol (PEG1500) foi empregado como umectante e dispersante, e
como o ingrediente ativo farmacéutico 6leo de melaleuca (5%). Os compostos
mencionados formaram sistema emulsionado do tipo A/O (agua em 06leo). O produto foi
acondicionado em aplicadores intramamario convencionais estéreis. Em cada teto foi
aplicado um volume de 4 ml de produto contendo 0,2 g de OEM, equivalente a 5% da
concentracdo total da formula.

A férmula com OEM, apresentou capacidade adaptativa as cavidades mucosas de forma
nédo oclusiva, sendo aplicada na forma de coloide de baixa adesividade, acdo topica e
penetracdo percutanea. Para tanto levou-se em consideragdo caracteristicas como teor de
acidez, densidade e solubilidade para as variaveis de incorporacao e sua influéncia no pH

e viscosidade da formulagéo.

Animais e design

Em relacdo ao nimero de animais investigados, foram aplicados critérios de exclus&o,
reduzindo o grupo experimental de vinte vacas no total para doze bufalas da raga Murrah
(GT; n=12) em fase final de lactagcdo, que permaneceram em rotina diaria usual sem

alteracdo do manejo, em regime de criagdo semi-intensiva, em pastagens consorciadas de
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Hemartria (Hemarthria altissima) e Amendoim forrageiro (Arachis pintoi), além do

fornecimento em cocho de capim Elefante (Pennisetum purpureum) e concentrados.

Somente foram incluidas vacas sem lesGes no teto ou Ubere, com média de CCS dos
ultimos trés meses pré secagem menor que 100.000 células/mL, usando a indicacdo para
bovinos.® Idade e ordem de lactacdo ndo foram utilizadas como critério de excluséo. Os
animais foram identificados por brincos numerados. As vacas eram ordenhadas em
sistema de ordenha mecénica mdvel, com bezerro ao pé, e foram secas abruptamente com

desmame concomitante.

Todas as vacas passaram no dia 0 (D0), antes da primeira ordenha, por avaliacdo fisica
especifica, com inspecéo e palpacédo do Ubere e tetos;?® Ultrassonografia dos tetos?6-2° e
termografia dos tetos.3%3 O M5, com volume de 4ml foi aplicado no dia da secagem,
apos a realizacdo de California mastitis test (CMT),3? com desinfeccgéo da ponta do teto
com alcool 70% e introducdo através de aplicador intramamario convencional (D0). No
dia um (D1) foram repetidas a ultrassonografia e a termografia. O CMT foi repetido em
todos os animais cinco dias apés o parto.®334 Todos os achados foram registrados em ficha
clinica (anexo 8), assim como o tempo total de secagem em dias. Foram colhidos os dados
historicos de CCS e ocorréncias de mastite clinica (MC) dos trés controles leiteiros
oficiais pds-parto da lactacdo anterior, sem terapia para vaca seca (STVS); e dos trés
controles leiteiros oficiais da lactacdo pos secagem com o M5.3%3¢ Um esquema geral do

desenho experimental pode ser observado na figura 1.

Periodo seco
e A - US até 100 DEL

-us  |EN - TRI

« TRI « EF

+ EF ) Inspegdo Controle leiteiro
Inspegdo Palpacado CMT oficial (CCS)
Palpagéo CMT
CMT Y m P ’ Ocorréncia de

6s-parto MC
Manejo de secagem \_ )

Aplicacdo do M5

Figura 1. Esquema demonstrativo dos exames realizados dentro da alternancia de periodo seco e lactacéo
das bufalas.

Legenda: D: dia; M5: Produto com 6leo essencial de melaleuca a 5%; US: ultrassonografia dos tetos; TRI:
termografia infravermelha dos tetos; EF: Exame fisico especifico; DEL: Dias em lactacdo; CCS: contagem
de células sométicas; MC: mastite clinica.
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Termografia infravermelha (TRI) do teto

As avaliacdes de TRI dos tetos foram realizadas no periodo da manhd, previamente a
ordenha com registros individuais de temperatura (°C) e umidade relativa do ar (URA%),
em ambiente fechado com distancia de um metro lateralmente aos tetos anteriores e em
posicdo caudal para os tetos posteriores. A avaliacdo foi realizada com uma camera
infravermelha FLIR modelo E50. Em seguida, os termogramas foram analisados pelo
programa FLIR tools com determinacdo da temperatura em trés pontos do teto (base,

centro e ponta) e média geral, apresentados em média e desvio padrao.

Ultrassonografia (US) do teto

As ultrassonografias foram realizadas com um equipamento Sonoscape modelo A5V com
probe linear de 9 MHz. Para avaliacdo das estruturas, sem compressao, o teto foi imerso
em um copo plastico cheio de &gua morna, com colocacdo do transdutor na parede do
copo revestida com gel de ultrassom. O processamento das imagens ocorreu ao pé da vaca
com utilizacdo do software do préprio equipamento.

As medidas ultrassonogréaficas foram (em mm): comprimento do canal do teto (CCT),
medido da Roseta de Firstenberg até a extremidade distal do canal do teto; didmetro do
teto no mesmo eixo ortogonal no ponto da Roseta de Firstenberg (DRF), diametro da
cisterna do teto (DCT), espessura da parede do teto (EPT), medidos ortogonalmente ao

canal do teto, 10 mm acima da Roseta de Flrstenberg (figura 2).

Figura 2. Medidas ultrassonograficas (em mm) realizadas no DO e D1 nas bufalas (GE; n=12).
Legenda: CCT: comprimento do canal do teto; DRF: didmetro do teto medido no eixo ortogonal a Roseta
de Firstenberg; EPT: espessura da parede do teto; DCT: diametro da cisterna do teto.
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California mastitis test (CMT), Contagem de células somaticas (CCS) e ocorréncia de
mastites

Na secagem, todas as vacas tiveram CMT realizado pelo primeiro autor em cada quarto
funcional. A reagdo ao CMT de cada quarto foi registrada e classificada de acordo com
Schalm e Noorlander.®> Apés o parto, o CMT foi realizado pelos colaboradores da
fazenda, previamente treinados, que também realizaram avaliacbes de secregdo
previamente a todas as ordenhas para ocorréncia de MC durante os 100 primeiros dias de
lactacdo (DEL). A CCS foi realizada por laboratério oficial da Associa¢do Paranaense de
Criadores de Bovinos da Raca Holandesa — APCBRH, disponibilizando informagdes via

relatorios mensais mediante solicitacdo do produtor.

Analise estatistica
A pesquisa configura um estudo experimental longitudinal prospectivo e retrospectivo

com controle negativo (vaca controle dela mesma).

Os dados da avaliacdo clinica foram comparados pelo teste de Mann-Whitney. As
medidas de ultrassonografia e termografia dos tetos, bem como a CCS observada nos 100
primeiros dias de lactacdo, foram comparadas pelo teste de t de Student. Os valores de
CCS foram transformados para log10. Os dados estdo apresentados em média, desvio
padréo e coeficiente de variacdo. Para todas as analises foi utilizado o SPSS®, versdo 25

e nivel de significancia de 0,05.

Comité de ética

O experimento foi iniciado apds aprovacao de pesquisa pela Comissao de ética no uso de
animais (CEUA) da IAPAR, protocolo n° 02/2019 (anexo 9).

Resultados
CIMe CBM

Os testes de susceptibilidade antimicrobiana para determinacdo de CIM e CBM
foram realizadas para OEM puro a 5%, M5 e Clorexidina (CHX) a 2%, para cepas S.
aureus ATCC®25923™ E. coli ATCC®25922™, e para duas cepas selvagens de S. aureus
oriundas de vacas Holandesas. Afora os resultados para o CHX 2%, que foram iguais,
sendo uma CIM e CBM de 0,1 pL/mL (0,2%), para S. aureus ATCC®25923™, E. coli
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ATCC®25922™ e para as cepas tipo selvagens de S. aureus, os resultados obtidos estdo

apresentados no quadro 1.

Quadro 1. Resultados para testes de susceptibilidade antimicrobiana por meio da
determinacdo de Concentracdo inibitéria minima (CIM) e Concentracdo bactericida
minima (CBM) de OEM 5% e M5.

CIM cBM
Cepas OEM 5% M5 OEM 5% M5
puL/mL e % viv

E. coli

ATCC®25920™ 6,25 0,3125 6,25 | 0,3125 | 6,25 | 0,3125 | 25 | 1,25
iﬁggg;smm 6,25 0,3125 25 | 1,25 | 625 | 03125 | 100 | 5
S. aureus TS1 50 2,5 25 1,25 100 5 100 5
S. aureus TS2 50 2,25 SA SA 50 2,25 SA SA

Legenda: OEM 5%: Oleo essencial de melaleuca a 5%; M5: Medicamento a base de 6leo essencial de
melaleuca a 5%; CIM: Concentragdo inibitdria minima; CBM: Concentra¢do bactericida minima; TS1:
Cepa tipo selvagem 1; TS2: cepa tipo selvagem 2; AS: Sem ac&o.

Exame fisico do Ubere

Né&o foram observadas diferencas (P>0,05) no exame fisico especifico do Ubere e tetos
das bufalas entre os dias de avaliacdo. As vacas ndo manifestaram em nenhum momento

sinais de dor local.

Termografia infravermelha (TRI) do teto

Os resultados obtidos pelos termogramas em trés pontos de avaliagcdo dos tetos (base,
centro e ponta), demonstraram aumentos (P<0,001) em todos os pontos de avaliacdo de

em meédia 3,5°C entre o DO e D1 de avaliacdo (tabela 1).

Tabela 1. Avaliacao termogréfica de tetos bubalinos (n=48) com medidas em °C e média
e desvio padrdo (X + o) de trés pontos de avaliac&o.

A DO D1
Parametros X <o) P-valor
TBT 30,9842,64>  34,50+1,022 <0,001
TCT 30,41+3,09® 33,91+1,632 <0,001
TPT 30,23+4,30°  33,90+0,972 <0,001
T (X*0) 30,54+3,40°  34,11+1,272 <0,001

Letras diferentes nas linhas indicam diferencas significativas entre os dias
DO e D1, pelo teste t de Student (P<0,05). TBT: temperatura da base do
teto; TCT: temperatura do centro do teto; TPT: temperatura da ponta do
teto.
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Ultrassonografia

Com excecdo dos valores de DRF (P=0,3697), o US demonstrou entre DO e D1, p6s
secagem, uma diminuicdo dos valores de CCT, EPT e um aumento dos valores do
diametro da cisterna do teto (DCT) (tabela 2).

Tabela 2. Medidas anatdmicas em mm dos tetos (n= 48) de bufalas Murrah feitas por
ultrassonografia apresentados em média e desvio padrdo (X + ) dos tetos.

A DO D1
Parametros X<o) P-valor
CCT 11,75 + 1,822 8,88 + 1,340 <0,0001
DRF 22,19+ 2,572 22,28 £ 2,462 0,3697
EPT 9,54 + 2,052 7,15 +1,84° <0,0001
DCT 5,74 +1,88° 13,25 + 3,492 <0,0001

Letras diferentes nas linhas indicam diferengas significativas entre os dias DO e
D1, pelo teste t de Student (P<0,05). CCT: comprimento do canal do teto; DRF:
diametro da Roseta de Firstenberg; EPT: espessura da parede do teto; EMT:
espessura da mucosa do teto; DCT: didmetro da cisterna do teto.

Comparando tetos anteriores (TA) e posteriores (TP) (tabela 3), verificou-se no D1 para
DRF um valor médio dos TP superior aos TA (P=0,0006), EPT, um valor médio de TA
superior aos TP (P=0,0033) e DTC com um valor médio de TP superior aos TA
(P=0,005).

Tabela 3. Medidas anatdmicas em mm dos tetos anteriores (n= 24) e tetos posteriores
(n=24) de bufalas Murrah feitas por ultrassonografia apresentados em média e desvio
padréo (X + o).

Parametros DO D1 Povalor
(X £ o) TAvs.TPDO TAvs. TP D1
TA 1204228  8.9+148
ceT TP 115413 8o+l 01618 0,4354
TA 2174272 214426
DRF TP 226425 2314200 00722 0,0006
TA 9.5+0,8° 7.740,97
EPT P 0,040,682 7 04075 0.1624 0,0033
TA 58+1 8, 12.0+3.1°
DTC TP 5 742,02 1442435 04044 0,0005

Letras diferentes nas colunas indicam diferencas significativas entre os dias DO e D1, pelo teste t de Student
(P<0,05). CCT: comprimento do canal do teto anterior; DRF: didmetro da Roseta de Furstenberg; EPT:
espessura da parede do teto; DTC: didmetro da cisterna do teto; TA: tetos anteriores; TP: tetos posteriores.
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N&o foram encontradas alteragdes compativeis com uma inflamacdo. Entretanto, foram
detectadas caracteristicas anatdbmicas peculiares nas bufalas conforme pode ser observado

na figura 3.

Figura 3. Caracteristicas anatdmicas peculiares em bufalas: a) Anel proeminente na mucosa (seta verde);
b) camada muscular mais espessa, comprimindo a cisterna do teto (setas amarelas).

California mastitis test (CMT), Contagem de células somaticas (CCS) e ocorréncia de
mastites

Realizado no momento da secagem e cinco dias ap0s o parto, ndo foram observadas
diferencas do CMT, anterior esquerdo (P=0,5862), posterior esquerdo (P=0,7728),
anterior direito (P=1,00) e posterior direito (P=0,7728).

As vacas permaneceram secas em média 120 dias (entre 96 e 149 dias). Nao foi observada

correlacdo entre a duracéo do periodo seco (dias seca) e a CCS (P>0,05).

Valores de CCS no momento da secagem e nos trés meses poOs-parto, apresentaram
diferencas na comparacéo intragrupos (P<0,05), com diminui¢éo no terceiro CL (4,24 +
0,47 x log*® CCS/mL em comparacdo ao momento da secagem (4,57 + 0,25 x log'®
CCS/mL). Por outro lado, no GT, foi observado aumento dos valores de CCS no pos-
parto (P<0,05), no primeiro (4,29 + 0,28 x log*® CCS/mL), segundo (4,36 + 0,35 x log*°
CCS/mL) e terceiro CL (4,47 + 0,36 x log'® CCS/mL), quando comparado a0 momento
da secagem (4,00 + 0,24 x log'® CCS/mL) (figura 3).
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Figura 4. Comparagéo de CCS (x log®) intra e entre grupos em trés controles leiteiros oficiais no pos-parto
em comparagdo a0 momento da secagem para GT (n=12) e ano STVS ( n=12).

Letras mailsculas diferentes nas barras indicam diferencas significativas entre os controles leiteiro do ano
STVS, e letras minusculas diferentes indicam diferencas entre os controles leiteiros para o GT, pelo teste
t de Student (P<0,05).

Né&o foram observadas diferencas nos valores de CCS nos trés meses de CL p6s-parto na
comparacao entre anos (P=0,3208). Trés bufalas no grupo STVS apresentaram valores de
CCS acima de 100.000 CCS/mL (minimo 146.000 CCS/mL e maximo 243.000 CCS/mL)
no grupo com GT, um animal (262.000 CCS/mL). Em cada momento de avaliacdo, uma

vaca apresentou mastite clinica no p6s-parto imediato (P>0,05).

Producéao de leite

Né&o foram observadas diferencas entre os valores de producdo de leite nos trés primeiros
meses apds o parto registrados durante o CL, com (GT) e sem terapia da vaca seca (STVS;
P=0,1985), assim como também ndo encontramos correlacdo entre a ordem de lactacéo e

a producdo de leite (P<0,05) em nenhum dos momentos de avaliacao.

Discussao

Os resultados demonstraram que o medicamento formulado, conservou a capacidade
antimicrobiana do OEM puro, que pode ser atribuida pela presenca de terpinel-4-ol, 37-%°
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principal componente que propicia principalmente agdo antibacteriana?34%4? e anti-
inflamatoria®”-*® ao OEM. Entretanto, também foram descritas acdes antifingicas,'%°

repelentes,*® antiparasitarias,'®1° entre outras.

Os dleos essenciais podem sofrer variagdes em sua composicdo,** portanto estabeleceu-
se como norma internacional para 0 OEM, que uma quantidade acima de 30% de terpinen-
4-ol, é considerado um 6leo com maior potencial antimicrobiano;* portanto, como o M5

contém 42% de terpinen-4-ol, esperava-se obter uma ag¢do antimicrobiana suficiente.

CIM e CBM
Os valores de CIM e CBM para S. aureus ATCC®25923™ E, coli ATCC®25922™,

obtidos neste trabalho foram iguais (0,3125% v/v ou 6,25uL/mL). Esses valores foram
muito proximos aos resultados obtidos por Cox et al.*, com 0,25% v/v de CIM e 0,5%
viv de CBM de OEM contra cepas de S. aureus (NCTC 8325) e E. coli (AG 100).
VariagOes observadas estdo relacionadas com a resisténcia da cepa bacteriana,?* mas
também podem ser consequéncia da variabilidade na taxa pela qual os componentes
ativos do OEM se difundem atraveés da parede celular bacteriana e nas regides

fosfolipidicas das estruturas da membrana celular.**

Em estudo com 6leo essencial de M. armillaris, analisando acdo contra cepa padrao de S.
aureus ATCC®25913™, os valores de CIM foram de 25 pL/mL, respectivamente,
maiores em comparacgdo as cepas laboratoriais desse estudo. Essas variacGes podem ser
atribuidas a uma maior atividade antimicrobiana do OEM pela maior concentracdo de

Terpinen-4-ol na planta M. alternifolia em relacdo a M. armillaris.?

A acdo antimicrobiana oriunda do OEM é causada por danos & membrana microbiana,
estabelecida por um aumento de susceptibilidade a NaCl, formacdo de mesossomos e
perda do material citoplasmatico.***® Estes efeitos podem ser atribuidos a 42% de
terpinel-4-ol, principal constituinte do OEM do M5,4>47 valores superiores ao encontrado
no estudo de Li et al.*® que atribuiu a atividade antimicrobiana contra S. aureus, E. coli e
Candida albicans para 23% de terpinen-4-ol em uma amostra de OEM.

As concentrac0es finais usadas na bisnaga de 5% (200mg) com um volume total de 4ml
foram menores que o volume total de 9ml de CINATUBE® que contém OEM.?? Ainda

assim foram suficientes para proteger a cisterna do teto da bufala. I1sso pode ser explicado
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pela capacidade de dissolucédo do 6leo, que envolve a desintegracdo do veiculo e dispersédo

do ingrediente ativo na cisterna da glandula e no sistema de ductos da glandula mamaéria.*

Exame fisico- clinico e exames por ultrassonografia e termografia
Durante as avaliagfes ultrassonograficas, foram identificadas algumas caracteristicas

anatdbmicas especificas, as dobras anulares, observadas na transicdo entre a cisterna do
teto e cisterna da glandula e um colapso em regi&o de ponta do teto, atributo peculiar para
bufalas de rio. Essas peculiaridades descritas anteriormente como pregas anulares
proeminentes,?® presumiu que estas pregas podem interferir na retencdo do leite e regular
0 tamanho da cisterna, o que as caracteriza como um mecanismo de protegéo de glandula,

principalmente em uma espécie que permanece muito tempo na agua, como os bufalos.

Como as bufalas foram avaliadas ap6s o desmame dos bezerros no DO, alguns tetos
estavam mais colapsados na regido da ponta do teto. Esta caracteristica, antes descrita
como parte do canal do teto,® representa uma estrutura muscular mais forte,
possivelmente pela presenca de uma estrutura de colageno mais densa, que garantem as
bufalas uma maior protecdo contra fatores ambientais e comportamento de permanecer

em pantanos e banhados®’-2,

Para Sharma et al.>® os tetos sdo considerados a primeira linha de defesa contra infeccdes
intramamarias, correlacionando o aumento da CCS com um maior didmetro da ponta do
teto. Segundo Kaur et al.>* os parametros morfoldgicos estdo diretamente associados a
salde do Ubere. Os mecanismos de protecdo naturais da bufala podem permitir que ela
seja menos vulneravel no periodo seco comparado com a vaca bovina, porém nao
garantem uma protecdo efetiva durante todo o periodo seco conforme verificado por

Guccione et al..>®

O aumento da temperatura média nos tetos no D1 em comparacdo ao DO de avaliacéo,
podem ser atribuidos ao desmame e secagem abrupta com consequente preenchimento e
ingurgitamento da cisterna do teto, com valores semelhantes ao encontrado por Yang et
al. 5¢ ao estabelecer o valor médio antes da ordenha de vacas Holandesas para AE e PE
(35,8 £ 0,93 °C) e para AD e PD (35,8 £ 0,87 °C). Portanto, o abastecimento com leite
assim como o proprio aumento de volume, tornou a regido mais sensivel a variacdo, com

aumento da temperatura.
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Uma mastite estabelecida provoca modificacdes nos tecidos e lesdes na mucosa.®’ Isso
indica que o produto a base de OEM 5% n&o induziu rea¢des inflamatorias locais ou
gerais suficientes para a deteccdo clinica de uma cisternite, telite, galactoforite ou
alteragdo na granulagdo de tecido glandular®® 8 por nenhum dos meios de exame fisico e

complementares usados.

CMT, CCS e ocorréncia de mastite

O periodo seco apresenta grande influéncia na satide do Gbere. Segundo Gree et al.>° 60%
das mastites clinicas, durante as duas primeiras semanas no pds-parto foram adquiridas
no periodo seco. O manejo correto no momento da secagem garante a diminuicdo da
ocorréncia de mastite e maximiza a producdo da préxima lactacdo. Neste momento,

busca-se, a eliminacéo das infecgdes existentes e prevencéo de novas infecgdes.®°

Este periodo de “descanso” apresenta-s& COMO UM momento estratégico e muito
importante para vacas bovinas.* Em bufalas, as pesquisas sdo incipientes, entretanto
Guccione et al.>® na Italia publicaram a primeira avaliagdo de 600mg de cloxaciclina
benzatina para terapia de secagem em bufalas da raca Mediterraneo, com resultados

encorajadores na reducdo da incidéncia de mastites.

Em fazendas bovinas organicas, Kiesner et al.® apontaram uma maior chance de novas
infeccOes para vacas sem protecdo intramamaria apds o periodo seco. A salde do Ubere
pode ser calculada por meio do CCS e CMT. Assim como em vacas bovinas, em bufalas,
valores de CCS também podem ser indicativos para diagndstico de mastite, sendo
200.000 CCS/mL um valor indicativo de infeccdo intramamaria em animais da raca
Murrah.?! Possivelmente os 100.000 CCS/mL estabelecidos como limiar saudavel para

producdo organica em vacas bovinas® podem ser utilizados para bfalas igualmente.

O CMT ¢é utilizado para realizacdo de testes rapidos no momento da secagem e apds o
inicio da lactacdo. A identificacdo de vacas e quartos, apresentam como proposito a
tomada de decisdes seletivas de tratamento.3334 Em nosso estudo, além do CMT no
momento da secagem, ele foi repetido cinco dias ap6s o parto e os resultados de avaliagdo
foram semelhantes. Para Sanford et al.* 0 CMT néo pode ser usado como critério Unico
na sele¢éo das vacas para 0 uso ou ndo do tratamento de vaca seca. Devem ser associados

parametros mais objetivos como a CCS. Ao usarmos ambos 0s parametros tentamos ser
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muito criteriosos, para garantirmos a deteccdo o mais precocemente possivel de qualquer

infecgdo intramamaria.

A mastite detectada, apesar de ser rara, ocorreu justamente no momento do pés-parto que
pode ser justificado pelo tempo prolongado do periodo seco da bufala, com a cessacdo da
atividade do OEM,®? estresse do periodo pés-parto, e aumento do risco de contaminagao

pela abertura diaria do canal do teto, durante as ordenhas.®?

Como protecdo natural, testando um produto vegetal de aplica¢do intramamaria em vacas,
produzido nos EUA (PHYTOMAST®) ndo foram observadas diferencas significativas
para valores de CCS, entretanto foram observadas taxas de curas bacteriologicas de
41,7% em comparagdo ao grupo controle negativo 29,2%, no tratamento de mastite
clinica,® no tratamento de secagem, com resultados semelhantes a terapia antibiotica
convencional.?? Como no nosso estudo, também néo se observou a ocorréncia de efeitos

adversos.

Khan et al.'* comparando a eficacia terapéutica de extrato de fruto Phyllanthus embilica
(Amla) com penicilina procaina para tratamento de mastite subclinica em bdfalas sem
especificacdo de raca, a taxa de cura porcentual de quartos com mastite subclinica com o
extrato de fruto foi de 64,7% e 80,95% para a penicilina procaina. O extrato da fruta
Amla, assim como a Melaleuca alternifolia, produto ativo da formula desta pesquisa,
apesar de verificadas taxas de resisténcia bacteriana,®® apresenta-se como uma boa
alternativa para o uso de antibidticos sintéticos, apresentando comprovadas potenciais
antimicrobianos.®® N&o foram encontrados estudos para utilizagdo em bufalas durante o

periodo seco, caracteristica inédita ao medicamento originario desta pesquisa.

Conclusodes

O OEM é eficaz in vitro contra cepas padrdo de E. coli e S. aureus e contra cepas
selvagens de S. aureus proveniente de vacas bovinas com mastite. O OEM pode ser usado
em aplicacBes intramamarias em bufalas, ndo irritando os tecidos. Os resultados de CCS

revelam protecdo durante o periodo seco.
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CAPITULO 4

CONCLUSAO/ IMPACTO E PERSPECTIVAS FUTURAS

Os problemas de resisténcia antimicrobiana, ineficicia do tratamento das
mastites e consequéncias na saude da vaca, desencadeia um forte clamor da
sociedade, pelo uso de substancias alternativas na substituicdo de antibioticos
sintéticos e incentiva a busca por um produto de procedéncia mais natural e livre
de residuos de antibiéticos.

A presente pesquisa apresentou um medicamento, a base de OEM, e que
demonstrou compatibilidade na aplicacdo intramamaria para protecao de vacas
e budfalas durante o periodo seco, e tratamento de mastite na lactacdo. Obteve-
se resultados promissores em testes de susceptibilidade antimicrobiana, e na
protecdo de vacas secas no periodo seco.

Pelo pioneirismo do estudo nacionalmente, e pelo potencial farmacolégico
apresentado em estudos clinicos, o produto desta pesquisa, concorreu em um
programa de inovagéao oferecido pelo governo do Parand, o Programa Centelha.
A iniciativa foi promovida pelo Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovacdes
(MCTI) e pela Financiadora de Estudos e Projetos (Finep), ambos do governo
federal, em parceria com o Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnolégico (CNPq) e o Conselho Nacional das Fundacdes Estaduais de
Amparo a Pesquisa (Confap), operada pela Fundacdo CERTI e, no Paran, foi
executado pela Fundacéo Araucaria de Apoio ao Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico do Estado do Parana (FA).

Concorrendo entre outras 802 ideias inscritas, o tema desta dissertacao
foi inscrito no Programa Centelha com o titulo de “Fitoterapico intramamario para
vacas de leite (FITOEM)” e ap0s trés fases classificatérias obteve a 362
colocacao. Integrou com este resultado a lista de suplente com demanda
qualificada, com subvencao aprovada de R$ 43.673,99 na categoria de Quimica
e novos materiais (anexo 10).

Esses resultados nos garantem boas perspectivas, na busca da
exploragdo dos potenciais farmacolégicos do OEM. Para tanto, € necesséria

uma pesquisa mais aprofundada, para novas revelacdes sobre aspectos de
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farmacocinética e farmacodinamica do 6leo essencial, especialmente visando a

protecdo da saude de bovinos e bubalinos, assim como a saude do consumidor.
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ANEXOS

Anexo 1. Normas revista “The veterinary Journal” Capitulo 2.
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interest. Any such submission is subject to all of the journal's usual procedures, with peer review
handled independently of the relevant editor and their research groups. More information on types
of peer review.

If possible authors are asked to refrain from sending email chasers to the journal asking about the
status of their paper under review. The Editors aim to review your paper as efficiently as possible and
the enquiry is unlikely to speed up the process.

It is important that the file be saved in the native format of the word processor used. The text
should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible. Most formatting
codes will be removed and replaced on processing the article. In particular, do not use the word
processor's options to justify text or to hyphenate words. However, do use bold face, italics, subscripts,
superscripts etc. When preparing tables, please use a table grid, (howewver use only one grid for
each individual table and not a grid for each row). The electronic text should be prepared in a way
wery similar to that of conventional manuscripts (see also the Guide to Publishing with Elsevier:
https://www.elseviencom/guidepublication}. Note that source files of figures, tables and text graphics
will ba raquired whether or not you embed your figures in the text., See also the section on Electronic
artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the "spell-check’ and "grammar-chack’
functions of your word processor.

Authors submitting papers that are suitable for consideration but do not comply fully with this Guide
will ba asked to amend the text and re-submit. Model article formats in WORD are available in the

introduction section of this guide, above(click to follow the links as appropriate].

Original Articles should be no longer than 3,000 words in length, excluding the Title page, Abstract,
Acknowledgements, Tables, Figures and References. Reviews should be about 4,000 words in length
and Short Communications up to 1,000 words.

Articles

Original Articles (word limit 2,000 words) should be arranged as follows: (1) Title page: (2}
an Abstract of up to 250 words (with ne sub-headings). which should emphasise objectives, the
exparimental procedure, results and conclusions; up to five alphabetically arranged Keywords in
Sentence case should be supplied below the Abstract; (3) the main text must be sub-divided into
Introduction, Materials and methods, Results, Discussion, and Conclusions; (4) Conflict of interest
statement; (5) Acknowledgemeants; (6) Appendix: Supplementary material {where this is provided:
see below); (7} References; (8) Tables; (9) Figure legends: (10) Figures (uploaded as separate files);
(11) Highlights {uploaded as a separate file). The sections should not be numbered. Please see the
model article provided in the introduction section above.

Please note: Insert a page break only aftar the Title page, after the Abstract with Keywords, after
the References section, between each Table, and before the Legends to figures. The Results and
Discussion sections must be distinct and not combined. Aveid sub-headings in the Discussion section.
References must not be included within the Conclusions section. The first person (I, wa, our) must
be avoided in the Abstract, but may be used elsewhera in the paper.

Tables should be included within the article and placed sequentially after the References, but before
the Figure legend(s), with cne Table per page.

Figure legends should be included in the main manuscript file after any Tables. Each figure should be
uploaded as a separate file (Fig. 1, Fig. 2 etc.).

Short Communications should follow the requiremants for full manuscripts, but the text must not
excead 1,000 words and the paper should not be divided into conventional sections. Headings for
the Abstract, Keywords, Acknowledgements, Conflict of interest statement and References should
be included, but there should be no other headings or subheadings in the main text. An Abstract is
required and up to five alphabetically arranged Keywerds in Sentence case should be supplied below
it. Please see the model article provided in the intreduction section above.

AUTHOR INFORMATION PACK 14 Mar 2021 www.elsevier.com/locate/tvil 7
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Anexo 2. Normas “Australian veterinary Journal” Capitulo 3.

Sciantific

Australian Veterinary Journal

INSTRUCTIONS FOR AUTHORS

The Ausiralian Veferinary Journal publishes criginal arti-
cles, case reports, short contributions and review articles.
Please contact the Editors if you plan to write a review.

Send manuscripts for the Scientific Section to:

Professor Colin Wilks, Scientific Editor, AVA House,
272 Brunswick Road, Brunswick Vic 3056.

Send articles for the Clinical Section to:

Dr Maureen Revington, Clinical Editor, AVA House,
272 Brunswick Road, Brunswick Vic 3056.

In cases where it is not clear in which Section the article
would be best placed, the Editors will decide after considering
the authors’ preference. A non-refundable handling charge of
532 (including GS5T) must accompany all manuscripts.

All submissions are peer-reviewed. The Journal reserves
the right to reject any manuscript.

Covering letter
Manuscripts must be accompanied by a letter to the Editor,
signed by all coauthors. It must include:

# information on prior or duplicate publication or submission
elsewhere of any part of the paper;

e a statement of financial or other relationships that might
lead to a conflict of interests;

e a statement that the manuscript has been read and
approved by all authors; and

& the name of and contact information for the corresponding
author, who is responsible for communicating with the
other authors about revisions and final approval of the
proofs.

The letter should give any additional information that may
be helpful to the Editor, such as the number of words and
which one of the four types of article is intended.

Copyright

Submission of a manuscript will be held to imply that it is the
unpublished criginal work of the author(s) and, if accepted,
will not be published elsewhere in whole or in part without
permission. It will also be held to imply that all authors have
read the manuscript and have consented to its submission for
publication. Copyright, including the right to reproduce the
article in all forms and media, iz assigned exclusively o the
Australian Veferinary Journal. The Editors will not refuse any
reasonable request by the author(s) secking to reproduce part
or all of any article, provided that the source is appropriately
acknowledged.

Animal welfare

The handling and use of animals in experiments must
conform to the Australian code of practice for the care and
use of animals for scientific purposes, Sth edn, MNational
Health and Medical Research Council, 1997
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Authorship

Eligikility for authorship should be based only on substantial
contributions (a) to conception and design, or analysis and
interpretation of data; (b) to drafting the article or revising it erit-
ically for important intellectual content; and (c) on final
approval of the version to be published. Conditions (a), (b) and
(c) must all be met. Each author must have participated suffi-
ciently in the work to take public responsibility for the article.
General supervision of the research group or pariicipation in
the acquisition of funding or the collection of data do not in
themselves justify authorship.

Manuscript

Submit the manuscript in triplicate. Type it on one side of A4
paper, with 10 cpi font, leaving a left-hand margin of 3 cm and
numbering every fifth line. Use double spacing throughout,
including title page, absiract, text, acknowledgments, refer-
ences, tables and legends for illustrations. Do not underine
amything. Number all pages. Keep copies of everything sub-
mitted.

Once the Jownal has accepted and edited the manuscript,
the author will be required to send a copy of the finalised man-
uscript as an email attachment to avisci@ava.com.au
(Scientific) or deskiop@ava com gu (Clinical). Alternatively a
version can be provided on a computer disketie, preferably in
PC format. Acceptable word processing programs are
WordPerfect and MS Word. If you use a Macintosh send your
manuscript as an email attachment or on a PC formatted disc.

Language

Use concise English without jargen or colloguialisms. Avoid
repetitive use of long sentences and the passive tense.
Reading the text aloud helps with punctuation and finding the
right syntax. The spelling should conform to that of the Concise
Oxford Dicfionary. It is recommended that the text be run
through computer spelling and grammar programs. Pay atten-
tion to the readability index available in word processing pro-
grams. It is important to have the manuscript critically read by
a senior colleague, who is not directly invelved in the study,
before submitting it to the Joumal Poorly presented manu-
scripts reflect badly on the submitter and their host institution.

Title

The title should ke short, specific and informative but should
not make an assertive claim about the conclusions of the
study. Avoid including locations unless they are of epidemio-
logical significance. Type the fitle in bold letters at the head of
the first page with only the initial letier capitalizsed.

Authors' names and addresses

Give initials and sumames in capitals without stops. Separate
the authors’ names with a comma, except the names of the
penultimate and ultimate author, which are separated with “and’
in lower case letters. Type a single full postal address below the
authors’ names. If there is more than one address, provide all as
footnotes. An address for reprint requests may be given as a foot-
nate. Footnotes are separated from the text with a horizontal line
and marked with superscript lower case lefters.
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Scientific

Layout

Refer to specific instructions for each type of article. Do not
number subheadings, paragraphs or itemiged lists in the text.
Do not end headings with stops. Headings are typed in bold.
Subheadings should be brief. Only the first letter is capi-
talised. First-order subheadings are typed on a separate line.
They are positioned at the left margin and italicised. Second-
order subheadings are indented, italicised and followed by a
dash to separate them from the text, which follows on the
same line. Mention the manufacturer and the essential infor-
matfion on drugs, reagents and equipment in parentheses
within the text. Detailz on commonly used and well-known
materials may not be necessary.

Tables

Type each table on a separate page double-spaced.
Mumbser tables in Arabic in the order they are referred to in the
text. Each table should have a brief title that describes its
content adequately. Information in the table must not be
repeated in detail in the text. Tables should contain sufficient
information to be understood without reference to the text.

Do not use vertical lines. Use horizontal lines to separate
the table from the title, and footnotes and headings from data.
Type the electronic presentation of data across the rows, not
down the columns. Capitalise only the initial letter of column
and line headings. Use superscript lower case lefters to mark
footnotes and superscript capital letters to mark statistical
significance.

Figures

Both black and white and colour photographs are accept-
able. Colour illustrations are produced at no cost to the author.
Figures, including graphs, drawings and photographs may be
provided as directly reproducible glossy prints or colour trans-
parencies. Prints should be vertically orentated and in single
or double column widths. Standard widths are 85 and 177
mm. Submit figures in duplicate, except slides. Enclose two
print copies of each slide.

Figures can be submitted in digital form as separate files.
They should be saved as TIFF, JPEG or EPS files in at least
300 dpi density. Enclese two paper copies of each figure.

Use a consistent style of lay-out, lettering, symbols and
thickness of lines. Lettering should be sans-sernif, preferably
Helvetica. Include photographs if they are informative and
necessary for the understanding of the text. Magnification
may be shown by a scale bar. Mark the name of the author
and the number and orentation of the figure on the back using
a self-adhesive label Write legends for figures and explana-
tions of symbols on a separate page. Legends should contain
engugh information to make the figure comprehensible
without reference to the text.

Digital manipulation of an image is cnly acceptable if it is
done to enhance photographic density or to eliminate arte-
facts. Any digital manipulation must be mentioned in the
legend of the figure. The author{s) must also state in the
covering letter that the scientific content of the image has not
been altered. The Joumal may need to examine the original
image.

References

Please use references judiciously. Cite only those publica-
tions that are essential for the understanding of the study. Itis
often practical to cite a review, instead of listing several publi-
cations with similar findings. Ten references should suffice for
a short study. Usually only a review article needs to contain
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more than 25 references. Number text references consecu-
tively, in the crder in which they are mentioned, by superscript
Arabic numerals. References cited only in tables or in figure
legends are numbered according to the first identification of
the table or figure in the text. Write and number the reference
list in the sequence of the references in the text. References
to journals, books, conference proceedings, organisational
papers, anonymeous editorals, foreign language articles and
internet web sites, respectively, are written as follows:

1. Gibson KT, Hedge H, Whittem T. Inflammatory mediators in eguine
synovial fluid. Aust Vei J 1996, 73:148-151.

2. Peterson ME, Randolph JF, Mooney CT. Endocrine diseases. In:
Sherding RG, editor. The cat: diseases and management. 2nd edn.
Churchill Livingstone, Mew York, 10094:1402-1506.

3. Rhodes AR Infectious bovine keratoconjunciivitis vaccination. In:
Froceedings of the 23rd Seminar, Sheep and Beef Cattie Socisfy,
Mew Zealand Veterinary Association, June 1283,

4. Australian Veterinary Association. Tethering of sows and sow stalls.
In: Greenwood PE. editor Members' directory and policy
cormpendium. 1807:B5.

5. Where do we stand on manpower? [editorial] Vet Rec 1895:137:1.
@. Homberger FR. Mausehepatitis-Virus. Schweiz Arch Tierheilkd
1898;138:183-186.

7. Council of Docked Breeds. The case for docking.

ttpeifvesrw cdb org. 1992, Retrieved 15 October 2001.

List all authors if there are five or fewer. When there are
more than five authors, list only the first three and add ‘et al’.
Write titles of books, joumnals and other publications in italics.
Capitalise only the first lefter of the book titles. Do not under-
line or use bold letters.

The abbreviation of joumnals follows that of Serial sources
for the BIOSIS previews database. Cite references to unpub-
lished work only in the text, with a notation of (personal
communication) or (unpublished). Please send a copy of any
cited work that is included in the reference list as in press’™ It
is the authors' responsibility to check the accuracy of refer-
ence citations.

Units and numbers

Use S| units.

Wiite dates in the form 10 Apnl 1996,

Spell out one-digit numbers if they are used for counting
{three sheep, five paddocks) but not those used with a S (S
mL, 9 m) or time unit (5 days, 7 weeks) or as an attribute
{farms 7 and 9). If you start a sentence with a number, spell it
out.

Acknowledgments
Acknowledge significant intellectual, technical and financial
contributions. A short work warrants short acknowledgments.

Types of articles
Original articles

COriginal articles for both the Scientific and Clinical sections
should have a structured abstract of no more than 250 words.
The subdivision is up to the author, but should encompass the
Objective, Design, Procedure, Results and Conclusion. Write
subheadings in lower case bold letters, followed by the text on
the same line. List nonstandard abbreviations and their
explanations after the abstract. Use only the abbreviated form
in the text. Avoid use of abbreviations in the abstract.

The main headings, following an untitled introduction, are
Materials and methods, Results, Discussion,
Acknowledgments and References. The introduction should
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Scientiffic

state the purpose of the study. The contents of Materials and
methods should enable others to reproduce the work. Present
the findings in Results concizely and logically. Evaluate and
interpret the findings in the Discussion, but do not present
new data_ If possible, write the main conclusions at the end of
the Discussion. Headings may vary from standard if the varia-
tion makes the article more informative.

Case reports

Provide a concise, unstructured summary of no more than
200 words. The main headings, following an untitled introduc-
tion, are Case report, Discussion, Acknowledgments and
References.

An untitled introduction should indicate the importance of
the case and why it is worth reporting. This rationale of what is
interesting and relevant may contain some evidence from
published articles to substantiate the claim that the case is
important, however a full review of the literature is not
warranted.

A description of the case should include:

- History and description of animals

- Clinical features

- Diagnosis

- Interventicns and procedures

- Outcome

Description should be adequate, brief and clear. The clinical
features should be only those needed to convince readers
that the case is what it is claimed to be and that other plau-
sible diagnoses have been excluded. Normal range of values
for any laboratory tests conducted must be included.

The case should be discussed in the light of relevant
publizshed work. The width and depth of the search of publica-
tions should be described but only findings that are relevant to
the case should be discussed. If authors think a full review is
necessary, then they should consider two manuscripts — a
case report and a review. Howewver, initial submission of a
synopsis of a review is required.

Authors should discuss:

- The evidence that the case is what they believe it to be
- How their observations and the results of tests support
their diagnosis, treatment and recommendations

- Are other plausible explanations considered and
refuted?

- Are other contradictory cbservations or evidence
explained?

- Implications and relevance of the case

- Lessons learnt from the case for investigation or
management of similar cazes.

Submissions will be subject to the Journal's usual peer
review and editorial process. A submission by a student who
is the sole author of a case report should be accompanied by
a letter from the Head of Department or Dean, who verifies
that the report has been generated by the student's endeav-

ours. Students are advised to consult with all clinicians who
have responsibility for the case during its time in the university
clinic and those staff who contributed in any significant way to
case management.

Review articles

Reviews on a specific topic are either invited or offered by an
author or a group of authors. In the latter case we recommend
that the author{s) contact the editor to inguire if the topic is of
interest to the Journal and often request a synopsis of the
review fo be sent for scruting before the authon(s) undertake
writing the full version.

A review article may be a critical review, where the author(g)
draw totally new conclusions on the basis of previously pub-
lished information, a state-of-the-art review, where current liter-
ature on a topic is surveyed and analysed, or a combination of
the two.

A review should articulate a clear question or a set of ques-
tions. Pertinent published (sometimes unpublished) evidence
should be found, selected and presented in an unbiased and
reproducible way. If pooling of data is possible and needed, it
should be determined if there is enough consistency in the stud-
ies to warrant such an approach. Characterise findings in a way
that is statistically valid and present a conclusion that readers
can verify for themselves. Thus the reviewer should adhere to
the same scientific principles in summansing studies that are
required of authors of original papers. A review should include
the following information: objective, data sources, data extrac-
tion {methods of assessing the quality, validity and application of
the data), data synthesis (main resultz) and conclusions.

A review should be written mainly in the present tense since
it predominantly surveys published, and thersfore established,
information.

Short contributions

The length of a short contribution should not exceed one
printed page (about 1350 words) including any figures and
tables. Short contributions do not have an abstract or
subheadings, except References. Short confributions may be
submitted to either the Scientific or Clinical sections. They are
appropriate for reporting prospective studies or case reports
in which the scope of the study does not justify a full ariicle.
The concise nature of short contributions may enable faster
publication following acceptance.

Invited contributions
Editors will from time to time invite and provide specific
guidelines for contributions to the following:

Editorials

Leading articles
Viewpoinis

Diagnosis and therapy
Book reviews
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Anexo 3. Anélises OEM.

. FERQUIMA ANALISE CROMATOGRAFICA

OLEO ESSENCIAL DE MEIALEUCA ™

Nome do Componente % (™)
Terpinen-4-ol 42
y-terpineno 21
a-ferpineno 10
o-ferpineol 4
Terpinoleno 3
a-pingno 3
p-cimeno 3
1.8-cineol 1
Limoneno 1

: |
: -

(1 i1} N IR R R

Tabela 1 - Resultados analiticos para o material.

Compostos Férmula Malecular Teor (%)
alfa-iujeno CioHia 0,88
alfa-pinenc CuHis 2,59
sabinenc GinHig 015
beta-pineno CuHis 0.70
beta-rircenc CanHis 0,81
alfa-felandreno CioHis 0,45
alfa-terpinenc CiHis 9,63
p-cimana CroHia 2,39
aucaliptal (1,8-cineol) CanH 10 1,50
limoneno GuHia 0.50
gama-terpineno CioHia 20,50
alfa-terpinolana CHis 3,97
Terpineno-4-ol CoH O 41,00
alfa-terpingol CroHieQ 2,78
alfa-gurjunens CisHaa 0,43
beta-cariofilenc GisHaa 0,44
aromadendrenc CisHaa 2,00
isoledeno CisHaa 0,44
alnaromadendrano CragHaa 0.25
vindillorana GisHza 1,81
delta-cadineno CisHag 1,54
gobubol CasHa0 0,33
wvirdifloral CasHazs0 0.30

(*} Extraido por destilagho a vapor das folhas da “melalegca alrernifiplia™
(**) ¥ abkores. Aproximados.
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Anexo 4. Ficha de campo para experimento de secagem.

DADOS DO DIA

DO DATA: / /
IDENTIFICAGAO:

EXPERIMENTO PUC — PARANA: SEC
FICHA DE CAMPO

D1 DATA:

Numero da ficha

D7 DATA: /

Nome:

[V

Idade:

Lactacdo:

Tempo de gestacéo: |

Tempo de secagem

Identificagdo do produto utilizado

DADOS DO DIA:

[ Temperatura ambiente: |
Do

| Umidade (%) |

PELE Do0:

D1

[ Temperatura ambiente: |

| Umidade (%)

D7

[ Temperatura ambiente: |

| Umidade (%):

FICHA PARA EXAME FISICO DO SISTEMA MAMARIO

PELE D1

PELE DT7:

TETOS:[ ]Supramamarios [ ]Lesbes

Score de tetos: [ 11 [

Descricbes

[ 1NDN / Coloracdo DO:

12 [

13 [ 14

[1s

Coloracdo D1

Numero da ficha

Coloracdio DT:

Consisténcia e elasticidade p/ cada quarto

AE DO:

D1

DT

AD DO

D1

D7

PEDO_

D1

D7,

PD DO

D1:

D7

CMT: AE—_ AD PE: PD:

Anctagées complementares:

us

DADOS

MEDIDAS DO

MEDIDAS D1

MEDIDAS D7

AE

PE AD

PD

AE

PE AD PD AE

PE AD

PD

CCT

DRF

EPTI

EPTS

DCT
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Anotagdes complementares:

Namero da ficha |:|

TERMOGRAFIA

MEDIDAS DO

MEDIDAS D1

MEDIDAS D7

DADOS:

AE

PE AD

PD

AE

PE AD

PD

AE

PE AD

PD

Temperatura da base do teto

Temperatura centro do teto

Temperatura da ponta do teto

Anotacdes complementares
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Anexo 5. Ficha de campo para o estudo de MAS

FICHA DE CAMPO — ESTUDO MAS

Identificagdo:

Vaca: Produto:

Temperatura corporal: Paso: ECC:
Tetos:

Cistemite leve [ ] Cisternite [ 1Telite [ 1 Galactofiorite
Hipemueratose: [ Inm [ 11 [ 12 [ 132

Supramamarios: [ ]AEPE

1 PE/PD [ JADIPD
Ubere:

Escore de sujidade: [ 11 [ 12 [ 13 [ 14

Consisténcia e elasticidade:

Obs:

Classificagio da mastite clinica:

Leve Moderada Grave Catamral Apostematosa Flegmonosa

CMT: AE PE AD FD Oidor Coloracio

us: AE PE AD FD
CCT
DRF
EFI

EMI

Obs:

Coleta leite: [ 1sim [ 1ndo



Anexo 6. Aprovacdo CEUA PUC-Parana.

Pontificia Universidade Catolica do Parana
Pro-Reitoria de Pesquisa, Pés-Graduacio e Inovacio
Comuissio de Etica em Pesqusa no Uso de Anmimaus

PARECER CONSUBSTANCIADO DA CETA

TITULO DA PESQUISA

N° DO PARECER / VERSAQ

SELANTE COM ANTIBIOTICO NATURAL FARA VACAS SECAS | INFLUENCIA
DA ORDENHA ROBOTIZADA SOBRE OS5 PARAMETROS MORFOLOGICOS DO
TETD BOVIND AVALIADOS PELA ULTRASSONOGRAFIA

01664 — 33 VERSAD

PESGQUISADOR RESPONSAVEL

Ridiger Daniel Ollhoff

ESFECIE DO ANIMAL Bos faurus W= OE ANTWAIS ED

NOME CONUN DO ANIMAL Bovine | Vacas Holandesas preto & branco | N° SISBID Mg 5 apica
{HPE)ivermelho & branco (HVE] i o v e

SEXO | IDADE | FESD Acima de 3,5 anos | = B50kg ATIVIDADES [EF=
(T da o e

TRIGEW DO ANIMAL FEGA GF  TAXONOMICOS | M0 5& apica
i de vics e

DATA DE INICID DA PESQUISA Abri /2018 LOCAL {15 W30 52 apica
i de vics e

DATA DE TERMIND DA PESQUISA | Agosto/2020 N® SISGEN W20 5 apica

APRESENTACAOQ DO PROJETO

Mo dlime frimestre de 2018, a aquisicio de leite cru obtida em laticinios sob
fiscalizagde no Brasil, foi de 6,70 bihdes de litros, equivalente a um aumento de
2.4%. em relag'an a quantldade adqumda no mesmo pericde de 2017 (IBGE. 2018).
Para a produgdo de leite, € necessano haver uma fase de lactagio dependents de
uma prenhez e parto da vaca. Mo tergo final da gestagdo, as vacas passam por um
processo de secagem (interrupgdc da lactagdo). para gue ocora a involugdo do
tecido glandular & preparo de um nove tecido para a proxima lactagdo, de
fundamental importincia para a salde, bem-astar, produgdo de leite & colostro das
vacas (Zanin et al. 2018). Um planejamento adequado no periodo seco, conhecido
como periodo de “descanso”, & uma medida para a prevencdo de mastites, que
uma vez manifesta, apresenta mni&quéncie_ts economicas diretas ao produtor
(Hogevesn et al. 2011). A secagem. portanto, & considerada decisiva para uma baa
recuperagdo geral da vaca e principalments para a salde do sistema mamario,
pois longos periodos secos sdo determinantes para diminuir as incidéncias de
mastites (Laven et al. 2014). Uma opgdo apresentada para a prevencio desta
enfermidade, & o usc de selantes internos para tetos (SIT), os quais muitas vezes
530 associados a antibidticos na secagem das vacas (Golder et al. 2018). Mao
existem regras claras a respeito do uso somente de um, ou de outro ou mesmao,
uma associagio de um antibictico com um SIT.

OBJETIVO DA PESQUISA

Objetive geral Avaliar o potencial de uma substincia natural (cleo essencial de
melaleuca), na substituigio de um produto intramamario para vaca seca. Objetivos
especificos: Formular um produte natural como antibacteriano intramamdrio para
vaca seca & agio selante para o teto. Comparar o produto natural com produtos
comerdiais intramamarios para vaca seca nos seguintes aspectos: Verificar a CCS
na lactagdo anterior & na lactagdo posterior ao uso do produto teste; Verficar a
prevaléncia de mastites na lactagdo anterior & na laclagdo posterior ao uso do
produto teste; Verificar por meic de termografia se o produto teste induz um
processo inflamatdrio no teto ou dbere; Verificar por meio da ultrassonografia se o
produto teste altera estruturas anatdmicas (pele, camada muscular, mucosa, canal
do teto) do teto.

RISCOS DA PESQUISA

As vacas lactantes sdo animais normalmente docsis, acostumadas com o contato
humano e a rotina de ordenha, incluinds a manipulagio de Ubere e tetos. Além do
manejo rotineire, em algumas ocasides, inclusive na secagem (intermupgio da
lactagio) & realizada a aplicagdo por via intramamaria de 31T e antimicrobianos na
prevengdo ou tratamento da mastite. Durante a manipulagdo dos animais estardo
devidamente contidos, entdo os riscos, tanto para animais guanto para humanos,
durante a manipulagio serdo pequencs. Portanfo. todos os manejos serdo

Fua Imaculada Conceigdio, 1155 Prado Velho CEP 80.215-901 Cunnba Parana Brazl

Telefone: (41) 3271-2252 www.pucpr.br
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PUCPR Comissde de Etica em Pesquisa no Uso de Animais

MARIETA

redlizados a base de procedimentos de biosseguranca, além do conhecimento
sobre comportamento animal a fim de garantir o maximo grau de bem-sstar animal
e humano durante oe procedimentos. Possiveis processos inflamatdrics do teto
serdo imedistamente reconhecidos pelos exames previstos e mitigades com o uso
de medidas medico-veteringrias anti-inflamatorias locais ou sistémicas. O risco de
uma infeccio da giindula mamaria existe no periode seco, independente do uso
ou ndo de um produto inframamdrio. Estes justamente foram desenvolvidos, para
reduzir este risco. Portanto, caso a vaca venha a desenvolver uma infecgo, o que
pode acontecer tanto com o3 produtos convencionals quanto com o natural, esta
geralmente & reconhecida somente na lactacdo seguinte através dos pardmetros
de CCS e & vaca serd devidamente tratada com os protocolos usuais de cada
farenda (refirada frequents do leite, produtos antibioticos inframamdrios ou
sistémicos, anti-inflamatorios se necessanios).

RELEVAMCIA DA PESQUISA Cs estudos com oleo essencial de melalsuca em animais ainda =30 incipientss,
existinde ainda diversas lacunas a serem exploradas, a fim de determinar a sua
eficicia quanto a utilizacio para prevengio e tratamento de infecgdes bacterianas.
Mediante a busca de uma produgio sustentivel, garantia do bem-estar animal e
ainda a preccupagdo mundial com os residucs & resisténcia a antimicrobianos, este
projeto visa a avaliagBo do potencial de uma formulagio de um produto
antimicrobiane & um SIT a base de um produio natural (oleo essencial de
melaleuca), com comprovadas caracterizticas antimicrobianas, entre outras. O
projeto foi apresentado na disciplina de “Semindrio junior” do PPGCA e foi
aprovado por lanca com membro externo. Ao projeto de mestrado estd igado um
projeto de IC com titule de “Influéneia da ordenha robotizada sobre pardmetros
morfoldgicos do teto bovino avaliados pela ulrassonografia® enfocando a
ultrassonografia do teto bovino.

TERMOS OBRIGATORIOS De acordo.
RECOMENDACOES &0 ha.
CONCLUSOES OU PENDENCIAS | Mo ha.
CONSIDERAGOES FINAIS Mo ha.
SITUACAD DO PARECER APROVADO

CURITIBA, 13 de novembro de 2019

PROF. DR. SERGIO LUIZ ROCHA
Coordenador CEUAPUCPR

PROFA. DRA. KELLY MAZUTTI MONTEIRO
Coordenadora Adjunta CEUA-PUCPR

Pua Imaculada Conceicio, 1155 Prado Velho CEP 80.215-901 Cunitiba Parana Brasil
Telefone: (41) 3271-2292 www_pucpr.br
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Anexo 7. Aprovacdo CEUA IAPAR, Parana.

éé COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CELUA

Instituto Agrondmico do Parana - |APAR
LARAR

PARECER PARA PESQUISA COM ANIMAIS

Use exclusive de CEUA

Protocolo n®02/2079 Hm:enlmen!u &m; 1 2052020

Mome do Projeto: SISTEMA DE FRODUGAD DE LEITE DE BUFALA EM BASE AGROECCOLEGICA
| Atividade: Antibiético natural para uso em vacas bubslinas no mamento gg secegem
Pesguisador{a) Responsavel: José Lino Martinez

emprego de métodos alternativos, esta claramente apresertada e jushlur.ada'?
(X)Sim  ( )Nao

2. Os prﬂoﬂdlmantﬂs experimentais, incluindo dados sobre espécie, saxn nimes previsto @ ser utiliz
as condigbes de alojaments & as manipulagdes experimeniais estio claraments descritas?
{X)Sim i ) Nao [ ) Parcialmente
Descreva o gue necessita ser melhor especificado:

3. Numero total de animais solicilades: &0 . loraencher
Aquantidade de animais solicitada & edequada para o desenvelvimento dos protacelos sxperventais”
(X 38im [ )MNEe
JustficLea . .

Contudo, para a atividade descrita nio é necassirio considersr on animas machos oo
experimento, uma vez que sd& foram avaliadas as fémeas. Assim o protocols fof allerada
considerando apenas as 25 fémeas com mais de trds anos utilizadas na atividade,

4. Os procedimentos t8m o potencial de causar dor ou descanfordto ags animais?
[ )5Sim [ X ) Nio
Drescreva sucintamente esses pracedimentos:

§. Em caso de resposta afirmativa para o item anterior. serio empregados I'I'“E‘1ﬂﬂ..b sa:a zlivio de
condighes?

{ 1Sim [} MNaa
Descreva sucintamente esses métodas:

| 6. Casc nfio esteja previsto o emprego destes métodos, axistam justificativas para tal fato’

{ 15im [ JMao
Vock considera essas justificatvas validas efou pertinentes?
|__{ 158im [ )Mo S

INSTITUTC AGRONOMICT DG FARANA ~ |APAR
Vinculado 3 Secrataria da Estade da Agricuturs & g3 Abestecimanta
Rodovia Celss Garcia Cid K 37E - C. Postal, 481 - 83001-870 Landrna = PR = Bras il
v apar e — Fone: 55 43 3376 2000 - Fac 55 43 3376-2101 - wpani apas.or

1. A utiizagdo de animais na afividede proposta, incluindo, se narhnantas os evenluais prejuizes ro
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Fhging 2 de 3

Justifigue:

7. Exislern raferéncias racentes em revistas de bom nival nz drea empragando meatodologiz earelhans
No Que concerms & experimentagio animal?

(% ) 3im { ) Naa

B. Agpreciagdo geral da solicitaglo: ;. B
A CEUA/DR Parana considera o presente protocolo de atividade de pesquisa adecusde uma vez
que o mesmo atende os principios legais e Aticos de pesquisa coin animais

9. Parecer conclusive:
{ X ) Aprovado
{ JAprovado com pendéncia
{ ) MZo aprovado
Justifigue:

10. Esta Comisséo solicita & compromete-se a manter total sigilo ao conteddo da solictacdo arvisds 2 oo
parecer gerado.

Londrina, __ 22 de maio de 220

Assinaturas dos integrantes da CEUA presentes:

Nome Assinatura

Kdtia Femanda Gobbi* ——HLL L ]

Jodo Ari Guelberta Hill

José Lazaro da Racha

Dhzlton Shiguer lto

Thiage de Oliveira

Cristing Yuki Tanaka

*0ES: Em fungdo aas limitagbes por conla da Pandemia/COVID-19 a avaliagio do prolocslo da pasquisa f
realizada individuaimente pelos membro & da CEUA & encaminbade por e-meil. Toados emiiram parecer
FAVORAVEL, A vive-coordenadors da CEUA/IDR Parana assina o Farmulério de Avaliagic em aome des
demais membros da Comissa,




Anexo 8. Ficha de campo para o estudo de secagem das bufalas.

Namero da ficha

EXPERIMENTO LAPA: SECAGEM BUFALAS
FICHA DE CAMPO

DADOS DO DIA

DO DATA: ! / D1 DATA: / /
IDENTIFICAGAO:

Nome: [ N°

Idade

Lactagdo

Tempo de gestaco: |

Tempo de secagem

Identificacdo do produto utilizado:

DADOS DO DIA:

Temperatura ambiente Temperatura ambiente:
D0 | Umidade (%): D Umidade (%)
Precipitacéo (%): Precipitacdo (%):

FICHA PARA EXAME FiSICO DO SISTEMA MAMARIO

PELE DO

PELE D1

Nidmero da ficha

TETOS: [ ]Supramamérios [ ]Lesdes [ INDN
Score de tetos: [ 11 [ 12 [ 13 [ 14 [ 15

Descricdes:

Consisténcia e elasticidade p/ cada quarto AE DO: D1

AD DO DA

PE DO: D1

PD DO Di_

CMT: AE: AD: PE: PD:

Anotages complementares

us

MEDIDAS DO MEDIDAS D1 MEDIDAS D7
DADOS

AE PE AD FD AE PE AD FD AE PE AD

CCT

DRF

EPTI

EPTS

DCT




Anotacdes complementares;

Numero da ficha

TERMOGRAFIA

Anctacbes complementares:

MEDIDAS DO

MEDIDAS D1

DADOS:

AE

PE AD

PD

AE

PE AD

PD

Temperatura da base do teto

Temperatura centro do teto

Temperatura da ponta do teto
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Anexo 9. Aprovacao CEUA IDR — Pato Branco, PR.




Anexo 10. Resultado programa Centelha do Parana.

il FUNDACAO
““CENTELHA ARAUCARIA

Agaio oe Dessrvalvimenta Clentifica
« Tecnolbgico do Porane

Ato da Diretoria Executiva 012/2021
Ref.: Chamada Publica 03/2020 - Programa Centelha Parana: Divulgagdo do RESULTADO FINAL.

A Diretoria Executiva da Fundagéo Araucaria de Apoio ao Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico do Estado do Parana torna publico o RESULTADO FINAL das
propostas da Chamada Publica 03/2020 - Programa Centelha Parana

Devide as dltimas informagdes divulgadas referentes ao aumento do nimero de pessoas infectadas pelo Coronavirus, a Diretoria Executiva da Fundagio Araucana
informa que seguira as onentagdes determinadas pelo Governo do Estado Parana com relagéo ao enfrentamento dessa doenca e por esse motivo os pareceres de
quem protocolou o recurso dessa fase, deverdo ser solicitados exclusivamente através do e-mail: centelhapr(@fundacaoaraucaria.org.br.

0Os 30 projetos aprovados (respeitado o imite org tario da Chamada) e os 15 aprovados para a demanda qualficada/suplentes teréo do dia 10/02/2021 até do dia
25/02/2021, para submissdo de seus Projetos Aprovados, na Plataforma FA/Sparkx, com os ajustes no plano de trabalho e no financeiro conforme ja solicitado e
aprovados. Esse processo consistira no preenchimento do projeto integralmente dentro da Plataforma FA/Sparkx, este projeto devera ser uma copia fiel das informagGes
alimentada nas Fases |, Il e |l da plataforma Centelha/PR, para que seja possivel a contratacdo e acompanhamento do projeto, no seguinte link: htfps//sparkec funda-
caoaraucaria org br/fappr/#/public/login. O descumprimento dessa etapa podera acarretar a desclassificacéo do projeto, acaso seja constatada alteraces no projeto
aprovado na Plataforma Centelha/PR com o alimentado na Plataforma FA/Sparks podera acarretar a desclassificacao do projeto.

- Informamos que somente serdo aceitas as despesas do projeto apés a assinatura do confrato junto a Fundagdo Araucana. Qualquer despesa anterior a isso
néo sera aceita Frisamos também que qualquer compra de itens e servigos, devera ser precedido pela realizagéo de 3 cotagbes/orgamentos, onde devera ser
adquirido o de menor valor, em HIPOTESE ALGUMA podera ser direcionado a compra para empresa X ou Y (as menos vantajosas), e também ¢ obrigatério a
emissdo da Nota fiscal em nome da Empresa Contratada pela FA. Demais informacdes estéo no item 14 da Chamada Publica, e outras seréo informadas durante
a fase de contratacio

- As propostas classificadas como Suplentes podero ser contratadas nos termos do item 3.3, do edital de Chamada Publica, na medida em que as 30 aprovadas
formalizarem desisténcia ou forem desclassificadas nessa etapa de contratago.

www.FundacaoAraucaria.org.br

b FUNDACAO
“»CENTELHA ARAUCARIA

Agsio es Dessrvelviments Clantifico
2 Tosnoliois rang.

19 Platorma Plus Brasil Caelen Teger Da Silva Curitiba Tecnologia Social R$ 58.800,00
20| Cicoscience - Produgdo E Aplicagio De Ciclodextrinas Graciete Matiol Maringa Buofeonabogia £ | Rs 5200000
21 Covision - Plataforma De Inteligéncia Artificial De Monitoramento Flavio Henrique Da Silva Curitiba Inle\lgencwa RUITEE 2 R$ 28.000,00
Machine Leaming
22 Multiagro Mudas - Tecnologia Em Produgdo De Mudas Mariana Almeida Franca Curitiba Blog;:ga E R$ 59 460,00
23 Siga - Sistema De Integridade, Gestio E Acompanhamento Andréa Leoni Curitiba Tecnologia Social R$ 60.000,00
24 Reviravolta Local Jodo Paulo Lacerda Rocha Mehl Curitiba Ti E Telecom R$ 49.500,00
25 Dispositivo Localizador Inteligente Robison Cris Brito Pato Branco Tecnologia Social R$59.098,79
og | lotAnalytics Para Audtoria Eﬁ g:em Energética Continua Valentin Nicolas Silvera Diaz T;;a[;? Intemet Das Coisas (lof) | RS 56.273,00
o7 Pdt Cure-Estratégias Folodinérpigos Para Tratamento De Feridas Kelly Cristina Nogueira Soares Guarapuava Quimica E Novos RS 58 806,00
Crdnicas Matenais
28 Automacdo Predial Para Corporagdes Heitor Henrique Freire Ams Londrina Internet Das Coisas (lot) | R$ 55 500,00
29 Qr Estoque E Vendas Flavio Henrique De Oliveira Londrina Ti E Telecom R$ 44.690,00
30 Peephole — Observe A Natureza Hellen De Almeida Vienna Curitiba Geoengenharia R$ 44 287 80
SUPLENTES-DEMANDA QUALIFICADA
. - . . Mecénica E
H Lz Energia - Ofimizador De Combustdo Interna Igor Zornitta Zanella Maringa Mecalrsnica R$ 55.930,20
32 Sangue Bom John Marlon Carvalho Tonete ,a?)umgun Tecnologia Social R$ 58.857,00
33 Me-Au: Aplicativo De Servicos Integrados Para Pets Guilherme Luis Salkovski Curitiba Tecnologia Social R$ 36.400,00
34 | Lonool Sensonizado Para & Menautacio De Peso Por Superfice Palrick Ribeiro Curba  Infernet Das Coisas (lof) | R$ 60.000.00
Dispositivo Em Titanio Para Ganho Osseo E Fixagio De L . . 5
35 Implante Dentario Flavio Sadamo Micima Curitiba Tecnologia Social R$ 5993195
36 Fitoterapico Intframamério Para Vacas De Leite Bruno Inacio Corréa De Oliveira T Quimica E NOVOS R$ 4367399
Grande Matenais
37| Analises De Fluxos Vidrios C/ Base Em Intefigencia Artificil | Carlos Andre Fortes DaRocha | Mediangira | Meigenc@ AriNGal B oo 101 59

Machine Leaming

www.FundacaoAraucaria.org.br
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