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RESUMO 

 
O presente estudo buscou avaliar a expressão de PD-1 e CTLA-4 em linfócitos T sanguíneos 
durante o período periparturiente e sua relação com a saúde uterina, determinada pela 
citologia endometrial, e as concentrações séricas de β-hidroxibutirato (BHB) e ácidos graxos 
não esterificados (NEFA), indicadores de balanço energético negativo. Para isso, foi realizada 
a coleta de sangue periférico de 26 vacas leiteiras 14 dias anterior ao parto (T-14), no parto 
(T0) e 30 dias pós-parto (T30) para determinação da expressão de PD-1 e CTLA-4 em 
linfócitos T sanguíneos por citometria de fluxo e nos dias T0, 10 após o parto (T10), e T30 
para obtenção de soro e determinação sérica de NEFA, BHB e da proteína de fase aguda 
haptoglobina. A citologia endometrial foi realizada em T10, 20 dias após o parto (T20) e T30. 
Nossos achados sugerem que os immune check points apresentam papel fundamental na 
tolerância imunológica durante a gestação bovina, que por outro lado, caso sejam altamente 
expressos em linfócitos T podem inibir a resposta imune de tal modo que levam a implicações 
negativas para saúde uterina. Assim, o presente estudo representa um passo inicial que abre 
caminho para o desenvolvimento de novas alternativas terapêuticas dirigidas pelo hospedeiro 
com o objetivo de aumentar a resistência dos bovinos leiteiros a infecções neste período 
crítico da vida destes animais. 

 

Palavras-Chave: pontos de controle imunológicos; citologia endometrial; vaca leiteira. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

ABSTRACT 

 
 

The present study aimed to evaluate the expression of PD-1 and CTLA-4 in blood T 
lymphocytes during the periparturient period and its relationship with uterine health, 
determined by endometrial cytology, and serum concentrations of β-hydroxybutyrate (BHB) 
and fatty acids. non-esterified (NEFA), indicators of negative energy balance. For this, 
peripheral blood was collected from 26 dairy cows 14 days before calving (T-14), at calving 
(T0) and 30 days postpartum (T30) to determine the expression of PD-1 and CTLA- 4 in blood 
T lymphocytes by flow cytometry and on days T0, 10 postpartum (T10), and T30 for obtaining 
serum and serum determination of NEFA, BHB and the acute phase protein haptoglobin. 
Endometrial cytology was performed at T10, 20 days postpartum (T20) and T30. Our findings 
suggest that immune checkpoints play a fundamental role in immunological tolerance during 
bovine pregnancy, which, on the other hand, if highly expressed in T lymphocytes, can inhibit 
the immune response in such a way that leads to negative implications for uterine health. Thus, 
the present study represents an initial step that opens the way for the development of new 
therapeutic alternatives directed by the host with the objective of increasing the resistance of 
dairy cattle to infections in this critical period of the life of these animals. 

 

Key words: immunological checkpoints; endometrial cytology; milky cow. 
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Figura 1 - 

 

 

Figura 2 - 

 

Esquema sucessivo de gates para determinação da expressão de PD-1 em 
linfócitos T. Inicialmente, a população de células mononucleares do sangue 
periférico (PBMC) foi identificada após exclusão da maioria dos debris 
celulares (A). Posteriormente, os linfócitos foram identificados com base 
em sua granularidade citoplasmática e intensidade de fluorescência 
seguindo um protocolo de imunomarcação fluorescente de duas etapas 
usando anticorpo monoclonal (Ab) primário anti-bovino específico para 
identificação de linfócitos T (CD3+) e Abs secundários acoplados a 
comprimento de onda longo sonda fluorescente [PE (Phycoerythrin)-Texas 
Red] (B). Posteriormente, o histograma mostra a expressão de PD-1 por 
linfócitos T 14 dias anterior ao parto (T-14; C) e 30 dias após o parto (T30, 
D) seguindo um protocolo de imunomarcação fluorescente de duas etapas 
usando anticorpo monoclonal (Ab) primário com reação cruzada com 
bovinos para identificação de PD-1 e Abs secundários acoplados a 
comprimento de onda longo sonda fluorescente (Alexa-Fluor 488) (D). 

 

Concentração sérica de Ácido Graxo Não Esterificado (NEFA) aos 10 
(T10), 20 (T20) e 30 (T30) dias pós-parto. 

 

Expressão de CTLA-4 por linfócitos T no T-14, T0 e T30 (A) e expressão 
de PD-1 por linfócitos T no T-14 e T30 (B). T-14 = 14 dias antes do parto; 
T0 = dia do parto; T30 = 30 dias pós parto. 

 

Expressão de PD-1 por linfócitos T no T0 (A) e T30 (B) em animais com 
endometrite detectada por citologia endometrial em T30. T0 = dia do parto; 
T30 = 30 dias pós parto. 
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1 CONSIDERAÇÕES INICIAIS 

 

 O período de transição em vacas de leite, compreendido entre as três semanas 

que antecedem ao parto até as três semanas após o parto, é caracterizado por 

drásticas alterações metabólicas e na resposta imune, representando um período de 

maior desafio para esses animais resultando em maior suscetibilidade às 

enfermidades nas três primeiras semanas pós-parto (LEBLANC, 2010; MEZZETTI et 

al., 2021). Nesse período, portanto, destaca-se a endometrite que é a principal causa 

de infertilidade nos rebanhos leiteiros (PAIANO et al., 2022), no qual a citologia 

endometrial é amplamente empregada para o seu diagnóstico. 

Diversos estudos vem sendo desenvolvidos acerca dos immune checkpoints 

que podem estar envolvidos com o surgimento ou mesmo a manutenção de diferentes 

doenças, dentre as quais podem ser destacadas a proteína 1 de morte celular 

programada (PD-1) e proteína 4 associada a linfócitos citotóxicos (CTLA-4) que são 

expressas nas células T induzindo sua exaustão imune (BARBER et al., 2006; DAY 

et al., 2006; DONG et al., 2002; SZNOL & CHEN, 2013) promovendo um mecanismo 

de retroalimentação negativa. No entanto, a relação destes pontos de controle 

imunológicos com o período de transição em vacas leiteiras e a saúde uterina no 

período pós-parto em vacas leiteiras ainda não foi estudado. 

Desta forma, o presente estudo buscou avaliar a expressão de PD-1 e CTLA-4 

em linfócitos T sanguíneos durante o período periparturiente e sua relação com a 

saúde uterina, determinada pela citologia endometrial, e as concentrações séricas de 

β-hidroxibutirato (BHB) e ácidos graxos não esterificados (NEFA), indicadores de 

balanço energético negativo. 

Nesta ótica os dados apontam para a necessidade de maiores estudos acerca 

dos immune checkpoints CTLA-4 e PD-1 em linfócitos T em diferentes situações 

fisiopatológicas em bovinos de leite para que posteriormente seja possível instituir 

métodos de prevenção, diminuindo os índices de animais acometidos por endometrite, 

minimizando os impactos negativos nas criações desses rebanhos. 
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2 CAPÍTULO I – REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Período de Transição 

Existem muitos estudos relevantes sobre os desafios enfrentados por vacas 

leiteiras em sua transição do parto para a lactação, momento bem conhecido como 

período de transição (PT), que começa três semanas antes do parto e estendendo-se 

até as três primeiras semanas de lactação (ABUELO et al., 2021). Esta fase fisiológica 

resulta em severas alterações no metabolismo de vacas leiteiras que são 

impulsionadas por mudanças repentinas nos níveis hormonais, bem como na 

demanda energética e mineral (AKBAR et al., 2015; BARRAGAN et al., 2018), 

devendo-se considerar ainda as condições de balanço energético negativo (BEN) e 

protéico provocado pelo fim da gestação e início da lactação (BATISTEL et al., 2018; 

MCCABE et al., 2020). 

O BEN durante o periparto tornou-se fenômeno acentuado em bovinos leiteiros 

de alta produção, devido à intensa seleção genética para a produção de leite (HERDT, 

2000). Dessa forma, alterações metabólicas que afetam vacas no início de lactação 

são uma preocupação relevante nos rebanhos de leite, uma vez que já foram bem 

caracterizados seus impactos diretos e indiretos na produção, desde uma menor 

produção leiteira, passando por perdas reprodutivas e levando ao maior custo com 

medicamentos e serviços veterinários (CAMPLER et al., 2014; CANNING et al., 2017). 

2.1.1 Metabolismo energético 

Segundo Rabelo e Campos (2009), no periparto há um aumento na demanda 

de nutrientes, justificado pelo desenvolvimento final do feto, colostrogênese e 

lactogênese, somados a uma baixa ingestão de matéria seca (IMS), resultando em 

um aporte nutricional abaixo da demanda necessária. Assim as exigências de energia 

líquida para a lactação chegam a dobrar neste período (NRC, 2001).  

Dessa forma, a diminuição da IMS em cerca de 20 a 30% (PARK et al., 2001) 

nas semanas que antecedem o parto é associada principalmente à elevados níveis 

de hormônios esteróides na corrente sanguínea (GRUMMER et al., 2004), devendo 

ser considerado ainda o aspecto multifatorial deste fenômeno, ressaltando a co-
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participação de fatores como metabólitos sanguíneos, corticosteróides, leptina, 

insulina, peptídeos intestinais e neuropeptídios (INGVARTSEN e ANDERSEN, 2000). 

Neste período, os níveis séricos glicêmicos e de insulina sofrem os efeitos 

negativos da associação de uma elevada demanda energética com a baixa IMS, 

levando a uma maior mobilização da gordura corpórea (SORDILLO e RAPHAEL, 

2013). Uma vez que presente a necessidade de equilibrar os níveis glicêmicos, há 

inicialmente uma resposta do organismo com vistas a uma maior atividade hepática 

para produção glicose, associada a uma menor oxidação da glicose a nível de tecidos 

periféricos, como por exemplo, no tecido muscular. Posteriormente, a mobilização das 

reservas de gordura corpórea resulta na liberação de ácidos graxos não esterificados 

(NEFA) na circulação sanguínea (OVERTON, 2004), os quais devem auxiliar a 

atender a demanda energética do organismo, porém, sem ultrapassar sua capacidade 

de metabolização do mesmo pelo fígado (HERDT, 2000), sob o risco de resultar em 

acúmulo de triglicerídeo hepático e comprometimento da gliconeogênese no fígado, 

mecanismo fundamental na manutenção da homeostase, sobre tudo nesse período 

de elevada demanda energético (OVERTON, 2004).  

Uma vez na circulação sanguínea, os ácidos graxos não esterificados chegam 

ao fígado onde poderão ser metabolizados no processo de β-oxidação e 

posteriormente utilizados como fonte de energia na forma de Adenosina Trifosfato 

(ATP), ou serem convertidos em corpos cetônicos (acetona, acetoacetato ou β-

hidroxibutirato – BHB) para posterior utilização como fonte energética pelos 

hepatócitos ou ainda liberados na corrente sanguínea. Por fim os NEFAs podem ainda 

sofre a re-esterificação em triacilglicerol (TG) que será armazenado nos hepatócitos 

ou, após conversão em lipoproteínas de muito baixa densidade (very low density 

lipoproteins – VLDL) serão liberados para a corrente sanguínea (CHRISTENSEN et 

al., 1997; INGVARTSEN, 2006; WATHES et al., 2012; INGVARSTEN & MOYES, 2013). 

Considerando a importância do metabolismo hepático dos NEFAs para os 

ruminantes, as vias de β-oxidação produzindo ATP, bem como a produção de VLDL, 

atendem uma demanda inicial, contudo são vias limitadas. Uma vez que que no PT a 

lipólise é intensificada e a concentração plasmática de NEFA torna-se elevada, o 

processo de síntese de corpos cetônicos e o acúmulo de TG nos hepatócitos acontece 

em excesso, predispondo o animal à cetose e à lipidose hepática, respectivamente 
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(WATHES et al., 2012). Estas são as principais enfermidades que acometem vacas 

leiteiras no início da lactação (BARBOSA et al., 2009).  

Da mesma forma, quando se trata da β-oxidação do NEFA, esta ocorre nas 

mitocôndrias e produz a acetilcoenzima A (Acetil-CoA), um importante substrato 

utilizado pelo ciclo de Krebs como fonte de energia para a produção do ATP (BELL, 

1995), como também diretamente pelo fígado (ADEWUYI et al., 2005). Nesse 

contexto, se a produção de acetil-CoA superar a capacidade de aproveitamento do 

mesmo pelo ciclo de Krebs, ou não houver oxaloacetato suficiente para facilitar a 

entrada nesse processo, seu metabolismo também é redirecionado para a produção 

dos corpos cetônicos (BLOCK, 2010; SORDILLO e RAPHAEL, 2013). 

Resumidamente podemos dizer que as concentrações circulantes de NEFA e 

BHB mede aspectos do sucesso da adaptação ao balanço energético negativo 

(ADEWUYI et al., 2005), além de serem considerados importantes marcadores do 

metabolismo e da fisiologia da vaca de leite periparturiente (BELL, 1995; OVERTON, 

2004). Assim, a concentração de NEFA reflete a magnitude da mobilização da gordura 

do armazenamento e espelha a ingestão de matéria seca (ADEWUYI et al., 2005), 

enquanto o BHB reflete a integridade da oxidação da gordura no fígado.  

Por outro lado, a relação entre o metabolismo energético e a inflamação vem 

sendo bastante estudada, com ênfase sobre os efeitos negativos das alterações 

metabólicas na resposta imunológica durante o período de transição em vaca de leite 

(SORDILLO e RAPHAEL, 2013; SORDILLO, 2016) e principalmente pela ocorrência 

concomitante de enfermidades (DE HEREDIA et al., 2012). Contudo, a relação inversa 

também deve ser levada em consideração (TREVISI et al., 2009; BRADFORD et al., 

2009). 

2.2 Resposta Imune  

2.2.1 Proteína de fase aguda (Haptoglobina) 

A resposta de fase aguda compõe a resposta imune inata diante de processos 

inflamatórios, infecciosos, traumáticos e neoplásicos (CRAY et al., 2009). Caracteriza-

se por reações inespecíficas que variam em intensidade de acordo com a natureza do 

insulto enfrentado pelo organismo, como leucocitose, febre, mudanças 
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comportamentais, alterações nas concentrações plasmáticas de minerais e a 

mudança no padrão de síntese proteica (HEINRICH et. al., 1990; CARROLL & 

FORSBERG, 2007). 

O estímulo para essas reações decorre da produção de citocinas pró-

inflamatórias como interleucina (IL) 1, 6 e fator de necrose tumoral alfa (IL-1, IL-6 e 

TNF-α) por parte dos macrófagos após o reconhecimento de padrões moleculares 

associados a patógenos ou padrões moleculares associados a danos teciduais 

(BRANDÃO, 2016). Desta forma, uma vez que via corrente sanguínea essas citocinas 

chegam ao fígado, há o estímulo para a produção e liberação das proteínas de fase 

aguda (PFA) por parte dos hepatócitos (CECILIANI et al., 2012). 

Quanto ao perfil proteico da resposta de fase aguda, bem como a produção das 

PFA, sabe-se que há variação entre diferentes espécies e que a produção das 

referidas proteínas não ocorre exclusivamente por via hepática (SKOVGAARD et al., 

2009). Nos ruminantes, por exemplo, foi descrita a produção de PFA na glândula 

mamária (HISS et al., 2004; LARSON et al., 2005; THIELE et al., 2007; MOLENAAR 

et al.,2009) e no sistema reprodutivo (SHELDON et al., 2001; LAVERY et al., 2003; 

CHAPWANYA et al., 2009). 

Em vacas leiteiras, durante o período de transição, há exposição a diversos 

eventos inflamatórios, e mesmo animais que não enfrentam qualquer episódio de 

doença ou distúrbio metabólico, apresentam disfuncionalidade no sistema imune 

durante o periparto (ALSEMGEEST et al., 1993; CHAN et al., 2010; PAULINA e 

STEFANIAK, 2011). Desta forma, a determinação sérica das PFAs pode auxiliar na 

caracterização dessa resposta inflamatória e ainda, oferecer informação relevante na 

interpretação de outros dados relacionados com a fisiologia e problemática desse 

período (BRANDÃO, 2016). 

Dentre as PFA produzidas pelo fígado destacamos a Haptoglobina (Hp), uma 

proteína de fase aguda positiva, e juntamente com o Amilóide A Sérico, são PFA de 

importante aspecto diagnóstico para ruminantes (ECKERSALL & BELL, 2010). Essas 

PFA podem apresentar concentrações séricas elevadas, mesmo diante de situações 

fisiológicas como o parto em vacas leiteiras, a exemplo da Hp (UCHIDA et al., 1993). 



18 
 

A principal função da Hp é ligar-se à hemoglobina (Hb) formando um complexo 

estável Hp-Hb (CECILIANI et al., 2012), que pode então ser reconhecido, fagocitado 

e removido da corrente sanguínea por macrófagos especializados do fígado, as 

células de Kupffer (GRAVERSEN et al., 2002). Nesse sentido, há uma perspectiva de 

menor disponibilidade de hemoglobina livre para o metabolismo bacteriano, limitando 

a capacidade de multiplicação desses microrganismos (MURATA et al. 2004), e 

consequentemente minimiza os efeitos deletérios da hemoglobina livre proveniente 

da hemólise no organismo (KATO, 2009).  

As concentrações séricas de Hp, refletem portanto, a ocorrência de uma série 

de eventos em cadeia que, em função das circunstâncias, podem ter interpretações 

diferentes. Elevadas concentrações séricas de Hp indicam, portanto, que houve uma 

resposta de fase aguda (RFA) mediante a algum estímulo (BRANDÃO, 2016). Nesse 

sentido, Hirvonen et al. (1996) relacionaram a elevação das concentrações séricas de 

Hp em casos de mastite induzida, os animais apresentaram quadro clínico mais grave, 

de maior duração e com pior resolução (perda de função de quartos mamários 

afetados). Adicionalmente, Fernandes et al., (2019) demonstraram aumento dos 

níveis de Hp de forma prolongada e consistente após a indução de resposta 

inflamatória por infusão intravenosa de LPS de E. coli.  

A literatura é consistente também ao afirmar a ocorrência de alterações 

metabólicas em decorrência da RFA. Nesse contexto, Campos et al., (2018) 

demonstra que após indução de RFA por infusão intramamária de LPS de E. coli, 

mesmo com a elevação dos níveis de Hp, não foi observada alteração nos níveis de 

TNF-α, sugerindo inclusive a participação de outras citocinas na indução da RFA.  

 

2.2.2 Célula T e receptores imunoinibitórios  

As interações entre subconjuntos de células imunes por meio de ligantes 

coestimuladores e seus receptores transmitem sinais bioquímicos que iniciam, 

amplificam, diferenciam e terminam as respostas imunes. Caso não haja atividade 

coestimuladora, pela administração de anticorpos monoclonais e receptores solúveis 

que neutralizam as moléculas coestimuladoras, ou pela interrupção de sua expressão 

direcionada ao gene, resultará em respostas imunes celulares e humorais 
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comprometidas. Além de sua função coestimuladora, sabe-se que muitas interações 

receptor-ligante desencadeiam vias antiapoptóticas que previnem a morte de células 

T induzida por ativação (BOISE et al., 1995; WATTS & DEBENEDETTE, 1999).  

Por exemplo, o desencadeamento dos receptores CD28 co-estimulam o 

crescimento de células T e previne a morte de células T ativadas (NOEL et al., 1996; 

ROGERS et al., 2001). Em contraste, o envolvimento da proteína citotóxica dos 

linfócitos T-4 associado (CTLA-4) pode inibir o crescimento de células T bloqueando 

a progressão do ciclo celular (KRUMMEL & ALLISON, 1996; WALUNAS et al., 1996). 

Além disso, a ligação da proteína programada para morte celular 1 (PD-1) com 

anticorpos anti-ligante de morte programada 1 (PD-L1) inibe a proliferação e a 

produção de citocinas por células T ativadas (FREEMAN, 2000).  

Com isso é possível observar que durante a infecção crônica, os patógenos 

evitam as respostas imunes do hospedeiro e persistem após a fase efetora (FINLAY 

& MCFADDEN, 2006; KLENERMAN & HILL, 2005), levando à estimulação persistente 

do antígeno e à disfunção progressiva das células T, conhecida como exaustão das 

células T (WHERRY, 2011).  

O desenvolvimento de inibidores de checkpoint (CPIs) – anticorpos 

monoclonais (mAbs) que inibem as moléculas imunorreguladoras CTLA-4 e PD-1 – 

revolucionou o campo da oncologia médica. De fato, os CPIs prolongam a sobrevida 

em vários tumores, e a lista de malignidades para as quais os CPIs foram aprovados 

continua a crescer. Em contraste com a quimioterapia convencional que mata as 

células tumorais em divisão, os CPIs promovem a eliminação endógena 

imunomediada de células tumorais, bloqueando as vias que os tumores empregam 

para evitar o reconhecimento do hospedeiro (ABERS et al., 2019). 

A importância da imunidade do hospedeiro no controle de infecções levou 

muitos a postular que os CPIs podem ter eficácia terapêutica contra infecções. O 

benefício potencial do aumento da imunidade do hospedeiro mediado por CPIs deve 

ser equilibrado com o dano teórico de promover respostas exuberantes que podem se 

manifestar clinicamente como síndrome inflamatória de reconstituição imune. Assim, 

vários estudos pré-clínicos investigaram os efeitos dos CPIs na sobrevivência do 



20 
 

hospedeiro, eliminação de patógenos e imunopatologia durante a infecção aguda e 

crônica (ABERS et al., 2019). 

A ativação completa das células T requer dois sinais. O sinal 1 ocorre quando 

os receptores de células T (TCRs) se engajam com complexos MHC-II/antígeno nas 

células apresentadoras de antígeno (APC), conferindo especificidade para a ativação 

de células T. O sinal 2 refere-se à interação entre CD28 em células T e CD80 (B7-1) 

ou CD86 (B7-2) em APCs. Essa interação, denominada co-estimulação, amplifica o 

sinal 1, promovendo assim a ativação e proliferação de células T virgens. O sinal 2 é 

autorregulado por um loop de feedback negativo, de modo que a sinalização de CD28 

regula positivamente a expressão de superfície de CTLA-4, que então compete com 

CD28 pela ligação a CD80 e CD86, embora com maior afinidade. O CTLA-4 é 

detectado na superfície das células T dentro de 48 h após a estimulação do TCR. 

Após a ligação ao CD80 ou CD86, o CTLA-4 inibe a atividade das células T através 

de vários mecanismos, incluindo a regulação negativa da sinalização do TCR (TEFT 

et al., 2006).   

A função contra-reguladora do CTLA-4 previne a ativação e proliferação 

descontroladas de células T. Além disso, as ações opostas de CD28 e CTLA-4 

permitem o ajuste fino da atividade das células T. CTLA-4 também promove a 

tolerância através de uma via distinta que envolve células T reguladoras (Tregs). Em 

contraste com a expressão induzível de CTLA-4 por FoxP3− Células T, Tregs 

expressam constitutivamente CTLA-4 (TEFT et al., 2006).  

PD-1 é expresso em células T, células B, células NK e macrófagos. O PD-1 é 

regulado positivamente nas células T dentro de 24 h após a ativação e a expressão 

diminui com a depuração do antígeno. Em contraste com os ligantes de CTLA-4 CD80 

e CD86 que são expressos exclusivamente em APCs, PD-L1 é amplamente expresso 

por células hematopoiéticas e não hematopoiéticas. Assim, a ação de PD-1/PD-L1 

ocorre em tecidos periféricos enquanto CTLA-4 regula a atividade de células T em 

órgãos linfoides secundários (KEIR et al., 2008).  

A expressão de PD-L1 é regulada positivamente após a inflamação e o 

Interferon-gama (IFN-γ) é um estímulo potente para a expressão de PD-L1. Da mesma 

forma que CTLA-4, a sinalização PD-1 atenua a atividade das células T através de 
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vários mecanismos, incluindo modulação descendente da sinalização de TCR (KEIR 

et al., 2008). O PD-1 desempenha um papel crucial na redução da atividade das 

células T autorreativas, promovendo assim a tolerância das células T periféricas. O 

PD-1 também regula a exaustão das células T, um processo fisiopatológico que ocorre 

durante a exposição persistente ao antígeno e que é caracterizado pela perda 

progressiva das funções efetoras, capacidade proliferativa reduzida, regulação 

positiva dos receptores coinibitórios e aumento da apoptose (ABERS et al., 2019). 

Como citado, esse tema já é bem descrito na oncologia, onde sua aplicação é 

fundamentada. Desta forma, apesar de estudos anteriores revelarem que a expressão 

de PD-1 foi regulada positivamente em células T exaustas em várias infecções 

crônicas em bovinos, como a infecção pelo vírus da leucemia bovina (leucose 

enzooótica bovina), doença de Johne e anaplasmose bovina (IKEBUCHI et al., 2013; 

OKAGAWA et al., 2016, KONNAI et al., 2016), não há estudos que correlacionam 

alterações na expressão desses receptores imunoinibitórios em infecções de bovinos 

leiteiros, como por exemplo na mastite e infecções uterinas. 

2.2.3 Imunidade de mucosa 

O sistema imunológico das mucosas é um conjunto integrado que fornece a 

primeira barreira de defesa para mais de 90% dos patógenos. O mesmo fortalece essa 

barreira de defesa com uma resposta inata e adaptativa, e apresenta a maior 

concentração de anticorpos do que qualquer outro tecido do corpo (CHASE et al., 

2019). 

O trato reprodutivo da fêmea (TRF) apresenta um sistema imunológico 

dinâmico devido à ciclicidade da regulação hormonal e da gravidez. São descritos 

níveis elevados de imunoglobulinas (Ig) IgG e IgA no muco cervicovaginal, bem como 

IgA, IgE e IgG no útero, o que coloca a IgG como é um importante mecanismo de 

defesa da mucosa para o TRF (HORTON & VIDARSSON, 2013). 

Após o parto, o TRF de vacas apresenta um processo inflamatório ativo com o 

objetivo de limpar os restos celulares da placenta e responder à possível 

contaminação bacteriana. Dessa forma, as células da mucosa epitelial do útero se 

descamam completamente. Já em vacas saudáveis, a inflamação do útero 

desaparece após a quarta ou quinta semana pós-parto. No entanto, o reparo da TRF 
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(principalmente do útero) não está completo da sexta a oitava semana pós-parto 

(DADARWAL et al., 2017). A ativação do sistema imunológico inato também é 

essencial para a separação da placenta. Durante a primeira semana pós-parto, há 

aumento do influxo de recrutamento de neutrófilos para o TRF que está intimamente 

associado ao aumento da secreção de citocinas observado no leite de vacas 

clinicamente normais até 24 dias (GABLER et al., 2010). Os níveis de neutrófilos 

diminuem na quarta semana pós-parto, quando a involução uterina está quase 

completa. Os macrófagos também fornecem um componente crucial na fagocitose, 

apresentação de antígenos e regulação da inflamação uterina. Uma vez que as 

bactérias foram eliminadas, estes auxiliam na involução uterina. 

A microflora da TRF depende da fertilidade e do estado de parto do animal. 

Quando saudável, a flora microbiana é uma combinação de microrganismos 

aeróbicos, anaeróbios facultativos e anaeróbios obrigatórios (WANG et al., 2013). A 

contaminação bacteriana do útero ocorre por duas a três semanas após o parto devido 

ao relaxamento das barreiras físicas, incluindo a abertura do colo. Eventos de pressão 

negativa criados por contrações e relaxamentos uterinos repetidos aumentam a 

contaminação bacteriana por um efeito de vácuo. Bactérias Gram-negativas 

predominam no útero bovino durante a primeira semana após o parto e são 

gradualmente substituídas por bactérias Gram-positivas durante a segunda e terceira 

semana pós-parto. A contaminação bacteriana é eliminada na maioria das vacas ao 

final da quarta semana pós-parto (DADARWAL et al., 2017). 

2.4 Infecção uterina  

Assim como a mastite, a endometrite é considerada uma importante causa de 

perdas econômicas e infertilidade em vacas leiteiras, resultando em grandes prejuízos 

na indústria de laticínios (SHELDON et al., 2009; WAGENER et al., 2017). 

Um importante parâmetro para avaliar a saúde reprodutiva de um rebanho é o 

intervalo entre partos, que apresenta estreita relação com o tempo que a vaca retorna 

à atividade reprodutiva após o parto. Para que isto ocorra, são necessários vários 

processos como a involução uterina, a regeneração do endométrio, a eliminação do 

conteúdo bacteriano do útero e a retomada da atividade cíclica ovariana (SHELDON 

et al. 2008). O risco da ocorrência de doenças uterinas é aumentado quando existem 
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falhas em um ou mais desses processos, reduzindo assim a fertilidade de vacas 

leiteiras (DJURICIC et al. 2012). Além disso, outros fatores estão associados, tais 

quais, endócrinos, imunológicos, genéticos, de manejo e suas interações contribuem 

para o aumento na incidência de infecções uterinas.  

Segundo Sheldon et al. (2006) a endometrite é uma inflamação superficial do 

endométrio sem sinais sistêmicos. Assim, uma vaca com endometrite clínica 

apresenta secreção uterina purulenta detectada na vagina a partir dos 21 dias pós-

parto (DPP) ou secreção mucopurulenta (50% de muco e 50% de pus) depois dos 26 

DPP, sem alterações sistêmicas. No entanto, quando não há evidências dos sinais 

clínicos da endometrite mas há uma redução no desempenho reprodutivo da fêmea, 

surge o conceito de endometrite subclínica (ES) (SHELDON et al. 2009). 

Infelizmente, não existe um “padrão ouro” para diagnóstico de doença uterina, 

dificultando a mensuração da sensibilidade e especificidade das definições clínicas 

(SHELDON et al., 2006). 

Segundo a classificação proposta por McDougall et al. (2007) a endometrite 

clínica pode ser diagnosticada de acordo com a cor e a proporção de pus contido na 

secreção. O muco pode ser classificado em cinco graus, dos quais grau 0 = ausente, 

grau 1 = muco cristalino, grau 2 = muco com focos de pus, grau 3 = descarga 

mucopurulenta, grau 4 = descarga purulenta e grau 5= descarga purulenta com odor 

fétido. 

Já a endometrite subclínica foi determinada por Sheldon et al. (2006) pela 

presença de >18% de neutrófilos na citologia uterina em amostras coletadas 20 a 33 

dias após o parto ou > 10% de neutrófilos em 34 a 47 dias após o parto. A avaliação 

da inflamação em 40-60 dias pós-parto correspondeu aproximadamente a >5% de 

neutrófilos (GILBERT et al., 2005). Dessa forma, é possível identificar a enfermidade 

subclínica, tratar e prevenir recidivas e novos casos. 
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3 CAPÍTULO II – Nota científica: EXPRESSÃO DE PD-1 E CTLA-4 EM 

LINFÓCITOS T E SUA RELAÇÃO COM O PERÍODO PERIPARTURIENTE E 

CITOLOGIA ENDOMETRIAL NO PERIODO PÓS-PARTO EM VACAS LEITEIRAS 1 

 

3.1 RESUMO 

O presente estudo buscou avaliar a expressão de PD-1 e CTLA-4 em linfócitos T 
sanguíneos durante o período periparturiente e sua relação com a saúde uterina, 
determinada pela citologia endometrial, e as concentrações séricas de β-
hidroxibutirato (BHB) e ácidos graxos não esterificados (NEFA), indicadores de 
balanço energético negativo. Para isso, foi realizada a coleta de sangue periférico de 
26 vacas leiteiras 14 dias anterior ao parto (T-14), no parto (T0) e 30 dias pós-parto 
(T30) para determinação da expressão de PD-1 e CTLA-4 em linfócitos T sanguíneos 
por citometria de fluxo e nos dias T0, 10 após o parto (T10), e T30 para obtenção de 
soro e determinação sérica de NEFA, BHB e da proteína de fase aguda haptoglobina. 
A citologia endometrial foi realizada em T10, 20 dias após o parto (T20) e T30. Nossos 
achados sugerem que os immune checkpoints apresentam papel fundamental na 
tolerância imunológica durante a gestação bovina, que por outro lado, caso sejam 
altamente expressos em linfócitos T podem inibir a resposta imune de tal modo que 
levam a implicações negativas para saúde uterina. Assim, o presente estudo 
representa um passo inicial que abre caminho para o desenvolvimento de novas 
alternativas terapêuticas dirigidas pelo hospedeiro com o objetivo de aumentar a 
resistência dos bovinos leiteiros a infecções neste período crítico da vida destes 
animais. 

 

Palavras-Chave: pontos de controle imunológicos; citologia endometrial; vaca 
leiteira. 

 

3.2 INTRODUÇÃO 

O período de transição em vacas de leite, compreendido entre as três semanas 

que antecedem ao parto até as três semanas após o parto, é caracterizado por 

drásticas alterações metabólicas e na resposta imune. Este período possui desafio 

para esses animais que resultam em maior suscetibilidade às enfermidades 

(LEBLANC, 2010; MEZZETTI et al., 2021). Com isto, destaca-se a endometrite que é 

a principal causa de infertilidade nos rebanhos leiteiros (PAIANO et al., 2022), no qual 

a citologia endometrial é amplamente empregada para o seu diagnóstico. 

                                                           
1 Artigo submetido à revista Frontiers  
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Apesar da maioria das vacas leiteiras estarem sujeitas à contaminação 

bacteriana do útero no período pós-parto, apenas uma fração destes animais 

desenvolvem a doença. No entanto, os mecanismos que determinam o processo pelo 

qual alguns animais resolvem a infecção uterina, enquanto outras resistem à infecção 

ainda não é totalmente compreendido. Diversos estudos vem sendo desenvolvidos 

acerca dos pontos de controle imunológicos que podem estar envolvidos com o 

surgimento ou mesmo a manutenção de diferentes doenças, dentre os quais podem 

ser destacados a proteína 1 de morte celular programada (PD-1) e proteína 4 

associada a linfócitos citotóxicos (CTLA-4) que são expressas nas células T induzindo 

sua exaustão imune (BARBER et al., 2006; DAY et al., 2006; DONG et al., 2002; 

SZNOL & CHEN, 2013) promovendo um mecanismo de retroalimentação negativa. 

Esse processo resulta na inibição da produção de importantes mediadores 

inflamatórios como as citocinas interferon (IFN)-γ e interleucina (IL)-2, redução na 

proliferação celular e atividade citotóxica, sendo, portanto, associado à 

imunossupressão, progressão de doenças e prognóstico desfavorável (GOTO et al., 

2017). No entanto, a relação destes pontos de controle imunológicos com o período 

de transição em vacas leiteiras e a saúde uterina no período pós-parto em vacas 

leiteiras ainda não foi estudado. 

Desta forma, o presente estudo buscou avaliar a expressão de PD-1 e CTLA-4 

em linfócitos T sanguíneos durante o período periparturiente e sua relação com a 

saúde uterina, determinada pela citologia endometrial, e as concentrações séricas de 

β-hidroxibutirato (BHB) e ácidos graxos não esterificados (NEFA), indicadores de 

balanço energético negativo. 

  

2.3 MATERIAL E MÉTODOS 

Animais e delineamento experimental 

Para o presente estudo foi utilizada 26 vacas leiteiras, destas 19 vacas multíparas e 7 

primíparas, proveniente de duas propriedades leiteiras. Neste contexto, foram 

utilizados 16 animais da raça zebuína guzerá (Fazenda A) e 10 animais da raça 

girolando, composta pelo cruzamento de bovinos da raça holandesa e Gir (Fazenda 

B). A coleta de sangue periférico foi realizada 14 dias anterior ao parto (T-14), no parto 

(T0) e 30 dias pós-parto (T30) para determinação da expressão de PD-1 e CTLA-4 
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em linfócitos T sanguíneos. Além disso, realizamos coleta de sangue nos dias T0, 10 

após o parto (T10), e T30 para obtenção de soro e determinação da concentração 

sérica de NEFA, BHB e da proteína de fase aguda haptoglobina. A citologia 

endometrial foi realizada em T10, 20 dias após o parto (T20) e T30. 

 

Coleta de amostras de sangue periférico 

As amostras de sangue periférico foram coletadas assepticamente por venopunção 

da veia jugular em tubos do tipo vacutainer® 12 ml contendo heparina sódica (T-14, 

T0 e T30; cat. n. 367871, BD Biosciences, Nova Jersey, EUA) e 4ml sem 

anticoagulante (T0, T10, e T30; cat. n.367812, BD Biosciences, Nova Jersey, EUA). 

O soro sanguíneo foi obtido através de centrifugação por 10 minutos e 2.500 x g a 

temperatura ambiente. 

 

Concentrações séricas de NEFA, BHB e Haptoglobina 

Considerando a importância do metabolismo hepático dos NEFAs para os ruminantes, 

podemos dizer que as concentrações circulantes de NEFA e BHB mede aspectos do 

sucesso da adaptação ao balanço energético negativo (ADEWUYI et al., 2005), além 

de serem considerados importantes marcadores do metabolismo e da fisiologia da 

vaca periparturiente (BELL, 1995; OVERTON, 2004). Dessa forma, as análises das 

concentrações séricas de BHB e NEFA foram realizadas com um analisador 

automático (Randox Rx Daytona Chemistry Analyzer™, Crumlin, UK) usando kits 

comerciais Randox® (Randox Laboratories, Crumlin, UK) para BHB (Randox, RB 

1007) e NEFA (Randox, FA115). O valor de corte estabelecido para determinar cetose 

foi 1,2 mmol/L para BHB e 0,8 mmol/L para NEFA, conforme previamente descrito por 

Roberts et al. (2012).  

A mensuração das proteínas de fase aguda é amplamente utilizada no 

diagnóstico de enfermidades em ruminantes, sendo importante indicadores de 

processos inflamatórios em bovinos (ECKERSALL & BELL, 2010), no qual 

Haptoglobina (Hp) se destaca por sua alta sensibilidade e especificada, e sua 

capacidade de discriminar infecções agudas e crônicas (HORADAGODA et al., 1999), 

sendo portanto, a proteína de fase aguda mais estudada e utilizada para detectar 
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vacas com alto risco de doença sistêmica e inflamação pós-parto grave em bovinos 

(SCHMITT et al., 2021). As análises das concentrações séricas de haptoglobina foram 

determinadas por procedimento colorimétrico que mede a complexação da 

haptoglobina-hemoglobina estimando as diferenças na atividade da peroxidase, 

conforme previamente descrito por MAKIMURA e SUZUKI (1982).  

 

Citologia endometrial 

Para avaliação da saúde uterina foi realizada a citologia endometrial (CE) com o 

auxílio da escova cervical Cytobrush® (Kolplast, Itupeva, Brasil). A coleta de conteúdo 

uterino foi realizada conforme descrito por Martins et al. (2014), na qual consistiu na 

coleta de amostras utilizando uma escova ginecológica humana acoplada a um 

aplicador universal de sêmen com haste inoxidável e protegido por uma bainha 

francesa e camisa sanitária. Primeiramente, foi feito a higienização prévia da vulva 

com papel toalha, em seguida após a passagem pela cérvix, e chegada até a base do 

corpo uterino, a camisa sanitária era rompida e o embolo do aplicador empurrado para 

frente expondo a escova, que em contato com o endométrio, foi rotacionada em 

sentido horário e então removida como descrito por Moura et al. (2012). 

Posteriormente, foram realizados esfregaços com movimentos circulares leves em 

lâminas com o conteúdo uterino obtido na escova cervical Cytobrush® (Kolplast, 

Itupeva, Brasil), e posteriormente as lâminas confeccionadas foram coradas com 

panótico rápido para avaliação da celularidade, através da microscopia ótica. A CE foi 

determinada pela avaliação do percentual de neutrófilos, a partir da contagem de 100 

células, no aumento de 100 X. Para o presente estudo, animais que apresentaram 

>18% de neutrófilos na citologia uterina das amostras coletadas em T20 e T30 foram 

considerados com diagnóstico de endometrite, conforme previamente descrito 

(SHELDON et al. 2006). 

 

Expressão de PD-1 e CTLA-4 na população de linfócitos T 

Inicialmente, as células mononucleares do sangue venoso periférico (PBMCs) foram 

isoladas por gradiente de densidade Ficoll-Paque™ PLUS (GE Healthcare, 

Darmstadt, Alemanha) conforme recomendações do fabricante e posteriormente 
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foram congeladas no freezer a -80°C por 120 dias. As PBMCs de cada amostra foram 

transferidas para dois tubos de polipropileno (A e B) de 5 mL, fundo redondo, 12 x 

75mm, próprios para citometria de fluxo, no qual foram incubados por 30 min em 

temperatura ambiente com os anticorpos primários. Previamente foi feita a 

quantificação dos anticorpos e com isso no tubo A continha 1 µL do anticorpo primário 

mouse anti-bovine IgG1 CD3 (clone MM1A, cat. n. BOV 2009, Washington State 

University Monoclonal Antibody Center, EUA) e goat anti-human PD-1 com reação 

cruzada com bovinos (diluído 1/10 em PBS com 1% soro fetal bovino inativado estéril 

pelo calor e 0,09% de azida sódica; cat. n. LS-C55247-100, LSBIO, EUA) e o tubo B 

continha 1 µL do anticorpo primário mouse anti-bovine IgG1 CD3 (clone MM1A, cat. 

n. BOV 2009, Washington State University Monoclonal Antibody Center, EUA) e goat 

anti-human CTLA-4 com reação cruzada com bovinos (diluído 1/10 em PBS com 1% 

soro fetal bovino inativado estéril pelo calor e 0,09% de azida sódica; cat. n. AF-386-

PB, R&D Systems, EUA). Depois do período de incubação as células foram lavadas 

com PBS, centrifugadas a 250 x g a 4ºC por 8 minutos, o sobrenadante foi desprezado 

e as células ressuspendidas em 100 µL de PBS, e os anticorpos secundários cabra 

anti-IgG1 de camundongo conjugado com PE-Texas-Red (cat. n. M32017, 

ThermoFisher, EUA) e burro anti-cabra IgG cross-adsorbed conjugado com Alexa 

Fluor 488 (cat. n. A11055, ThermoFisher, Carlsbad, EUA) foram adicionados. As 

amostras foram incubadas a temperatura ambiente por 30 minutos. Posterior ao 

período de incubação, as células foram lavadas com PBS, centrifugadas a 250 x g a 

4ºC por 8 minutos, o sobrenadante foi desprezado e as células ressuspendidas em 

300 µL de PBS com 1% soro fetal bovino inativado pelo calor. As leituras da amostra 

foram realizadas usando um citometro de fluxo BD FACSCanto™ II (BD Biosciences, 

Nova Jersey, EUA). Para este ensaio foram examinadas 10.000 células de cada 

amostra. Um controle não corado, controle de anticorpo secundário e amostras de 

PBMCs coradas simples também foram preparadas como controles de compensação. 

O software Flow Jo Tree Star (FlowJo - Treestar 10.5.3 para Windows, Tree Star Inc., 

Ashland, OR, EUA) foi utilizado para analisar os dados (Figura Suplementar 1). 

 

http://www.bd.com/resource.aspx?idx=17867
http://www.bd.com/resource.aspx?idx=17867
http://www.bd.com/resource.aspx?idx=17867
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Figura Suplementar 1. Esquema sucessivo de gates para determinação da expressão de PD-1 em 

linfócitos T. Inicialmente, a população de células mononucleares do sangue periférico (PBMC) foi 

identificada após exclusão da maioria dos debris celulares (A). Posteriormente, os linfócitos foram 

identificados com base em sua granularidade citoplasmática e intensidade de fluorescência seguindo 

um protocolo de imunomarcação fluorescente de duas etapas usando anticorpo monoclonal (Ab) 

primário anti-bovino específico para identificação de linfócitos T (CD3+) e Abs secundários acoplados a 

comprimento de onda longo sonda fluorescente [PE (Phycoerythrin)-Texas Red] (B). Posteriormente, o 

histograma mostra a expressão de PD-1 por linfócitos T 14 dias anterior ao parto (T-14; C) e 30 dias 

após o parto (T30, D) seguindo um protocolo de imunomarcação fluorescente de duas etapas usando 

anticorpo monoclonal (Ab) primário com reação cruzada com bovinos para identificação de PD-1 e Abs 

secundários acoplados a comprimento de onda longo sonda fluorescente (Alexa-Fluor 488) (D).  

 

Análise estatística 

A distribuição dos dados foi avaliada inicialmente pelo teste de Shapiro-Wilk. Os dados 

de distribuição paramétrica foram submetidos à análise de variância, pelo teste de 

Student-Newman-Keuls para comparação de cada variável analisada nos distintos 
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momentos. As variáveis com distribuição não-paramétrica foram comparadas pelo 

teste de Kruskal Wallis, seguido pelo teste de Dunn’s, para verificação de significância 

(P < 0,05), exceto quando indicado. As correlações entre as variáveis analisadas 

deram-se pela correlação de Pearson e de Spearman para dados paramétricos e não 

paramétricos, respectivamente. O programa estatístico GraphPad Prism 9.0 foi 

utilizado (GraphPad software, Inc., San Diego, EUA).  

Para investigar a associação entre a expressão de CLTA-4 e PD-1 em linfócitos 

T, com a endometrite dada pela porcentagem de neutrófilos > 18 % na CE em T20 e 

T30, utilizou-se da regressão linear generalizada, tendo como variável dependente a 

afecção e variáveis explicativas como o momento de coleta, o número de partos e a 

fazenda. Todas estas análises foram realizadas no programa R (R Core Team, 2021) 

e os pacotes tidyverse (Wickham, 2019) e broom (Robinson, Hayes & Couch, 2021). 

Os resultados foram expressos em média ± erro-padrão, e para todas as análises 

utilizou-se α = 5%, exceto quando indicado.  

 

2.4 RESULTADOS 

No presente estudo não foram observadas diferenças estatísticas no modelo de 

regressão linear generalizada entre vacas multíparas e primíparas e efeito das 

fazendas leiteiras nas variáveis analisadas. A porcentagem de neutrófilos na CE no 

T10 (27,50 ± 5,90), T20 (30,31 ± 5,26) e T30 (14,65 ± 4,00) também não diferiu entre 

os momentos analisados (P = 0,12). 

A cetose determinada pelas concentrações séricas de BHB e NEFA foram 

detectados em pelo menos um dos momentos avaliados em 23,08% (n = 6) e 15,38% 

(n = 5), respectivamente. Além disso, a cetose não apresentou associação com a 

expressão de CTLA-4 e PD-1 em linfócitos T sanguíneos no modelo de regressão 

linear generalizada. Os tempos analisados não impactaram na concentração sérica 

de BHB (P = 0,45) e haptoglobina (P = 0,38), no entanto a concentração sérica de 

NEFA foi maior em T0 que T10 (P = 0,02; Figura Suplementar 2).  
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Figura Suplementar 2. Concentração sérica de Ácido Graxo Não Esterificado (NEFA) (mmol/L) aos 

10 (T10), 20 (T20) e 30 (T30) dias pós-parto. * (P = 0,02). 

 

Um dos resultados que merece destaque foi a maior expressão de CTLA-4 em 

linfócitos T no T-14 (P = 0,0007) e T0 (P = 0,0004) quando comparado com T30 

(Figura 1A). A expressão de PD-1 em linfócitos T no T-14 também foi maior que T30 

(P = 0,003; Figura 1B). No modelo de regressão linear generalizada, a porcentagem 

de neutrófilos determinada pela CE no T20 apresentou uma associação com a 

expressão de PD-1 em linfócitos T (P = 0,02) e uma tendência com a expressão de 

CTLA-4 em linfócitos T (P = 0,086). Além disto, animais com porcentagem de 

neutrófilos > 18 determinada pela CE (indicador de endometrite) em T30 

apresentaram em T0 maior expressão de PD-1 por linfócitos T (P = 0,009), assim 

como tendência a maior expressão de PD-1 em T30 (P = 0,09; Figura 2). 
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Figura 1. Expressão de CTLA-4 média geométrica de intensidade de fluorescência (GMFI) 
(A) e PD-1 média geométrica de intensidade de fluorescência (GMFI) por linfócitos T 
sanguíneos em vacas leiteiras no T-14, T0 e T30 (B). T-14 = 14 dias antes do parto; T0 = dia do parto; T30 

= 30 dias pós-parto; *** (P = 0,0007); *** (P = 0,0004); ** (P = 0,003). 

 

Figura 2. Expressão de PD-1 média geométrica de intensidade de fluorescência (GMFI) por 
linfócitos T sanguíneos no T0 (A) e T30 (B) em vacas leiteiras com porcentagem de neutrófilos 
menor (% N < 18) e maior que 18 (% N > 18) detectada por citologia endometrial em T30. T0 

= dia do parto; T30 = 30 dias pós-parto; ** (P = 0,009). 

 

A expressão de CTLA-4 em linfócitos T sanguíneos no T-14 apresentou 

correlação com a porcentagem de neutrófilos no T30 (r = 0,56; P = 0,01) e a 

concentração sérica de haptoglobina T30 (r = 0,68; P = 0,002). Também no T-14 a 
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expressão de PD-1 em linfócitos T apresentou correlação com a concentração sérica 

de haptoglobina T30 (r = 0,62; P = 0,006). Já no T0, a expressão de CTLA-4 em 

linfócitos T teve novamente correlação com porcentagem de neutrófilos T30 (r = 0,50; 

P = 0,03) e a concentração sérica de haptoglobina T30 (r = 0,66; P = 0,003), da mesma 

forma no T0 a expressão de PD-1 em linfócitos T houve correlação significativa com 

porcentagem de neutrófilos T30 (r = 0,62; P = 0,006) e a concentração sérica de 

haptoglobina T30 (r = 0,72; P = 0,0007).  

Ademais, a concentração sérica de haptoglobina no T10 apresentou correlação 

com a expressão de CTLA-4 em linfócitos T no T30 (r = 0,74; P = 0,0005), e expressão 

de PD-1 em linfócitos T no T30 (r = 0,63; P = 0,005). A concentração sérica de 

haptoglobina no T30 apresentou correlação com expressão de CTLA-4 em linfócitos 

T no T30 (r = 0,65; P = 0,41), e expressão de PD-1 em linfócitos T no T30 (r = 0,65; P 

= 0,004). 

 

2.5 DISCUSSÃO 

O período pós-parto em vacas leiteiras representa a finalização com sucesso de um 

longo período de gestação no qual existe um desafio para a imunidade uterina que 

por um lado precisa estar suprimida para limitar a resposta imune contra o concepto 

halogênico. Nesta fase, a diferenciação das células T regulatórias é crucial para inibir 

as repostas de células T e o processo inflamatório, no entanto por outro lado, a 

resposta imune precisa atuar contra infecções (MEGGYES et al. 2019). Neste cenário, 

sabe-se que os immune checkpoints CTLA-4 e PD-1 são amplamente reconhecidos 

como reguladores negativos da imunidade das células T (BUCHBINDER & DESAI, 

2016). Assim, a maior expressão de CTLA-4 e PD-1 em linfócitos T no período pré-

parto nas vacas leiteiras no presente estudo indica seu importante papel na 

manutenção da tolerância imunológica materna que ocorre durante a gestação, como 

previamente reportado em humanos (ANDRIKOPOULOU et al., 2021; ENNINGA et 

al., 2018; MIKO et al., 2019; WANG et al., 2019) e em ratos (TIAN et al., 2016). De 

fato, as células T desempenham papel fundamental na indução e manutenção da 

tolerância materno-fetal, pois são capazes de se diferenciar em subconjuntos 

distintos, incluindo células Th1, Th2, Th17 e Treg e há dominância de citocinas do tipo 

Th2 e do tipo Treg durante a gestação normal os quais são considerados os principais 
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mecanismos de indução de tolerância ao feto, já em aborto espontâneo existe uma 

dominância por citocinas do tipo Th1 (ARCK & HECHER, 2013; PICCINNI 1998). 

Neste ponto, a progesterona, apesar de não sido mensurada no experimento, parece 

ter papel importante no processo de tolerância imunológica materna e na indução da 

expressão dos immune checkpoints CTLA-4 e PD-1 em linfócitos T (D’ALOTTO-

MORENO et al., 2015).  

Ademais, é notório que a intensidade da imunossupressão uterina que ocorre 

durante o período pré-parto e a rápida restauração dos mecanismos de defesa 

determinam se o animal irá desenvolver ou não metrite ou endometrite no período 

pós-parto (HANSEN et al., 2013). Este fato pode explicar, pelo menos em parte, a 

relação entre a expressão dos immune checkpoints CTLA-4 e PD-1 em linfócitos T no 

pré-parto e ao parto com a citologia endometrial no período entre T20 e T30, 

importante ferramenta empregada no diagnóstico da endometrite bovina. Além disto, 

a maior expressão dos immune checkpoints CTLA-4 e PD-1 em linfócitos T pode 

explicar a susceptibilidade dos bovinos leiteiros à infecção no período pré-parto e ao 

parto, especialmente ao considerarmos a importância das células T para a imunidade 

de mucosas (CHASE & KAUSHIK, 2019). Não por acaso, a prevalência de nova 

infecções intramamárias no período pré-parto e ao parto também é muito alta (DE 

VLIEGHER et al., 2012), e pode ser explicada pelo menos em parte pelos achados do 

presente estudo, no entanto merece mais pesquisas. Também, o supracitado é 

reforçado pela correlação entre a expressão dos immune checkpoints CTLA-4 e PD-

1 em linfócitos T no pré-parto e com o aumento na concentração sérica de 

haptoglobina, que é a proteína de fase aguda mais importante em bovinos 

(ECKERSALL & BELL, 2010; BRANDÃO, 2016), geralmente associada a processos 

inflamatórios decorrentes de infecções.  

Embora o balanço energético negativo ganhe destaque no período pós-parto, 

com evidente elevação das concentrações séricas de BHB e NEFA, este tem 

implicações negativas para a resposta imune (WATHES et al, 2009; ESPOSITO et al., 

2014) levando a ocorrência de distúrbios metabólicos e doenças infecciosas como a 

hipocalcemia, deslocamento de abomaso, mastite e metrite (OSPINA et al., 2010; 

CHAPINAL et al., 2011). Contudo, o presente estudo não apontou relação entre as 

concentrações séricas de BHB e NEFA, ou a ocorrência de cetose, com a expressão 

de CTLA-4 e PD-1 em linfócitos T sanguíneos, sugerindo que a reconhecida 
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imunossupressão relacionada ao balanço energético negativo não está relacionada 

com a expressão dos immune checkpoints estudados aqui em linfócitos T. 

No entanto, como a inibição de linfócitos T por este immune checkpoints é 

reversível, por exemplo pelo uso de anticorpos monoclonais anti-ligante de morte 

programada 1 (PD-L1), anti-PD-1 ou anti-CTLA-4, abrindo novas fronteiras para o 

tratamento e prevenção de enfermidades. Assim, a inibição funcional de fatores 

imunossupressores representa ferramentas viáveis para reativar células imunes em 

um estado de tolerância, sendo uma nova estratégia terapêutica para infecções 

crônicas, doenças tumorais ou como uma abordagem para aumentar a eficácia das 

vacinas (KONNAI et al., 2016). 

 

3 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

O presente estudo apontou para o importante papel da expressão de PD-1 e CTLA-4 

em linfócitos T durante o período periparturiente e seu reflexo na saúde uterina. Desta 

forma, nossos achados sugerem que os immune checkpoints apresentam papel 

fundamental na tolerância imunológica durante a gestação bovina, que por outro lado, 

caso sejam altamente expressos em linfócitos T podem inibir a resposta imune de tal 

modo que levam a implicações negativas para saúde uterina. Assim, o presente 

estudo representa um passo inicial que abre caminho para o desenvolvimento de 

novas alternativas terapêuticas dirigidas pelo hospedeiro com o objetivo de aumentar 

a resistência dos bovinos leiteiros a infecções neste período crítico da vida destes 

animais. 
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