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

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



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

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

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

1. Introdugao

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

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

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

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

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



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

processo inflamatorio, quando apresentam linfadenomegalia.

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

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

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

animais no rebanho, evitando o descarte precoce.

2. Revisao de Literatura



2.1 Anatomia

O ubere da fémea ovina é composto por duas metades, independentes, em
formato hemisférico, ligeiramente demarcados externamente (Singh, 2018). As duas
metades sdo denominada glandulas mamarias e se originam na embriogénese,
através do espessamento bilateral da ectoderme, criando duas cadeias mamarias que
se estendem da axila até a regido inguinal. No entanto, nos ovinos ocorre o
desenvolvimento apenas do ultimo par de glandulas (Fails e Magee, 2018). As ragas
ovinas leiteiras possuem conformacédo do ubere mais proxima a das cabras, com
apresentacao pendulosa do aparato, possuindo algumas vezes partes do velo na

por¢ao mais proximal (Singh, 2018).

Cada glandula funciona de forma independente, atuando como um sistema tubulo-
alveolar, separado da glandula adjacente por tecido conectivo (Delouis e Richard,
1991; Fails, Magee, 2018; Singh, 2018). Toda a glandula é composta por diferentes
tecidos, com diferentes fung¢des (Akers, 2017). O tecido epitelial da glandula mamaria
dos ovinos € composto, em sua maioria, por uma camada dupla de células nao
secretorias, interligadas, podendo conter macrofagos e linfocitos entre os espagos. A
camada basal € composta por células achatadas e a camada superficial por células
descritas como cubdides ou cuboidais. As células secretorias estdo presentes, em sua
maioria, no epitélio do seio da glandula, sendo raras nos tetos. Quando existem
amontoados destas células, estes dao origem aos alvéolos, os quais compde os
I6bulos (Brooker, 1984), que sintetizam e secretam leite através da interagao entre
células especificas (Akers, 2017). O leite ejetado é transferido para o sistema de
tubulos, descritos como ductos lactiferos (Singh, 2018), podendo conter de 10 a 15
tubulos (Tsioli e Fthenakis, 2019), os quais se conectam no seio da glandula (sinus
lactiferus) e confluem migrando para o teto (Singh, 2018). O seio da glandula, na
fémea ovina, pode armazenar de 20 a 80 mL de leite, com produgao continua, o qual
drena para o seio da papila mamaria, esfincter e assim chega ao exterior da glandula
(Tsioli e Fthenakis, 2019). A proporcao de células de tecido conectivo e secretdrio,
sdo reguladas por horménios enddgenos, e se alteram quando ocorre a lactagao,
assim ocorre aumento de tecido secretério, retornando a maior propor¢cao do
conectivo ao final da lactagdo. O sistema enddcrino ainda regula a mamogénese,

lactogénese e galactopoiese (Knight e Peaker, 1984).



Os tetos ou papilas mamarias séo inseridos em angulos variaveis, de 37 a 46° em
relacdo ao corpo da glandula ipsilateral, medindo de 3,2 a 4,2 cm de comprimento
(Rovai et al., 2008). Em toda sua extensao, a papila mamaria 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 ultimo
a mucosa, a qual ira dar origem ao seio da papila (sinus papillaris) (Tsioli e Fthenakis,
2019). A divisao entre o seio da glandula e seio da papila possui leve elevagao circular,
chamada de annulus, o qual contém um vaso e células musculares (Fails e Magee,
2018). A ultima estrutura, distal, é o ducto papilar (ductus papillaris), o qual comunica
0 seio do teto com o orificio do teto, possuindo de 0,5 a 1cm de comprimento,
compondo importante barreira fisiolégica e anatdmica frente a penetragdo de
bactérias, o qual é delimitado dorsalmente pela roseta de Furstenberg (Plummer e
Plummer, 2012). Esta estrutura possui ainda o esfincter mamario, o qual é composto
pobremente de musculos nos ovinos, sendo assim necessaria sua barreira por tecido
elastico ao final, compondo o orificio do teto (Fails e Magee, 2018). Algumas ovelhas
podem apresentar politelia, a qual segundo Fails e Magee (2008), ndo possuem tecido
conectivo com o resto da glandula, tal como ocorre em bovinos. Por outro lado,
Hardwick et al. (2020) descrevem que este tipo de anomalia contempla células de
defesa e algumas conexdes com a glandula mamaria adjacente, servindo como

potencial causador de infecgdes.

O aparato mamario possui importante estrutura de fixacdo e sustentacao, a qual
contempla os ligamentos suspensores laterais (2) e mediais (2). Os ligamentos
mediais sdo compostos por material fibroelastico e possuem origem na tunica flava e
uma pequena parte se origina no tendao sinfiseano, se estendendo por toda regiao
medial entre as duas metades mamarias. Ja os laterais sdo compostos de tecido
fibroso denso, conferindo menor elasticidade, e se originam de aponeuroses proximas
ao canal inguinal, sinfise pélvica e tendao pré-pubico, se estendendo lateral as
metades mamarias. Os ligamentos se conectam caudal e cranial aos ligamentos
mediais, circundando toda a estrutura mamaria (Fails e Magee, 2018; Singh, 2018;

Tsioli e Fthenakis, 2019). A conexdo entre as duas glandulas mamarias



independentes forma o sulco do ubere, estrutura visivel caudal e cranial, sobre a qual

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

A irrigacao presente no local € numerosa e necessaria, possuindo varias origens,
iniciando-se pela artéria pudenda externa, a qual se origina na veia cava caudal e
nutre a glandula através do canal inguinal (Fails e Magee, 2018). Antes de adentrar o
canal inguinal, a artéria se bifurca e origina o tronco pudendo epigastrico, do qual um
ramo continua o trajeto ventral-cranial e origina a artéria epigastrica caudal profunda
e outro ramo origina a artéria pudenda externa, que ao transpassar os anéis inguinais,
se torna a artéria mamaria. No interior da glandula, a artéria mamaria 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 linfatico
(Adam et al., 2016). A artéria perineal ventral também auxilia na irrigagdo, porém com
menor aporte, desta forma a irrigacdo se completa com a artéria epigastrica cranial
superficial (Fails e Magee, 2018). As estruturas de drenagem s&o bastante complexas,
iniciando-se no arranjo de vasos na base do ubere, os quais recebem o sangue da
regidao 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 conexdo cranial com a veia epigastrica caudal
superficial do respectivo lado. Ja a conexao caudal é realizada com as veias perineais
(Fails e Magee, 2018; Singh, 2018). Por sua vez, a veia epigastrica caudal superficial
segue o plano sagital sentido cranio-ventral, confluindo para a veia epigastrica cranial
superficial, a qual adentra a cavidade abdominal, e posteriormente drena para a veia
toracica interna e veia cava cranial (Fails e Magee, 2018; Tsioli e Fthenakis, 2019).

A drenagem linfatica ocorre nas duas glandulas através dos linfonodos inguinais
superficiais, localizados dorso-craniais, os quais se conectam a extensa rede de veias,
que podem ser ou nao visiveis macroscopicamente no aspecto dorso-caudal (Fails e
Magee, 2018). Os canais linfaticos acompanham o caminho das veias pudendas
externas bilateralmente, passando através do canal inguinal. Geralmente ha uma
ligacdo maior do canal linfatico com a veia pudenda externa, porém podem ocorrem
varias 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 iliaco



femoral, chegando ao tronco lombar e consequentemente a veia subclavia (Yen et al.,
2019).

Todo o ubere é inervado com derivagdes dos nervos lombar e, em menor numero
através dos nervos sacrais. O nervo pudendo pode emitir ramificacbes através das
vértebras sacrais de dois a cinco, mais comumente da terceira, possuindo trajeto
caudal ao ubere e inervando esta area (Linzell, 1959). O nervo genitofemoral possui
ramificagbes da segunda a 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 glandula (Singh, 2018). Ademais, os ramos
ventrais da segunda vértebra lombar, sensibilizam a regido ventral do abdémen e
cranial das gléndulas (Linzell, 1959; Singh, 2018).

2.2 Etiologia das mastites

A mastite é descrita como a inflamagdo da glandula mamaria, de etiologia
multifatorial, a qual na maioria dos casos é causada por invasdo de patdégenos
infecciosos, em menor numero por traumas, reagdes de hipersensibilidade e
neoplasias (Menzies e Ramanoon, 2001). Especificamente nos ovinos, de forma
majoritaria, as infecgdes intramamarias sdo causadas por bactérias descritas na
literatura como “nao especificas”, lentivirus e micoplasmas (Bergonier e Berthelot,
2003).

O agente etiolégico habitual sdo as bactérias do género Staphylococcus spp., em
sua maioria Staphylococcus aureus, 0s quais sao responsaveis pela maioria das
mastites clinicas. Nao obstante, podem ser encontradas cepas de Staphylococcus
coagulase negativa, os quais promovem mastites subclinicas (Bergonier, Berthelot,
2003; Contreras et al., 2007; Arsenault et al.,, 2008) . Em menor numero, porém
responsaveis por manifestagdes clinica 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).



De acordo com a epidemiologia e sintomatologia, as mastites podem ser divididas
em clinicas e subclinicas (Bergonier et al., 2003). O acometimento clinico da glandula,
por patégenos ascendentes, pode resultar em areas palpaveis manualmente de
consisténcia irregular, aparecimento de abscessos, alteragbes de tamanho do ubere
e alteracdo das caracteristicas organolépticas do leite, onde a maioria dos
microrganismos isolados nestes casos sao do género Staphylococcus spp. (Menzies,
Ramanoon, 2001). As mastites causadas por bactérias do género Staphylococcus
causam quadro clinico caracteristico, com endurecimento do parénquima mamario,
devido a invasao sistematica do tecido e formacao de tecido fibroso, processo
irreversivel. Podem ocorrer pequenos abscessos e severa involugdo da cisterna
mamaria, causando reducdo na producao leiteira e producio de filhotes debilitados
(Fthenakis et al., 2004). As alteragdes clinicas podem ser divididas em quatro
categorias, descritas por Quinlivan (1968) e ainda utilizadas. Na categoria 1 o
parénquima mamario possui pequenas lesdes fibrosas, secrecdo de leite normal,
aparentando lesdes cronicas. Categoria 2 tem maior area de fibrose, secrecao latea
de aspecto variando entre normal a purulenta ou agalactia por fibrose do teto,
demonstrando cronicidade. A categoria 3 inclui edema do ubere, produgao de leite
com aspecto variando de normal, diluido, seroso ou purulento; podem ocorrer
abscessos ou degeneragao do parénquima por ruptura, demonstrando carater agudo.
Categoria 4 contempla ainda severa inflamag&o do parénquima do ubere, secregéo
lactea serosa, com presenca intermitente de conteudo purulento e fibrinoso; aumento
de volume em linfonodos supramamarios e hipertermia generalizada, caracterizando

quadro peri-agudo.

Ja a mastite subclinica, promove aumento de células somaticas no leite, em menor
numero que as clinicas, promovendo também inflamagao do parénquima mamario, a
qual muitas vezes é identificada apenas com bidpsias e sua caracteristica marcante &
a reducédo na producéo leiteira (Fthenakis e Jones, 1990). Ja as caracteristicas
organolépticas e qualidade do leite também podem ser influenciadas, gerando
descarte na industria (Alba et al., 2019).



2.3 Qualidade do leite e contagem de células somaticas

A qualidade do leite € um importante fator a ser analisado em uma cadeia
produtiva, a qual € composta de inumeros fatores, dentre eles as caracteristicas
organolépticas, nutricionais e relacionadas a higiene na obteng&o e manipulagédo do
leite, bem como definicdo da composicao nutricional, pesquisa por residuos quimicos,
além de investigacao de praticas de adulteragao (Moncayo et al., 2017). Pode-se
mensurar a qualidade através da contagem e cultura bacteriologica, conjuntamente
com a quantificagdo da contagem de células somaticas (CCS) (Park et al., 2013). Este
ultimo parametro estd relacionado a invasdo da glandula mamaria por
microrganismos, 0Ss quais promovem migragao leucocitaria local, promovendo
significativo aumento de neutrdéfilos na secrecao lactea, oriundos da extensa irrigagcéo
sanguinea local (Burvenich et al., 1995). Na glandula 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 infecgédo da glandula
mamaria, expressando a gravidade da inflamagdo (Machado et al., 2000). Assim
sendo, a CCS ¢é utilizada para avaliar a saude do ubere, a qualidade e higiene do leite
e para o monitoramento em programas de controle de mastite (Pyoérala, 2003). A Uniéao
Européia através da Legislagao N° 853/2004 do Parlamento, considera que o leite
bovino aceitavel deve ter CCS<400.000 cls/mL, sem descri¢cao de valores para ovinos
(UNIAO EUROPEIA, 2004); o Cédigo de Regulagéo Federal nos Estados Unidos da
Ameérica, autoriza a utilizagao de leite caprino com até 1.000.000 cls/ mL, porém nao
limita o leite ovino, mantendo valores de até 750.000 para bovinos (USDA, 2006); no
Brasil a Instrugdo normativa vigente (N° 76/2018), define apenas a contagem de CCS
maxima em bovinos para <500.000 cls/ mL (BRASIL, 2018).

Segundo Gonzalo e colaboradores (1994), a propor¢ao da CCS é inversa a
producdo leiteira, ja os valores considerados normais ou indicativos de mastite
subclinica em ovinos, diferem amplamente na literatura. Contagem celular de até
500.000 cls/ mL é considerada normal para Berthelot et al. (2006), ja Gonzalez-
Rodriguez et al. (1995) cita 300.000 cls/ mL como limite entre normal e mastites
subclinicas, o que esta préoximo do valor de 400.000 cls/ mL, descrito por Kern et al.

(2013) em ovelhas com aptiddo para produgao de carne.



A contagem de células somaticas (CCS) é uma importante ferramenta
diagndstica complementar, a qual pode ser afetada por caracteristicas fenotipicas do
ubere, tal como altura do ch&o e insercéo das papilas mamarias (Legarra e Ugarte,
2005). O estado sanitario do rebanho pode ser uma caracteristica importante no
aumento da contagem celular, ja que as amostras geralmente sado coletadas em
tanques de armazenamento (Gonzalo et al., 1994). Ainda pode ser considerado o
estagio da lactagao, onde naturalmente a CCS de ovelhas no dia do parto é alta, com
contagem média de 596 x 102 cls/ mL, a qual diminui de forma gradativa, &8 medida
que a produgao de colostro cessa, atingindo 239 x103 cls/ mL ao quinto dia de lactagao
e 186 x 103 cls/ mL ao 12° dia (Paape et al., 2007). A partir do 75° dia de lactagao 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/ inflamatério em
desenvolvimento, destarte Paape e colaboradores (2007) descrevem que os indice
caem de forma gradativa até o pico da lactagéo (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
racas Santa Inés e Morada Nova, ambas de aptidao para carne, notando maior
incidéncia de mastites e maior numero de CCS no periodo pés-parto, quando

comparado ao periodo seco, em ambas racgas.

Quando comparadas as diferentes aptiddes, ovelhas de ragas especificas para
producao leiteira possuem menor contagem celular no leite, ja as ovelhas para
produgéo de carne tem maior numero (Kern et al., 2013). Ja MiocC et al. (2009), em
estudo com ragas de carne puras e cruzamentos com ragas leiteiras, cita um indice
maior de CCS nas racgas leiteiras e cruzadas. A contagem pode sofrer adicdo de
acordo com o numero de lactagdes, podendo aumentar em 14% da segunda para a
quarta, sendo que a partir desta ultima a saude da glandula se encontra prejudicada,
impactando negativamente na qualidade do leite e seus subprodutos (Pugliese et al.,
1999).

Quando considerado o numero de filhotes nascidos por cria, o nhascimento de
gémeos promove aumento de 8,6% na CCS (Gonzalo et al., 1994), o que também
ocorre dependente do periodo do ano em que a lactagéo se inicia. Segundo Zafalon

et al. (2016), em estudo realizado no Brasil, ocorre maior numero de CCS e incidéncia
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de mastite no periodo chuvoso, ja que os animais ao permanecerem maior tempo
abrigados, aumentam a lotagéo dos abrigos e este fato possibilita 0 maior contagio ou

contaminagao ambiental.

Os estudos nacionais sobre mastite se iniciaram com o primeiro relato da
doencga, ainda descrita como mamite, através do relato de um surto ocorrido na regiao
Sul, identificando-se Staphylococcus aureus como agente etioldgico (Fernandes,
Cardoso, 1985). A prevaléncia desta doenga € variavel em rebanhos nacionais e
internacionais. Geralmente a incidéncia anual de mastite clinica nao ultrapassa 5%,
com prevaléncia de 5% a 30% tanto em rebanhos de carne quanto leiteiros, porém
esse valor é dependente da presencga ou nao de fatores que possam desencadear a
mastite (Bergonier, Berthelot, 2003; Contreras et al., 2007). Pereira et al. (2018)
relatam a prevaléncia em um rebanho nacional com aptidao para carne, com dados
variando entre 20% a 30,8%. Nao existem dados sobre a incidéncia de mastite
subclinica em rebanhos ovinos, ja a prevaléncia alcanga 5% a 30% em ovinos com
aptidao para carne (Kirk, Gleen, 1996), Pereira e colaboradores (2018), relatam a

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

Em estudo com determinacido de cepas bacterianas e CCS, Gonzalo e
colaboradores (2002) relatam que infecgdes por Staphylococcus spp. produzem em
média 2x10° cls/ mL, comprovando a eficacia clinica da quantificacdo das células
inflamatdrias. No entanto, embora o aumento de CCS no leite possa indicar o grau de
infeccdo da glandula mamaria, métodos para deteccdo de mastite no leite, que
possam predizer a CCS de forma qualitativa e indicar a severidade do quadro de forma
rapida e precisa sao de grande interesse. Dentre estes métodos esta o estudo de
proteinas do soro lacteo, as quais podem ser utilizadas como indicadores de
inflamacgao do ubere durante a mastite, assim perfazem importante ferramenta pode
na deteccdo de glandulas mamarias comprometidos (Pyodrala, 2003). Além do
diagnostico, as técnicas descritas, podem ser uteis no prognostico da mastite

instalada e no monitoramento e recuperagao do animal convalescente.

Além da CCS, outra importante ferramenta diagnéstica indireta € o uso do
purpura de bromocresol em amostras de leite, teste descrito como California Mastitis

Test (CMT), o qual causa quebra da parede de células inflamatdrias e gelificagao do
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leite em casos positivos (McDougall et al., 2001). Esta gelificagdo pode ser mensurada
e distribuida em uma escala de tragos, onde 1 traco significa pouca reagao, 2 tragos
média reagdo e 3 uma reagao exagerada, indicando graus variados de mastite sub-
clinica (Kandeel et al., 2018). Este teste € uma boa ferramenta para o diagnostico
indireto de mastites subclinicas, porém a sua aplicacao isolada nao é recomendada,
visto que estagios iniciais de lactagao podem induzir falsos resultados, assim a cultura
e isolamento bacteriano e exame clinico da gldndula mamaria, sdo necessarias como
diagnostico confirmatorio, podendo ser associados ao CMT (McDougall et al., 2001;
Marogna et al., 2010).

2.4 Proteinograma

O leite ovino & composto por quantidade abundante de proteinas, o que
segundo estudo de Ha et al. (2015), através de identificagcdo destas proteinas,
hodiernamente sdo conhecidas 669 proteinas do soro lacteo, o qual € composto em
80% por caseina (a-caseina, B-caseina e k-caseina). Ainda em maior quantidade,
podem ser encontradas a [-lactoglobulina, a-lactoalbumina, albumina sérica,
lactoferrina, lactoperoxidase e imunoglobulinas (Ha et al., 2014). Além do soro lacteo,
as membranas dos glébulos de gordura do leite (MGGL), as quais sao proteinas
expressas em menor propor¢cao, também podem ser analisadas, estas conferem
textura e caracteristicas sensoriais aos subprodutos lacteos. Podem ser citadas:
lactoderina (fator EGF), butirofilina subfamilia 1 (BTA1), xantina desidrogenase
/oxidase (XDH), adipofilina (ADPH) e outras compondo fragdes ainda menores, a
actina (ACT), anexina A1 (ANX1), anexina A2 (ANX2) e proteina de choque térmico
de 70 kDa (HSP70) (Pisanu et al., 2012).

Quando ocorre a invaséo da glandula mamaria por qualquer patégeno, ocorre
rapida resposta imunitaria, a qual pode advir de duas vias, a primeira seria a resposta
imune inata (neutrofilos, macrofagos, linfocitos natural killer, células dendriticas e
células epiteliais mamarias - MEC), a qual ocorre mais rapido e demonstra nenhum
contato anterior com o patogeno até entdo desconhecido, ja a segunda via € a
humoral, a qual € mais lenta (Rainard e Riollet, 2006). Algumas barreiras anatémicas

impedem o facil acesso ao seio da papila e posteriormente ao seio da glandula, tal
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como o esfincter da papila em bovinos, porém esta estrutura é pobre em tecido
muscular nos ovinos, segundo Fails e Magee (2018). As barreiras quimicas, tal como
a lactoferrina, queratina e lisozimas também auxiliam neste processo (Rainard e
Riollet, 2006). Quando ocorre a lesao inicial ou reconhecimento de lipopolissacarideos
presentes nas membranas bacterianas, tal como nas infecgdes experimentais por
Escherichia coli em bovinos (Vels et al., 2009), ha producdo local de mediadores
inflamatorios (citocinas, oxido nitrico e glicocorticéides), os quais s&o responsaveis
pela modulagdo da resposta sistémica de fase aguda e producdo de proteinas
hepaticas de fase aguda (Van Mierte, 1995). Segundo Petersen et al. (2004), durante
o processo inflamatério mastitico, as proteinas de fase aguda, as quais se originam
em reposta as citocinas pro-inflamatérias (IL-1, IL-6 e TNF), sdo produzidas no figado
ou no local de inflamagao e rapidamente inundam a circulagdo e podem aumentar de

forma substancial no leite, através de troca entre a secrec¢ao e circulagao local.

Em bovinos, a ocorréncia de inflamagéo na glandula mamaria leva a alteragdes
tanto na concentragdo dos componentes proteicos do leite (albumina de origem
plasmatica, gamaglobulina, caseina, B-lactoglobulina e a-lactoalbumina), quanto o
surgimento ou aumento das concentragbes de compostos proteicos nao elaborados
ou produzidos em pequenas concentragdes no processo de secrecdo lactea, como
lactoferrina, haptoglobina, amiloide A sérica e a1-antitripsina. Tais alteragbes
normalmente sido caracterizadas por diminuicdo das concentracbes das proteinas
sintetizadas no parénquima da glandula mamaria, devido a destruicdo do tecido, e
aumento das proteinas de origem sanguinea, devido a aumento da permeabilidade
capilar (Ceciliani et al., 2012). Cabe ressaltar que as proteinas de fase aguda, s&o
produzidas tanto no figado, quanto em tecidos extra-hepaticos, como a glandula
mamaria, podendo ser positivas quando o processo inflamatério induz seu aumento e
negativas quando reduzem sua concentragdo, a exemplo da albumina sérica, de
origem hepatica, a qual diante do processo mastitico, diminui sua concentragdo no
sangue e aumenta no leite, ja que a resposta inflamatdria, aumenta a permeabilidade
vascular e promove esta transicao (Shamay et al., 2005). A lactoferrina atua como
proteina de fase aguda, produzida pelo parénquima mamario, onde através da
elaboragcdo de complexos com a hemoglobina e ferro livre, diminui a disponibilidade
deste mineral na circulagdo, o qual é consumido por grande parte das bactérias, assim
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atuando como bacteriostatico, além de potencial bactericida, ja que reage com a
superficie de alguns microrganismos, levando a lise celular, atuando assim como
bactericida (Garcia-Montoya et al., 2012). Desta forma, diante do processo mastitico
agudo, ocorre aumento desta fragdo proteica (Boehmer et al., 2010; Shimazaki e
Kawai, 2017).

Ademais, dentre as proteinas, as quais compde 3,3 % do leite, a beta-
lactoglobulina (B-lactoglobulina) é a de maior proporg¢ao, compreendendo de 7 a 12%
das proteinas no leite bovino, a qual atua como ligante ao retinol, contribuindo para o
transporte de vitaminas no leite (Wong et al., 1996), além de auxilio no processo
digestivo dos lipideos (Pérez et al., 1992). Em bezerros recém nascidos, Pellegrini e
colaboradores (2004) descrevem a agéo bactericida de quatro peptideos, os quais
derivam da digestdo enzimatica da B-lactoglobulina pela tripsina, possuindo
importancia na manutencao da vida, no periodo pés-parto. A fungao desta proteina no
leite, do ponto de vista das mastites, ainda n&o € bem elucidada, ja que possui eficacia
comprovada apenas em estudo in vitro, no qual combate apenas mastites por
estafilococos e espretococos (Chaneton et al., 2011). Ainda assim, a jungcédo desta
proteina com outros componentes, formando compostos, tal como com a hipericina,
tem grande potencial bactericida contra mastites por Staphylococcus aureus
(Rodriguez-Amigo et al., 2015). Em experimento com mastite clinica, Nudda et al.
(2017) notaram aumento pouco significativo na sua concentragao lactea, porém
correlacionam o aumento a queda na producao leiteira. Quando ha destruicdo do
parénquima, ocorre redugéo dos niveis desta proteina no leite (Randolph et al., 1974,
Hogarth et al., 2004; Alonso-Fauste et al., 2011). A alfa-lactoalbumina (a-
lactoalbumina), a qual compde de 2% a 5% das proteinas lacteas, é sintetizada na
glandula mamaria, se ligando ao calcio, sendo importante proteina no aleitamento
(Wong et al., 1996), assim seus niveis séricos diminuem durante o processo mastitico
(Hogarth et al., 2004), porém aumentam no leite, o que evidencia as lesbes da
glandula como locais de escape das proteinas para o sangue (Sordillo et al., 1989;
Alonso-Fauste et al., 2011).

As imunoglobulinas s&o produzidas nos plasmacitos, 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 ndo ha processo infeccioso, possuindo
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capacidade de opsonizagao, a qual auxilia no combate a patégenos intramamarios,
além de grande importancia na colostragem dos recém-nascidos (Sordillo; Nickerson,
1988). Esta classe de imunoglobulinas, quando ocorrem as mastites infecciosas,
rapidamente inundam a secrecao lactea, na tentativa de auxiliar na contengdo da

infeccado (Persson et al., 1992).

Uma das formas mais eficientes de estudar alteracbes proteicas durante
enfermidades € utilizando a eletroforese, uma poderosa ferramenta para “escanear” o
proteoma. A utilizacdo de metodologias de protedmica para obter uma caracterizagao
mais completa da resposta do hospedeiro durante a infeccdo pode levar a
identificacdo de um padréo de biomarcadores indicativos de doencgas (Ferreira et al.,
2013). Desta forma, o fracionamento eletroforético representa um dos mais confiaveis
métodos de identificagdo de proteinas (Eckersal, 2008). A técnica de eletroforese em
gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) é relativamente
simples e de baixo custo e permite a deteccdo de concentragcbes protéicas
extremamente baixas e a identificagdo de 20 a 30 proteinas de diferentes pesos
moleculares, incluindo as imunoglobulinas, proteinas de fase aguda e proteinas
ligadas a lesao tecidual, necessitando diminutas quantidades de amostra (Gordon,
1995). Assim sendo, é uma técnica que pode ser bastante utilizada para estudo de
alteracdes proteicas durante processos inflamatorios, como o que ocorre durante a

mastite.

2.5 Elastografia ARFI

Além dos métodos laboratoriais, 0 método ultrassonografico em modo B, para
avaliacdo do parénquima mamario em ovelhas, associado aos métodos descritos
anteriormente, pode auxiliar na instituicdo do tratamento correto e determinacédo do
grau de comprometimento da glandula mamaria, impactando diretamente no descarte
de animais. Durante o exame é possivel avaliar o tecido do parénquima mamario,
cisterna do teto, teto externo, linfonodos supramamarios e ubere (tecido e
vascularizag&o) (Barbagianni et al., 2016). O método ultrassonografico na avaliagéo

do parénquima mamario 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; Wojtowski et al., 2006; Murawski et al., 2019).

Auxiliar ao método ultrassonografico classico, outras técnicas podem ser
utilizadas hodiernamente, tal como a elastografia (Nightingale et al., 2002), a qual é
fundamentada na referéncia de que tecidos, quando alterados por algum processo
inflamatorio, tem alteragdes nos valores originais de sua rigidez (Bamber et al., 2013).
Deste modo, salienta-se que os tecidos que compde as estruturas corporais possuem
capacidade elastica, o que permite a deformagao quando se aplica uma forga externa,
retornando posteriormente ao aspecto normal. Este processo de deformacéo e retorno
a caracteristica original varia de acordo com o tipo de tecido, assim, tecidos mais
rigidos como tendbes, demoram a se deformar e tem retorno lento, quando
comparado ao tecido adiposo (Goddi et al., 2012). O grau de deformagao pode ser
avaliado por técnicas de elastografia de imagem, dentre elas: Elastografia quase-
estatica (QSE), Vibro-acoustografia (VA), Elastografia transitoria (TE), Imagem de
elasticidade de onda de cisalhamento (SWEI), Imagem de cisalhamento supersénico
(SSI) e Forga de Impulso de Radiagéo Acustica (ARFI) (Zaleska-Dorobisz et al., 2014).

Dentre as técnicas de elastografia, destaca-se a Forga de Impulso de Radiagao
Acustica (ARFI), a qual através de impulsos gerados pelo ultrassom, promovem
deformagao do tecido. Através de software especifico, € mensurada a rigidez, pela
forga 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 diagnostico auxiliar € utilizado na medicina humana para diferenciagao de
tumores mamarios malignos de benignos (Zhou et al., 2013), além de tumores na
parétida (Chandramohan et al., 2018), glandulas salivares (Matsuda et al., 2021) e
figado (Lee et al., 2020). Ja, em Medicina Veterinaria, & utilizada também para a
diferenciacdo de tumores mamarios, possuindo alta especificidade (97,2%) e
sensibilidade (94,7%) (Feliciano et al., 2017), além de uso no acompanhamento
gestacional de cadelas (Simdes et al., 2020) e diferenciagado de tumores prostaticos
(Cintra et al., 2020). Esta técnica tem eficiéncia comprovada em tecidos da espécie
ovina (Silva et al., 2018), destarte, a detecgcdo e padronizagdo da rigidez do

parénquima mamario em casos cronicos de mastite infecciosa ovina, pode conduzir a
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um diagndéstico mais precoce, visto que pode ser realizada em tempo real e nao

demanda tempo como na cultura bacteriana.

3. Objetivo Geral

O presente estudo objetivou avaliar a viabilidade da técnica de elastografia
ARFI, como ferramenta diagndstica auxiliar a detecgéo de mastites, em fémeas ovinas
com lesdes fibrosas em parénquima mamario. Outrossim, buscou-se a avaliagao da
deformacao e rigidez dos linfonodos supramamarios, como parte do exame e possivel
predilecdo do processo inflamatorio local, bem como investigou-se altera¢cdes na
composicao do leite, que podem ser oriundas de processos cronicos.

3.1 Objetivos especificos
I- Quantificar as células somaticas em leite ovino, de ovelhas aos 60 dias de lactagao,

apresentando ou n’ao fibrose em parénquima.

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

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

Ill- Realizar a Elastografia ARFI de lesdes fribrosas em parénquima mamario de

ovelhas.

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

de mastite crénica.
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CAPITULO 2 - ANALISE DA COMPOSICAO LACTEA E AVALIAGCAO POR
TECNICAS DE IMAGEM DA GLANDULA MAMARIA DE OVELHAS. PARTE 1: A
PRESENCA DE LESOES FIBROSAS NO PARENQUIMA PODE ALTERAR A
RESPOSTA DE PROTEINAS DE FASE AGUDA NA MASTITE SUBCLINICA?’
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Resumo

As mastites bacterianas podem levar a reducéo da producéo leiteira, bem como
produzir fibroses em parénquima mamario e alterar a composicao lactea. O presente
estudo avaliou 48 amostras de soro lacteo, oriundas de 27 fémeas ovinas, raga mista,
ao 60° dia de lactagdo. Os animais foram divididos em trés grupos experimentais de
acordo com a presenca de fibrose na glandula mamaria e contagem de células
somaticas (CCS), além de dois grupos com lesdes crénicas em parénquima, sendo: o
grupo controle (GC) com glandulas sadias e baixa contagem de células somaticas,
CB com fibroses no parénquima mamario e baixa contagem, e CA com fibroses e alta
contagem celular. Realizou-se contagem de c[células somaticas (CCS) e
proteinograma, visando a detecg¢ao de proteinas de fase aguda e imunoglobulinas de
soro lacteo. A CCS obtida nos trés grupos apresentou valores médios de 136,63 x 103

+ 98,09 cls/ mL, 122,06 x 10% + 94,83 cls/ mL. Através do método SDS-PAGE,
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evidenciou-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 deteccdo de mastites subclinicas. A presenca de lesdes no parénquima mamario
em glandulas com CCS baixa, quando comparados ao mesmo valor e presenga de
fibrose, ndo possui alteragdes significativas das proteinas avaliadas, cabe ressaltar
que ha a necessidade de estudos avaliando outros componentes lacteos, bem como

compara-los ao grau de fibrose da glandula.

Palavras chave: Infecgdo, Leite, Ovinos, Proteinograma, Proteoma, SDS-PAGE

1. Introdugao

A produc¢do mundial de leite de origem animal é composta por varias espécies,
em sua maioria pelo leite bovino (81,04%), seguido pelo leite bubalino (15,10%),
caprino (2,22%) e leite ovino, este ultimo responsavel por 1,26% da produgao mundial,
com aproximadamente 10.631.057 toneladas/ano (FAO, 2018). O panorama nacional
possui literatura escassa de dados absolutos, ndo obstante, de acordo com o Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica, no ano de 2017 o Brasil produziu 1.652.000 litros
de leite de origem ovina, onde aproximadamente 60% tem sua origem na Agricultura
Familiar (IBGE, 2017). A maior porcentagem do leite & destinada a produc&o de
queijos finos, pois possui propriedades fisico-quimicas diferentes das outras espécies

(Manca et al., 2016). Além de prover o leite e seus respectivos derivados, os ovinos
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podem ser fonte de carne, couro e |4, compondo interessante alternativa para as
culturas de subsisténcia ao redor do mundo, ja que a carne e leite possuem excelente
valor nutricional. Ademais, possuem custo de produgcdo e manutengao baixos,

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

Ao analisarmos as cadeias produtivas leiteiras ovinas, quando ocorre queda na
producao leiteira, o primeiro fator a ser ponderado € a contaminacao do aparato
mamario por patégenos, o que pode ocorrer em até mais de 85% dos casos de queda
brusca na produtividade do rebanho (Giadinis et al., 2012). O processo infeccioso € a
etiologia majoritaria, levando a inflamacgao da glandula, a qual € descrita como mastite.
Nao obstante, os traumas, reacdes de hipersensibilidade e neoplasias podem dar
origem ao processo (Menzies e Ramanoon, 2001). Dentre os patdgenos mais comuns,
destacam-se as bactérias do género Staphylococcus spp., em sua maioria
Staphylococcus aureus, os quais geralmente promovem mastites clinicas (Contreras
et al., 2007; Arsenault et al., 2008;). Com menor ocorréncia, podem ser isoladas cepas
de 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).

As mastites podem ser divididas de acordo com a sintomatologia em clinica ou
subclinica. A mastite subclinica promove aumento das células somaticas do leite, com
leve inflamag&o do parénquima mamario (Fthenakis e Jones, 1990), podendo gerar
alteracao das caracteristicas organolépticas e qualidade do leite, gerando descarte na
industria ou produto de baixa qualidade (Alba et al., 2019). As mastites clinicas,

geralmente causadas por bactérias do género Staphylococcus spp., as quais
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penetram no parénquima mamario e causam destruicdo tecidual irreversivel, em
niveis variados, gerando areas de fibrose palpaveis e diminuicdo na capacidade
produtiva leiteira (Fthenakis et al., 2004). A classificagdo deste tipo de mastite é
descrita por Quinlivan (1968) em quatro graus, dependendo da severidade, com o
grau 1 no inicio do processo inflamatdrio, evoluindo até grau 4 com comprometimento

sistémico e posterior morte.

No designio de inibir as contaminagdes do aparato mamario, quando a glandula
€ exposta a alguma patdégeno, existem barreiras mecanicas que impedem o acesso
ao seio da papila e seio da glandula, tal como o esfincter da papila, o qual, segundo
Fails e Magee (2018), é desprovido de tecido muscular, especificamente na espécie
ovina, o que os torna mais predispostos a infecgdes ascendentes do aparato mamario.
As barreiras quimicas, tal como a lactoferrina, queratina e lisozimas também auxiliam

neste processo (Rainard e Riollet, 2006).

Ap0s a irrupgéo dos patdogenos no interior da glandula mamaria, instaura-se a
resposta imunitaria fisiolégica, advinda da resposta inata (neutréfilos, macréfagos,
linfécitos natural Killer, células dendriticas e células epiteliais mamarias — MEC) ou
resposta imune adquirida (Rainard e Riollet, 2006). Ainda, segundo Petersen et al.
(2004), durante a mastite, apos a inflamagéao e destruigdo do parénquima, as proteinas
de fase aguda, as quais se originam em reposta as citocinas pro-inflamatoérias (IL-1,
IL-6 e TNF), rapidamente inundam a circulagdo mamaria e podem aumentar de forma
substancial a sua concentracdo no leite. Este processo advém da maior
permeabilidade da irrigagao local, em contato com a secregéao lactea (Ceciliani et al.,
2012). Através de estudo realizado com soro lacteo em bovinos, Ceciliani et al. (2012)

destacam que o processo mastitico leva a alteragdes nas concentragdes de albumina
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de origem plasmatica, gamaglobulina, caseina, B-lactoglobulina e a-lactoalbumina,
bem como surgimento ou aumento das concentragdes de compostos proteicos nao
elaborados ou produzidos em pequenas concentragcdes no processo de secrecao
lactea, como lactoferrina, haptoglobina, amiloide A sérica e a1-antitripsina. Dessarte,
devido a destruicdo do parénquima mamario, as proteinas produzidas na glandula
diminuem sua concentragao no leite, ja as proteinas séricas aumentam (Ceciliani et
al., 2012). Existem poucos estudos na literatura com a descricdo das principais
proteinas de fase aguda no soro lacteo em ovinos (Le Maréchal et al., 2009; Le
Maréchal et al., 2011), dentre eles, sdo avaliados apenas animais com mastite
subclinica e/ou mastite clinica aguda, ndo havendo comparagdes de animais

portadores crénicos que apresentem lesées em parénquima mamario.

No designio de diagnosticar alteragbes na composigcao das proteinas do leite,
inumeras técnicas sao descritas para a determinagcédo do proteinograma, dentre elas
a técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sddio
(SDS-PAGE), a qual possui exiguo custo de implantacdo e facil realizagao,
proporcionando a deteccdo de concentracbes proteicas extremamente baixas e
viabilizando a identificacdo de 20 a 30 diferentes proteinas, incluindo as
imunoglobulinas, proteinas de fase aguda e proteinas ligadas a lesao tecidual, com
diminutas quantidades de amostra (Gordon, 1995). Esta técnica possui eficacia
comprovada, avaliando-se mastites em bufalas (Santana et al., 2018) e vacas

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

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

da glandula, inumeros métodos podem ser utilizados, dentre eles a contagem de
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células somaticas (CCS) e a lactocultura (Bergonier et al., 2003; Contreras et al., 2007;

Gonzalo et al., 2010).

Quando observados os graus de evolugao do processo mastitico em ovinos, 0os
estudos sdo escassos e nao ha padronizacao de critérios tal como a CCS. Assim, a
identificacdo de proteinas do soro lacteo e sua comparagao ao nivel de CCS em
ovelhas portadores de mastite crénica, pode compor uma ferramenta que possa
predizer o grau de contaminagao da glandula de forma rapida e pouco onerosa. Ao se
comparar 0os animais que possuem glandulas sadias, aos que possuem glandulas com
graus de fibrose em parénquima, divididos em baixa ou alta contagem de células
somaticas, ha a possibilidade de compreender o comportamento das fragdes proteicas
nas diferentes fases da mastite crénica, podendo determinar se a glandula fibrosada
ainda produz proteinas inflamatérias, ou mesmo ainda apresenta mastite, facilitando
a decisao de manter este animal no rebanho ou ndo. Além da decisdo do descarte
direcionado, cabe ressaltar que a glandula mamaria fibrosada pode alterar as

caracteristicas da composicao lactea.

2. Material e Métodos

2.1 Animais

Foram utilizadas 32 fémeas ovinas, provenientes do cruzamento entre as ragas
Dorper e Santa Inés, com idades variando de 3 a 7 anos, com 60 dias de lactagao,

mantidas com os respectivos filhotes, oriundas de criatorio particular em Ribeirdo
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Preto, Sdo Paulo, Brasil. Os animais eram mantidos em regime de criagdo semi-
intensivo, com dieta baseada em feno de Tifton e racdo comercial. Priori a colheita de
leite, foi realizado exame fisico em todos animais, priorizando a avaliagao especifica
do aparato mamario. O exame clinico foi baseado no historico dos animais, além de
mensuracao da frequéncia cardiaca, frequéncia respiratéria, movimentos ruminais,
temperatura corporal e exame da glandula mamaria através da inspegao visual e
palpacdo manual. O critério de inclusao inicial foi a presenca de lesdes fibrosas no
parénquima mamario, detectadas por exame clinico inicial e escaneamento da
glandula por ultrassonografia em modo B, incluindo estas glandulas no grupo “mastite
cronica” (C), contendo 29 metades mamarias. As glandulas de animais sem
sintomatologia clinica e com parénquima mamario normal, foram incluidas no grupo
“controle” (GC, n=19). Posterior ao resultado da Contagem de Células somaticas, as
metades mamarias dos animais do grupo C, foram subdivididos em dois grupos:
mastite crénica com baixa contagem de células somaticas (CB, n=18) e mastite
crénica com alta contagem de células somaticas (CA, n=11), compondo assim, trés

grupos experimentais (GC, CB e CA).

2.2 Colheita de amostras lacteas

Os animais foram mantidos em posi¢cao quadrupedal, realizando-se contengao
por pressao manual na regiao cervical. Foi realizada limpeza dos tetos com solu¢ao
de lodo Povidine Tépico spray, seguida da secagem com papel toalha descartavel e

posterior ordenha manual. Durante a ordenha, foram descartados os trés primeiros
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jatos de leite e reaproveitados o restante. Para a realizagdo da contagem de células
somaticas, foram coletadas 64 amostras lacteas, acondicionadas em frascos estéreis
de 50mL, contendo bronopol como conservante, identificados com o prefixo “A”,
referentes a cada animal, seguindo a sequéncia de A1 a A32, adicionando-se o prefixo
“D” para o hemi-teto direito de cada animal em 32 frascos e prefixo “E” para o hemi-
teto esquerdo em mais 32 frascos. A segunda colheita envolveu a obteng¢ao de 50 mL
de leite por metade mamaria, igualmente identificados, acondicionados em frascos
estéreis, mantidos resfriados e encaminhados ao laboratério para obtengao do soro
lacteo e posterior analise das proteinas de fase aguda. Cabe ressaltar que das 64
amostras colhidas, 16 ndo produziram dados passiveis de analise, sendo assim

eliminadas do experimento.

2.3 Contagem de células somaticas

As amostras em temperatura ambiente, diluidas em bronopol, foram
encaminhadas ao Laboratério da Clinica do Leite, localizado no departamento de
Zootecnia da Universidade de S&o Paulo (Esalqg/USP), campus de Piracicaba, S&o
Paulo, Brasil. A CCS foi realizada pelo método automatico, utilizando-se com contador
eletrénico infravermelho. Este aparelho emprega citometria de fluxo com laser para

determinar o conteudo de células somaticas na amostra de leite (Sant'Ana, 2004).
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2.4 Proteina total e fracionamento eletroforético por gel de poliacrilamida com

dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE)

A proteina total, analisada pelo método do biureto, foi mensurada utilizando-se
conjunto de reagente de uso comercial (Labtest Diagndstica, Lagoa Santa, Minas
Gerais, Brasil). A leitura foi realizada em espectrofotbmetro semi-automatico
(Labquest, Labtest Diagnéstica, Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil), com comprimento

de onda especificos para o teste (5630-550nm).

Para a realizacdo da SDS-PAGE, utilizou-se a técnica descrita por Weber &
Osborn (1969). As amostras de leite (50 ml), resfriadas e mantidas em frasco de
plastico sem conservante, acondicionadas em caixa isotérmica com gelo, foram
encaminhadas ao Laboratério de Apoio a Pesquisa do Departamento de Clinica e
Cirurgia Veterinaria, FCAV, UNESP, Campus de Jaboticabal, SP, Brasil.
Imediatamente apds a chegada, houve adi¢cdo de solugdo de renina 5% em cada
aliquota, iniciando o processo de centrifugagdo em centrifuga refrigerada, mantendo-
se a temperatura de 4°C, com forca de rotacdo de 21.000G, durante 10 minutos.
Houve retirada da parte sélida e caseinas, seguido do congelamento das amostras

em freezer com temperatura controlada de -20°C.

Subsequente ao congelamento, foi processado o gel SDS-PAGE, mantido em
cuba eletroforética adaptada. O procedimento utilizado para realizagdo do
proteinograma, foi semelhante ao descrito por Santana e colaboradores (2018). Para
o calculo da proteina total nas amostras de soro lacteo, utilizou-se o método biureto e

posterior leitura em espcetrofotdmetro. Foram separados 10 ug de proteina de cada
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amostra, a qual foi adicionada na propor¢cao 1:1 com solugdo mix (95% Laemmli
sample buffer + 5 % 2-mercaptoetanol). A mistura foi aquecida em bloco térmico a
95°C, durante quatro minutos e transferidas para os géis, previamente identificados.
O processo de eletroforese, foi realizado por uma hora, a 300 V, retirando-se os géis
e realizando coloragao sob leve agitacdo. O corante utilizado foi a solugéo coloidal
decorante Coomassie Brilliant Blue, no qual os géis permaneceram submergidos por
1 a2 horas. Houve descoloragao, realizada “overnight”, sob leve agitagdo com solugao
(acido acético 10%(v/v), metanol 25%(v/v)). Os géis corados, foram digitalizados em
scanner de alta definicdo. As imagens e valores quantitativos gerados foram
processadas e analisadas, utilizando o programa Image LabTM (Bio-rad, Hercules,

EUA).

2.5 Analise Estatistica

A variavel contagem de células somaticas, para os trés grupos experimentais,
foi submetida ao teste de normalidade e posteriormente ao teste-T, com significancia

de 5%, para comparagao das médias.

Para as fragdes proteicas obtidas pela técnica de SDS-PAGE de soro lacteo,
foi aplicado o teste de normalidade em todas as proteinas e imunoglobulinas
identificadas, avaliando-se estas variaveis entre os trés grupos. As variaveis proteina
total, albumina sérica, Imunoglobulina G de cadeia pesada (IgGCP), imunoglobulina
G de cadeia leve (IgGCL) e alfa-lactoalbumina apresentaram distribuicdo normal apés

transformacao dos dados pela fungao logaritmica de base 10, sendo empregado a
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analise de variancia (one-way ANOVA), associada a analise paramétrica composta
pelo teste de Tukey para avaliar os efeitos de grupo (GC x CA x CB). As variaveis
lactoferrina e beta-lactoglobulina ndo apresentaram distribuicdo normal e n&o foram
passiveis de transformacgédo, sendo empregado a andlise de variancia (one-way
ANOVA), associado a analise ndo-paramétrica composta pelo teste de Kruskal-Wallis
e o teste de Dunn (post-hoc) para avaliar os efeitos de grupo (GC x CA x CB). Os
testes foram realizados utilizando o software GraphPad Prism Versao 5.01 (GraphPad
Software, San Diego, USA). Para todas as andlises foi considerada significancia de
5%. A relacao de dependéncia entre as variaveis, dentro de cada grupo experimental,
foi obtida através de anadlise estatistica multivariada, realizando-se a Analise de

Componentes Principais (ACP) e interpretagao do grafico biplot.

3. Resultados

3.1 Contagem de células somaticas

A contagem de células somaticas (CCS), realizada através do método
automatico, empregando a citometria de fluxo, utilizada para caracterizar o grau de
inflamacgao da glandula, foi realizada nos trés grupos experimentais. O grupo GC,
contendo animais com parénquima mamario saudavel, foi composto por 19 amostras,
oriundas de 19 glandulas saudaveis, possuindo contagem celular média £ desvio
padrdo de 136,63 x 103 cls/ mL + 98,09. Grupo com CCS abaixo de 500 x 103 cls/ mL

(CB) foi composto de 18 amostras, apresentando média de 122,06 x 103 cls/ mL *
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94,83. O grupo que apresentou parénquima fibrosado e CCS acima de 500 x 103cel/ml
(CA), integrou 11 amostras, apontando média de 3.979,55 x 103 cls/ mL + 2.943,81.
Através do teste-T entre as amostras, nao foi possivel observar diferenga significativa
entre os grupos GC e CB (p=0,649). Ja, quando comparados os grupos GC e CA,
houve aumento significativo na CCS em CA(p=0,001), o mesmo ocorreu quando

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

3.2 Proteina total e Fracionamento eletroforético (SDS-PAGE)

Os valores médios, bem como desvio padrdo da proteina total estdo
representados na Tabela 1, onde ndo houve diferenca de valores entre os grupos
analisados. Posterior a leitura do gel SDS-PAGE no densitdmetro, selecionou-se seis
proteinas de peso molecular determinado, através de sua mobilidade eletroforética no
gel. As proteinas selecionadas foram: Lactoferrina, Albumina Sérica, IgG Pesada, 1gG
Leve, B-lactoglobulina e a-lactoalbumina (Figura 1). Os valores especificos da
concentracdo de cada proteina foram obtidos através do calculo da proteina total, e
posterior percentual de cada fragdo, obtendo-se a média e desvio em cada grupo

experimental (Tabela 1).
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GC CB CA

< |_actoferrina
<= A\ |bumina Sérica
< oG Cadeia Pesada
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. - .ﬂ B-lactoglobulina
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Figura 1. Fracionamento eletroforético pela técnica de SDS-PAGE, com mobilidade
eletroforética de seis proteinas do soro lacteo ovino, em trés diferentes grupos
experimentais: glandula mamaria normal (GC), com baixa contagem de CCS
(<500.000 cls/ mL) e fibrose no parénquima mamario (CB) e grupo com alta contagem
de CCS (>500.000 cls/ mL), somado a lesdes fibrosas (CA).

Tabela 1. Valores da média e desvio padréo, da PT, Lactoferrina, Albumina Sérica,
IgG Pesada, IgG Leve, B-lactoglobulina e a-lactoalbumina no gel SDS-PAGE,
provenientes de amostras de soro lacteo ovino, divididos em trés grupos
experimentais: glandula mamaria normal (GC), com baixa contagem de CCS
(<500.000 cls/ mL) e fibrose no parénquima mamario (CB) e grupo com alta contagem
de CCS (>500.000 cls/ mL), somado a lesdes fibrosas (CA).

GRUPOS EXPERIMENTAIS

Fragbes proteicas

GC CB CA
(g/dL) (¥t 0) (¥t 0) (Tt 0)
Proteina Total 2,17+1,062 1,79+0,462 2,83+2 592
Lactoferrina 0,02+0,04 0,01£0,01 0,12+0,21°
Albumina Sérica 0,150,072 0,12+0,042 0,25+0,22°
IgG Cadeia Pesada 0,1040,26* 0,0540,03 0,35+0,67°
IgG Cadeia Leve 0,06£0,102 0,03+0,022 0,21+£0,45%
B-lactoglobulina 1,62+0,63¢ 1,43+0,39¢ 1,61+0,60¢
a-lactoalbumina 0,130,062 0,13+0,042 0,15+0,082

ab _ |etras iguais na mesma linha, ndo diferem entre si no teste estatistico Anova de uma via,
associado a analise paramétrica pelo Teste de Tukey (p<0,05).
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¢d _etras iguais na mesma linha, nao diferem entre si no teste estatistico ANOVA de uma via,
associado a analise ndo paramétrica de Kruskal-Wallis, post-hoc Teste de Dunns (p<0,05).

O valor da proteina total ndo diferiu entre os grupos experimentais (p>0,05).
Quando observada a Lactoferrina, houve aumento significativo em CA (p<0,05),
comparado aos demais. A albumina sérica apresentou aumento em CA quando
comparados CB e CA (p<0,05), sem alteracao significativa entre os demais grupos. A
comparagao da IgG de cadeia pesada entre os grupos, atestou aumento em sua
fracdgo no CA quando comparado a GC e CB (p<0,05). A outra fracdo de
imunoglobulina, descrita como IgG de cadeia leve n&do apresentou alteragbes
expressivas entre os grupos avaliados, bem como ocorreu com as proteinas -

lactoglobulina e a-lactoalbumina.

Ao analisar o comportamento das fragdes proteicas individuais, associadas
entre si e dentro do mesmo grupo experimental, através Correlagdo de Pearson, foi

possivel a elaboragao de trés graficos (Figura 2).
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308 Figura 2. Graficos do grau de correlagéo de Pearson entre as proteinas do soro

309 lacteo de ovelhas, obtidas através da leitura de gel SDS-PAGE em trés diferentes
310 grupos: a) GC - com glandulas mamarias normais e baixa cofigurntagem de CCS, b)
311  Grupo CB - contendo parénquimas mamarios fibrosos, com baixa contagem de CCS
312 (< 500.000 cls/ mL), c) Grupo CA - composto por glandulas mamarias contendo

313  parénquimas fibrosos e alta contagem de CCS (>500.000 cls/ mL).

314

315 Através da analise do grafico de correlagdo de Pearson (Figura 2) e os

316 respectivos coeficientes de correlagao (p), foi possivel observar no grupo GC, forte
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correlagao positiva entre a 3-lactoglobulina e a-lactoalbumina (p = 0,8), IgG de cadeia
leve e B-lactoglobulina (p = 0,83), IgG de cadeia leve e a-lactoalbumina (p = 0,73).
Houve moderada correlagao positiva entre IgG de cadeia pesada e lactoferrina (r =
0,61), além da IgG de cadeia leve e lactoferrina (p = 0,5). Ao avaliar o grupo CB, ha
correlagao positiva moderada entre B-lactoglobulina e a-lactoalbumina (p = 0,67), IgG
de cadeia leve e B-lactoglobulina (p = 0,64), IgG de cadeia leve e a-lactoalbumina (p
=0,6), IgG de cadeia pesada e lactoferrina (p = 0,55) e CCS comparada a lactoferrina
(p = 0,42), além de correlagao negativa moderada entre albumina e CCS (p = -0,42).
No grupo CA ocorreu forte correlagdo entre todas as proteinas, ndo havendo

correlagao significativa entre as proteinas e CCS.

4. Discussao

A contagem de células somaticas, realizada através de citometria de fluxo
(modelo Bentley Somacount 300, Bentley Instruments Inc., Chaska, MN, USA), possui
sua eficacia comprovada para a analise de leite da espécie ovina (D’Amico e Donnelly,
2010; Hanu$ et al.,, 2011; Cruzado-Bravo et al., 2020), desta forma os valores
apresentados podem ser considerados fidedignos. A diferenciagcdo das células
somaticas através de método manual € uma importante ferramenta complementar a
CCS, podendo ser abordada em pesquisas futuras. Ao analisarmos os valores da
CCS, ha grande discrepancia entre os dados encontrados: Swidereket al. (2016)
consideram o valor de corte em até 200.000 cls/ mL, onde valores acima devem ser
investigados; Pengov (2001) afirma que valores acima de 250.000 cls/ mL sao

sugestivos de mastite subclinica, Gonzalez-Rodriguez et al. (1995) cita 300.000 cls/
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mL como limite entre normal e mastites subclinicas, o que esta proximo do valor de
400.000 cls/ mL, descrito por Kern et al. (2013) em ovelhas com aptidao para produgéo
de carne. Outrem, consideram o limite critico com 500.000 cls/ mL (Berthelot et al.,
2006; El-Khabaz et al., 2015), 700.000 cls/ mL (Sevi et al., 1999). J&4 Gonzalo et al.
(1994) cita que a qualidade do leite entre 500.000 e 1.000.000 cls/ mL é considerada
média, valores acima do limite indicam mastite subclinica. Diante da dissensao entre
os valores, o presente estudo considerou o valor maximo para CCS, utilizado por
Berthelot et al. (2006) e EI-Khabaz et al. (2015) de 500.000 cels/ml, sendo os valores
maiores considerados como mastite subclinica. Cabe ressaltar que ndo houve
diferenca entre as médias do grupo GC (136,63 x 103 cls/ mL + 98,09) e CB (122,06 x
103 cls/ mL + 94,83). Porém, quando comparado o grupo com mastite subclinica GA
(3.979,55 x 103 cls/ mL + 2943,81) ha aumento da CCS em relagéo aos dois grupos
anteriores (p<0,05), o que da suporte para o valor de corte proximo a 500.000 cls/ mL

utilizado, ja que os dois primeiros grupos sao considerados sem mastite.

Existem diferengcas entre o periodo de lactagcdo e a contagem de células
somaticas em glandulas sadias de ovelhas leiteiras, onde os valores atingem o pico
maximo no primeiro dia de lactagdo (596 x 10% cls/ mL) e a curva diminui, se
estabilizando na quinta semana de lactagdo em 30.000 cls/ mL (Paape et al., 2007), o
que esta de acordo com o descrito por Zafalon et al. (2016), com animais com aptidao
para carne, considerando mastite subclinica com 400.000 cls/ mL. Por outro lado,
guando os animais leiteiros atingem o 75° dia de lactagao, ocorre aumento expressivo
dos valores de CCS (30% a 32,5%), podendo ser fisiolégico ou mesmo sugestivo de
processo infeccioso (Gonzalo et al., 1994). Os animais avaliados possuiam aptidao

para carne e se encontravam no 60° dia de lactagao, isto &, entre a 92 e 10 semana
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de aleitamento, o que possivelmente limita a influéncia do pds parto imediato e
periodos de lactagao longos nos resultados de CCS obtidos. Outros fatores, tal como
o numero de gestacgdes e idade, também influenciam no numero de células, além de
partos gemelares (Gonzalo et al., 1994) e frequéncia pluviométrica (Zafalon et al.,
2016), todavia o objetivo do presente estudo foi a comparagao de glandulas fibrosadas

com alta CCS e baixa CCS e nao a influéncia de outros fatores.

A realizacdo da leitura do gel SDS-PAGE no densitbmetro permitiu a
observacdo das proteinas do soro lacteo através do peso molecular. Foram
selecionadas seis proteinas através de sua mobilidade eletroforética no gel. As
proteinas selecionadas foram: lactoferrina, albumina sérica, IgG de cadeia pesada,
IgG de cadeia leve, B-lactoglobulina e a-lactoalbumina (Figura 1). Através do calculo
da proteina total (PT) do soro lacteo, ndo houve diferenga entre os grupos avaliados,
o que difere do encontrado em estudos com mastite subclinica em ovinos leiteiros,
onde ha o aumento dos valores (Leitner et al., 2004; Summer et al., 2012), sendo
responsavel por efeitos deletérios na produgao de queijo (Gonzalo et al., 1994). Os
valores normais da PT relatados em animais sadios da raca Santa Inés, no 60° dia de
lactacdo, sdo de 1,82 +0,14 mg/dL (Lemos et al., 2013), préximo aos encontrados nos
grupos GC (2,17 mg/dL) e CB (1,79 mg/dL). Ja o grupo CA apresentou valores mais
altos (2,83 mg/dL), porém sem diferenca significativa comparado aos demais, o que
poderia compor uma particularidade de ovelhas com aptidao para carne, com lesdes

fibrosas e mastite subclinica ativa.

A lactoferrina é considerada importante proteina no combate a mastites, sendo
produzida no parénquima mamario (Green, Pastewka,1978), possuindo potencial de

ligagdo com Fe?*, Fe3*e hemoglobina, os quais sdo substratos bacterianos, atuando
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assim como bactericida (Garcia-Montoya et al., 2012). Quando ocorre 0 processo
infeccioso, ha um aumento na producao de lactoferrina no leite, na tentativa de inibir
e controlar o crescimento bacteriano (Vogel, 2012). Estudos com ovelhas de aptidao
para carne, demonstram o aumento da concentracdo de lactoferrina em 4,8 vezes,
frente ao processo infeccioso (Lemos et al., 2015), o mesmo foi observado em ovelhas
leiteiras por Nudda et al. (2003), o que corrobora com os resultados apresentados,
onde houve aumento em CA quando comparado a GC (p<0,05). Nao houve diferenga
entre o grupo CB e CA, onde ambos apresentavam lesdes fibrosas. Nao obstante, a
interpretacao dos resultados pode indicar auséncia de correlagao entre a presenca de
fibrose e a produgdo de lactoferrina pela glandula mamaria, sendo produzida em
excesso apenas no processo infeccioso ativo (CA), baseado na similaridade dos
valores de lactoferrina encontrados por Nudda et al. (2003) e Lemos et al. (2015), sem
presenca de fibrose. A hipétese formulada é de que a producéao de lactoferrina ndo é
prejudicada pela presenca de fibrose na glandula, porém sdo necessarios estudos
controlados, com a porcentagem de fibrose em relagdo ao potencial produtivo desta

proteina, bem como a diferenciagado dos genotipos de lactoferrina.

A albumina sérica possui origem hepatica, a qual atua como proteina de fase
aguda e devido a destruicdo do parénquima mamario e aumento da permeabilidade
vascular local, tem sua concentracdo aumentada no leite, bem como diminui¢ao sérica
(Shamay et al., 2005). Estudos em ovinos revelam o aumento desta proteina no leite
em animais com alta contagem de CCS e mastite subclinica, independente da aptidao
de racas (Nudda et al., 2003; Leitner et al., 2004; Lemos et al., 2015), o que corrobora
com o aumento desta proteina no CA, onde havia processo ativo de mastite subclinica

quando comparado a CB (Tabela 1). Por outro lado, esta diferenga apenas em grupos



413

414

415

416

417

418

419

420

421

422

423

424

425

426

427

428

429

430

431

432

433

434

435

436

50

que apresentam fibrose, arremete a hipotese de que além da origem hepatica, a
albumina possa ser produzida em pequenas quantidades nos outros tecidos corporais,
tais como linfatico e mamario (Shamay et al., 2005). Em experimento com glandulas
mamarias bovinas, a introdu¢cdo de caseina hidrolisada no interior de glandulas
sadias, ndo promove aumento da permeabilidade entre o sangue e o parénquima
mamario, havendo aumento da producao de albumina no leite, sendo forte indicio da
producao extra-hepatica (Shamay et al., 2003). Desta forma, a lesdo fibrosa em
parénquima, produzida pela infeccdo mastitica ja cronica (CB), poderia promover
diminuicdo da passagem de albumina para a glandula e diminuigdo na produgéo
mamaria, justificando menores valores em CB, porém os altos valores em CA indicam
gue a mastite ativa promove passagem destas proteinas, independente da presenca
de fibrose. Ademais, acredita-se que o parénquima fibrosado, sem potencial de
secretar leite ou mesmo proteinas, ndo constituiria impedimento para maior
concentragdo de albumina nesta glandula, ocorrendo concomitante resposta
fisiologica hepatica frente ao processo inflamatério ativo (CA), com aumento da
permeabilidade vascular e passagem desta proteina, sendo contraponto a hipétese
de Shamay et al. (2005). Destaca-se a necessidade de posteriores estudos com a

porcentagem de fibrose em cada glandula e o impacto nas proteinas de fase aguda.

A analise das imunoglobulinas do soro lacteo permitiu a identificacdo apenas
da IgG, a qual se divide em cadeia leve e pesada. Podem ser encontradas inUmeras
categorias de imunoglobulinas, porém a IgG se apresenta em abundancia no leite dos
ruminantes, a qual € produzida nos plasmacitos e durante o processo inflamatério é
deslocada a glandula mamaria (Persson et al., 1992), possuindo capacidade de

opsonizacdo, o que auxilia no combate aos patégenos intramamarios (Sordillo e
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Nickerson, 1988). Existe apenas um estudo sobre a diferenciagédo da IgG em ovinos,
onde ressalta-se 0o aumento expressivo da IgG de cadeia pesada em ovelhas
portadoras de mastite subclinica, além de nao haver alteragao significativa da IgG de
cadeia leve (Lemos et al., 2015), corroborando aos dados obtidos no presente estudo.
A maior concentragdo de IgG de cadeia pesada em CA, quando comparada aos
grupos GC e CB, pode indicar que independente das lesdes fibrosas, ha passagem
de imunoglobulinas para o interior da glandula, assim ha indicios os animais

portadores de lesdes podem ter seu mecanismo imunolégico preservado.

Outra proteina encontrada no soro lacteo, a qual pode ser prenuncio de
processo mastitico € a (- lactoglobulina, a qual possui polimorfismo e variantes
genéticas A, B e C nos ovinos, sendo as duas primeiras mais comuns (Erhardt,1989).
A funcao desta proteina ainda nao foi totalmente elucidada, podendo estar relacionada
a ligacéao e transporte de retinol e acidos graxos (Pérez e Calvo, 1995). O aumento na
concentracdo lactea em casos de amostras positivas para o crescimento bacteriano
ja foi registrado em ovinos (Gigli et al., 2007), porém o mesmo estudo relata que néo
houve diferenca quando ha aumento apenas da CCS. Quando ha presenca de
bactérias e alta contagem de CCS, estudos com o leite ovino observaram o aumento
da B- lactoglobulina (Nudda et al., 2003; Lemos et al., 2015). Em contrapartida, com
experimento avaliando mastites subclinicas em vacas leiteiras ocorreu a diminuigao
desta proteina no leite (Hussein, 2019), corroborando com outros resultados os quais
apontam a diminuigdo da concentragdo em até 22,87% (Batavani et al., 2007). Ao
avaliarmos os trés grupos experimentais GC, CB e CA, ndo houve diferencga entre a
concentragao de - lactoglobulina no soro lacteo. Este fato pode ser justificado pela

concentracao estar diretamente relacionada com a reducdo na producao leiteira
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(Nudda et al., 2003), além de acompanhar a concentragao de proteina total do soro
(Giaccone et al., 2000; Dario et al., 2008), assim, acredita-se que ndo houve redugao
significativa na producgéo leiteira das glandulas avaliadas, bem como nao houve

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

A a-lactoalbumina também foi identificada, a qual € uma proteina sintetizada na
glandula mamaria, se ligando ao calcio, sendo importante proteina no aleitamento
(Wong et al., 1996), além de ser crucial na produgao de lactose, ja que interage com
a galactosiltransferase, diminuindo a necessidade de glicose utilizada para a produgéo
deste composto (Alonso-Fauste et al., 2012). Estudos com leite bovino mastitico
comprovam a diminuicdo da concentracédo da a-lactoalbumina quando comparada ao
leite normal (Batavani et al., 2007; Guerrero et al., 2015), fato também relatado em
ovinos (Chiaradia et al., 2013; Hussein, 2019). Em contrapartida, outro estudo em
ovinos comprova 0 aumento desta proteina quando ha aumento da CCS (Nudda et
al., 2003). Os resultados obtidos demonstram que nao houve diferengca entre os
grupos GC, CB e CA, corroborando Lemos et al. (2013), o que pode indicar que néo
ha interferéncia na produgao da a-lactoalbumina quando o parénquima mamario esta
fibrosado. Ademais, os animais utilizados neste estudo possuiam aptidao para carne,
0 mesmo ocorreu com Lemos et al. (2013), podendo ser indicio de pouca produgéo
desta proteina em animais produtores de carne com mastites ativas, devido a baixa

producao de leite e consequentemente lactose.

Através da Analise de Correlagdo de Pearson no grupo GC (Figura 2), a alta
correlagao entre B-lactoglobulina e a-lactoalbumina, podem ser indicios da queda na
producao leiteira ao 60° dia de lactacdo, fato que ocorre na raga Santa Inés a partir da

62 semana de lactagéo (Ferreira et al., 2011). Corroborando maiores valores da [3-



485

486

487

488

489

490

491

492

493

494

495

496

497

498

499

500

501

502

503

504

505

506

507

508

53

lactoglobulina relatados por Nudda et al. (2003) e da a-lactoalbumina por Alonso-
Fauste et al. (2012). Por outro lado, esta correlagdo € média em CB, o que
provavelmente ocorreu por uma leve queda na produgado leiteira nas glandulas
fibrosadas, diminuindo, de forma nao significativa, a concentragéo da 3-lactoglobulina
(Tabela 1). Nao houve mensuragdo da producdo leiteira diaria das ovelhas, se

tornando um ponto a ser explorado em pesquisas futuras.

A moderada correlagéo positiva entre as concentragdes de lactoferrina e 1gG
de cadeia pesada, as quais aumentam de forma equivalente, podem ser justificadas
com o fato da lactoferrina ser produzida frente ao processo infeccioso (Voguel, 2012),
bem como a IgG de cadeia pesada (Sordillo; Nickerson, 1988), ndo possuindo
importancia quando ndo ha mastite ativa, ja que o mesmo fato ocorre em CB. Em CA
ha aumento do grau de correlagao, justificando estas proteinas como linha de defesa
na mastite ativa. Ja a correlagdo moderada entre a IgG de cadeia leve e lactoferrina
em GC, a qual é fraca em CB indica leve queda na produg¢ao da imunoglobulina em
CB, podendo estar relacionada a fibrose e transporte dificultado ao leite. Por outro
lado, ha ligeiro aumento em CA, indicando a presencga da IgG de cadeia leve no
processo mastitico, conforme relatado (Sordillo e Nickerson,1988; Alonso-Fauste et

al., 2012), além de sua forte correlagdo com as demais proteinas em CA.

A analise das correlagdes no grupo CA, diferente dos demais grupos, ocorreu
forte associagéo entre a IgG de cadeia pesada, lactoferrina, B-lactoglobulina e IgG de
cadeia leve em todas relatadas como proteinas que participam dos mecanismos de
defesa da glandula, frente a invasdo por patdgenos, reafirmando os inumeros
mecanismos de combate a invasdo da glandula por patdégenos, mesmo que os

aumentos em suas proporgdes ndo sejam significativos.



509

510
511

512

513

514

515

516

517

518

519

520

521

522

523

524

525

526

527

528

529

530

531

54

5. Conclusao

Acredita-se que o valor limite de CCS em 500.000 cels/ml para o leite sadio
utilizado neste estudo, também relatado por outros autores, pode auxiliar na
padronizacgao e criacdo de legislagao especifica para o leite ovino, amparado pelos
valores das proteinas e suas correlacdes. A presenca de lesbes no parénquima
mamario em glandulas com CCS baixa, quando comparados ao mesmo valor e
presenca de fibrose, ndo possui alteracdes significativas das proteinas avaliadas,
destarte a IgG de cadeia pesada € a unica proteina que poderia ser utilizada na
diferenciacdo de glandulas mamarias com ou sem mastite. Ha necessidade de
estudos avaliando outros componentes lacteos e identificacdo de proteinas menos
abundantes no soro, bem como a mensuragdao da porcentagem de fibrose do
parénquima mamario, a fim de entender o comportamento das proteinas de fase

aguda em glandulas fibrosadas e/ou com mastite.
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CAPITULO 3 - ANALISE DA COMPOSICAO LACTEA E AVALIAGCAO POR
TECNICAS DE IMAGEM DA GLANDULA MAMARIA DE OVELHAS. PARTE 2: A
ELASTOGRAFIA ARFI DA GLANDULA MAMARIA E LINFONODO
SUPRAMAMARIO PODE SER UTILIZADA COMO FERRAMENTA AUXILIAR AO
DIAGNOSTICO DE MASTITE SUBCLINICA EM FEMEAS OVINAS
NATURALMENTE INFECTADAS?'
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Resumo

Este estudo avaliou o uso da elastografia por Forga de Impulso de Radiagao
Acustica (ARFI) em parénquima mamario e linfonodos supramamarios, para detecgéao
de mastites ativas em ovelhas portadoras de lesdes fibrosas, naturalmente infectadas.
A pesquisa foi desenvolvida utilizando-se 32 fémeas ovinas, raga mista, das quais
foram obtidas imagens ultrassonograficas em modo-B e realizada elastografia ARFI,
obtendo-se variaveis qualitativas (ecogenicidade e ecotextura) e quantitativas
(velocidade de cisalhamento, profundidade e propor¢do eixo curto/longo) de 52

glandulas mamarias. As glandulas foram divididas em trés grupos experimentais
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através da contagem de células somaticas e presengca ou nao de fibrose no
parénquima. O grupo controle (GC) foi composto por animais sadios, sem fibrose na
glandula e com contagem de células somaticas menor que 500 x 103 cls/ mL, o
segundo grupo foi composto por animais que apresentavam lesdes fibrosas e CCS
menor que 500 x 103 cls/ mL (CB), ja o terceiro grupo possuia lesdes fibrosas e
contagem acima de 500 x 103 cls/ mL (CA). Através da elastografia ARFI em areas
sadias da glandula nos grupos, foi possivel observar aumento da velocidade de
cisalhamento (p<0,05) no grupo CB quando comparado ao grupo GC, o que ocorreu
também quando comparados CB e CA. Quando comparadas as areas de fibrose nos
grupos CB e CA, com suas respectivas areas normais, a velocidade aumentou nos
dois grupos: CB (p<0,05; t= 4,07) e CA (p<0,05; t= 6,92). Ao comparar as areas de
fibrose em CB e CA com o parénquima de GC, houve aumento em CB (p<0,05; t=4,95)
e CA (p<0,05; t=5,49). Ao avaliar o linfonodo supramamario de cada glandula, a
velocidade de cisalhamento aumentou quando comparados os grupos GC e CA
(p<0,05, T=2,11), apresentando-se maior no ultimo. Os resultados da ultrassonografia
em modo-B apontam predominio da ecogenicidade hipoecdica nos linfonodos, bem
como redugao da proporgao do eixo curto/longo em casos de mastite subclinica ativa.
A eslatografia ARFI pode indicar pontos de corte para que haja diferenciagdo das
mastite subclinicas e mastites que ja se curaram, seu uso € excelente ferramenta para
diferenciacao das areas normais de areas fibrosadas em parénquima. A avaliagao
nos linfonodos supramamarios, com altas velocidades de cisalhamento, podem indicar
mastites ativas, porém o comportamento no parénquima mamario € diferente,

produzindo maiores valores em mastites ja cronicas.

Palavras-chave: ARFI, Inflamacao, Leite, Ovelha, Sanidade, Ultrassom.
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1. Introdugao

A mastite € descrita como a inflamag&o do parénquima mamario, de etiologia
multiplice, podendo ocorrer através da penetracdo de patdgenos ascendentes,
traumas mecanicos no aparato mamario, por reagdes de hipersensibilidade locais e
menos frequente por neoplasias (Menzies e Ramanoon, 2001). A evolugdo dos
quadros de mastite em fémeas ovinas foi sumarizada por Quinlivan (1968) em 4 niveis,
utilizados hodiernamente, de acordo com sua apresentagéo clinica. O grau 1 é
definido como crénico, contendo apenas sutis lesdes fibroticas no parénquima
mamario, com secregao lactea normal, propensa a cronicidade; grau 2 também
considera-se crénico, com fibrose mais extensa, podendo formar grandes areas
fibroticas em todos componentes mamarios, havendo mudangas nos aspectos
organolépticos do leite; grau 3 agudo, onde existe edema generalizado na glandula,
com presenga de leite com aspecto diluido e formando grumos, podendo ocorrer
ruptura do aparato suspensor e abscessos; grau 4 descrito como peri-agudo, havendo
inflamacéao severa, com presenca de linfadenopatia, podendo haver producgao de leite
de cor normal a depender do microrganismo envolvido, ou mesmo igual a do tipo 3,
porém ocorre presenca de fibrina e pus. Ainda pode-se diferenciar as mastites
infeciosas em clinica e subclinica, onde a primeira apresenta sintomatologia
caracteristica, tal como aumento de temperatura local, hiperemia, hipersensibilidade
e alteragdes organolépticas visiveis na secregédo lactea (Mavrogianni et al., 2011;
Knuth et al., 2019), a mastite subclinica tem auséncia de sintomatologia clinica

evidente, podendo ocasionar redugao na producao leiteira e alteragcdes na qualidade
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do leite, atuando como uma doencga silenciosa no rebanho (Knuth et al., 2019;

Puggioni et al., 2020).

Dentre os impactos negativos da mastite infeciosa em um rebanho, pode
ocorrer mortalidade neonatal, redugdo no ganho de peso de cordeiros lactantes
(Arsenault et al., 2008) além de baixa qualidade, baixa produgcdo e contaminagao

bacterioldgica do leite (Fragkou et al., 2014; Turchi et al., 2020).

Indmeros métodos diagnosticos podem ser utilizados para detecgcdo das
mastites. Dentre eles a ultrassonografia em modo-B € importante ferramenta na
identificacdo de mastites clinicas e subclinicas, onde € possivel escanear e avaliar a
integridade do parénquima mamario, cisterna da glandula mamaria, cisterna do teto
ou mesmo o aporte sanguineo local em busca de alteragdes morfoldgicas (Hussein et
al., 2015; Barbagianni et al., 2017;). Os linfonodos supramamarios também podem ser
avaliados (Barbagianni et al., 2017). Em estudo com vacas, Bradley et al. (2001)
relatam o aumento nas dimensdes dos linfonodos em animais com altas contagens
de células somaticas, com resultados semelhantes em estudo com fémeas ovinas

(Hussein et al., 2015).

Auxiliar ao método ultrassonografico classico, os tecidos que compde as
estruturas corporais possuem capacidade elastica, o que permite a deformagao
quando se aplica uma forga externa, retornando posteriormente ao aspecto normal.
Este processo de deformacéo e retorno a caracteristica original varia de acordo com
o tipo de tecido, desta forma tecidos mais rigidos como tenddes, demoram a se
deformar e tem retorno lento, quando comparado ao tecido adiposo (Goddi et al.,

2012). O grau de deformagédo pode ser avaliado por técnicas de elastografia de
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imagem, dentre elas a Forga de Impulso de Radiagédo Acustica (ARFI), a qual, através
de impulsos, deforma o tecido e mensura a rigidez, através do ultrassom, a qual pode
ser realizada em tempo real (Nightingale, 2011). Este método de diagndstico auxiliar
€ amplamente utilizado na medicina humana para diferenciagao de tumores mamarios
malignos de benignos (Zhou et al., 2016), bem como em medicina veterinaria para o
mesmo proposito, possuindo alta especificidade (97,2%) e sensibilidade (94,7%)
(Feliciano et al., 2017), também utilizada no acompanhamento gestacional de cadelas

(Simbes et al., 2018).

A identificagdo precoce das mastites € de suma importancia, visto que os
métodos tradicionais, tal como contagem de células somaticas e isolamento
bacteriano sdo onerosos e dispendem dias até a obtencdo dos resultados. Desta
forma, a ultrassonografia € um método auxiliar com eficacia comprovada (Hussein et
al., 2015). As mastites cronicas produzem alteragdes significativas no parénquima
mamario, tal como graus variados de fibrose (Quinlivan, 1968), porém nenhum estudo
experimental avaliando mastites crénicas foi encontrado na literatura consultada.
Assim, a ultrassonografia em modo B e a elastrografia ARFI, podem ser ferramentas
diagndsticas auxiliares, em tempo real, visando a diferenciacéo de animais com lesdes
cronicas oriundas de mastite e baixa contagem de CCS, de animais que possuem as
mesmas lesdes, porém ainda enfrentam um processo mastitico, constituindo uma
avaliacado em tempo real, a qual pode prover o diagndstico precoce. A técnica de
imagem pode auxiliar na rapida instituicido dos tratamentos, dessarte existindo a

possibilidade de manutencédo do animal no rebanho, mesmo com lesdes fibrosas.
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2. Material e Métodos

2.1 Animais

O estudo realizado foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) n° 017013/18. Foram utilizadas 27 fémeas ovinas, oriundas do cruzamento
entre as ragas Dorper e Santa Inés, com idades de 612 anos, ao 60° dia de lactagao.
Os animais foram oriundos de criatério particular, com relatado alto indice de mastite,

mantidos em regime semi-intensivo e com os respectivos filhotes em amamentacao.

2.2 Colheita de amostras lacteas

Os animais foram contidos através de método manual, mantidos em estagao
quadrupedal. Posteriormente, foi realizada limpeza dos tetos com solugdo de lodo
Povidine Topico spray, seguida da secagem com papel toalha descartavel, seguida
da ordenha manual. Durante a ordenha, foram descartados os trés primeiros jatos de
leite e reaproveitados os restantes, contabilizando 10 mL de leite por metade mamaria.
O leite foi acondicionado em frascos estéreis de 50 ml, contendo bronopol,
contabilizando-se dois frascos por animal. Os 54 frascos foram identificados e

enviados ao laboratdrio de analises clinicas.
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2.3 Contagem de células somaticas

As amostras lacteas foram encaminhadas ao Laboratério da Clinica do Leite,
localizado no departamento de Zootecnia da Universidade de Sao Paulo (Esalg/USP),
campus de Piracicaba, Sao Paulo, Brasil. A contagem celular foi realizada pelo
método automatico com contador eletronico infravermelho, método utilizado para

contagem em bovinos.

2.4 Ultrassonografia modo B de lesdes fibrosas e parénquima mamario

Os animais foram mantidos em duas baias de alvenaria com feno e agua ad
libitum, sendo posteriormente levados aos pares para a sala de imagem. Foi realizada
contengdo manual, mantendo-os em posi¢céo de “cdo sentado”, com porgéo glutea
sobre almofada de espuma e membros toracicos elevados do solo. Com o uso de
transdutor linear de 9,0 MHz (Acuson S2000™ ultrasonic device; Siemens®, Munich,
Alemanha), realizou-se escaneamento da glandula mamaria, buscando lesbes
fibrosas no parénquima mamario da metade direita, e posteriormente metade
esquerda. Quando encontradas lesdes caracteristicas de fibrose, foram observadas
as seguintes variaveis qualitativas: ecotextura (homogénea ou heterogénea) e
ecogenicidade (hipoecéico, hiperecéico ou mista). As mesmas variaveis foram
observadas na mesma glandula mamaria, em parénquima sem lesdes, para posterior

analise comparativa.
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2.5 Elastografia ARFI de lesoes fibrosas e parénquima mamario

Apds o0 escaneamento em modo B, procedeu-se a realizagao da Elastografia
ARFI, com uso de transdutor linear de 9,0 MHz gerido por software comercial (Virtual
Touch Tissue Quantification, Siemens, Germany). Nos locais de interesse
(parénquima mamario sadio, parénquima mamario com fibrose e linfonodos
supramamarios), através do posicionamento do caliper, foram realizadas trés medidas
quantitativas da velocidade de cisalhamento (m/s) local, bem como da profundidade

(cm), técnica descrita por Simdes et al. (2018).

Foi realizada captura e posterior armazenamento das imagens. Durante o
exame, as variaveis qualitativas em ambos tecidos: capacidade de deformagéo (soft
ou hard) e padrdo (homogéneo e heterogénio), também foram observadas. O mesmo
procedimento foi realizado nas duas metades mamarias. Todos os resultados foram

sumarizados e transcritos para a Tabela 1.

2.6 Ultrassonografia modo B dos linfonodos supramamarios

Ao final do escaneamento do parénquima mamario, foram identificados os
linfonodos supramamarios das metades mamarias, onde foi realizada avaliagao
qualitativa, observando-se a ecogenicidade, ecotextura e formato (alongado ou
arredondado), conforme observado na Figura 1. Foi realizada a avaliagao quantitativa,

com mensuragdes dos eixos longos e curtos, com dados sumarizados na Tabela 1.
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2.7 Elastrografia ARFI dos linfonodos supra-mamarios

Ap06s a avaliagao ultrassonografica em modo-B, realizou-se analise quantitativa
da rigidez local, realizada em trés pontos. A estrutura também foi avaliada, de forma
qualitativa quanto a capacidade de deformacéao e padrao do tecido, com captura das

imagens. Os dados quantitativos obtido foram transcritos para a Tabela 1.

2.8 Analise estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov
com nivel de significancia de 95%. A variavel paramétrica CCS, foi transformada para
a raiz quadrada, realizando-se em seguida o Teste Anova para analise de Variancia,
post-hoc teste t de Student. As demais variaveis ndo necessitaram de transformacéo,
sendo submetidas aos mesmos testes. Foi empregado teste-t pareado para a
comparacgao da velocidade de cisalhamento entre o parénquima normal de cada grupo
e a porgao fibrosada nos grupos CB e CA. As variaveis qualitativas da ultrassonografia
em modo B e elastografia, foram analisadas entre si pela correlagao de Pearson. Para
a realizacdo dos testes, foi utilizado o software estatistico R® (R Foundation for

Statistical Computing, Vienna, Austria), com intervalo de confianga de 95% (p<0,05).

3. Resultados
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213 Os linfonodos supramamarios foram escaneados sem dificuldades, conforme

214  apresentado na Figura 1, o mesmo ocorreu com as lesdes fibrosas (Figura 2).
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216  Figura 1 — A- Ultrassonografia em modo-B de linfonodo supramamario, em fémeas
217  ovinas portadoras de mastite cronica. B- elastografia ARFI em tempo real do linfonodo
218  supramamario.
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EXP GL MAMARIA 12:23:36 PM 12/15/2018
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Figura 2 — A -Ultrassonografia em modo-B de parénquima mamario, demostrando
areas de fibrose (tracejado branco), sugestivas de mastite crénica. B — Elastografia
ARFI em regides fibrosadas do parénquima mamario, para obtengao das variaveis
qualitativas.

Quando comparado o parénquima mamario normal, entre todos os grupos
avaliados, através da ARFI quantitativa, a velocidade de cisalhamento média no CB é
maior que em GC e CA (p<0,05). Nao ha diferenga na velocidade do grupo GC quando
comparado ao CA (p>0,05). A profundidade no grupo GC foi menor que nos grupos

CB e CA, porém nao ha diferengas significativas.

Ao confrontar os valores do parénquima mamario normal proximo as lesdes,
dentro dos grupos CB e CA, com as respectivas lesdes fibrosas, foi utilizado o teste-

T pareado. Os resultados demonstram incremento na velocidade de cisalhamento das
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lesdes no grupo CB quando comparada as regides normais da glandula (p<0,05,

T=4,07), o mesmo ocorre em CA (p<0,05; t= 6,92).

Ao realizar a comparacao das velocidades de lesbes em CB e CA, com o GC,
o qual é considerado sadio, através do Teste-T, ndo houve diferenga significativa entre
CB e CA. Quando comparadas as velocidades entre o parénquima normal de GC e

as lesbes em CB e CA, houve aumento em CB (p<0,05; t=4,95) e CA (p<0,05; t=5,49).

Analisando-se a velocidade de cisalhamento do linfonodo supramamario de
cada glandula e realizando a comparagao entre os grupos, ha aumento significativo
apenas entre o GC e CA (p<0,05, T=2,11), sendo maior no ultimo grupo. A relagéo
entre os eixos curto e longo dos linfonodos supramamarios nao apresenta diferenca

significativa entre os grupos, porém o formato predominante € o alongado.

Tabela 1 — Descrigao das variaveis quantitativas, obtidas através da Elastografia por
Forca de Impulso de Radiagédo Acustica ARFI em tempo real, divididas em trés grupos
experimentais: grupo GC sem fibrose em parénquima e com contagem de células
somaticas < 500.000 cls/ mL, grupo CB com fibrose e CCS < 500.000 cls/ mL e grupo
CA com fibrose e CCS > 500.000 cls/ mL.

VARIAVEIS QUANTITATIVAS
ESTRUTURA  GRUPOS CCS Velocidade Profundidade Relagdo eixo
(x103cel/ml) (m/s) (cm) Curto/Longo
Glandula GC 144,2 + 95,02 1,28+0,23* 0.7610.16 -
normal CB 122,06 £ 94,84 1,54+0,31° 0.9410.25 -
CA 3.980 +£2.943,8 1,22+0,08? 0.87+0.31 -
Les3o CB - 2,18+0,59¢ 0,74+0,18 -
CA - 2,37+0,49¢ 0,70+0,12 -
inf q GC - 1,04+0,31°¢ 1,62+0,64 0,41+0,08
Su:’g:qr:r’na?ﬁo cB - 1,25:0,41°  1,7240,44 0,4210,11
CA - 1,31+0,35 1,64+0,61 0,38+0,08

3b_ |etras iguais na mesma coluna, ndo ha diferenca entre os grupos, analisando-se as regides normais.
<d _ Letras iguais na mesma coluna n3o diferem na comparac¢do das médias entre o parénquima do
grupo GC, e lesdes em CB e CA, pelo teste-T (p<0,05).

e f_ Letras iguais na mesma coluna ndo diferem na comparacdo das médias entre os grupos GC, CB e
CA, pelo teste-T (p<0,05).
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255

256 As variaveis qualitativas observadas na ultrassonografia em modo-B:
257  ecotextura (homogénea ou heterogénea) e ecogenicidade (hipoecoico, hiperecoico ou
258  mista), ndo possuem diferenga entre os grupos e tecidos avaliados (glandula mamaria,
259 lesbes e linfonodos), com auséncia de correlagdo entre as variaveis (p> 0,05). A
260 auséncia de correlagdo também ocorreu quando avaliadas as variaveis qualitativas da
261 elastografia ARFI: capacidade de deformacgéo (soft ou hard) e padrdo (homogéneo e

262  heterogénio) (p< 0,05). Os dados foram transcritos para a Tabela 2.

263 Tabela 2 — Variaveis qualitativas, apresentadas de acordo com a propor¢ao em cada
264  grupo, obtidas da realizagao da ultrassonografia em modo-B e elastografia por Forga
265 de Impulso de Radiagcao Acustica (ARFI), de glandulas mamarias saudaveis, lesées
266 fibrosas e linfonodos supramamarios, em ovelhas com mastite cronica.

Variaveis Qualitativas em modo-B | Variaveis Qualitativas da ARFI

Estrutura Grupo Ecogenicidade Ecotextura Deformacao Padrao
(Proporgao %) (Proporgcdao %) | (Propor¢cdao %) (Proporcgdo %)
Hipo 89,5 Homo 5,3 Hard 100 Homo 94,7
GC Hiper 10,5 Hetero 94,7 Soft 0 Hetero 5,3
Mista 0
Hipo 100 Homo 0 Hard 100 Homo 83,3
Glandula CB Hiper 0 Hetero 100 Soft 0 Hetero 16,7
Mista 0
Hipo 81,8 Homo 0 Hard 90,9 Homo 100
CA Hiper 9,2 Hetero 100 Soft 9,1 Hetero 0
Mista 0
Hipo 88,9 Homo 5,6 Hard 100 Homo 0
CB Hiper 11,1 Hetero 94,4  Soft 0 Hetero 100
Lesd Mista 0
€580 Hipo 90,9 Homo 0 Hard 100 Homo 0
CA Hiper 9,1 Hetero 100 Soft 0 Hetero 100
Mista 0
Hipo 100 Homo 95,4 Hard 50 Homo 95,4
GC Hiper 0 Hetero 5,6 Soft 50 Hetero 5,6
Mista 0
Hipo 100 Homo 95,4 Hard 66,67 Homo 95,4
Linfonodo CB Hiper 0 Hetero 5,6 Soft 33,33 Hetero 5,56
Mista 0
Hipo 100 Homo 81,8 Hard 81,8 Homo 100
CA Hiper 0 Hetero 18,2  Soft 18,2 Hetero 0

Mista 0
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Hipo — hipoecdbica; Hiper — hiperecdica; Homo — homogéneo; Hetero — heterogéneo
GC- grupo controle, com glandulas saudaveis.

CB - grupo com glandulas que apresentam baixa contagem de células somaticas no
leite e lesdes fibrosas em parénquima mamario.

CA - grupo com glandulas que apresentam alta contagem de células somaticas no
leite e lesbes fibrosas em parénquima mamario.

4. Discussao

A ultrassonografia em modo B, também descrita como método classico,
demonstra eficacia na avaliagdo dos componentes da glandula mamaria de ovelhas
(Hussein et al., 2015; Barbagiani et al., 2017), o que pode ser comprovado durante a
avaliacdo das fémeas no presente estudo, com facil identificagao das estruturas. Cabe
ressaltar que ha apenas a descricao do posicionamento dos animais e realizacdo da
técnica em posi¢cao quadrupedal (Hussein et al., 2015; Barbagianni et al., 2017). No
estudo, foi utilizada a posi¢cao de “cdo sentado”, com os membros toracicos elevados
e a musculatura glutea em contato com o solo, possibilitando excelente método de
contencéo e facilitando o escaneamento de todo o aparato mamario com seguranga

para o avaliador e animal.

Em ovelhas o transporte de leucdcitos através dos linfonodos supramamarios
e o0 aumento de suas concentracdes frente a mastite, indica a importancia desta
estrutura no mecanismo de defesa da glandula (Watson e Davies, 1985). Assim
sendo, os linfonodos supramamarios escaneados através da ultrassonografia em
modo-B em ovelhas foram citados como estruturas que respondem diretamente ao
processo infeccioso da glandula mamaria (Hussein et al., 2015), o mesmo ocorre em

bovinos (Bradley et al.,, 2001). Quando avaliados os aspectos qualitativos
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(ecogenicidade e ecotextura) dos linfonodos supramamarios, em modo-B neste
estudo, ndo houve diferengas nos trés grupos experimentais, porém houve predominio
da ecogenicidade hipoecdica nos grupos GC, CB e CA e poucos pontos anecoicos,
corroborando com os resultados encontrados em bovinos por Bradley e colaboradores
(2001) e em ovinos portadores de mastite subclinica (Hussein et al., 2015). Além da
ecogenicidade e ecotextura, a rigidez prevalente em CB é hard (66,67 %), aumentando
ainda mais em CA (81,88%), desta forma os linfonodos com fibrose e mastite tende a

ser mais rigidos.

A elastografia ARFI quantitativa do parénquima mamario produziu resultados
mais significativos do que a analise qualitativa. Além das regides fibrosadas em CB e
CA, foram mensuradas areas sadias das glandulas que compunham estes grupos,
com objetivo de demonstrar possiveis mudangas em relacédo a glandulas normais
(GC) e com mastite subclinica (CA). A analise do tecido normal, evidenciou que a
velocidade de cisalhamento € maior em CB, quando comparada aos demais,
indicando maior rigidez tecidual em toda a regiao saudavel da glandula. O aumento
da rigidez no grupo com baixa CCS e sem processo inflamatério ativo (CB), pode
indicar que o processo de cronificagdo das lesdes caudas por microrganismos 0s
quais geram nodulos duros e firmes (Marogna et al., 2010), refletem na capacidade
elastica de todo o parénquima mamario quando o processo se cronifica. Este fato
pode ser justificado por experimento realizado em pancreas humanos, onde a maior
velocidade de cisalhamento foi encontrada nos pacientes com pancreatite cronica e
nos casos de pancreatite aguda os valores sdo menores e préximos ao parénquima
normal (Goertz et al., 2016), com resultados semelhantes as avaliagdes em

experimento com intestino e doenga de Crhon (Dillman et al., 2013). Assim, ha indicios
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de que apds o processo inflamatdrio ativo da mastite, o parénquima mamario normal
em ovelhas que possuem areas de fibrose, possa ter aumento da rigidez
independente da formacéao de fibrose focal, 0 que ndo é observado em ovelhas sem
fibrose (GC), porém ndo houve comprovagdo da presenga prévia de mastite nas
fémeas do grupo GC, impossibilitando a obtencédo de resultados mais satisfatorios.
Por outro lado, baixas velocidades de cisalhamento em parénquimas sem fibrose e
com baixa CCS (GC) podem sugerir que estas glandulas estao isentas de mastite,
bem como pode ser possivel estabelecer um ponto de corte para diferenciar glandulas
fibrosadas sem mastite (CB) e com mastite (CA) em estudos futuros com infecgdes

induzidas.

Ao comparar a regidao do parénquima mamario normal de CB e CA com as
respectivas lesdes fibrosas periféricas, o aumento significativo entre as velocidades
de cisalhamento demonstraram que a elastografia ARFI, pode ser utilizada para
diferenciacao de areas fibrosadas, indicativas de mastite cronica. Os resultados
obtidos corroboram com estudos em medicina veterinaria, onde ha aumento da
velocidade em tumores mamarios de cadelas (Feliciano et al., 2017), bem como na
medicina com avaliacdo de parénquimas de 6rgaos fibrosados (Dillman et al., 2013;
Goertz et al., 2016). Este aumento pode ser consequéncia de alteragdes inflamatdrias
advindas da invasao bacteriana no parénquima mamario com consequente fibrose
(Addis et al., 2013). O mesmo ocorreu quando as areas fibrosadas em CB e CA foram
comparadas com o parénquima normal de GC, assim também houve aumento
substancial nos dois primeiros grupos (p<0,05), indicando a eficacia no diagndstico de

fibroses. Nao obstante, acredita-se que avaliar as fibroses ndo € um parametro seguro



340

341

342

343

344

345

346

347

348

349

350

351

352

353

354

355

356

357

358

359

360

361

362

81

para diferenciar mastites ativas de crénicas, ja que ndo houve diferenga entre as

velocidades de cisalhamento entre CB e CA.

A elastografia ARFI, possui eficacia comprovada na analise de linfonodos,
utilizada em linfonodos axilares de humanos para a diferenciacdo de tumores
mamarios malignos de benignos, demonstrando aumento da velocidade de
cisalhamento em malignos (Youk et al., 2017). Este mesmo estudo foi replicado em
cadelas com resultados semelhantes, onde também foi observado aumento da
velocidade de cisalhamento em processos inflamatdrios agudos, quando comparados
a linfonodos normais (Silva et al., 2018). A analise quantitativa da velocidade de
cisalhamento entre os linfonodos supramamarios dos grupos GC, CB e CA,
demonstrou aumento no grupo CA quando comparado a GC (p<0,05), e menor
aumento em CB quando comparado a GC (p>0,05). Este aumento no grupo com
mastite ativa, pode ser explicado pelo aumento da produgao e armazenamento de
leucdcitos nestas estruturas (Watson e Davies, 1985), o que corrobora com estudos
realizados em ratos, onde foi observada correlagao positiva entre a maior quantidade
de linfécitos CD3-T no figado de ratos obesos com a velocidade de cisalhamento
(Carbonel et al., 2019). Assim, a maior distribuicdo de linfocitos T ja observada no
cortex dos linfonodos supramamarios em ovinos (Senthilkumar et al., 2019) e seu
aumento frente a infecgdo da glandula mamaria (Katsafadou et al., 2019), poderiam
promover o aumento da velocidade de cisalhamento em CA. A interpretacdo dos
resultados leva a um indicio de que o aumento da velocidade de cisalhamento nos
linfonodos supramamarios de glandulas que possuem fibrose em parénquima, com

alta CCS, podem ser ferramentas uteis no diagndstico da mastite subclinica ativa,
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porém mais estudos sdo necessarios para consolidar esta hipétese, bem como

diferencia-la da resposta do parénquima mamario normal.

Existe apenas um estudo avaliando a profundidade dos linfonodos
supramamarios em ovinos, objetivando o diagndstico da mastite subclinica, o qual
descreve que profundidades maiores que 7,8 mm sdo caracteristicas de animais
portadores de mastites subclinicas (Hussein et al., 2015). A realizagdo do mesmo
exame em vacas, demonstra tanto a reducao da profundidade dos linfonodos em
mastite subclinica (Khoramian et al., 2015) como aumento (Bradley et al., 2001). O
valor médio encontrado no grupo CA foi de 16,4mm (1,64cm), ndo havendo diferenca
entre os demais grupos, diferente dos valores relatados para ovinos com mastite

subclinica (Hussein et al., 2015).

Além da ecogenicidade, ecotextura, rigidez e ARFI quantitativa dos linfonodos,
as medidas do eixo curto (largura) e eixo longo (comprimento) foram mensuradas,
obtendo-se a relagdo eixo curto/eixo longo, as quais demonstraram menores valores
em CA, seguido por valores maiores em CB e GC, corroborando com estudos em
ovinos (Hussein et al., 2015) e bovinos (Bradley et al., 2001), onde ha aumento do
eixo curto. O formato predominante dos linfonodos avaliados foi alongado,
corroborando Hussein e colaboradores (2015), porém ha tendéncia de se tornarem
circulares (aumento do eixo curto) nas mastites subclinicas que possuam presenca

de fibrose no parénquima mamario, dado ainda nao relatado em ruminantes.

5. Conclusao
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O uso da ultrassonografia classica em modo-B é excelente ferramenta para o
escaneamento do parénquima mamario, facilitando a deteccéo de fibroses oriundas
de mastites infecciosas, bem como a identificacdo dos linfonodos supramamarios,
porém sua aplicagdo desacompanhada de outras técnicas diagndsticas para a
deteccao de mastites subclinicas, tal como a CCS, é desaconselhada. Ainda a
reducao na proporgao eixo curto/longo dos linfonodos, com tendéncia de formato oval

pode ser indicativo de mastite ativa.

A eslatografia ARFI em areas de parénquima normais quando ha presencga de
fibrose, pode indicar valores de corte para que haja diferenciagdo de um processo de
mastite de animais com glandulas firbosadas, necessitando de estudos controlados e
com mais glandulas e controle do grau de fibrose. O uso da elastografia também
permite a diferenciagao de areas nao fibrosadas (menor velocidade de cisalhamento)
de areas fibrosadas em parénquima (maior velocidade de cisalhamento). Sua
realizacao nos linfonodos supramamarios possui resultados mais promissores, onde
altas velocidades de cisalhamento podem indicar mastites, além do predominio da
rigidez alta (hard), porém o comportamento da velocidade de cisalhamento no

parénquima mamario é diferente, produzindo maiores valores em mastites ja crénicas.
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