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ASPECTOS CLÍNICO-LABORATORIAIS E SONOGRÁFICOS NO DIAGNÓSTICO 
COMPLEMENTAR DE LESÕES FIBRÓTICAS EM PARÊNQUIMA MAMÁRIO DE 

FÊMEAS OVINAS 

 

 

RESUMO – O presente estudo avaliou 27 fêmeas ovinas e suas glândulas mamárias, 
no 60º dia de lactação. Os objetivos foram a detecção de alterações nas 
concentrações das proteínas do soro lácteo, contagem de células somáticas frente à 
mastite crônica e subclínica de ocorrência natural, bem como o possível uso da 
elastografia por impulso de força de radiação acústica (ARFI) como diagnóstico de 
mastite em glândulas com parênquima fibrosado. Os grupos experimentais foram 
divididos de acordo com a CCS em: GC com CCS < 500.000 cls/ml sem fibrose em 
parênquima; Baixa contagem de células somáticas (CB) com CCS < 500.000 cls/ml e 
presença de fibrose na glândula; CA com CCS > 500.000 cls/ml e presença de fibrose. 
Para a análise das proteínas e CCS, foram utilizadas 48 amostras de soro lácteo. A 
CCS obtida nos três grupos apresentou valores médios de 136,63 x 103 ± 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 possível identificar seis proteínas: Lactoferrina, Albumina Sérica, IgG 
Pesada, IgG Leve, β-lactoglobulina e α-lactoalbumina. Através da comparação 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 
detecção de mastites subclínicas. O aumento da albumina sérica e IgG de cadeia 
pesada em animais que possuem lesões no parênquima e CCS alta, quando 
comparados aos demais grupos pode indicar a presença de mastite. Não houve 
diferenças na composição proteica avaliada que diferenciasse glândulas sadias de 
fibrosas, dentro da mesma faixa de CCS. Cabe ressaltar que há a necessidade de 
estudos avaliando outros componentes lácteos, bem como compará-los ao grau de 
fibrose da glândula. O parênquima mamário e linfonodos também foram submetidos 
à ultrassonografia em modo-B, com posterior elastografia ARFI, obtendo-se variáveis 
qualitativas (ecogenicidade e ecotextura) e quantitativas (velocidade de cisalhamento, 
profundidade e proporção eixo curto/longo) de 52 glândulas mamárias. Através da 
elastografia ARFI em áreas sadias da glândula nos grupos, foi possível 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 áreas de fibrose nos grupos CB e CA, com suas respectivas áreas 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 áreas de fibrose em CB e CA com o parênquima de GC, houve 
aumento em CB (p<0,05; t=4,95) e CA (p<0,05; t=5,49). Ao avaliar o linfonodo 
supramamário de cada glândula, a velocidade de cisalhamento aumentou quando 
comparados os grupos GC e CA (p<0,05, T=2,11), apresentando-se maior no último. 
Os resultados da ultrassonografia em modo-B apontam predomínio da ecogenicidade 
hipoecóica nos linfonodos, bem como redução da proporção do eixo curto/longo em 
casos de mastite subclínica ativa. A eslatografia ARFI pode indicar pontos de corte 
para que haja diferenciação de um processo de mastite ativa de mastites que já se 
curaram, seu uso é excelente ferramenta para diferenciação das áreas normais de 
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áreas fibrosadas em parênquima.  A avaliação nos linfonodos supramamários, com 
altas velocidades de cisalhamento, podem indicar mastites, porém o comportamento 
no parênquima mamário é diferente, produzindo maiores valores em mastites já 
crônicas, necessitando de estudo com mais animais e mastites induzidas 
artificialmente, para padronização 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 103 ± 94.83 cell / ml and 3,979.55 x 103 ± 
2943.81 cls/ml. Through the SDS-PAGE method, it was possible to identify six 
proteins: Lactoferrin, Serum Albumin, Heavy IgG, Light IgG, β-lactoglobulin, and α-
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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CAPÍTULO 1 – CONSIDERAÇÕES GERAIS 

 

1. Introdução 

 A inflamação da glândula mamária, precedida ou não por processo infeccioso, 

é descrita como mastite, a qual é uma das mais importantes doenças em rebanhos 

leiteiros, podendo causar mortalidade e redução na produção leiteira, além de 

descarte antecipado dos animais (Bergonier e Berthelot, 2003). Quando quantificada 

a produção mundial de leite em todas as espécies animais, os ovinos contribuem com 

apenas 1,26% do montante final (FAO, 2018), porém é uma área em expansão no 

Brasil, o qual produziu 1.652.000 litros de leite em 2017, onde 60% é oriundo da 

agricultura familiar (IBGE, 2017). Em geral, o leite ovino é destinado à fabricação de 

queijos finos, com alto valor agregado (Manca et al., 2016), além de desempenhar 

importante papel na subsistência de comunidades carentes e países 

subdesenvolvidos (Wodajo et al., 2020). 

 De forma majoritária, as mastites são de origem infecciosa, onde 

frequentemente é possível isolar bactérias do gênero Staphylococcus spp., 

promovendo mastites clínicas (Contreras et al., 2007; Arsenault et al., 2008), além de 

bactérias do gênero Streptococcus e outras menos incidentes, causando mastites 

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

 Para o diagnóstico da mastite subclínica, utiliza-se a Contagem de Células 

Somáticas do leite (Gonzalo et al., 2010) e o California Mastits Test (Clements; Taylor; 

Fitzpatrick, 2003). Porém, o padrão ouro é resumido à cultura bacteriana das amostras 

lácteas (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 ocorrência de um 

processo infeccioso ativo, tal como a identificação de proteínas inflamatórias em 

sangue e soro lácteo, dentre elas a técnica de fracionamento  eletroforético em gel de 

poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE) (Gordon, 1985), a qual 

possui eficiência comprovada em medicina veterinária (Hogarth et al., 2004; Alonso-

Fauste et al., 2011; Santana et al., 2018). Outros métodos de detecção em tempo real 

do processo inflamatório da glândula mamária, tal como a ultrassonografia em modo-
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B, podem ser utilizados e também possuem eficácia comprovada, ao diferenciar 

mastites em ovelhas (Hussein, El-Khabaz, Malek, 2015; Barbagianni et al., 2016). 

Além do parênquima mamário, os linfonodos supramamários são importante local a 

ser escaneado e segundo Bradley e colaboradores (2001), são representativos de 

processo inflamatório, quando apresentam linfadenomegalia.  

 Hodiernamente, houve o aperfeiçoamento de técnicas ultrassonográficas, 

sendo possível, através de software e aparelho específico, a mensuração de forma 

qualitativa e quantitativa, da força de cisalhamento do impulso sônico, técnica descrita 

como elastografia por Força de Impulso de Radiação Acústica (ARFI) (Nightingale, 

2011). Esta técnica é utilizada na medicina humana, para diferenciação em tempo real 

de tumores mamário malignos de benignos (Zhou et al., 2016), bem como para o 

mesmo propósito, em medicina veterinária (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 produção 

leiteira, através da substituição do parênquima normal, por tecido fibroso, diminuindo 

assim a capacidade produtiva, porém não existem estudos comparando a qualidade 

do leite em ovinos portadores crônicos. No intuito de diagnosticar mastites crônicas 

em glândulas mamárias de fêmeas ovinas, bem como diferenciar este processo em 

animais que ainda apresentam processo inflamatório ativo, o proteoma de soro lácteo 

de glândulas com alta contagem de CCS e fibrose, comparado a glândulas com baixa 

CCS, pode prover importantes informações quanto à qualidade do leite. Auxiliar ao 

proteinograma, a elastografia ARFI, pode compor uma importante ferramenta 

diagnóstica auxiliar, em tempo real, no intuito de diferenciar processos crônicos ainda 

ativos, podendo auxiliar no acompanhamento de tratamentos e manutenção de 

animais no rebanho, evitando o descarte precoce. 

 

2. Revisão de Literatura 
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2.1 Anatomia 

O úbere da fêmea ovina é composto por duas metades, independentes, em 

formato hemisférico, ligeiramente demarcados externamente (Singh, 2018). As duas 

metades são denominada glândulas mamárias e se originam na embriogênese, 

através do espessamento bilateral da ectoderme, criando duas cadeias mamárias que 

se estendem da axila até a região inguinal. No entanto, nos ovinos ocorre o 

desenvolvimento apenas do último par de glândulas (Fails e Magee, 2018). As raças 

ovinas leiteiras possuem conformação do úbere mais próxima à das cabras, com 

apresentação pendulosa do aparato, possuindo algumas vezes partes do velo na 

porção mais proximal (Singh, 2018).  

Cada glândula funciona de forma independente, atuando como um sistema túbulo-

alveolar, separado da glândula adjacente por tecido conectivo (Delouis e Richard, 

1991; Fails, Magee, 2018; Singh, 2018). Toda a glândula é composta por diferentes 

tecidos, com diferentes funções (Akers, 2017). O tecido epitelial da glândula mamária 

dos ovinos é composto, em sua maioria, por uma camada dupla de células não 

secretórias, interligadas, podendo conter macrófagos e linfócitos entre os espaços. A 

camada basal é composta por células achatadas e a camada superficial por células 

descritas como cubóides ou cuboidais. As células secretórias estão presentes, em sua 

maioria, no epitélio do seio da glândula, sendo raras nos tetos. Quando existem 

amontoados destas células, estes dão origem aos alvéolos, os quais compõe os 

lóbulos (Brooker, 1984), que sintetizam e secretam leite através da interação entre 

células específicas (Akers, 2017). O leite ejetado é transferido para o sistema de 

túbulos, descritos como ductos lactíferos (Singh, 2018), podendo conter de 10 a 15 

túbulos (Tsioli e Fthenakis, 2019), os quais se conectam no seio da glândula (sinus 

lactiferus) e confluem migrando para o teto (Singh, 2018). O seio da glândula, na 

fêmea ovina, pode armazenar de 20 a 80 mL de leite, com produção contínua, o qual 

drena para o seio da papila mamária, esfíncter e assim chega ao exterior da glândula 

(Tsioli e Fthenakis, 2019). A proporção de células de tecido conectivo e secretório, 

são reguladas por hormônios endógenos, e se alteram quando ocorre a lactação, 

assim ocorre aumento de tecido secretório, retornando à maior proporção do 

conectivo ao final da lactação. O sistema endócrino ainda regula a mamogênese, 

lactogênese e galactopoiese (Knight e Peaker, 1984). 
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Os tetos ou papilas mamárias são inseridos em ângulos variáveis, de 37 a 46º em 

relação ao corpo da glândula ipsilateral, medindo de 3,2 a 4,2 cm de comprimento 

(Rovai et al., 2008). Em toda sua extensão, a papila mamária é composta por cinco 

camadas de tecido, iniciando-se externamente pela pele, a qual possui epitélio 

escamoso estratificado, mais internamente encontra-se a camada de tecido muscular, 

posteriormente a camada de tecido conectivo, seguida pela submucosa e por último 

a mucosa, a qual irá dar origem ao seio da papila (sinus papillaris) (Tsioli e Fthenakis, 

2019). A divisão entre o seio da glândula e seio da papila possui leve elevação circular, 

chamada de annulus, o qual contém um vaso e células musculares (Fails e Magee, 

2018). A última estrutura, distal, é o ducto papilar (ductus papillaris), o qual comunica 

o seio do teto com o orifício do teto, possuindo de 0,5 a 1cm de comprimento, 

compondo importante barreira fisiológica e anatômica frente a  penetração de 

bactérias, o qual é delimitado dorsalmente pela roseta de Furstenberg (Plummer e 

Plummer, 2012). Esta estrutura possui ainda o esfíncter mamário, o qual é composto 

pobremente de músculos nos ovinos, sendo assim necessária sua barreira por tecido 

elástico ao final, compondo o orifício do teto (Fails e Magee, 2018). Algumas ovelhas 

podem apresentar politelia, a qual segundo Fails e Magee (2008), não possuem tecido 

conectivo com o resto da glândula, tal como ocorre em bovinos. Por outro lado, 

Hardwick et al. (2020) descrevem que este tipo de anomalia contempla células de 

defesa e algumas conexões com a glândula mamária adjacente, servindo como 

potencial causador de infecções.  

O aparato mamário possui importante estrutura de fixação e sustentação, a qual 

contempla os ligamentos suspensores laterais (2) e mediais (2). Os ligamentos 

mediais são compostos por material fibroelástico e possuem origem na túnica flava e 

uma pequena parte se origina no tendão sinfiseano, se estendendo por toda região 

medial entre as duas metades mamárias. Já os laterais são compostos de tecido 

fibroso denso, conferindo menor elasticidade, e se originam de aponeuroses próximas 

ao canal inguinal, sínfise pélvica e tendão pré-púbico, se estendendo lateral às 

metades mamárias. Os ligamentos se conectam caudal e cranial aos ligamentos 

mediais, circundando toda a estrutura mamária (Fails e Magee, 2018; Singh, 2018; 

Tsioli e Fthenakis, 2019). A conexão entre as duas glândulas mamárias 
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independentes forma o sulco do úbere, estrutura visível caudal e cranial, sobre a qual 

os ligamentos mediais se adelgam no sentido dorso-ventral (Fails e Magee, 2018). 

A irrigação presente no local é numerosa e necessária, possuindo várias origens, 

iniciando-se pela artéria pudenda externa, a qual se origina na veia cava caudal e 

nutre a glândula através do canal inguinal (Fails e Magee, 2018). Antes de adentrar o 

canal inguinal, a artéria se bifurca e origina o tronco pudendo epigástrico, do qual um 

ramo continua o trajeto ventral-cranial e origina a artéria epigástrica caudal profunda 

e outro ramo origina a artéria pudenda externa, que ao transpassar os anéis inguinais, 

se torna a artéria mamária. No interior da glândula, a artéria mamária se divide em 

dois ramos, o cranial e medial, ainda se subdividindo em artérias ventral labial, caudal 

basal e caudal, além de pequenos ramos que se comunicam com o sistema linfático 

(Adam et al., 2016). A artéria perineal ventral também auxilia na irrigação, porém com 

menor aporte, desta forma a irrigação se completa com a artéria epigástrica cranial 

superficial (Fails e Magee, 2018). As estruturas de drenagem são bastante complexas, 

iniciando-se no arranjo de vasos na base do úbere, os quais recebem o sangue da 

região mais distal e menos calibrosa (Singh, 2018). Inicia-se em ambos os lados pelas 

veias pudendas externas, as quais acompanham as artérias pudendas externas, 

através do canal inguinal, possuindo conexão cranial com a veia epigástrica caudal 

superficial do respectivo lado. Já a conexão caudal é realizada com as veias perineais 

(Fails e Magee, 2018; Singh, 2018). Por sua vez, a veia epigástrica caudal superficial 

segue o plano sagital sentido crânio-ventral, confluindo para a veia epigástrica cranial 

superficial, a qual adentra a cavidade abdominal, e posteriormente drena para a veia 

torácica interna e veia cava cranial (Fails e Magee, 2018; Tsioli e Fthenakis, 2019).  

A drenagem linfática ocorre nas duas glândulas através dos linfonodos inguinais 

superficiais, localizados dorso-craniais, os quais se conectam à extensa rede de veias, 

que podem ser ou não visíveis macroscopicamente no aspecto dorso-caudal (Fails e 

Magee, 2018). Os canais linfáticos acompanham o caminho das veias pudendas 

externas bilateralmente, passando através do canal inguinal. Geralmente há uma 

ligação maior do canal linfático com a veia pudenda externa, porém podem ocorrem 

várias pequenas anastomoses, as quais seguem o mesmo caminho (Yen et al., 2016). 

O caminho eferente da linfa se conecta ao linfonodo iliofemoral e conseguinte ao ilíaco 
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femoral, chegando ao tronco lombar e consequentemente à veia subclávia (Yen et al., 

2019). 

Todo o úbere é inervado com derivações dos nervos lombar e, em menor número 

através dos nervos sacrais. O nervo pudendo pode emitir ramificações através das 

vértebras sacrais de dois a cinco, mais comumente da terceira, possuindo trajeto 

caudal ao úbere e inervando esta área (Linzell, 1959). O nervo genitofemoral possui 

ramificações da segunda à quinta vértebras lombares, inervando os tetos 

(Tsingotjidou e Papadopoulos, 2003), o qual atravessa o canal inguinal e emite ramos 

também nos tecidos mais profundos da glândula (Singh, 2018). Ademais, os ramos 

ventrais da segunda vértebra lombar, sensibilizam a região ventral do abdômen e 

cranial das glândulas (Linzell, 1959; Singh, 2018). 

 

2.2 Etiologia das mastites 

A mastite é descrita como a inflamação da glândula mamária, de etiologia 

multifatorial, a qual na maioria dos casos é causada por invasão de patógenos 

infecciosos, em menor número por traumas, reações de hipersensibilidade e 

neoplasias (Menzies e Ramanoon, 2001). Especificamente nos ovinos, de forma 

majoritária, as infecções intramamárias são causadas por bactérias descritas na 

literatura como “não específicas”, lentivírus e micoplasmas (Bergonier e Berthelot, 

2003). 

O agente etiológico habitual são as bactérias do gênero Staphylococcus spp., em 

sua maioria Staphylococcus aureus, os quais são responsáveis pela maioria das 

mastites clínicas. Não obstante, podem ser encontradas cepas de Staphylococcus 

coagulase negativa, os quais promovem mastites subclínicas (Bergonier,  Berthelot, 

2003; Contreras et al., 2007; Arsenault et al., 2008)  . Em menor número, porém 

responsáveis por manifestações clínica severas, aparecem as mastites causadas por 

Streptococcus spp., Mannheimia haemolytica, Enterobacteriaceae, Pseudomonas 

aeruginosa, Corinebacterium, Aspergillus fumigatus, Serratia marcescens e 

Burkholdelia cepacia (Bergonier et al., 2003; Gonzalo et al., 2004; Contreras et al., 

2007).  
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De acordo com a epidemiologia e sintomatologia, as mastites podem ser divididas 

em clínicas e subclínicas (Bergonier et al., 2003). O acometimento clínico da glândula, 

por patógenos ascendentes, pode resultar em áreas palpáveis manualmente de 

consistência irregular, aparecimento de abscessos, alterações de tamanho do úbere 

e alteração das características organolépticas do leite, onde a maioria dos 

microrganismos isolados nestes casos são do gênero Staphylococcus spp. (Menzies, 

Ramanoon, 2001). As mastites causadas por bactérias do gênero Staphylococcus 

causam quadro clínico característico, com endurecimento do parênquima mamário, 

devido a invasão sistemática do tecido e formação de tecido fibroso, processo 

irreversível. Podem ocorrer pequenos abscessos e severa involução da cisterna 

mamária, causando redução na produção leiteira e produção de filhotes debilitados 

(Fthenakis et al., 2004). As alterações clínicas podem ser divididas em quatro 

categorias, descritas por Quinlivan (1968) e ainda utilizadas. Na categoria 1 o 

parênquima mamário possui pequenas lesões fibrosas, secreção de leite normal, 

aparentando lesões crônicas. Categoria 2 tem maior área de fibrose, secreção látea 

de aspecto variando entre normal a purulenta ou agalactia por fibrose do teto, 

demonstrando cronicidade. A categoria 3 inclui edema do úbere, produção de leite 

com aspecto variando de normal, diluído, seroso ou purulento; podem ocorrer 

abscessos ou degeneração do parênquima por ruptura, demonstrando caráter agudo. 

Categoria 4 contempla ainda severa inflamação do parênquima do úbere, secreção 

láctea serosa, com presença intermitente de conteúdo purulento e fibrinoso; aumento 

de volume em linfonodos supramamários e hipertermia generalizada, caracterizando 

quadro peri-agudo. 

Já a mastite subclínica, promove aumento de células somáticas no leite, em menor 

número que as clínicas, promovendo também inflamação do parênquima mamário, a 

qual muitas vezes é identificada apenas com biópsias e sua característica marcante é 

a redução na produção leiteira (Fthenakis e Jones, 1990). Já as características 

organolépticas e qualidade do leite também podem ser influenciadas, gerando 

descarte na indústria (Alba et al., 2019). 
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2.3 Qualidade do leite e contagem de células somáticas 

A qualidade do leite é um importante fator a ser analisado em uma cadeia 

produtiva, a qual é composta de inúmeros fatores, dentre eles as características 

organolépticas, nutricionais e relacionadas à higiene na obtenção e manipulação do 

leite, bem como definição da composição nutricional, pesquisa por resíduos químicos, 

além de investigação de práticas de adulteração (Moncayo et al., 2017). Pode-se 

mensurar a qualidade através da contagem e cultura bacteriológica, conjuntamente 

com a quantificação da contagem de células somáticas (CCS) (Park et al., 2013). Este 

último parâmetro está relacionado à invasão da glândula mamária por 

microrganismos, os quais promovem migração leucocitária local, promovendo 

significativo aumento de neutrófilos na secreção láctea, oriundos da extensa irrigação 

sanguínea local (Burvenich et al., 1995). Na glândula infectada, as células de defesa 

podem representar até 99% das células presentes no leite (Philpot, Nickerson, 1991). 

Desse modo, o aumento de CCS do leite pode indicar o grau de infecção da glândula 

mamária, expressando a gravidade da inflamação (Machado et al., 2000). Assim 

sendo, a CCS é utilizada para avaliar a saúde do úbere, a qualidade e higiene do leite 

e para o monitoramento em programas de controle de mastite (Pyörälä, 2003). A União 

Européia através da Legislação No 853/2004 do Parlamento, considera que o leite 

bovino aceitável deve ter CCS<400.000 cls/mL, sem descrição de valores para ovinos 

(UNIÃO EUROPEIA, 2004); o Código de Regulação Federal nos Estados Unidos da 

América, autoriza a utilização de leite caprino com até 1.000.000 cls/ mL, porém não 

limita o leite ovino, mantendo valores de até 750.000 para bovinos (USDA, 2006); no 

Brasil a Instrução normativa vigente (No 76/2018), define apenas a contagem de CCS 

máxima em bovinos para <500.000 cls/ mL (BRASIL, 2018). 

Segundo Gonzalo e colaboradores (1994), a proporção da CCS é inversa à 

produção leiteira, já os valores considerados normais ou indicativos de mastite 

subclínica em ovinos, diferem amplamente na literatura. Contagem celular de até 

500.000 cls/ mL é considerada normal para Berthelot et al. (2006), já González-

Rodríguez et al. (1995) cita 300.000 cls/ mL como limite entre normal e mastites 

subclínicas, o que está próximo do valor de 400.000 cls/ mL, descrito por Kern et al. 

(2013) em ovelhas com aptidão para produção de carne. 
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A contagem de células somáticas (CCS) é uma importante ferramenta 

diagnóstica complementar, a qual pode ser afetada por características fenotípicas do 

úbere, tal como altura do chão e inserção das papilas mamárias (Legarra e Ugarte, 

2005). O estado sanitário do rebanho pode ser uma característica importante no 

aumento da contagem celular, já que as amostras geralmente são coletadas em 

tanques de armazenamento (Gonzalo et al., 1994). Ainda pode ser considerado o 

estágio da lactação, onde naturalmente a CCS de ovelhas no dia do parto é alta, com 

contagem média de 596 x 103 cls/ mL, a qual diminui de forma gradativa, à medida 

que a produção de colostro cessa, atingindo 239 x103 cls/ mL ao quinto dia de lactação 

e 186 × 103 cls/ mL ao 12º dia (Paape et al., 2007). A partir do 75º dia de lactação até 

o fim, ocorre aumento expressivo da contagem (30 a 32,5%), o que segundo Gonzalo 

et al., (1994), pode ser natural ou mesmo indicar processo infeccioso/ inflamatório em 

desenvolvimento, destarte Paape e colaboradores (2007) descrevem que os índice 

caem de forma gradativa até o pico da lactação (quinta semana), atingindo valor médio 

de 30 x 103 cls/ mL, o qual se mantém até o final do ciclo produtivo. Em estudo 

realizado no Brasil, Zafalon et al. (2016) compara a contagem celular em ovelhas das 

raças Santa Inês e Morada Nova, ambas de aptidão para carne, notando maior 

incidência de mastites e maior número de CCS no período pós-parto, quando 

comparado ao período seco, em ambas raças. 

 Quando comparadas as diferentes aptidões, ovelhas de raças específicas para 

produção leiteira possuem menor contagem celular no leite, já as ovelhas para 

produção de carne tem maior número (Kern et al., 2013). Já Mioč et al. (2009), em 

estudo com raças de carne puras e cruzamentos com raças leiteiras, cita um índice 

maior de CCS nas raças leiteiras e cruzadas.  A contagem pode sofrer adição de 

acordo com o número de lactações, podendo aumentar em 14% da segunda para a 

quarta, sendo que a partir desta última  a saúde da glândula se encontra prejudicada, 

impactando negativamente na qualidade do leite e seus subprodutos (Pugliese et al., 

1999). 

Quando considerado o número de filhotes nascidos por cria, o nascimento de 

gêmeos promove aumento de 8,6% na CCS  (Gonzalo et al., 1994), o que também 

ocorre dependente do período do ano em que a lactação se inicia. Segundo Zafalon 

et al. (2016), em estudo realizado no Brasil, ocorre maior número de CCS e incidência 
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de mastite no período chuvoso, já que os animais ao permanecerem maior tempo 

abrigados, aumentam a lotação dos abrigos e este fato possibilita o maior contágio ou 

contaminação ambiental. 

Os estudos nacionais sobre mastite se iniciaram com o primeiro relato da 

doença, ainda descrita como mamite, através do relato de um surto ocorrido na região 

Sul, identificando-se Staphylococcus aureus como agente etiológico (Fernandes, 

Cardoso, 1985). A prevalência desta doença é variável em rebanhos nacionais e 

internacionais. Geralmente a incidência anual de mastite clínica não ultrapassa 5%, 

com prevalência de 5% a 30% tanto em rebanhos de carne quanto leiteiros, porém 

esse valor é dependente da presença ou não de fatores que possam desencadear a 

mastite (Bergonier, Berthelot, 2003; Contreras et al., 2007). Pereira et al. (2018) 

relatam a prevalência em um rebanho nacional com aptidão para carne, com dados 

variando entre 20% a 30,8%. Não existem dados sobre a incidência de mastite 

subclínica em rebanhos ovinos, já a prevalência alcança 5% a 30% em ovinos com 

aptidão para carne (Kirk, Gleen, 1996), Pereira e colaboradores (2018), relatam a 

média de um rebanho nacional com prevalência de 11,8% a 30,8%. 

Em estudo com determinação de cepas bacterianas e CCS, Gonzalo e 

colaboradores (2002) relatam que infecções por Staphylococcus spp. produzem em 

média 2x106 cls/ mL, comprovando a eficácia clínica da quantificação das células 

inflamatórias. No entanto, embora o aumento de CCS no leite possa indicar o grau de 

infecção da glândula mamária, métodos para detecção de mastite no leite, que 

possam predizer a CCS de forma qualitativa e indicar a severidade do quadro de forma 

rápida e precisa são de grande interesse. Dentre estes métodos está o estudo de 

proteínas do soro lácteo, as quais podem ser utilizadas como indicadores de 

inflamação do úbere durante a mastite, assim perfazem importante ferramenta pode 

na detecção de glândulas mamárias comprometidos (Pyörälä, 2003). Além do 

diagnóstico, as técnicas descritas, podem ser úteis no prognóstico da mastite 

instalada e no monitoramento e recuperação do animal convalescente. 

Além da CCS, outra importante ferramenta diagnóstica indireta é o uso do 

púrpura de bromocresol em amostras de leite, teste descrito como California Mastitis 

Test (CMT), o qual causa quebra da parede de células inflamatórias e gelificação do 
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leite em casos positivos (McDougall et al., 2001). Esta gelificação pode ser mensurada 

e distribuída em uma escala de traços, onde 1 traço significa pouca reação, 2 traços 

média reação e 3 uma reação exagerada, indicando graus variados de mastite sub-

clínica (Kandeel et al., 2018). Este teste é uma boa ferramenta para o diagnóstico 

indireto de mastites subclínicas, porém a sua aplicação isolada não é recomendada, 

visto que estágios iniciais de lactação podem induzir falsos resultados, assim a cultura 

e isolamento bacteriano e exame clínico da glândula mamária, são necessárias como 

diagnóstico confirmatório, podendo ser associados ao CMT (McDougall et al., 2001; 

Marogna et al., 2010).  

 

2.4 Proteinograma 

O leite ovino é composto por quantidade abundante de proteínas, o que 

segundo estudo de Ha et al. (2015), através de identificação destas proteínas, 

hodiernamente são conhecidas 669 proteínas do soro lácteo, o qual é composto em 

80% por caseína (α-caseína, β-caseína e κ-caseína). Ainda em maior quantidade, 

podem ser encontradas a β-lactoglobulina, α-lactoalbumina, albumina sérica, 

lactoferrina, lactoperoxidase e imunoglobulinas (Ha et al., 2014). Além do soro lácteo, 

as membranas dos glóbulos de gordura do leite (MGGL), as quais são proteínas 

expressas em menor proporção, também podem ser analisadas, estas conferem 

textura e características sensoriais aos subprodutos lácteos. Podem ser citadas: 

lactoderina (fator EGF), butirofilina subfamília 1 (BTA1), xantina desidrogenase 

/oxidase (XDH), adipofilina (ADPH) e outras compondo frações ainda menores, a 

actina (ACT), anexina A1 (ANX1), anexina A2 (ANX2) e proteína de choque térmico 

de 70 kDa (HSP70) (Pisanu et al., 2012). 

Quando ocorre a invasão da glândula mamária por qualquer patógeno, ocorre 

rápida resposta imunitária, a qual pode advir de duas vias, a primeira seria a resposta 

imune inata (neutrófilos, macrófagos, linfócitos natural killer, células dendríticas e 

células epiteliais mamárias - MEC), a qual ocorre mais rápido e demonstra nenhum 

contato anterior com o patógeno até então desconhecido, já a segunda via é a 

humoral, a qual é mais lenta (Rainard e Riollet, 2006). Algumas barreiras anatômicas 

impedem o fácil acesso ao seio da papila e posteriormente ao seio da glândula, tal 
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como o esfíncter da papila em bovinos, porém esta estrutura é pobre em tecido 

muscular nos ovinos, segundo Fails e Magee (2018). As barreiras químicas, tal como 

a lactoferrina, queratina e lisozimas também auxiliam neste processo (Rainard e 

Riollet, 2006). Quando ocorre a lesão inicial ou reconhecimento de lipopolissacarídeos 

presentes nas membranas bacterianas, tal como nas infecções experimentais por 

Escherichia coli em bovinos (Vels et al., 2009), há produção local de mediadores 

inflamatórios (citocinas, óxido nítrico e glicocorticóides), os quais são responsáveis 

pela modulação da resposta sistêmica de fase aguda e produção de proteínas 

hepáticas de fase aguda (Van Mierte, 1995).  Segundo Petersen et al. (2004), durante 

o processo inflamatório mastítico, as proteínas de fase aguda, as quais se originam 

em reposta às citocinas pró-inflamatórias (IL-1, IL-6 e TNF), são produzidas no fígado 

ou no local de inflamação e rapidamente inundam a circulação e podem aumentar de 

forma substancial no leite, através de troca entre a secreção e circulação local.  

Em bovinos, a ocorrência de inflamação na glândula mamária leva a alterações 

tanto na concentração dos componentes proteicos do leite (albumina de origem 

plasmática, gamaglobulina, caseína, β-lactoglobulina e α-lactoalbumina), quanto o 

surgimento ou aumento das concentrações de compostos proteicos não elaborados 

ou produzidos em pequenas concentrações no processo de secreção láctea, como 

lactoferrina, haptoglobina, amiloide A sérica e α1-antitripsina. Tais alterações 

normalmente são caracterizadas por diminuição das concentrações das proteínas 

sintetizadas no parênquima da glândula mamária, devido à destruição do tecido, e 

aumento das proteínas de origem sanguínea, devido a aumento da permeabilidade 

capilar (Ceciliani et al., 2012). Cabe ressaltar que as proteínas de fase aguda, são 

produzidas tanto no fígado, quanto em tecidos extra-hepáticos, como a glândula 

mamária, podendo ser positivas quando o processo inflamatório induz seu aumento e 

negativas quando reduzem sua concentração, a exemplo da albumina sérica, de 

origem hepática, a qual diante do processo mastítico, diminui sua concentração no 

sangue e aumenta no leite, já que a resposta inflamatória, aumenta a permeabilidade 

vascular e promove esta transição (Shamay et al., 2005). A lactoferrina atua como 

proteína de fase aguda, produzida pelo parênquima mamário, onde através da 

elaboração de complexos com a hemoglobina e ferro livre, diminui a disponibilidade 

deste mineral na circulação, o qual é consumido por grande parte das bactérias, assim 
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atuando como bacteriostático, além de potencial bactericida, já que reage com a 

superfície de alguns microrganismos, levando à lise celular, atuando assim como 

bactericida (García-Montoya et al., 2012). Desta forma, diante do processo mastitico 

agudo, ocorre aumento desta fração proteica (Boehmer et al., 2010; Shimazaki e 

Kawai, 2017).  

 Ademais, dentre as proteínas, as quais compõe 3,3 % do leite, a beta-

lactoglobulina (β-lactoglobulina) é a de maior proporção, compreendendo de 7 a 12% 

das proteínas no leite bovino, a qual atua como ligante ao retinol, contribuindo para o 

transporte de vitaminas no leite (Wong et al., 1996), além de auxílio no processo 

digestivo dos lipídeos (Pérez et al., 1992). Em bezerros recém nascidos, Pellegrini e 

colaboradores (2004) descrevem a ação bactericida de quatro peptídeos, os quais 

derivam da digestão enzimática da β-lactoglobulina pela tripsina, possuindo 

importância na manutenção da vida, no período pós-parto. A função desta proteína no 

leite, do ponto de vista das mastites, ainda não é bem elucidada, já que possui eficácia 

comprovada apenas em estudo in vitro, no qual combate apenas mastites por 

estafilococos e espretococos (Chaneton et al., 2011). Ainda assim, a junção desta 

proteína com outros componentes, formando compostos, tal como com a hipericina, 

tem grande potencial bactericida contra mastites por Staphylococcus aureus 

(Rodríguez-Amigo et al., 2015). Em experimento com mastite clínica, Nudda et al. 

(2017) notaram aumento pouco significativo na sua concentração láctea, porém 

correlacionam o aumento à queda na produção leiteira. Quando há destruição do 

parênquima, ocorre redução dos níveis desta proteína no leite (Randolph et al., 1974; 

Hogarth et al., 2004; Alonso-Fauste et al., 2011). A alfa-lactoalbumina (α-

lactoalbumina), a qual compõe de 2% a 5% das proteínas lácteas, é sintetizada na 

glândula mamária, se ligando ao cálcio, sendo importante proteína no aleitamento 

(Wong et al., 1996), assim seus níveis séricos diminuem durante o processo mastítico 

(Hogarth et al., 2004), porém aumentam no leite, o que evidencia as lesões da 

glândula como locais de escape das proteínas para o sangue (Sordillo et al., 1989; 

Alonso-Fauste et al., 2011). 

As imunoglobulinas são produzidas nos plasmócitos, dentre elas a IgG é a que 

apresenta maior porcentagem no leite dos ruminantes. A qual é transportada de forma 

seletiva do sangue para o leite quando não há processo infeccioso, possuindo 
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capacidade de opsonização, a qual auxilia no combate a patógenos intramamários, 

além de grande importância na colostragem dos recém-nascidos (Sordillo; Nickerson, 

1988). Esta classe de imunoglobulinas, quando ocorrem as mastites infecciosas, 

rapidamente inundam a secreção láctea, na tentativa de auxiliar na contenção da 

infecção (Persson et al., 1992). 

Uma das formas mais eficientes de estudar alterações proteicas durante 

enfermidades é utilizando a eletroforese, uma poderosa ferramenta para “escanear” o 

proteoma. A utilização de metodologias de proteômica para obter uma caracterização 

mais completa da resposta do hospedeiro durante a infecção pode levar à 

identificação de um padrão de biomarcadores indicativos de doenças (Ferreira et al., 

2013). Desta forma, o fracionamento eletroforético representa um dos mais confiáveis 

métodos de identificação de proteínas (Eckersal, 2008). A técnica de eletroforese em 

gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE) é relativamente 

simples e de baixo custo e permite a detecção de concentrações protéicas 

extremamente baixas e a identificação de 20 a 30 proteínas de diferentes pesos 

moleculares, incluindo as imunoglobulinas, proteínas de fase aguda e proteínas 

ligadas a lesão tecidual, necessitando diminutas quantidades de amostra (Gordon, 

1995). Assim sendo, é uma técnica que pode ser bastante utilizada para estudo de 

alterações proteicas durante processos inflamatórios, como o que ocorre durante a 

mastite. 

 

2.5 Elastografia ARFI 

Além dos métodos laboratoriais, o método ultrassonográfico em modo B, para 

avaliação do parênquima mamário em ovelhas, associado aos métodos descritos 

anteriormente, pode auxiliar na instituição do tratamento correto e determinação do 

grau de comprometimento da glândula mamária, impactando diretamente no descarte 

de animais. Durante o exame é possível avaliar o tecido do parênquima mamário, 

cisterna do teto, teto externo, linfonodos supramamários e úbere (tecido e 

vascularização) (Barbagianni et al., 2016). O método ultrassonográfico na avaliação 

do parênquima mamário e demais estruturas é descrito amplamente em bovinos 
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(Franz et al., 2009), porém poucos estudos foram realizados em ovinos (Franz et al., 

2003;  Wójtowski et al., 2006; Murawski et al., 2019). 

Auxiliar ao método ultrassonográfico clássico, outras técnicas podem ser 

utilizadas hodiernamente, tal como a elastografia (Nightingale et al., 2002), a qual é 

fundamentada na referência de que tecidos, quando alterados por algum processo 

inflamatório, tem alterações nos valores originais de sua rigidez (Bamber et al., 2013). 

Deste modo, salienta-se que os tecidos que compõe as estruturas corporais possuem 

capacidade elástica, o que permite a deformação quando se aplica uma força externa, 

retornando posteriormente ao aspecto normal. Este processo de deformação e retorno 

a característica original varia de acordo com o tipo de tecido, assim, tecidos mais 

rígidos como tendões, demoram a se deformar e tem retorno lento, quando 

comparado ao tecido adiposo (Goddi et al., 2012). O grau de deformação pode ser 

avaliado por técnicas de elastografia de imagem, dentre elas: Elastografia quase-

estática (QSE), Vibro-acoustografia (VA), Elastografia transitória (TE), Imagem de 

elasticidade de onda de cisalhamento (SWEI), Imagem de cisalhamento supersônico 

(SSI) e Força de Impulso de Radiação Acústica (ARFI) (Zaleska-Dorobisz et al., 2014). 

Dentre as técnicas de elastografia, destaca-se a Força de Impulso de Radiação 

Acústica (ARFI), a qual através de impulsos gerados pelo ultrassom, promovem 

deformação do tecido. Através de software específico, é mensurada a rigidez, pela 

força de cisalhamento, a qual pode ser traduzida em valores quantitativos (m/s) ou 

qualitativos (soft ou hard), obtidos em tempo real (Nightingale et al., 2002). Este 

método de diagnóstico auxiliar é utilizado na medicina humana para diferenciação de 

tumores mamários malignos de benignos (Zhou et al., 2013), além de tumores na 

parótida (Chandramohan et al., 2018), glândulas salivares (Matsuda et al., 2021) e 

fígado (Lee et al., 2020). Já, em Medicina Veterinária, é utilizada também para a 

diferenciação de tumores mamários, possuindo alta especificidade (97,2%) e 

sensibilidade (94,7%) (Feliciano et al., 2017), além de uso no acompanhamento 

gestacional de cadelas (Simões et al., 2020) e diferenciação de tumores prostáticos 

(Cintra et al., 2020). Esta técnica tem eficiência comprovada em tecidos da espécie 

ovina (Silva et al., 2018), destarte, a detecção e padronização da rigidez do 

parênquima mamário em casos crônicos de mastite infecciosa ovina, pode conduzir a 
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um diagnóstico mais precoce, visto que pode ser realizada em tempo real e não 

demanda tempo como na cultura bacteriana. 

 

3. Objetivo Geral 

O presente estudo objetivou avaliar a viabilidade da técnica de elastografia 

ARFI, como ferramenta diagnóstica auxiliar à detecção de mastites, em fêmeas ovinas 

com lesões fibrosas em parênquima mamário. Outrossim, buscou-se a avaliação da 

deformação e rigidez dos linfonodos supramamários, como parte do exame e possível 

predileção do processo inflamatório local, bem como investigou-se alterações na 

composição do leite, que podem ser oriundas de processos crônicos. 

 

3.1 Objetivos específicos 

I- Quantificar as células somáticas em leite ovino, de ovelhas aos 60 dias de lactação, 

apresentando ou n’ao fibrose em parênquima. 

II- Determinar proteínas de fase aguda, através da técnica de eletroforese contendo 

gel de eletroforese SDS-PAGE, em soro lácteo de ovelhas portadoras de mastite. 

III- Realizar a Elastografia ARFI de lesões fribrosas em parênquima mamário de 

ovelhas. 

IV- Realizar a Elastografia ARFI de linfonodos supramamários em ovelhas portadoras 

de mastite crônica.  
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 13 

Resumo 14 

As mastites bacterianas podem levar à redução da produção leiteira, bem como 15 

produzir fibroses em parênquima mamário e alterar a composição láctea. O presente 16 

estudo avaliou 48 amostras de soro lácteo, oriundas de 27 fêmeas ovinas, raça mista, 17 

ao 60º dia de lactação. Os animais foram divididos em três grupos experimentais de 18 

acordo com a presença de fibrose na glândula mamária e contagem de células 19 

somáticas (CCS), além de dois grupos com lesões crônicas em parênquima, sendo: o 20 

grupo controle (GC) com glândulas sadias e baixa contagem de células somáticas, 21 

CB com fibroses no parênquima mamário e baixa contagem, e CA com fibroses e alta 22 

contagem celular. Realizou-se contagem de c[células somáticas (CCS) e 23 

proteinograma, visando a detecção de proteínas de fase aguda e imunoglobulinas de 24 

soro lácteo. A CCS obtida nos três grupos apresentou valores médios de 136,63 x 103 25 

± 98,09 cls/ mL, 122,06 x 103 ± 94,83 cls/ mL. Através do método SDS-PAGE, 26 
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evidenciou-se aumento da Lactoferrina entre GC e CA, aumento da albumina sérica 27 

entre CB e CA e aumento da IgG de cadeia pesada entre GC e CA, bem como entre 28 

CB e CA. Acredita-se que o valor limite de CCS em 500.000 cls/ mL seja seguro para 29 

a detecção de mastites subclínicas. A presença de lesões no parênquima mamário 30 

em glândulas com CCS baixa, quando comparados ao mesmo valor e presença de 31 

fibrose, não possui alterações significativas das proteínas avaliadas, cabe ressaltar 32 

que há a necessidade de estudos avaliando outros componentes lácteos, bem como 33 

compará-los ao grau de fibrose da glândula. 34 

 35 

Palavras chave: Infecção, Leite, Ovinos, Proteinograma, Proteoma, SDS-PAGE 36 

 37 

1. Introdução 38 

 39 

A produção mundial de leite de origem animal é composta por várias espécies, 40 

em sua maioria pelo leite bovino (81,04%), seguido pelo leite bubalino (15,10%), 41 

caprino (2,22%) e leite ovino, este último responsável por 1,26% da produção mundial, 42 

com aproximadamente 10.631.057 toneladas/ano (FAO, 2018). O panorama nacional 43 

possui literatura escassa de dados absolutos, não obstante, de acordo com o Instituto 44 

Brasileiro de Geografia e Estatística, no ano de 2017 o Brasil produziu 1.652.000 litros 45 

de leite de origem ovina, onde aproximadamente 60% tem sua origem na Agricultura 46 

Familiar (IBGE, 2017). A maior porcentagem do leite é destinada à produção de 47 

queijos finos, pois possui propriedades físico-químicas diferentes das outras espécies 48 

(Manca et al., 2016). Além de prover o leite e seus respectivos derivados, os ovinos 49 



33 
 

 

podem ser fonte de carne, couro e lã, compondo interessante alternativa para as 50 

culturas de subsistência ao redor do mundo, já que a carne e leite possuem excelente 51 

valor nutricional. Ademais, possuem custo de produção e manutenção baixos, 52 

integrando similarmente uma fácil e imediata moeda de troca (Wodajo et al., 2020). 53 

Ao analisarmos as cadeias produtivas leiteiras ovinas, quando ocorre queda na 54 

produção leiteira, o primeiro fator a ser ponderado é a contaminação do aparato 55 

mamário por patógenos, o que pode ocorrer em até mais de 85% dos casos de queda 56 

brusca na produtividade do rebanho (Giadinis et al., 2012). O processo infeccioso é a 57 

etiologia majoritária, levando à inflamação da glândula, a qual é descrita como mastite. 58 

Não obstante, os traumas, reações de hipersensibilidade e neoplasias podem dar 59 

origem ao processo (Menzies e Ramanoon, 2001). Dentre os patógenos mais comuns, 60 

destacam-se as bactérias do gênero Staphylococcus spp., em sua maioria 61 

Staphylococcus aureus, os quais geralmente promovem mastites clínicas (Contreras 62 

et al., 2007; Arsenault et al., 2008;). Com menor ocorrência, podem ser isoladas cepas 63 

de Streptococcus spp., Mannheimia haemolytica, Enterobacteriaceae, Pseudomonas 64 

aeruginosa, Corinebacterium, Aspergillus fumigatus, Serratia marcescens e 65 

Burkholdelia cepacia (Bergonier et al., 2003; Gonzalo et al., 2004; Contreras et al., 66 

2007). 67 

As mastites podem ser divididas de acordo com a sintomatologia em clínica ou 68 

subclínica. A mastite subclínica promove aumento das células somáticas do leite, com 69 

leve inflamação do parênquima mamário (Fthenakis e Jones, 1990), podendo gerar 70 

alteração das características organolépticas e qualidade do leite, gerando descarte na 71 

indústria ou produto de baixa qualidade (Alba et al., 2019). As mastites clínicas, 72 

geralmente causadas por bactérias do gênero Staphylococcus spp., as quais 73 
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penetram no parênquima mamário e causam destruição tecidual irreversível, em 74 

níveis variados, gerando áreas de fibrose palpáveis e diminuição na capacidade 75 

produtiva leiteira (Fthenakis et al., 2004). A classificação deste tipo de mastite é 76 

descrita por Quinlivan (1968) em quatro graus, dependendo da severidade, com o 77 

grau 1 no início do processo inflamatório, evoluindo até grau 4 com comprometimento 78 

sistêmico e posterior morte. 79 

No desígnio de inibir as contaminações do aparato mamário, quando a glândula 80 

é exposta a alguma patógeno, existem barreiras mecânicas que impedem o acesso 81 

ao seio da papila e seio da glândula, tal como o esfíncter da papila, o qual, segundo 82 

Fails e Magee (2018), é desprovido de tecido muscular, especificamente na espécie 83 

ovina, o que os torna mais predispostos a infecções ascendentes do aparato mamário. 84 

As barreiras químicas, tal como a lactoferrina, queratina e lisozimas também auxiliam 85 

neste processo (Rainard e Riollet, 2006). 86 

Após a irrupção dos patógenos no interior da glândula mamária, instaura-se a 87 

resposta imunitária fisiológica, advinda da resposta inata (neutrófilos, macrófagos, 88 

linfócitos natural killer, células dendríticas e células epiteliais mamárias – MEC) ou 89 

resposta imune adquirida (Rainard e Riollet, 2006). Ainda, segundo Petersen et al. 90 

(2004), durante a mastite, após a inflamação e destruição do parênquima, as proteínas 91 

de fase aguda, as quais se originam em reposta às citocinas pró-inflamatórias (IL-1, 92 

IL-6 e TNF), rapidamente inundam a circulação mamária e podem aumentar de forma 93 

substancial a sua concentração no leite. Este processo advém da maior 94 

permeabilidade da irrigação local, em contato com a secreção láctea (Ceciliani et al., 95 

2012). Através de estudo realizado com soro lácteo em bovinos, Ceciliani et al. (2012) 96 

destacam que o processo mastítico leva a alterações nas concentrações de albumina 97 
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de origem plasmática, gamaglobulina, caseína, β-lactoglobulina e α-lactoalbumina, 98 

bem como surgimento ou aumento das concentrações de compostos proteicos não 99 

elaborados ou produzidos em pequenas concentrações no processo de secreção 100 

láctea, como lactoferrina, haptoglobina, amiloide A sérica  e α1-antitripsina. Dessarte, 101 

devido à destruição do parênquima mamário, as proteínas produzidas na glândula 102 

diminuem sua concentração no leite, já as proteínas séricas aumentam (Ceciliani et 103 

al., 2012). Existem poucos estudos na literatura com a descrição das principais 104 

proteínas de fase aguda no soro lácteo em ovinos (Le Maréchal et al., 2009; Le 105 

Maréchal et al., 2011), dentre eles, são avaliados apenas animais com mastite 106 

subclínica e/ou mastite clínica aguda, não havendo comparações de animais 107 

portadores crônicos que apresentem lesões em parênquima mamário. 108 

No desígnio de diagnosticar alterações na composição das proteínas do leite, 109 

inúmeras técnicas são descritas para a determinação do proteinograma, dentre elas 110 

a técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sódio 111 

(SDS-PAGE), a qual possui exíguo custo de implantação e fácil realização, 112 

proporcionando a detecção de concentrações proteicas extremamente baixas e 113 

viabilizando a identificação de 20 a 30 diferentes proteínas, incluindo as 114 

imunoglobulinas, proteínas de fase aguda e proteínas ligadas a lesão tecidual, com  115 

diminutas quantidades de amostra (Gordon, 1995). Está técnica possui eficácia 116 

comprovada, avaliando-se mastites em búfalas (Santana et al., 2018) e vacas 117 

(Hogarth et al., 2004; Alonso-Fauste et al., 2012) 118 

Além de técnicas mais apuradas,  para avaliar a qualidade do leite e sanidade 119 

da glândula, inúmeros métodos podem ser utilizados, dentre eles a contagem de 120 
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células somáticas (CCS) e a lactocultura (Bergonier et al., 2003; Contreras et al., 2007; 121 

Gonzalo et al., 2010).  122 

Quando observados os graus de evolução do processo mastitico em ovinos, os 123 

estudos são escassos e não há padronização de critérios tal como a CCS. Assim, a 124 

identificação de proteínas do soro lácteo e sua comparação ao nível de CCS em 125 

ovelhas portadores de mastite crônica, pode compor uma ferramenta que possa 126 

predizer o grau de contaminação da glândula de forma rápida e pouco onerosa. Ao se 127 

comparar os animais que possuem glândulas sadias, aos que possuem glândulas com 128 

graus de fibrose em parênquima, divididos em baixa ou alta contagem de células 129 

somáticas, há a possibilidade de compreender o comportamento das frações proteicas 130 

nas diferentes fases da mastite crônica, podendo determinar se a glândula fibrosada 131 

ainda produz proteínas inflamatórias, ou mesmo ainda apresenta mastite, facilitando 132 

a decisão de manter este animal no rebanho ou não. Além da decisão do descarte 133 

direcionado, cabe ressaltar que a glândula mamária fibrosada pode alterar as 134 

características da composição láctea. 135 

 136 

2. Material e Métodos 137 

 138 

2.1 Animais 139 

 140 

Foram utilizadas 32 fêmeas ovinas, provenientes do cruzamento entre as raças 141 

Dorper e Santa Inês, com idades variando de 3 a 7 anos, com 60 dias de lactação, 142 

mantidas com os respectivos filhotes, oriundas de criatório particular em Ribeirão 143 
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Preto, São Paulo, Brasil. Os animais eram mantidos em regime de criação semi-144 

intensivo, com dieta baseada em feno de Tifton e ração comercial. Priori à colheita de 145 

leite, foi realizado exame físico em todos animais, priorizando a avaliação específica 146 

do aparato mamário. O exame clínico foi baseado no histórico dos animais, além de 147 

mensuração da frequência cardíaca, frequência respiratória, movimentos ruminais, 148 

temperatura corporal e exame da glândula mamária através da inspeção visual e 149 

palpação manual. O critério de inclusão inicial foi a presença de lesões fibrosas no 150 

parênquima mamário, detectadas por exame clínico inicial e escaneamento da 151 

glândula por ultrassonografia em modo B, incluindo estas glândulas no grupo “mastite 152 

crônica” (C), contendo 29 metades mamárias. As glândulas de animais sem 153 

sintomatologia clínica e com parênquima mamário normal, foram incluídas no grupo 154 

“controle” (GC, n=19). Posterior ao resultado da Contagem de Células somáticas, as 155 

metades mamárias dos animais do grupo C, foram subdivididos em dois grupos: 156 

mastite crônica com baixa contagem de células somáticas (CB, n=18) e mastite 157 

crônica com alta contagem de células somáticas (CA, n=11), compondo assim, três 158 

grupos experimentais (GC, CB e CA). 159 

 160 

2.2 Colheita de amostras lácteas 161 

 162 

Os animais foram mantidos em posição quadrupedal, realizando-se contenção 163 

por pressão manual na região cervical. Foi realizada limpeza dos tetos com solução 164 

de Iodo Povidine Tópico spray, seguida da secagem com papel toalha descartável e 165 

posterior ordenha manual. Durante a ordenha, foram descartados os três primeiros 166 
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jatos de leite e reaproveitados o restante. Para a realização da contagem de células 167 

somáticas, foram coletadas 64 amostras lácteas, acondicionadas em frascos estéreis 168 

de 50mL, contendo bronopol como conservante, identificados com o prefixo “A”, 169 

referentes a cada animal, seguindo a sequência de A1 a A32, adicionando-se o prefixo 170 

“D” para o hemi-teto direito de cada animal em 32 frascos e prefixo “E” para o hemi-171 

teto esquerdo em mais 32 frascos. A segunda colheita envolveu a obtenção de 50 mL 172 

de leite por metade mamária, igualmente identificados, acondicionados em frascos 173 

estéreis, mantidos resfriados e encaminhados ao laboratório para obtenção do soro 174 

lácteo e posterior análise das proteínas de fase aguda. Cabe ressaltar que das 64 175 

amostras colhidas, 16 não produziram dados passíveis de análise, sendo assim 176 

eliminadas do experimento. 177 

 178 

2.3 Contagem de células somáticas 179 

 180 

As amostras em temperatura ambiente, diluídas em bronopol, foram 181 

encaminhadas ao Laboratório da Clínica do Leite, localizado no departamento de 182 

Zootecnia da Universidade de São Paulo (Esalq/USP), campus de Piracicaba, São 183 

Paulo, Brasil. A CCS foi realizada pelo método automático, utilizando-se com contador 184 

eletrônico infravermelho. Este aparelho emprega citometria de fluxo com laser para 185 

determinar o conteúdo de células somáticas na amostra de leite (Sant’Ana, 2004). 186 

 187 
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2.4 Proteína total e fracionamento eletroforético por gel de poliacrilamida com 188 

dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE) 189 

 190 

A proteína total, analisada pelo método do biureto, foi mensurada utilizando-se 191 

conjunto de reagente de uso comercial (Labtest Diagnóstica, Lagoa Santa, Minas 192 

Gerais, Brasil). A leitura foi realizada em espectrofotômetro semi-automático 193 

(Labquest, Labtest Diagnóstica, Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil), com comprimento 194 

de onda específicos para o teste (530-550nm). 195 

Para a realização da SDS-PAGE, utilizou-se a técnica descrita por Weber & 196 

Osborn (1969). As amostras de leite (50 ml), resfriadas e mantidas em frasco de 197 

plástico sem conservante, acondicionadas em caixa isotérmica com gelo, foram 198 

encaminhadas ao Laboratório de Apoio à Pesquisa do Departamento de Clínica e 199 

Cirurgia Veterinária, FCAV, UNESP, Campus de Jaboticabal, SP, Brasil. 200 

Imediatamente após a chegada, houve adição de solução de renina 5% em cada 201 

alíquota, iniciando o processo de centrifugação em centrífuga refrigerada, mantendo-202 

se a temperatura de 4ºC, com força de rotação de 21.000G, durante 10 minutos. 203 

Houve retirada da parte sólida e caseínas, seguido do congelamento das amostras 204 

em freezer com temperatura controlada de -20ºC. 205 

Subsequente ao congelamento, foi processado o gel SDS-PAGE, mantido em 206 

cuba eletroforética adaptada. O procedimento utilizado para realização do 207 

proteinograma, foi semelhante ao descrito por Santana e colaboradores (2018). Para 208 

o cálculo da proteína total nas amostras de soro lácteo, utilizou-se o método biureto e 209 

posterior leitura em espcetrofotômetro. Foram separados 10 μg de proteína de cada 210 
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amostra, a qual foi adicionada na proporção 1:1 com solução mix (95% Laemmli 211 

sample buffer + 5 % 2-mercaptoetanol). A mistura foi aquecida em bloco térmico a 212 

95ºC, durante quatro minutos e transferidas para os géis, previamente identificados. 213 

O processo de eletroforese, foi realizado por uma hora, a 300 V, retirando-se os géis 214 

e realizando coloração sob leve agitação. O corante utilizado foi a solução coloidal 215 

decorante Coomassie Brilliant Blue, no qual os géis permaneceram submergidos por 216 

1 a 2 horas. Houve descoloração, realizada “overnight”, sob leve agitação com solução 217 

(ácido acético 10%(v/v), metanol 25%(v/v)). Os géis corados, foram digitalizados em 218 

scanner de alta definição. As imagens e valores quantitativos gerados foram 219 

processadas e analisadas, utilizando o programa Image LabTM (Bio-rad, Hercules, 220 

EUA).  221 

 222 

2.5 Análise Estatística 223 

 224 

A variável contagem de células somáticas, para os três grupos experimentais, 225 

foi submetida ao teste de normalidade e posteriormente ao teste-T, com significância 226 

de 5%, para comparação das médias.  227 

Para as frações proteicas obtidas pela técnica de SDS-PAGE de soro lácteo, 228 

foi aplicado o teste de normalidade em todas as proteínas e imunoglobulinas 229 

identificadas, avaliando-se estas variáveis entre os três grupos. As variáveis proteína 230 

total, albumina sérica, Imunoglobulina G de cadeia pesada (IgGCP), imunoglobulina 231 

G de cadeia leve (IgGCL) e alfa-lactoalbumina apresentaram distribuição normal após 232 

transformação dos dados pela função logarítmica de base 10, sendo empregado a 233 
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análise de variância (one-way ANOVA), associada a análise paramétrica composta 234 

pelo teste de Tukey para avaliar os efeitos de grupo (GC x CA x CB). As variáveis 235 

lactoferrina e beta-lactoglobulina não apresentaram distribuição normal e não foram 236 

passíveis de transformação, sendo empregado a análise de variância (one-way 237 

ANOVA), associado a análise não-paramétrica composta pelo teste de Kruskal-Wallis 238 

e o teste de Dunn (post-hoc) para avaliar os efeitos de grupo (GC x CA x CB). Os 239 

testes foram realizados utilizando o software GraphPad Prism Versão 5.01 (GraphPad 240 

Software, San Diego, USA). Para todas as análises foi considerada significância de 241 

5%. A relação de dependência entre as variáveis, dentro de cada grupo experimental, 242 

foi obtida através de análise estatística multivariada, realizando-se a Análise de 243 

Componentes Principais (ACP) e interpretação do gráfico biplot. 244 

 245 

3. Resultados 246 

 247 

3.1 Contagem de células somáticas 248 

 249 

A contagem de células somáticas (CCS), realizada através do método 250 

automático, empregando a citometria de fluxo, utilizada para caracterizar o grau de 251 

inflamação da glândula, foi realizada nos três grupos experimentais. O grupo GC, 252 

contendo animais com parênquima mamário saudável, foi composto por 19 amostras, 253 

oriundas de 19 glândulas saudáveis, possuindo contagem celular média ± desvio 254 

padrão de 136,63 x 103 cls/ mL ± 98,09. Grupo com CCS abaixo de 500 x 103 cls/ mL 255 

(CB) foi composto de 18 amostras, apresentando média de 122,06 x 103 cls/ mL ± 256 
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94,83. O grupo que apresentou parênquima fibrosado e CCS acima de 500 x 103cel/ml 257 

(CA), integrou 11 amostras, apontando média de 3.979,55 x 103 cls/ mL ± 2.943,81. 258 

Através do teste-T entre as amostras, não foi possível observar diferença significativa 259 

entre os grupos GC e CB (p=0,649). Já, quando comparados os grupos GC e CA, 260 

houve aumento significativo na CCS em CA(p=0,001), o mesmo ocorreu quando 261 

comparados os dois grupos com fibrose CB e CA (p=0,001), aumentando no último. 262 

 263 

3.2 Proteína total e Fracionamento eletroforético (SDS-PAGE) 264 

 265 

Os valores médios, bem como desvio padrão da proteína total estão 266 

representados na Tabela 1, onde não houve diferença de valores entre os grupos 267 

analisados. Posterior à leitura do gel SDS-PAGE no densitômetro, selecionou-se seis 268 

proteínas de peso molecular determinado, através de sua mobilidade eletroforética no 269 

gel. As proteínas selecionadas foram: Lactoferrina, Albumina Sérica, IgG Pesada, IgG 270 

Leve, β-lactoglobulina e α-lactoalbumina (Figura 1). Os valores específicos da 271 

concentração de cada proteína foram obtidos através do cálculo da proteína total, e 272 

posterior percentual de cada fração, obtendo-se a média e desvio em cada grupo 273 

experimental (Tabela 1). 274 

 275 
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 276 

Figura 1. Fracionamento eletroforético pela técnica de SDS-PAGE, com mobilidade 277 
eletroforética de seis proteínas do soro lácteo ovino, em três diferentes grupos 278 
experimentais: glândula mamária normal (GC), com baixa contagem de CCS 279 
(<500.000 cls/ mL) e fibrose no parênquima mamário (CB) e grupo com alta contagem 280 
de CCS (>500.000 cls/ mL), somado a lesões fibrosas (CA). 281 

 282 

Tabela 1. Valores da média e desvio padrão, da PT, Lactoferrina, Albumina Sérica, 283 
IgG Pesada, IgG Leve, β-lactoglobulina e α-lactoalbumina  no gel SDS-PAGE, 284 
provenientes de amostras de soro lácteo ovino, divididos em três grupos 285 
experimentais: glândula mamária normal (GC), com baixa contagem de CCS 286 
(<500.000 cls/ mL) e fibrose no parênquima mamário (CB) e grupo com alta contagem 287 
de CCS (>500.000 cls/ mL), somado a lesões fibrosas (CA). 288 

Frações proteicas 
(g/dL) 

GRUPOS EXPERIMENTAIS 
GC 

(𝑥 ഥ± σ) 
CB 

(𝑥 ഥ± σ) 
CA 

(𝑥 ഥ± σ) 
Proteína Total 2,17±1,06a 1,79±0,46a 2,83±2,59a 
Lactoferrina 0,02±0,04 0,01±0,01 0,12±0,21c 
Albumina Sérica 0,15±0,07a,b 0,12±0,04a 0,25±0,22b 
IgG Cadeia Pesada 0,10±0,26a 0,05±0,03a 0,35±0,67b 
IgG Cadeia Leve 0,06±0,10a 0,03±0,02a 0,21±0,45a 
β-lactoglobulina 1,62±0,63c 1,43±0,39c 1,61±0,60c 
α-lactoalbumina 0,13±0,06a 0,13±0,04a 0,15±0,08a 

a,b – Letras iguais na mesma linha, não diferem entre si no teste estatístico Anova de uma via, 289 
associado à análise paramétrica pelo Teste de Tukey (p<0,05). 290 
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c,d -Letras iguais na mesma linha, não diferem entre si no teste estatístico ANOVA de uma via, 291 
associado  a análise não paramétrica de Kruskal-Wallis, post-hoc Teste de Dunns (p<0,05). 292 
 293 

O valor da proteína total não diferiu entre os grupos experimentais (p>0,05). 294 

Quando observada a Lactoferrina, houve aumento significativo em CA (p<0,05), 295 

comparado aos demais. A albumina sérica apresentou aumento em CA quando 296 

comparados CB e CA (p<0,05), sem alteração significativa entre os demais grupos. A 297 

comparação da IgG de cadeia pesada entre os grupos, atestou aumento em sua 298 

fração no CA quando comparado a GC e CB (p<0,05). A outra fração de 299 

imunoglobulina, descrita como IgG de cadeia leve não apresentou alterações 300 

expressivas entre os grupos avaliados, bem como ocorreu com as proteínas β-301 

lactoglobulina e α-lactoalbumina. 302 

Ao analisar o comportamento das frações proteicas individuais, associadas 303 

entre si e dentro do mesmo grupo experimental, através Correlação de Pearson, foi 304 

possível a elaboração de três gráficos (Figura 2). 305 

 306 
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 307 

Figura 2. Gráficos do grau de correlação de Pearson entre as proteínas do soro 308 
lácteo de ovelhas, obtidas através da leitura de gel SDS-PAGE em três diferentes 309 
grupos: a) GC - com glândulas mamárias normais e baixa cofigurntagem de CCS, b) 310 
Grupo CB - contendo parênquimas mamários fibrosos, com baixa contagem de CCS 311 
(< 500.000 cls/ mL), c) Grupo CA - composto por glândulas mamárias contendo 312 
parênquimas fibrosos e alta contagem de CCS (>500.000 cls/ mL). 313 

 314 

Através da análise do gráfico de correlação de Pearson (Figura 2) e os 315 

respectivos coeficientes de correlação (ρ), foi possível observar no grupo GC, forte 316 
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correlação positiva entre a β-lactoglobulina e α-lactoalbumina (ρ = 0,8), IgG de cadeia 317 

leve e β-lactoglobulina (ρ = 0,83), IgG de cadeia leve e α-lactoalbumina (ρ = 0,73). 318 

Houve moderada correlação positiva entre IgG de cadeia pesada e lactoferrina (r = 319 

0,61), além da IgG de cadeia leve e lactoferrina (ρ = 0,5). Ao avaliar o grupo CB, há 320 

correlação positiva moderada entre β-lactoglobulina e α-lactoalbumina (ρ = 0,67), IgG 321 

de cadeia leve e β-lactoglobulina (ρ = 0,64), IgG de cadeia leve e α-lactoalbumina (ρ 322 

= 0,6), IgG de cadeia pesada e lactoferrina (ρ = 0,55) e CCS comparada à lactoferrina 323 

(ρ = 0,42), além de correlação negativa moderada entre albumina e CCS (ρ = -0,42). 324 

No grupo CA ocorreu forte correlação entre todas as proteínas, não havendo 325 

correlação significativa entre as proteínas e CCS. 326 

 327 

4. Discussão 328 

 329 

A contagem de células somáticas, realizada através de citometria de fluxo 330 

(modelo Bentley Somacount 300, Bentley Instruments Inc., Chaska, MN, USA), possui 331 

sua eficácia comprovada para a análise de leite da espécie ovina (D’Amico e Donnelly, 332 

2010; Hanuš et al., 2011; Cruzado-Bravo et al., 2020), desta forma os valores 333 

apresentados podem ser considerados fidedignos. A diferenciação das células 334 

somáticas através de método manual é uma importante ferramenta complementar à 335 

CCS, podendo ser abordada em pesquisas futuras. Ao analisarmos os valores da 336 

CCS, há grande discrepância entre os dados encontrados: Świdereket al. (2016) 337 

consideram o valor de corte em até 200.000 cls/ mL, onde valores acima devem ser 338 

investigados; Pengov (2001) afirma que valores acima de 250.000 cls/ mL são 339 

sugestivos de mastite subclínica, González-Rodríguez et al. (1995) cita 300.000 cls/ 340 
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mL como limite entre normal e mastites subclínicas, o que está próximo do valor de 341 

400.000 cls/ mL, descrito por Kern et al. (2013) em ovelhas com aptidão para produção 342 

de carne. Outrem, consideram o limite crítico com 500.000 cls/ mL (Berthelot et al., 343 

2006; El-Khabaz et al., 2015), 700.000 cls/ mL (Sevi et al., 1999). Já Gonzalo et al. 344 

(1994) cita que a qualidade do leite entre 500.000 e 1.000.000 cls/ mL é considerada 345 

média, valores acima do limite indicam mastite subclínica. Diante da dissensão entre 346 

os valores, o presente estudo considerou o valor máximo para CCS, utilizado por 347 

Berthelot et al. (2006) e El-Khabaz et al. (2015) de 500.000 cels/ml, sendo os valores 348 

maiores considerados como mastite subclínica. Cabe ressaltar que não houve 349 

diferença entre as médias do grupo GC (136,63 x 103 cls/ mL ± 98,09) e CB (122,06 x 350 

103 cls/ mL ± 94,83). Porém, quando comparado o grupo com mastite subclínica GA 351 

(3.979,55 x 103 cls/ mL ± 2943,81) há aumento da CCS em relação aos dois grupos 352 

anteriores (p<0,05), o que dá suporte para o valor de corte próximo à 500.000 cls/ mL 353 

utilizado, já que os dois primeiros grupos são considerados sem mastite.  354 

Existem diferenças entre o período de lactação e a contagem de células 355 

somáticas em glândulas sadias de ovelhas leiteiras, onde os valores atingem o pico 356 

máximo no primeiro dia de lactação (596 x 103 cls/ mL) e a curva diminui, se 357 

estabilizando na quinta semana de lactação em 30.000 cls/ mL (Paape et al., 2007), o 358 

que está de acordo com o descrito por Zafalon et al. (2016), com animais com aptidão 359 

para carne, considerando mastite subclínica com 400.000 cls/ mL. Por outro lado, 360 

quando os animais leiteiros atingem o 75º dia de lactação, ocorre aumento expressivo 361 

dos valores de CCS (30% a 32,5%), podendo ser fisiológico ou mesmo sugestivo de 362 

processo infeccioso (Gonzalo et al., 1994). Os animais avaliados possuíam aptidão 363 

para carne e se encontravam no 60º dia de lactação, isto é, entre a 9ª e 10ª semana 364 
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de aleitamento, o que possivelmente limita a influência do pós parto imediato e 365 

períodos de lactação longos nos resultados de CCS obtidos. Outros fatores, tal como 366 

o número de gestações e idade, também influenciam no número de células, além de 367 

partos gemelares (Gonzalo et al., 1994) e frequência pluviométrica (Zafalon et al., 368 

2016), todavia o objetivo do presente estudo foi a comparação de glândulas fibrosadas 369 

com alta CCS e baixa CCS e não a influência de outros fatores.  370 

A realização da leitura do gel SDS-PAGE no densitômetro permitiu a 371 

observação das proteínas do soro lácteo através do peso molecular. Foram 372 

selecionadas seis proteínas através de sua mobilidade eletroforética no gel. As 373 

proteínas selecionadas foram: lactoferrina, albumina sérica, IgG de cadeia pesada, 374 

IgG de cadeia leve, β-lactoglobulina e α-lactoalbumina (Figura 1). Através do cálculo 375 

da proteína total (PT) do soro lácteo, não houve diferença entre os grupos avaliados, 376 

o que difere do encontrado em estudos com mastite subclínica em ovinos leiteiros, 377 

onde há o aumento dos valores (Leitner et al., 2004; Summer et al., 2012), sendo 378 

responsável por efeitos deletérios na produção de queijo (Gonzalo et al., 1994). Os 379 

valores normais da PT relatados em animais sadios da raça Santa Inês, no 60º dia de 380 

lactação, são de 1,82 ±0,14 mg/dL (Lemos et al., 2013), próximo aos encontrados nos 381 

grupos GC (2,17 mg/dL) e CB (1,79 mg/dL). Já o grupo CA apresentou valores mais 382 

altos (2,83 mg/dL), porém sem diferença significativa comparado aos demais, o que 383 

poderia compor uma particularidade de ovelhas com aptidão para carne, com lesões 384 

fibrosas e mastite subclínica ativa.  385 

A lactoferrina é considerada importante proteína no combate a mastites, sendo 386 

produzida no parênquima mamário (Green, Pastewka,1978), possuindo potencial de 387 

ligação com Fe2+, Fe3+e hemoglobina, os quais são substratos bacterianos, atuando 388 
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assim como bactericida (García-Montoya et al., 2012). Quando ocorre o processo 389 

infeccioso, há um aumento na produção de lactoferrina no leite, na tentativa de inibir 390 

e controlar o crescimento bacteriano (Vogel, 2012). Estudos com ovelhas de aptidão 391 

para carne, demonstram o aumento da concentração de lactoferrina em 4,8 vezes, 392 

frente ao processo infeccioso (Lemos et al., 2015), o mesmo foi observado em ovelhas 393 

leiteiras por Nudda et al. (2003), o que corrobora com os resultados apresentados, 394 

onde houve aumento em CA quando comparado à GC (p<0,05). Não houve diferença 395 

entre o grupo CB e CA, onde ambos apresentavam lesões fibrosas. Não obstante, a 396 

interpretação dos resultados pode indicar ausência de correlação entre a presença de 397 

fibrose e a produção de lactoferrina pela glândula mamária, sendo produzida em 398 

excesso apenas no processo infeccioso ativo (CA), baseado na similaridade dos 399 

valores de lactoferrina encontrados por Nudda et al. (2003) e Lemos et al. (2015), sem 400 

presença de fibrose. A hipótese formulada é de que a produção de lactoferrina não é 401 

prejudicada pela presença de fibrose na glândula, porém são necessários estudos 402 

controlados, com a porcentagem de fibrose em relação ao potencial produtivo desta 403 

proteína, bem como a diferenciação dos genótipos de lactoferrina.   404 

A albumina sérica possui origem hepática, a qual atua como proteína de fase 405 

aguda e devido à destruição do parênquima mamário e aumento da permeabilidade 406 

vascular local, tem sua concentração aumentada no leite, bem como diminuição sérica 407 

(Shamay et al., 2005). Estudos em ovinos revelam o aumento desta proteína no leite 408 

em animais com alta contagem de CCS e mastite subclínica, independente da aptidão 409 

de raças (Nudda et al., 2003; Leitner et al., 2004; Lemos et al., 2015), o que corrobora 410 

com o aumento desta proteína no CA, onde havia processo ativo de mastite subclínica 411 

quando comparado a CB (Tabela 1). Por outro lado, esta diferença apenas em grupos 412 
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que apresentam fibrose, arremete à hipótese de que além da origem hepática, a 413 

albumina possa ser produzida em pequenas quantidades nos outros tecidos corporais, 414 

tais como linfático e mamário (Shamay et al., 2005). Em experimento com glândulas 415 

mamárias bovinas, a introdução de caseína hidrolisada no interior de glândulas 416 

sadias, não promove aumento da permeabilidade entre o sangue e o parênquima 417 

mamário, havendo aumento da produção de albumina no leite, sendo forte indício da 418 

produção extra-hepática (Shamay et al., 2003). Desta forma, a lesão fibrosa em 419 

parênquima, produzida pela infecção mastítica já crônica (CB), poderia promover 420 

diminuição da passagem de albumina para a glândula e diminuição na produção 421 

mamária, justificando menores valores em CB, porém os altos valores em CA indicam 422 

que a mastite ativa promove passagem destas proteínas, independente da presença 423 

de fibrose. Ademais, acredita-se que o parênquima fibrosado, sem potencial de 424 

secretar leite ou mesmo proteínas, não constituiria impedimento para maior 425 

concentração de albumina nesta glândula, ocorrendo concomitante resposta 426 

fisiológica hepática frente ao processo inflamatório ativo (CA), com aumento da 427 

permeabilidade vascular e passagem desta proteína, sendo contraponto à hipótese 428 

de Shamay et al. (2005). Destaca-se a necessidade de posteriores estudos com a 429 

porcentagem de fibrose em cada glândula e o impacto nas proteínas de fase aguda. 430 

A análise das imunoglobulinas do soro lácteo permitiu a identificação apenas 431 

da IgG, a qual se divide em cadeia leve e pesada. Podem ser encontradas inúmeras 432 

categorias de imunoglobulinas, porém a IgG se apresenta em abundância no leite dos 433 

ruminantes, a qual é produzida nos plasmócitos e durante o processo inflamatório é 434 

deslocada à glândula mamária (Persson et al., 1992), possuindo capacidade de 435 

opsonização, o que auxilia no combate aos patógenos intramamários (Sordillo e 436 
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Nickerson, 1988). Existe apenas um estudo sobre a diferenciação da IgG em ovinos, 437 

onde ressalta-se o aumento expressivo da IgG de cadeia pesada em ovelhas 438 

portadoras de mastite subclínica, além de não haver alteração significativa da IgG de 439 

cadeia leve (Lemos et al., 2015), corroborando aos dados obtidos no presente estudo. 440 

A maior concentração de IgG de cadeia pesada em CA, quando comparada aos 441 

grupos GC e CB, pode indicar que independente das lesões fibrosas, há passagem 442 

de imunoglobulinas para o interior da glândula, assim há indícios os animais 443 

portadores de lesões podem ter seu mecanismo imunológico preservado. 444 

Outra proteína encontrada no soro lácteo, a qual pode ser prenúncio de 445 

processo mastítico é a β- lactoglobulina, a qual possui polimorfismo e variantes 446 

genéticas A, B e C nos ovinos, sendo as duas primeiras mais comuns (Erhardt,1989). 447 

A função desta proteína ainda não foi totalmente elucidada, podendo estar relacionada 448 

à ligação e transporte de retinol e ácidos graxos (Pérez e Calvo, 1995). O aumento na 449 

concentração láctea em casos de amostras positivas para o crescimento bacteriano 450 

já foi registrado em ovinos (Gigli et al., 2007), porém o mesmo estudo relata que não 451 

houve diferença quando há aumento apenas da CCS. Quando há presença de 452 

bactérias e alta contagem de CCS, estudos com o leite ovino observaram o aumento 453 

da β- lactoglobulina (Nudda et al., 2003; Lemos et al., 2015). Em contrapartida, com 454 

experimento avaliando mastites subclínicas em vacas leiteiras ocorreu a diminuição 455 

desta proteína no leite (Hussein, 2019), corroborando com outros resultados os quais 456 

apontam a diminuição da concentração em até 22,87% (Batavani et al., 2007). Ao 457 

avaliarmos os três grupos experimentais GC, CB e CA, não houve diferença entre a 458 

concentração de β- lactoglobulina no soro lácteo. Este fato pode ser justificado pela 459 

concentração estar diretamente relacionada com a redução na produção leiteira 460 
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(Nudda et al., 2003), além de acompanhar a concentração de proteína total do soro 461 

(Giaccone et al., 2000; Dario et al., 2008), assim, acredita-se que não houve redução 462 

significativa na produção leiteira das glândulas avaliadas, bem como não houve 463 

diferença entre a PT dos grupos (p>0,05).  464 

A α-lactoalbumina também foi identificada, a qual é uma proteína sintetizada na 465 

glândula mamária, se ligando ao cálcio, sendo importante proteína no aleitamento 466 

(Wong et al., 1996), além de ser crucial na produção de lactose, já que interage com 467 

a galactosiltransferase, diminuindo a necessidade de glicose utilizada para a produção 468 

deste composto (Alonso-Fauste et al., 2012). Estudos com leite bovino mastítico 469 

comprovam a diminuição da concentração da α-lactoalbumina quando comparada ao 470 

leite normal (Batavani et al., 2007; Guerrero et al., 2015), fato também relatado em 471 

ovinos (Chiaradia et al., 2013; Hussein, 2019). Em contrapartida, outro estudo em 472 

ovinos comprova o aumento desta proteína quando há aumento da CCS (Nudda et 473 

al., 2003). Os resultados obtidos demonstram que não houve diferença entre os 474 

grupos GC, CB e CA, corroborando Lemos et al. (2013), o que pode indicar que não 475 

há interferência na produção da α-lactoalbumina quando o parênquima mamário está 476 

fibrosado. Ademais, os animais utilizados neste estudo possuíam aptidão para carne, 477 

o mesmo ocorreu com Lemos et al. (2013), podendo ser indício de pouca produção 478 

desta proteína em animais produtores de carne com mastites ativas, devido à baixa 479 

produção de leite e consequentemente lactose. 480 

Através da Análise de Correlação de Pearson no grupo GC (Figura 2), a alta 481 

correlação entre β-lactoglobulina e α-lactoalbumina, podem ser indícios da queda na 482 

produção leiteira ao 60º dia de lactação, fato que ocorre na raça Santa Inês a partir da 483 

6ª semana de lactação (Ferreira et al., 2011). Corroborando maiores valores da β-484 
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lactoglobulina relatados por Nudda et al. (2003) e da α-lactoalbumina por Alonso-485 

Fauste et al. (2012). Por outro lado, esta correlação é média em CB, o que 486 

provavelmente ocorreu por uma leve queda na produção leiteira nas glândulas 487 

fibrosadas, diminuindo, de forma não significativa, a concentração da β-lactoglobulina 488 

(Tabela 1). Não houve mensuração da produção leiteira diária das ovelhas, se 489 

tornando um ponto a ser explorado em pesquisas futuras. 490 

A moderada correlação positiva entre as concentrações de lactoferrina e IgG 491 

de cadeia pesada, as quais aumentam de forma equivalente, podem ser justificadas 492 

com o fato da lactoferrina ser produzida frente ao processo infeccioso (Voguel, 2012), 493 

bem como a IgG de cadeia pesada (Sordillo; Nickerson, 1988), não possuindo 494 

importância quando não há mastite ativa, já que o mesmo fato ocorre em CB. Em CA 495 

há aumento do grau de correlação, justificando estas proteínas como linha de defesa 496 

na mastite ativa. Já a correlação moderada entre a IgG de cadeia leve e lactoferrina 497 

em GC, a qual é fraca em CB indica leve queda na produção da imunoglobulina em 498 

CB, podendo estar relacionada à fibrose e transporte dificultado ao leite. Por outro 499 

lado, há ligeiro aumento em CA, indicando a presença da IgG de cadeia leve no 500 

processo mastítico, conforme relatado (Sordillo e Nickerson,1988; Alonso-Fauste et 501 

al., 2012), além de sua forte correlação com as demais proteínas em CA. 502 

A análise das correlações no grupo CA, diferente dos demais grupos, ocorreu 503 

forte associação entre a IgG de cadeia pesada, lactoferrina, β-lactoglobulina e IgG de 504 

cadeia leve em todas relatadas como proteínas que participam dos mecanismos de 505 

defesa da glândula, frente à invasão por patógenos, reafirmando os inúmeros 506 

mecanismos de combate à invasão da glândula por patógenos, mesmo que os 507 

aumentos em suas proporções não sejam significativos.  508 



54 
 

 

 509 

5. Conclusão 510 

 511 

 Acredita-se que o valor limite de CCS em 500.000 cels/ml para o leite sadio 512 

utilizado neste estudo, também relatado por outros autores, pode auxiliar na 513 

padronização e criação de legislação específica para o leite ovino, amparado pelos 514 

valores das proteínas e suas correlações. A presença de lesões no parênquima 515 

mamário em glândulas com CCS baixa, quando comparados ao mesmo valor e 516 

presença de fibrose, não possui alterações significativas das proteínas avaliadas, 517 

destarte a IgG de cadeia pesada é a única proteína que poderia ser utilizada na 518 

diferenciação de glândulas mamárias com ou sem mastite. Há necessidade de 519 

estudos avaliando outros componentes lácteos e identificação de proteínas menos 520 

abundantes no soro, bem como a mensuração da porcentagem de fibrose do 521 

parênquima mamário, a fim de entender o comportamento das proteínas de fase 522 

aguda em glândulas fibrosadas e/ou com mastite.  523 

 524 
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 20 

Resumo 21 

Este estudo avaliou o uso da elastografia por Força de Impulso de Radiação 22 

Acústica (ARFI) em parênquima mamário e linfonodos supramamários, para detecção 23 

de mastites ativas em ovelhas portadoras de lesões fibrosas, naturalmente infectadas. 24 

A pesquisa foi desenvolvida utilizando-se 32 fêmeas ovinas, raça mista, das quais 25 

foram obtidas imagens ultrassonográficas em modo-B e realizada elastografia ARFI, 26 

obtendo-se variáveis qualitativas (ecogenicidade e ecotextura) e quantitativas 27 

(velocidade de cisalhamento, profundidade e proporção eixo curto/longo) de 52 28 

glândulas mamárias. As glândulas foram divididas em três grupos experimentais 29 
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através da contagem de células somáticas e presença ou não de fibrose no 30 

parênquima. O grupo controle (GC) foi composto por animais sadios, sem fibrose na 31 

glândula e com contagem de células somáticas menor que 500 x 103 cls/ mL, o 32 

segundo grupo foi composto por animais que apresentavam lesões fibrosas e CCS 33 

menor que 500 x 103 cls/ mL (CB), já o terceiro grupo possuía lesões fibrosas e 34 

contagem acima de 500 x 103 cls/ mL (CA). Através da elastografia ARFI em áreas 35 

sadias da glândula nos grupos, foi possível observar aumento da velocidade de 36 

cisalhamento (p<0,05) no grupo CB quando comparado ao grupo GC, o que ocorreu 37 

também quando comparados CB e CA. Quando comparadas as áreas de fibrose nos 38 

grupos CB e CA, com suas respectivas áreas normais, a velocidade aumentou nos 39 

dois grupos: CB (p<0,05; t= 4,07) e CA (p<0,05; t= 6,92). Ao comparar as áreas de 40 

fibrose em CB e CA com o parênquima de GC, houve aumento em CB (p<0,05; t=4,95) 41 

e CA (p<0,05; t=5,49). Ao avaliar o linfonodo supramamário de cada glândula, a 42 

velocidade de cisalhamento aumentou quando comparados os grupos GC e CA 43 

(p<0,05, T=2,11), apresentando-se maior no último. Os resultados da ultrassonografia 44 

em modo-B apontam predomínio da ecogenicidade hipoecóica nos linfonodos, bem 45 

como redução da proporção do eixo curto/longo em casos de mastite subclínica ativa. 46 

A eslatografia ARFI pode indicar pontos de corte para que haja diferenciação das 47 

mastite subclínicas e mastites que já se curaram, seu uso é excelente ferramenta para 48 

diferenciação das áreas normais de áreas fibrosadas em parênquima.  A avaliação 49 

nos linfonodos supramamários, com altas velocidades de cisalhamento, podem indicar 50 

mastites ativas, porém o comportamento no parênquima mamário é diferente, 51 

produzindo maiores valores em mastites já crônicas. 52 

Palavras-chave: ARFI, Inflamação, Leite, Ovelha, Sanidade, Ultrassom. 53 
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 54 

1. Introdução 55 

 56 

A mastite é descrita como a inflamação do parênquima mamário, de etiologia 57 

multíplice, podendo ocorrer através da penetração de patógenos ascendentes, 58 

traumas mecânicos no aparato mamário, por reações de hipersensibilidade locais e 59 

menos frequente por neoplasias (Menzies e Ramanoon, 2001). A evolução dos 60 

quadros de mastite em fêmeas ovinas foi sumarizada por Quinlivan (1968) em 4 níveis, 61 

utilizados hodiernamente, de acordo com sua apresentação clínica. O  grau 1 é 62 

definido como crônico, contendo apenas sutis lesões fibróticas no parênquima 63 

mamário, com secreção láctea normal, propensa a cronicidade; grau 2 também 64 

considera-se crônico, com fibrose mais extensa, podendo formar grandes áreas 65 

fibróticas em todos componentes mamários, havendo mudanças nos aspectos 66 

organolépticos do leite; grau 3 agudo, onde existe edema generalizado na glândula, 67 

com presença de leite com aspecto diluído e formando grumos, podendo ocorrer 68 

ruptura do aparato suspensor e abscessos; grau 4 descrito como peri-agudo, havendo 69 

inflamação severa, com presença de linfadenopatia, podendo haver produção de leite 70 

de cor normal a depender do microrganismo envolvido, ou mesmo igual à do tipo 3, 71 

porém ocorre presença de fibrina e pus. Ainda pode-se diferenciar as mastites 72 

infeciosas em clínica e subclínica, onde a primeira apresenta sintomatologia 73 

característica, tal como aumento de temperatura local, hiperemia, hipersensibilidade 74 

e alterações organolépticas visíveis na secreção láctea (Mavrogianni et al., 2011; 75 

Knuth et al., 2019), a mastite subclínica tem ausência de sintomatologia clínica 76 

evidente, podendo ocasionar redução na produção leiteira e alterações na qualidade 77 
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do leite, atuando como uma doença silenciosa no rebanho (Knuth et al., 2019; 78 

Puggioni et al., 2020). 79 

Dentre os impactos negativos da mastite infeciosa em um rebanho, pode 80 

ocorrer mortalidade neonatal, redução no ganho de peso de cordeiros lactantes 81 

(Arsenault et al., 2008) além de baixa qualidade, baixa produção e contaminação 82 

bacteriológica do leite (Fragkou et al., 2014; Turchi et al., 2020). 83 

Inúmeros métodos diagnósticos podem ser utilizados para detecção das 84 

mastites. Dentre eles a ultrassonografia em modo-B é  importante ferramenta na 85 

identificação de mastites clinicas e subclínicas, onde é possível escanear e avaliar a 86 

integridade do parênquima mamário, cisterna da glândula mamária, cisterna do teto 87 

ou mesmo o aporte sanguíneo local em busca de alterações morfológicas (Hussein et 88 

al., 2015; Barbagianni et al., 2017;). Os linfonodos supramamários também podem ser 89 

avaliados (Barbagianni et al., 2017). Em estudo com vacas, Bradley et al. (2001) 90 

relatam o aumento nas dimensões dos linfonodos em animais com altas contagens 91 

de células somáticas, com resultados semelhantes em estudo com fêmeas ovinas 92 

(Hussein et al., 2015). 93 

Auxiliar ao método ultrassonográfico clássico, os tecidos que compõe as 94 

estruturas corporais possuem capacidade elástica, o que permite a deformação 95 

quando se aplica uma força externa, retornando posteriormente ao aspecto normal. 96 

Este processo de deformação e retorno a característica original varia de acordo com 97 

o tipo de tecido, desta forma tecidos mais rígidos como tendões, demoram a se 98 

deformar e tem retorno lento, quando comparado ao tecido adiposo (Goddi et al., 99 

2012). O grau de deformação pode ser avaliado por técnicas de elastografia de 100 
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imagem, dentre elas a Força de Impulso de Radiação Acústica (ARFI), a qual, através 101 

de impulsos, deforma o tecido e mensura a rigidez, através do ultrassom, a qual pode 102 

ser realizada em tempo real (Nightingale, 2011). Este método de diagnóstico auxiliar 103 

é amplamente utilizado na medicina humana para diferenciação de tumores mamários 104 

malignos de benignos (Zhou et al., 2016), bem como em medicina veterinária para o 105 

mesmo propósito, possuindo alta especificidade (97,2%) e sensibilidade (94,7%)  106 

(Feliciano et al., 2017), também utilizada no acompanhamento gestacional de cadelas 107 

(Simões et al., 2018). 108 

 A identificação precoce das mastites é de suma importância, visto que os 109 

métodos tradicionais, tal como contagem de células somáticas e isolamento 110 

bacteriano são onerosos e dispendem dias até a obtenção dos resultados. Desta 111 

forma, a ultrassonografia é um método auxiliar com eficácia comprovada (Hussein et 112 

al., 2015). As mastites crônicas produzem alterações significativas no parênquima 113 

mamário, tal como graus variados de fibrose (Quinlivan, 1968), porém nenhum estudo 114 

experimental avaliando mastites crônicas foi encontrado na literatura consultada. 115 

Assim, a ultrassonografia em modo B e a elastrografia ARFI, podem ser ferramentas 116 

diagnósticas auxiliares, em tempo real, visando a diferenciação de animais com lesões 117 

crônicas oriundas de mastite e baixa contagem de CCS, de animais que possuem as 118 

mesmas lesões, porém ainda enfrentam um processo mastítico, constituindo uma 119 

avaliação em tempo real, a qual pode prover o diagnóstico precoce. A técnica de 120 

imagem pode auxiliar na rápida instituição dos tratamentos, dessarte existindo a 121 

possibilidade de manutenção do animal no rebanho, mesmo com lesões fibrosas. 122 

 123 
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2. Material e Métodos 124 

 125 

2.1 Animais 126 

 127 

O estudo realizado foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais 128 

(CEUA) nº 017013/18. Foram utilizadas 27 fêmeas ovinas, oriundas do cruzamento 129 

entre as raças Dorper e Santa Inês, com idades de 6±2 anos, ao 60º dia de lactação. 130 

Os animais foram oriundos de criatório particular, com relatado alto índice de mastite, 131 

mantidos em regime semi-intensivo e com os respectivos filhotes em amamentação.  132 

 133 

2.2 Colheita de amostras lácteas 134 

 135 

Os animais foram contidos através de método manual, mantidos em estação 136 

quadrupedal. Posteriormente, foi realizada limpeza dos tetos com solução de Iodo 137 

Povidine Tópico spray, seguida da secagem com papel toalha descartável, seguida 138 

da ordenha manual. Durante a ordenha, foram descartados os três primeiros jatos de 139 

leite e reaproveitados os restantes, contabilizando 10 mL de leite por metade mamária. 140 

O leite foi acondicionado em frascos estéreis de 50 ml, contendo bronopol, 141 

contabilizando-se dois frascos por animal. Os 54 frascos foram identificados e 142 

enviados ao laboratório de análises clínicas. 143 

 144 
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2.3 Contagem de células somáticas 145 

 146 

 As amostras lácteas foram encaminhadas ao Laboratório da Clínica do Leite, 147 

localizado no departamento de Zootecnia da Universidade de São Paulo (Esalq/USP), 148 

campus de Piracicaba, São Paulo, Brasil. A contagem celular foi realizada pelo 149 

método automático com contador eletrônico infravermelho, método utilizado para 150 

contagem em bovinos. 151 

 152 

2.4 Ultrassonografia modo B de lesões fibrosas e parênquima mamário 153 

 154 

Os animais foram mantidos em duas baias de alvenaria com feno e água ad 155 

libitum, sendo posteriormente levados aos pares para a sala de imagem. Foi realizada 156 

contenção manual, mantendo-os em posição de “cão sentado”, com porção glútea 157 

sobre almofada de espuma e membros torácicos elevados do solo. Com o uso de 158 

transdutor linear de 9,0 MHz (Acuson S2000™ ultrasonic device; Siemens®, Munich, 159 

Alemanha), realizou-se escaneamento da glândula mamária, buscando lesões 160 

fibrosas no parênquima mamário da metade direita, e posteriormente metade 161 

esquerda. Quando encontradas lesões características de fibrose, foram observadas 162 

as seguintes variáveis qualitativas: ecotextura (homogênea ou heterogênea) e 163 

ecogenicidade (hipoecóico, hiperecóico ou mista). As mesmas variáveis foram 164 

observadas na mesma glândula mamária, em parênquima sem lesões, para posterior 165 

análise comparativa. 166 

 167 
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2.5 Elastografia ARFI de lesões fibrosas e parênquima mamário 168 

 169 

Após o escaneamento em modo B, procedeu-se a realização da Elastografia 170 

ARFI, com uso de transdutor linear de 9,0 MHz gerido por software comercial (Virtual 171 

Touch Tissue Quantification, Siemens, Germany). Nos locais de interesse 172 

(parênquima mamário sadio, parênquima mamário com fibrose e linfonodos 173 

supramamários), através do posicionamento do caliper, foram realizadas três medidas 174 

quantitativas da velocidade de cisalhamento (m/s) local, bem como da profundidade 175 

(cm), técnica descrita por  Simões et al. (2018).  176 

Foi realizada captura e posterior armazenamento das imagens. Durante o 177 

exame, as variáveis qualitativas em ambos tecidos: capacidade de deformação (soft 178 

ou hard) e padrão (homogêneo e heterogênio), também foram observadas. O mesmo 179 

procedimento foi realizado nas duas metades mamárias. Todos os resultados foram 180 

sumarizados e transcritos para a Tabela 1. 181 

 182 

2.6 Ultrassonografia modo B dos linfonodos supramamários 183 

 184 

Ao final do escaneamento do parênquima mamário, foram identificados os 185 

linfonodos supramamários das metades mamárias, onde foi realizada avaliação 186 

qualitativa, observando-se a ecogenicidade, ecotextura e formato (alongado ou 187 

arredondado), conforme observado na Figura 1. Foi realizada a avaliação quantitativa, 188 

com mensurações dos eixos longos e curtos, com dados sumarizados na Tabela 1.   189 

 190 
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2.7 Elastrografia ARFI dos linfonodos supra-mamários 191 

 192 

  Após a avaliação ultrassonográfica em modo-B, realizou-se análise quantitativa 193 

da rigidez local, realizada em três pontos. A estrutura também foi avaliada, de forma 194 

qualitativa quanto à capacidade de deformação e padrão do tecido, com captura das 195 

imagens. Os dados quantitativos obtido foram transcritos para a Tabela 1.  196 

 197 

2.8 Análise estatística 198 

 199 

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov 200 

com nível de significância de 95%. A variável paramétrica CCS, foi transformada para 201 

a raiz quadrada, realizando-se em seguida o Teste Anova para análise de Variância, 202 

post-hoc teste t de Student. As demais variáveis não necessitaram de transformação, 203 

sendo submetidas aos mesmos testes. Foi empregado teste-t pareado para a 204 

comparação da velocidade de cisalhamento entre o parênquima normal de cada grupo 205 

e a porção fibrosada nos grupos CB e CA. As variáveis qualitativas da ultrassonografia 206 

em modo B e elastografia, foram analisadas entre si pela correlação de Pearson. Para 207 

a realização dos testes, foi utilizado o software estatístico R® (R Foundation for 208 

Statistical Computing, Vienna, Austria), com intervalo de confiança de 95% (p<0,05). 209 

 210 

3. Resultados 211 

 212 
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Os linfonodos supramamários foram escaneados sem dificuldades, conforme 213 

apresentado na Figura 1, o mesmo ocorreu com as lesões fibrosas (Figura 2). 214 

 215 

Figura 1 – A- Ultrassonografia em modo-B de linfonodo supramamário, em fêmeas 216 
ovinas portadoras de mastite crônica. B- elastografia ARFI em tempo real do linfonodo 217 
supramamário. 218 

A B 
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 219 

Figura 2 – A -Ultrassonografia em modo-B de parênquima mamário, demostrando 220 
áreas de fibrose (tracejado branco), sugestivas de mastite crônica. B – Elastografia 221 
ARFI em regiões fibrosadas do parênquima mamário, para obtenção das variáveis 222 
qualitativas. 223 

 224 

Quando comparado o parênquima mamário normal, entre todos os grupos 225 

avaliados, através da ARFI quantitativa, a velocidade de cisalhamento média no CB é 226 

maior que em GC e CA (p<0,05). Não há diferença na velocidade do grupo GC quando 227 

comparado ao CA (p>0,05). A profundidade no grupo GC foi menor que nos grupos 228 

CB e CA, porém não há diferenças significativas.  229 

Ao confrontar os valores do parênquima mamário normal próximo às lesões, 230 

dentro dos grupos CB e CA, com as respectivas lesões fibrosas, foi utilizado o teste-231 

T pareado. Os resultados demonstram incremento na velocidade de cisalhamento das 232 

A B 
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lesões no grupo CB quando comparada às regiões normais da glândula (p<0,05, 233 

T=4,07), o mesmo ocorre em CA (p<0,05; t= 6,92).  234 

Ao realizar a comparação das velocidades de lesões em CB e CA, com o GC, 235 

o qual é considerado sadio, através do Teste-T, não houve diferença significativa entre 236 

CB e CA. Quando comparadas as velocidades entre o parênquima normal de GC e 237 

as lesões em CB e CA, houve aumento em CB (p<0,05; t=4,95) e CA (p<0,05; t=5,49). 238 

Analisando-se a velocidade de cisalhamento do linfonodo supramamário de 239 

cada glândula e realizando a comparação entre os grupos, há aumento significativo 240 

apenas entre o GC e CA (p<0,05, T=2,11), sendo maior no último grupo. A relação 241 

entre os eixos curto e longo dos linfonodos supramamários não apresenta diferença 242 

significativa entre os grupos, porém o formato predominante é o alongado. 243 

 244 

Tabela 1 – Descrição das variáveis quantitativas, obtidas através da Elastografia por 245 
Força de Impulso de Radiação Acústica ARFI em tempo real, divididas em três grupos 246 
experimentais: grupo GC sem fibrose em parênquima e com contagem de células 247 
somáticas < 500.000 cls/ mL, grupo CB com fibrose e CCS < 500.000 cls/ mL e grupo 248 
CA com fibrose e CCS > 500.000 cls/ mL. 249 

ESTRUTURA GRUPOS 
VARIÁVEIS QUANTITATIVAS 

CCS 
(x103cel/ml) 

Velocidade 
(m/s) 

Profundidade 
(cm) 

Relação eixo 
Curto/Longo 

Glândula 
normal 

GC 144,2 ± 95,02 1,28±0,23a-c 0.76±0.16 - 
CB 122,06 ± 94,84 1,54±0,31b 0.94±0.25 - 
CA 3.980 ± 2.943,8 1,22±0,08a 0.87±0.31 - 

Lesão 
CB - 2,18±0,59d 0,74±0,18 - 
CA - 2,37±0,49d 0,70±0,12 - 

Linfonodo 
supramamário 

GC - 1,04±0,31e 1,62±0,64 0,41±0,08 
CB - 1,25±0,41e 1,72±0,44 0,42±0,11 
CA - 1,31±0,35f 1,64±0,61 0,38±0,08 

a,b -  Letras iguais na mesma coluna, não há diferença entre os grupos, analisando-se as regiões normais. 250 
c,d - Letras iguais na mesma coluna não diferem na comparação das médias entre o parênquima do  251 
grupo GC, e lesões em CB e CA, pelo teste-T (p<0,05). 252 
e, f - Letras iguais na mesma coluna não diferem na comparação das médias entre os grupos GC, CB e 253 
CA, pelo teste-T (p<0,05). 254 
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 255 

As variáveis qualitativas observadas na ultrassonografia em modo-B: 256 

ecotextura (homogênea ou heterogênea) e ecogenicidade (hipoecóico, hiperecóico ou 257 

mista), não possuem diferença entre os grupos e tecidos avaliados (glândula mamária, 258 

lesões e linfonodos), com ausência de correlação entre as variáveis (p> 0,05). A 259 

ausência de correlação também ocorreu quando avaliadas as variáveis qualitativas da 260 

elastografia ARFI:  capacidade de deformação (soft ou hard) e padrão (homogêneo e 261 

heterogênio) (p< 0,05). Os dados foram transcritos para a Tabela 2. 262 

Tabela 2 – Variáveis qualitativas, apresentadas de acordo com a proporção em cada 263 
grupo, obtidas da realização da ultrassonografia em modo-B e elastografia por Força 264 
de Impulso de Radiação Acústica (ARFI), de glândulas mamárias saudáveis, lesões 265 
fibrosas e linfonodos supramamários, em ovelhas com mastite crônica. 266 

Estrutura Grupo 
Variáveis Qualitativas em modo-B Variáveis Qualitativas da ARFI 
Ecogenicidade 
(Proporção %) 

Ecotextura 
(Proporção %) 

Deformação 
(Proporção %) 

Padrão 
(Proporção %) 

Glândula 

GC 
Hipo 
Hiper 
Mista 

89,5 
10,5 

0 

Homo 
Hetero 

5,3 
94,7 

Hard 
Soft 

100 
0 

Homo 
Hetero 

94,7 
5,3 

 

CB 
Hipo 
Hiper 
Mista 

100 
0 
0 

Homo 
Hetero 

0 
100 

Hard 
Soft 

100 
0 

Homo 
Hetero 

83,3 
16,7 

CA 
Hipo 
Hiper 
Mista 

81,8 
9,2 
0 

Homo 
Hetero 

0 
100 

Hard 
Soft 

90,9 
9,1 

Homo 
Hetero 

100 
0 

Lesão 

CB 
Hipo 
Hiper 
Mista 

88,9 
11,1 

0 

Homo 
Hetero 

5,6 
94,4 

Hard 
Soft 

100 
0 

Homo 
Hetero 

0 
100 

CA 
Hipo 
Hiper 
Mista 

90,9 
9,1 
0 

Homo 
Hetero 

0 
100 

Hard 
Soft 

100 
0 

Homo 
Hetero 

0 
100 

Linfonodo 

GC 
Hipo 
Hiper 
Mista 

100 
0 
0 

Homo 
Hetero 

95,4 
5,6 

Hard 
Soft 

50 
50 

Homo 
Hetero 

95,4 
5,6 

CB 
Hipo 
Hiper 
Mista  

100 
0 
0 

Homo 
Hetero 

95,4 
5,6 

Hard 
Soft 

66,67 
33,33 

Homo 
Hetero 

95,4 
5,56 

CA 
Hipo 
Hiper 
Mista 

100 
0 
0 

Homo 
Hetero 

81,8 
18,2 

Hard 
Soft 

81,8 
18,2 

Homo 
Hetero 

100 
0 
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Hipo – hipoecóica; Hiper – hiperecóica; Homo – homogêneo; Hetero – heterogêneo 267 
GC- grupo controle, com glândulas saudáveis. 268 
CB - grupo com glândulas que apresentam baixa contagem de células somáticas no 269 
leite e lesões fibrosas em parênquima mamário. 270 
CA - grupo com glândulas que apresentam alta contagem de células somáticas no 271 
leite e lesões fibrosas em parênquima mamário. 272 
 273 

4. Discussão 274 

 275 

A ultrassonografia em modo B, também descrita como método clássico, 276 

demonstra eficácia na avaliação dos componentes da glândula mamária de ovelhas 277 

(Hussein et al., 2015; Barbagiani et al., 2017), o que pode ser comprovado durante a 278 

avaliação das fêmeas no presente estudo, com fácil identificação das estruturas. Cabe 279 

ressaltar que há apenas a descrição do posicionamento dos animais e realização da 280 

técnica em posição quadrupedal (Hussein et al., 2015; Barbagianni et al., 2017). No 281 

estudo, foi utilizada a posição de “cão sentado”, com os membros torácicos elevados 282 

e a musculatura glútea em contato com o solo, possibilitando excelente método de 283 

contenção e facilitando o escaneamento de todo o aparato mamário com segurança 284 

para o avaliador e animal. 285 

Em ovelhas o transporte de leucócitos através dos linfonodos supramamários 286 

e o aumento de suas concentrações frente à mastite, indica a importância desta 287 

estrutura no mecanismo de defesa da glândula (Watson e Davies, 1985). Assim 288 

sendo, os linfonodos supramamários escaneados através da ultrassonografia em 289 

modo-B em ovelhas foram citados como estruturas que respondem diretamente ao 290 

processo infeccioso da glândula mamária (Hussein et al., 2015), o mesmo ocorre em 291 

bovinos (Bradley et al., 2001). Quando avaliados os aspectos qualitativos 292 



79 
 

 

(ecogenicidade e ecotextura) dos linfonodos supramamários, em modo-B neste 293 

estudo, não houve diferenças nos três grupos experimentais, porém houve predomínio 294 

da ecogenicidade hipoecóica nos grupos GC, CB e CA e poucos pontos anecóicos, 295 

corroborando com os resultados encontrados em bovinos por Bradley e colaboradores 296 

(2001) e em ovinos portadores de mastite subclínica (Hussein et al., 2015).  Além da 297 

ecogenicidade e ecotextura, a rigidez prevalente em CB é hard (66,67%), aumentando 298 

ainda mais em CA (81,88%), desta forma os linfonodos com fibrose e mastite tende a 299 

ser mais rígidos. 300 

A elastografia ARFI quantitativa do parênquima mamário produziu resultados 301 

mais significativos do que a análise qualitativa. Além das regiões fibrosadas em CB e 302 

CA, foram mensuradas áreas sadias das glândulas que compunham estes grupos, 303 

com objetivo de demonstrar possíveis mudanças em relação a glândulas normais 304 

(GC) e com mastite subclínica (CA). A análise do tecido normal, evidenciou que a 305 

velocidade de cisalhamento é maior em CB, quando comparada aos demais, 306 

indicando maior rigidez tecidual em toda a região saudável da glândula. O aumento 307 

da rigidez no grupo com baixa CCS e sem processo inflamatório ativo (CB), pode 308 

indicar que o processo de cronificação das lesões caudas por microrganismos os 309 

quais geram nódulos duros e firmes (Marogna et al., 2010), refletem na capacidade 310 

elástica de todo o parênquima mamário quando o processo se cronifica. Este fato 311 

pode ser justificado por experimento realizado em pâncreas humanos, onde a maior 312 

velocidade de cisalhamento foi encontrada nos pacientes com pancreatite crônica e 313 

nos casos de pancreatite aguda os valores são menores e próximos ao parênquima 314 

normal (Goertz et al., 2016), com resultados semelhantes às avaliações em 315 

experimento com intestino e doença de Crhon (Dillman et al., 2013). Assim, há indícios 316 
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de que após o processo inflamatório ativo da mastite, o parênquima mamário normal 317 

em ovelhas que possuem áreas de fibrose, possa ter aumento da rigidez 318 

independente da formação de fibrose focal, o que não é observado em ovelhas sem 319 

fibrose (GC), porém não houve comprovação da presença prévia de mastite nas 320 

fêmeas do grupo GC, impossibilitando a obtenção de resultados mais satisfatórios. 321 

Por outro lado, baixas velocidades de cisalhamento em parênquimas sem fibrose e 322 

com baixa CCS (GC) podem sugerir que estas glândulas estão isentas de mastite, 323 

bem como pode ser possível estabelecer um ponto de corte para diferenciar glândulas 324 

fibrosadas sem mastite (CB) e com mastite (CA) em estudos futuros com infecções 325 

induzidas. 326 

Ao comparar a região do parênquima mamário normal de CB e CA com as 327 

respectivas lesões fibrosas periféricas, o aumento significativo entre as velocidades 328 

de cisalhamento demonstraram que a elastografia ARFI, pode ser utilizada para 329 

diferenciação de áreas fibrosadas, indicativas de mastite crônica. Os resultados 330 

obtidos corroboram com estudos em medicina veterinária, onde há aumento da 331 

velocidade em tumores mamários de cadelas (Feliciano et al., 2017), bem como na 332 

medicina com avaliação de parênquimas de órgãos fibrosados (Dillman et al., 2013; 333 

Goertz et al., 2016). Este aumento pode ser consequência de alterações inflamatórias 334 

advindas da invasão bacteriana no parênquima mamário com consequente fibrose 335 

(Addis et al., 2013). O mesmo ocorreu quando as áreas fibrosadas em CB e CA foram 336 

comparadas com o parênquima normal de GC, assim também houve aumento 337 

substancial nos dois primeiros grupos (p<0,05), indicando a eficácia no diagnóstico de 338 

fibroses. Não obstante, acredita-se que avaliar as fibroses não é um parâmetro seguro 339 
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para diferenciar mastites ativas de crônicas, já que não houve diferença entre as 340 

velocidades de cisalhamento entre CB e CA. 341 

A elastografia ARFI, possui eficácia comprovada na análise de linfonodos, 342 

utilizada em linfonodos axilares de humanos para a diferenciação de tumores 343 

mamários malignos de benignos, demonstrando aumento da velocidade de 344 

cisalhamento em malignos (Youk et al., 2017). Este mesmo estudo foi replicado em 345 

cadelas com resultados semelhantes, onde também foi observado aumento da 346 

velocidade de cisalhamento em processos inflamatórios agudos, quando comparados 347 

à linfonodos normais (Silva et al., 2018). A análise quantitativa da velocidade de 348 

cisalhamento entre os linfonodos supramamários dos grupos GC, CB e CA, 349 

demonstrou aumento no grupo CA quando comparado a GC (p<0,05), e menor 350 

aumento em CB quando comparado a GC (p>0,05). Este aumento no grupo com 351 

mastite ativa, pode ser explicado pelo aumento da produção e armazenamento de 352 

leucócitos nestas estruturas (Watson e Davies, 1985), o que corrobora com estudos 353 

realizados em ratos, onde foi observada correlação positiva entre a maior quantidade 354 

de linfócitos CD3-T no fígado de ratos obesos com a velocidade de cisalhamento 355 

(Carbonel et al., 2019). Assim, a maior distribuição de linfócitos T já observada no 356 

córtex dos linfonodos supramamários em ovinos (Senthilkumar et al., 2019) e seu 357 

aumento frente à infecção da glândula mamária (Katsafadou et al., 2019), poderiam 358 

promover o aumento da velocidade de cisalhamento em CA. A interpretação dos 359 

resultados leva a um indício de que o aumento da velocidade de cisalhamento nos 360 

linfonodos supramamários de glândulas que possuem fibrose em parênquima, com 361 

alta CCS, podem ser ferramentas úteis no diagnóstico da mastite subclínica ativa, 362 
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porém mais estudos são necessários para consolidar esta hipótese, bem como 363 

diferenciá-la da resposta do parênquima mamário normal. 364 

Existe apenas um estudo avaliando a profundidade dos linfonodos 365 

supramamários em ovinos, objetivando o diagnóstico da mastite subclínica, o qual 366 

descreve que profundidades maiores que 7,8 mm são características de animais 367 

portadores de mastites subclínicas (Hussein et al., 2015). A realização do mesmo 368 

exame em vacas, demonstra tanto a redução da profundidade dos linfonodos em 369 

mastite subclínica (Khoramian et al., 2015) como aumento (Bradley et al., 2001). O 370 

valor médio encontrado no grupo CA foi de 16,4mm (1,64cm), não havendo diferença 371 

entre os demais grupos, diferente dos valores relatados para ovinos com mastite 372 

subclínica (Hussein et al., 2015). 373 

Além da ecogenicidade, ecotextura, rigidez e ARFI quantitativa dos linfonodos, 374 

as medidas do eixo curto (largura) e eixo longo (comprimento) foram mensuradas, 375 

obtendo-se a relação eixo curto/eixo longo, as quais demonstraram menores valores 376 

em CA, seguido por valores maiores em CB e GC, corroborando com estudos em 377 

ovinos (Hussein et al., 2015) e bovinos (Bradley et al., 2001), onde há aumento do 378 

eixo curto. O formato predominante dos linfonodos avaliados foi alongado, 379 

corroborando Hussein e colaboradores (2015), porém há tendência de se tornarem 380 

circulares (aumento do eixo curto) nas mastites subclínicas que possuam presença 381 

de fibrose no parênquima mamário, dado ainda não relatado em ruminantes. 382 

 383 

5. Conclusão 384 

 385 



83 
 

 

O uso da ultrassonografia clássica em modo-B é excelente ferramenta para o 386 

escaneamento do parênquima mamário, facilitando a detecção de fibroses oriundas 387 

de mastites infecciosas, bem como a identificação dos linfonodos supramamários, 388 

porém sua aplicação desacompanhada de outras técnicas diagnósticas para a 389 

detecção de mastites subclínicas, tal como a CCS, é desaconselhada. Ainda a 390 

redução na proporção eixo curto/longo dos linfonodos, com tendência de formato oval 391 

pode ser indicativo de mastite ativa. 392 

A eslatografia ARFI em áreas de parênquima normais quando há presença de 393 

fibrose, pode indicar valores de corte para que haja diferenciação de um processo de 394 

mastite de animais com glândulas firbosadas, necessitando de estudos controlados e 395 

com mais glândulas e controle do grau de fibrose. O uso da elastografia também 396 

permite a diferenciação de áreas não fibrosadas (menor velocidade de cisalhamento) 397 

de áreas fibrosadas em parênquima (maior velocidade de cisalhamento).  Sua 398 

realização nos linfonodos supramamários possui resultados mais promissores, onde 399 

altas velocidades de cisalhamento podem indicar mastites, além do predomínio da 400 

rigidez alta (hard), porém o comportamento da velocidade de cisalhamento no 401 

parênquima mamário é diferente, produzindo maiores valores em mastites já crônicas.  402 

 403 
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