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ASPECTOS CLINICO-LABORATORIAIS E SONOGRAFICOS NO DIAGNOSTICO
COMPLEMENTAR DE LESOES FIBROTICAS EM PARENQUIMA MAMARIO DE
FEMEAS OVINAS

RESUMO - O presente estudo avaliou 27 fémeas ovinas e suas glandulas mamarias,
no 60° dia de lactagdo. Os objetivos foram a deteccdo de alteragdes nas
concentragdes das proteinas do soro lacteo, contagem de células somaticas frente a
mastite crénica e subclinica de ocorréncia natural, bem como o possivel uso da
elastografia por impulso de for¢ca de radiacdo acustica (ARFI) como diagndstico de
mastite em glandulas com parénquima fibrosado. Os grupos experimentais foram
divididos de acordo com a CCS em: GC com CCS < 500.000 cls/ml sem fibrose em
parénquima; Baixa contagem de células somaticas (CB) com CCS < 500.000 cls/ml e
presenca de fibrose na glandula; CA com CCS > 500.000 cls/ml e presencga de fibrose.
Para a analise das proteinas e CCS, foram utilizadas 48 amostras de soro lacteo. A
CCS obtida nos trés grupos apresentou valores médios de 136,63 x 102 + 98,09 cls/ml,
122,06 x 103 + 94,83 cel/ml e 3.979,55 x 103 + 2943,81 cls/ml. Através do método
SDS-PAGE, foi possivel identificar seis proteinas: Lactoferrina, Albumina Sérica, 1gG
Pesada, IgG Leve, B-lactoglobulina e a-lactoalbumina. Através da comparagao entre
grupos, notou-se aumento da Lactoferrina entre GC e CA, aumento da albumina sérica
entre CB e CA e aumento da IgG de cadeia pesada entre GC e CA, bem como entre
CB e CA. Acredita-se que o valor limite de CCS em 500.000 cls/ml seja seguro para a
detecgdo de mastites subclinicas. O aumento da albumina sérica e IgG de cadeia
pesada em animais que possuem lesdes no parénquima e CCS alta, quando
comparados aos demais grupos pode indicar a presengca de mastite. Nao houve
diferengas na composigao proteica avaliada que diferenciasse glandulas sadias de
fibrosas, dentro da mesma faixa de CCS. Cabe ressaltar que ha a necessidade de
estudos avaliando outros componentes lacteos, bem como compara-los ao grau de
fibrose da glandula. O parénquima mamario e linfonodos também foram submetidos
a ultrassonografia em modo-B, com posterior elastografia ARFI, obtendo-se variaveis
qualitativas (ecogenicidade e ecotextura) e quantitativas (velocidade de cisalhamento,
profundidade e proporgéo eixo curto/longo) de 52 glandulas mamarias. Através da
elastografia ARFI em areas sadias da glandula nos grupos, foi possivel observar
aumento da velocidade de cisalhamento (p<0,05) no grupo CB quando comparado ao
grupo GC, o que ocorreu também quando comparados CB e CA. Quando comparadas
as areas de fibrose nos grupos CB e CA, com suas respectivas areas normais, a
velocidade aumentou nos dois grupos: CB (p<0,05; t= 4,07) e CA (p<0,05; t= 6,92).
Ao comparar as areas de fibrose em CB e CA com o parénquima de GC, houve
aumento em CB (p<0,05; t=4,95) e CA (p<0,05; t=5,49). Ao avaliar o linfonodo
supramamario de cada glandula, a velocidade de cisalhamento aumentou quando
comparados os grupos GC e CA (p<0,05, T=2,11), apresentando-se maior no ultimo.
Os resultados da ultrassonografia em modo-B apontam predominio da ecogenicidade
hipoecdica nos linfonodos, bem como redugéo da proporg¢éo do eixo curto/longo em
casos de mastite subclinica ativa. A eslatografia ARFI pode indicar pontos de corte
para que haja diferenciagdo de um processo de mastite ativa de mastites que ja se
curaram, seu uso é excelente ferramenta para diferenciacdo das areas normais de



areas fibrosadas em parénquima. A avaliacdo nos linfonodos supramamarios, com
altas velocidades de cisalhamento, podem indicar mastites, porém o comportamento
no parénquima mamario é diferente, produzindo maiores valores em mastites ja
cronicas, necessitando de estudo com mais animais e mastites induzidas
artificialmente, para padronizacao de valores de corte.

Palavras-chave: Fibrose, Leite, Modo-B, Proteinograma, Proteoma, Ultrassom
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CLINICAL-LABORATORY AND SONOGRAPHIC ASPECTS IN THE
COMPLEMENTARY DIAGNOSIS OF FIBROTIC LESIONS IN THE BREAST
PARENCHY OF EWES

ABSTRACT - The present study evaluated 27 ewes and their mammary glands, on
the 60th lactation day. The aims were the detection in whey proteins, somatic cell count
against chronic and subclinical mastitis, as well as the possible use of ARFI
elastography as a diagnosis tool of mastitis in glands with fibrous parenchyma. The
experimental groups were divided according to the SCC into: GC with SCC<500,000
cls/ml without parenchyma fibrosis; CB with SCC <500, cls/ml and presence of fibrosis;
CA with CCS> 500,000 cls/ml and fibrosis. For proteins and SCC, 48 samples of milk
serum were used. The SCC obtained in the three groups showed mean values of
136.63 x 103 + 98.09 cell / ml, 122.06 x 10% + 94.83 cell / ml and 3,979.55 x 10° +
2943.81 cls/ml. Through the SDS-PAGE method, it was possible to identify six
proteins: Lactoferrin, Serum Albumin, Heavy IgG, Light IgG, B-lactoglobulin, and a-
lactoalbumin. According to the group's analysis, there was an increase in lactoferrin
between GC and CA, an increase in serum albumin between CB and CA, and an
increase in heavy IgG between GC and CA, as well as between CB and CA. The CCS
high limit value of 500,000 cls/ml is believed to be safe for the detection of subclinical
mastitis. The increase in serum albumin and heavy IgG in animals with lesions in the
parenchyma and high CCS, when compared to the other groups, may indicate the
presence of active mastitis. There were no differences in the protein composition
evaluated that differentiated healthy and fibrous glands, using the same CCS range.
Major studies evaluating other whey components, as well as comparing them to the
degree of gland fibrosis are needed. The mammary parenchyma and supramammary
lymph node were also submitted to B-mode ultrasonography, with subsequent ARFI
elastography, obtaining qualitative (echogenicity and echotexture) and quantitative
(shear speed, depth and short/long axis ratio) variables from 52 mammary glands.
Through ARFI elastography in healthy areas of the gland in the groups, it was possible
to observe an increase in shear velocity (p <0.05) in CB group when compared to the
GC group, which also occurred when comparing CB and CA. When comparing the
fibrous areas in the CB and CA groups, with their respective normal areas, the speed
increased in the two groups: CB (p <0.05; t = 4.07) and CA (p <0.05; t = 6.92). When
comparing the areas of fibrosis in CB and CA with the parenchyma of GC, there was
an increase in CB (p <0.05; t = 4.95) and CA (p <0.05; t = 5.49). When assessing the
supramammary lymph node of each gland, the shear velocity increased when the
groups GC and CA were compared (p <0.05, T = 2.11), being higher in the last one.
The results of B-mode ultrasonography indicate a predominance of hypoechoic
echogenicity in nodes, as well as a reduction in the proportion of the short/long axis in
cases of active subclinical mastitis. ARFI elastography can indicate cut off points for
differentiating an active mastitis process from mastitis that has already healed, its use
is an excellent tool for differentiating normal areas from fibrous areas in the
parenchyma. The evaluation in the supramammary lymph nodes, with high shear
speeds, may indicate active mastitis, but the behavior in the mammary parenchyma is
different, producing higher values in already chronic mastitis, Further studies are
needed using more animals and artificially induced mastitis, for standardization cut off
values.
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CAPITULO 1 — CONSIDERAGOES GERAIS

1. Introdugao

A inflamacgéao da glandula mamaria, precedida ou n&o por processo infeccioso,
€ descrita como mastite, a qual € uma das mais importantes doengas em rebanhos
leiteiros, podendo causar mortalidade e reducdo na producgado leiteira, além de
descarte antecipado dos animais (Bergonier e Berthelot, 2003). Quando quantificada
a producao mundial de leite em todas as espécies animais, os ovinos contribuem com
apenas 1,26% do montante final (FAO, 2018), porém € uma area em expansao no
Brasil, o qual produziu 1.652.000 litros de leite em 2017, onde 60% ¢€ oriundo da
agricultura familiar (IBGE, 2017). Em geral, o leite ovino é destinado a fabricagao de
queijos finos, com alto valor agregado (Manca et al., 2016), além de desempenhar
importante papel na subsisténcia de comunidades carentes e paises
subdesenvolvidos (Wodajo et al., 2020).

De forma majoritaria, as mastites sdao de origem infecciosa, onde
frequentemente €& possivel isolar bactérias do género Staphylococcus spp.,
promovendo mastites clinicas (Contreras et al., 2007; Arsenault et al., 2008), além de
bactérias do género Streptococcus e outras menos incidentes, causando mastites

subclinicas (Bergonier et al., 2003; Gonzalo et al., 2004; Contreras et al., 2007).

Para o diagnostico da mastite subclinica, utiliza-se a Contagem de Células
Somaticas do leite (Gonzalo et al., 2010) e o California Mastits Test (Clements; Taylor;
Fitzpatrick, 2003). Porém, o padrao ouro é resumido a cultura bacteriana das amostras
lacteas (Fthenakis, 2004; Contreras et al., 2007; Fragkou; Boscos; Gonzalo et al.,
2010; Fthenakis, 2014). Ademais, outras técnicas podem ser utilizadas no intuito de
identificar componentes do leite, os quais possam determinar a ocorréncia de um
processo infeccioso ativo, tal como a identificacdo de proteinas inflamatdrias em
sangue e soro lacteo, dentre elas a técnica de fracionamento eletroforético em gel de
poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) (Gordon, 1985), a qual
possui eficiéncia comprovada em medicina veterinaria (Hogarth et al., 2004; Alonso-
Fauste et al., 2011; Santana et al., 2018). Outros métodos de detec¢ao em tempo real

do processo inflamatério da glandula mamaria, tal como a ultrassonografia em modo-



B, podem ser utilizados e também possuem eficacia comprovada, ao diferenciar
mastites em ovelhas (Hussein, ElI-Khabaz, Malek, 2015; Barbagianni et al., 2016).
Além do parénquima mamario, os linfonodos supramamarios sdo importante local a
ser escaneado e segundo Bradley e colaboradores (2001), sdo representativos de

processo inflamatoério, quando apresentam linfadenomegalia.

Hodiernamente, houve o aperfeigopamento de técnicas ultrassonograficas,
sendo possivel, através de software e aparelho especifico, a mensuragcao de forma
qualitativa e quantitativa, da forga de cisalhamento do impulso sénico, técnica descrita
como elastografia por Forca de Impulso de Radiacdo Acustica (ARFI) (Nightingale,
2011). Esta técnica é utilizada na medicina humana, para diferenciagcdo em tempo real
de tumores mamario malignos de benignos (Zhou et al., 2016), bem como para o

mesmo proposito, em medicina veterinaria (Feliciano et al., 2017).

De acordo com a literatura consultada (Bergonier, Berthelot, 2003; Radaelli et
al., 2011), as mastites podem causar perdas quantitativas e qualitativa na produgao
leiteira, através da substituicdo do parénquima normal, por tecido fibroso, diminuindo
assim a capacidade produtiva, porém nao existem estudos comparando a qualidade
do leite em ovinos portadores crénicos. No intuito de diagnosticar mastites crénicas
em glandulas mamarias de fémeas ovinas, bem como diferenciar este processo em
animais que ainda apresentam processo inflamatério ativo, o proteoma de soro lacteo
de glandulas com alta contagem de CCS e fibrose, comparado a glandulas com baixa
CCS, pode prover importantes informag¢des quanto a qualidade do leite. Auxiliar ao
proteinograma, a elastografia ARFI, pode compor uma importante ferramenta
diagndstica auxiliar, em tempo real, no intuito de diferenciar processos crénicos ainda
ativos, podendo auxiliar no acompanhamento de tratamentos e manutencado de

animais no rebanho, evitando o descarte precoce.
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