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RESUMO

O presente estudo buscou avaliar a expresséo de PD-1 e CTLA-4 em linfécitos T sanguineos
durante o periodo periparturiente e sua relacdo com a salde uterina, determinada pela
citologia endometrial, e as concentracdes séricas de B-hidroxibutirato (BHB) e acidos graxos
nao esterificados (NEFA), indicadores de balango energético negativo. Para isso, foi realizada
a coleta de sangue periférico de 26 vacas leiteiras 14 dias anterior ao parto (T-14), no parto
(TO) e 30 dias po6s-parto (T30) para determinacdo da expressao de PD-1 e CTLA-4 em
linfécitos T sanguineos por citometria de fluxo e nos dias TO, 10 apés o parto (T10), e T30
para obtencdo de soro e determinagdo sérica de NEFA, BHB e da proteina de fase aguda
haptoglobina. A citologia endometrial foi realizada em T10, 20 dias apés o parto (T20) e T30.
Nossos achados sugerem que os immune check points apresentam papel fundamental na
tolerancia imunolégica durante a gestagéo bovina, que por outro lado, caso sejam altamente
expressos em linfocitos T podem inibir a resposta imune de tal modo que levam a implicacdes
negativas para sadde uterina. Assim, o presente estudo representa um passo inicial que abre
caminho para o desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas dirigidas pelo hospedeiro
com o objetivo de aumentar a resisténcia dos bovinos leiteiros a infeccées neste periodo
critico da vida destes animais.

Palavras-Chave: pontos de controle imunolégicos; 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 B-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
(TO) 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 TO, 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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TO = dia do parto; T30 = 30 dias pés parto.
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1 CONSIDERACOES INICIAIS

O periodo de transicdo em vacas de leite, compreendido entre as trés semanas
gue antecedem ao parto até as trés semanas ap0s 0 parto, € caracterizado por
drésticas alterac6es metabdlicas e na resposta imune, representando um periodo de
maior desafio para esses animais resultando em maior suscetibilidade as
enfermidades nas trés primeiras semanas poés-parto (LEBLANC, 2010; MEZZETTI et
al., 2021). Nesse periodo, portanto, destaca-se a endometrite que € a principal causa
de infertilidade nos rebanhos leiteiros (PAIANO et al., 2022), no qual a citologia
endometrial € amplamente empregada para o seu diagnéstico.

Diversos estudos vem sendo desenvolvidos acerca dos immune checkpoints
gue podem estar envolvidos com o surgimento ou mesmo a manutencéao de diferentes
doencas, dentre as quais podem ser destacadas a proteina 1 de morte celular
programada (PD-1) e proteina 4 associada a linfécitos citotéxicos (CTLA-4) que sao
expressas nas células T induzindo sua exaustdo imune (BARBER et al., 2006; DAY
et al., 2006; DONG et al., 2002; SZNOL & CHEN, 2013) promovendo um mecanismo
de retroalimentacdo negativa. No entanto, a relacdo destes pontos de controle
imunologicos com o periodo de transicdo em vacas leiteiras e a saude uterina no

periodo pds-parto em vacas leiteiras ainda nao foi estudado.

Desta forma, o presente estudo buscou avaliar a expressao de PD-1 e CTLA-4
em linfécitos T sanguineos durante o periodo periparturiente e sua relacdo com a
saude uterina, determinada pela citologia endometrial, e as concentracdes séricas de
B-hidroxibutirato (BHB) e acidos graxos ndo esterificados (NEFA), indicadores de

balanco energético negativo.

Nesta Otica os dados apontam para a necessidade de maiores estudos acerca
dos immune checkpoints CTLA-4 e PD-1 em linfocitos T em diferentes situacdes
fisiopatoldgicas em bovinos de leite para que posteriormente seja possivel instituir
métodos de prevencédo, diminuindo os indices de animais acometidos por endometrite,

minimizando os impactos negativos nas criacdes desses rebanhos.
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2 CAPITULO | - REVISAO DE LITERATURA
2.1 Periodo de Transicao

Existem muitos estudos relevantes sobre os desafios enfrentados por vacas
leiteiras em sua transicdo do parto para a lactacdo, momento bem conhecido como
periodo de transi¢ao (PT), que comeca trés semanas antes do parto e estendendo-se
até as trés primeiras semanas de lactacdo (ABUELO et al., 2021). Esta fase fisiolégica
resulta em severas alteracbes no metabolismo de vacas leiteiras que séao
impulsionadas por mudancas repentinas nos niveis hormonais, bem como na
demanda energética e mineral (AKBAR et al., 2015; BARRAGAN et al., 2018),
devendo-se considerar ainda as condi¢fes de balango energético negativo (BEN) e
protéico provocado pelo fim da gestacéo e inicio da lactacdo (BATISTEL et al., 2018;
MCCABE et al., 2020).

O BEN durante o periparto tornou-se fenbmeno acentuado em bovinos leiteiros
de alta producdo, devido a intensa sele¢édo genética para a producao de leite (HERDT,
2000). Dessa forma, alteracfes metabolicas que afetam vacas no inicio de lactacdo
sdo uma preocupacao relevante nos rebanhos de leite, uma vez que ja foram bem
caracterizados seus impactos diretos e indiretos na producédo, desde uma menor
producao leiteira, passando por perdas reprodutivas e levando ao maior custo com
medicamentos e servicos veterinarios (CAMPLER et al., 2014; CANNING et al., 2017).

2.1.1 Metabolismo energético

Segundo Rabelo e Campos (2009), no periparto ha um aumento na demanda
de nutrientes, justificado pelo desenvolvimento final do feto, colostrogénese e
lactogénese, somados a uma baixa ingestdo de matéria seca (IMS), resultando em
um aporte nutricional abaixo da demanda necessaria. Assim as exigéncias de energia

liguida para a lactagdo chegam a dobrar neste periodo (NRC, 2001).

Dessa forma, a diminuicdo da IMS em cerca de 20 a 30% (PARK et al., 2001)
nas semanas que antecedem o parto € associada principalmente a elevados niveis
de hormdnios esterdides na corrente sanguinea (GRUMMER et al., 2004), devendo

ser considerado ainda o aspecto multifatorial deste fenbmeno, ressaltando a co-
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participacdo de fatores como metabdlitos sanguineos, corticosteroides, leptina,
insulina, peptideos intestinais e neuropeptidios (INGVARTSEN e ANDERSEN, 2000).

Neste periodo, os niveis séricos glicémicos e de insulina sofrem os efeitos
negativos da associacdo de uma elevada demanda energética com a baixa IMS,
levando a uma maior mobilizacdo da gordura corpérea (SORDILLO e RAPHAEL,
2013). Uma vez que presente a necessidade de equilibrar os niveis glicémicos, h&
inicialmente uma resposta do organismo com vistas a uma maior atividade hepéatica
para producéao glicose, associada a uma menor oxidacao da glicose a nivel de tecidos
periféricos, como por exemplo, no tecido muscular. Posteriormente, a mobilizacao das
reservas de gordura corpOrea resulta na liberacao de 4cidos graxos néo esterificados
(NEFA) na circulacdo sanguinea (OVERTON, 2004), os quais devem auxiliar a
atender a demanda energética do organismo, porém, sem ultrapassar sua capacidade
de metabolizacdo do mesmo pelo figado (HERDT, 2000), sob o risco de resultar em
acumulo de triglicerideo hepético e comprometimento da gliconeogénese no figado,
mecanismo fundamental na manutencdo da homeostase, sobre tudo nesse periodo
de elevada demanda energético (OVERTON, 2004).

Uma vez na circulagdo sanguinea, os acidos graxos nao esterificados chegam
ao figado onde poderdo ser metabolizados no processo de [(-oxidacdo e
posteriormente utilizados como fonte de energia na forma de Adenosina Trifosfato
(ATP), ou serem convertidos em corpos cetdnicos (acetona, acetoacetato ou B-
hidroxibutirato — BHB) para posterior utilizacdo como fonte energética pelos
hepatdécitos ou ainda liberados na corrente sanguinea. Por fim os NEFAs podem ainda
sofre a re-esterificacdo em triacilglicerol (TG) que serd armazenado nos hepatocitos
ou, ap6s conversdo em lipoproteinas de muito baixa densidade (very low density
lipoproteins — VLDL) serdo liberados para a corrente sanguinea (CHRISTENSEN et
al., 1997; INGVARTSEN, 2006; WATHES et al., 2012; INGVARSTEN & MOYES, 2013).

Considerando a importancia do metabolismo hepatico dos NEFAs para os
ruminantes, as vias de p-oxidagéo produzindo ATP, bem como a producéo de VLDL,
atendem uma demanda inicial, contudo s&o vias limitadas. Uma vez que que no PT a
lipdlise é intensificada e a concentracdo plasmatica de NEFA torna-se elevada, o
processo de sintese de corpos cetdnicos e o acumulo de TG nos hepatdécitos acontece

em excesso, predispondo o animal a cetose e a lipidose hepéatica, respectivamente
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(WATHES et al., 2012). Estas s&o as principais enfermidades que acometem vacas
leiteiras no inicio da lactacdo (BARBOSA et al., 2009).

Da mesma forma, quando se trata da ($-oxidacdo do NEFA, esta ocorre nas
mitocondrias e produz a acetilcoenzima A (Acetil-CoA), um importante substrato
utilizado pelo ciclo de Krebs como fonte de energia para a producédo do ATP (BELL,
1995), como também diretamente pelo figado (ADEWUYI et al., 2005). Nesse
contexto, se a producdo de acetil-CoA superar a capacidade de aproveitamento do
mesmo pelo ciclo de Krebs, ou ndo houver oxaloacetato suficiente para facilitar a
entrada nesse processo, seu metabolismo também é redirecionado para a producao
dos corpos cetonicos (BLOCK, 2010; SORDILLO e RAPHAEL, 2013).

Resumidamente podemos dizer que as concentragdes circulantes de NEFA e
BHB mede aspectos do sucesso da adaptacdo ao balanco 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 concentracdo de NEFA reflete a magnitude da mobilizacdo da gordura
do armazenamento e espelha a ingestdo de matéria seca (ADEWUY!I et al., 2005),

enquanto o BHB reflete a integridade da oxidacao da gordura no figado.

Por outro lado, a relacdo entre o metabolismo energético e a inflamacao vem
sendo bastante estudada, com énfase sobre os efeitos negativos das alteracdes
metabdlicas na resposta imunoldgica durante o periodo de transicdo em vaca de leite
(SORDILLO e RAPHAEL, 2013; SORDILLO, 2016) e principalmente pela ocorréncia
concomitante de enfermidades (DE HEREDIA et al., 2012). Contudo, a relagao inversa
também deve ser levada em consideracao (TREVISI et al., 2009; BRADFORD et al.,
2009).

2.2 Resposta Imune
2.2.1 Proteina de fase aguda (Haptoglobina)

A resposta de fase aguda compde a resposta imune inata diante de processos
inflamatorios, infecciosos, traumaticos e neoplasicos (CRAY et al., 2009). Caracteriza-
se por reacdes inespecificas que variam em intensidade de acordo com a natureza do

insulto enfrentado pelo organismo, como leucocitose, febre, mudancas
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comportamentais, alteracdes nas concentracfes plasmaticas de minerais e a
mudanca no padrdo de sintese proteica (HEINRICH et. al., 1990; CARROLL &
FORSBERG, 2007).

O estimulo para essas reacdes decorre da producdo de citocinas pro-
inflamatérias como interleucina (IL) 1, 6 e fator de necrose tumoral alfa (IL-1, IL-6 e
TNF-a) por parte dos macrofagos apds o reconhecimento de padrbes moleculares
associados a patdégenos ou padroes moleculares associados a danos teciduais
(BRANDAO, 2016). Desta forma, uma vez que via corrente sanguinea essas citocinas
chegam ao figado, h& o estimulo para a producéo e liberacdo das proteinas de fase
aguda (PFA) por parte dos hepatécitos (CECILIANI et al., 2012).

Quanto ao perfil proteico da resposta de fase aguda, bem como a producao das
PFA, sabe-se que ha variacdo entre diferentes espécies e que a producdo das
referidas proteinas ndo ocorre exclusivamente por via hepética (SKOVGAARD et al.,
2009). Nos ruminantes, por exemplo, foi descrita a producdo de PFA na glandula
mamaria (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 periodo de transicdo, ha exposi¢do a diversos
eventos inflamatérios, e mesmo animais que nao enfrentam qualquer episédio de
doenca ou distirbio metabdlico, apresentam disfuncionalidade no sistema imune
durante o periparto (ALSEMGEEST et al., 1993; CHAN et al., 2010; PAULINA e
STEFANIAK, 2011). Desta forma, a determinacao sérica das PFAs pode auxiliar na
caracterizacdo dessa resposta inflamatéria e ainda, oferecer informacao relevante na
interpretacdo de outros dados relacionados com a fisiologia e problematica desse
periodo (BRANDAO, 2016).

Dentre as PFA produzidas pelo figado destacamos a Haptoglobina (Hp), uma
proteina de fase aguda positiva, e juntamente com o Amildide A Sérico, sdo PFA de
importante aspecto diagndstico para ruminantes (ECKERSALL & BELL, 2010). Essas
PFA podem apresentar concentragdes seéricas elevadas, mesmo diante de situacdes

fisiolégicas como o parto em vacas leiteiras, a exemplo da Hp (UCHIDA et al., 1993).
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A principal funcéo da Hp é ligar-se a hemoglobina (Hb) formando um complexo
estavel Hp-Hb (CECILIANI et al., 2012), que pode entdo ser reconhecido, fagocitado
e removido da corrente sanguinea por macrofagos especializados do figado, as
células de Kupffer (GRAVERSEN et al., 2002). Nesse sentido, ha uma perspectiva de
menor disponibilidade de hemoglobina livre para o metabolismo bacteriano, limitando
a capacidade de multiplicagdo desses microrganismos (MURATA et al. 2004), e
consequentemente minimiza os efeitos deletérios da hemoglobina livre proveniente

da hemodlise no organismo (KATO, 2009).

As concentracdes séricas de Hp, refletem portanto, a ocorréncia de uma série
de eventos em cadeia que, em fungéo das circunstancias, podem ter interpretacoes
diferentes. Elevadas concentracfes séricas de Hp indicam, portanto, que houve uma
resposta de fase aguda (RFA) mediante a algum estimulo (BRANDAO, 2016). Nesse
sentido, Hirvonen et al. (1996) relacionaram a elevacdo das concentracdes séricas de
Hp em casos de mastite induzida, os animais apresentaram quadro clinico mais grave,
de maior duracdo e com pior resolucdo (perda de funcdo de quartos mamarios
afetados). Adicionalmente, Fernandes et al., (2019) demonstraram aumento dos
niveis de Hp de forma prolongada e consistente apds a inducdo de resposta

inflamatoria por infusado intravenosa de LPS de E. coli.

s

A literatura é consistente também ao afirmar a ocorréncia de alteracbes
metabdlicas em decorréncia da RFA. Nesse contexto, Campos et al.,, (2018)
demonstra que apos inducdo de RFA por infusdo intramaméaria de LPS de E. coli,
mesmo com a elevacao dos niveis de Hp, ndo foi observada alteracéo nos niveis de

TNF-a, sugerindo inclusive a participagao de outras citocinas na indugéo da RFA.

2.2.2 Célula T e receptores imunoinibitérios

As interacOes entre subconjuntos de células imunes por meio de ligantes
coestimuladores e seus receptores transmitem sinais bioquimicos que iniciam,
amplificam, diferenciam e terminam as respostas imunes. Caso nao haja atividade
coestimuladora, pela administracdo de anticorpos monoclonais e receptores solaveis
gue neutralizam as moléculas coestimuladoras, ou pela interrup¢céo de sua expressao

direcionada ao gene, resultara em respostas imunes celulares e humorais
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comprometidas. Além de sua funcéo coestimuladora, sabe-se que muitas interacdes
receptor-ligante desencadeiam vias antiapoptéticas que previnem a morte de células
T induzida por ativacdo (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 proteina citotéxica dos
linfocitos T-4 associado (CTLA-4) pode inibir o crescimento de células T bloqueando
a progressao do ciclo celular (KRUMMEL & ALLISON, 1996; WALUNAS et al., 1996).
Além disso, a ligacdo da proteina programada para morte celular 1 (PD-1) com
anticorpos anti-ligante de morte programada 1 (PD-L1) inibe a proliferacdo e a

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

Com isso é possivel observar que durante a infeccdo crénica, os patdogenos
evitam as respostas imunes do hospedeiro e persistem ap0ds a fase efetora (FINLAY
& MCFADDEN, 2006; KLENERMAN & HILL, 2005), levando a estimulacdo persistente
do antigeno e a disfuncéo progressiva das células T, conhecida como exaustdo 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 Varios tumores, e a lista de malignidades para as quais os CPls foram aprovados
continua a crescer. Em contraste com a quimioterapia convencional que mata as
células tumorais em divisdo, os CPIs promovem a eliminacdo enddgena
imunomediada de células tumorais, bloqueando as vias que os tumores empregam

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

A importancia da imunidade do hospedeiro no controle de infeccbes levou
muitos a postular que os CPIs podem ter eficacia terapéutica contra infec¢des. O
beneficio potencial do aumento da imunidade do hospedeiro mediado por CPls deve
ser equilibrado com o dano tedrico de promover respostas exuberantes que podem se
manifestar clinicamente como sindrome inflamatoria de reconstituicdo imune. Assim,

varios estudos preé-clinicos investigaram os efeitos dos CPIs na sobrevivéncia do
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hospedeiro, eliminacdo de patégenos e imunopatologia durante a infeccdo aguda e
cronica (ABERS et al., 2019).

A ativacdo completa das células T requer dois sinais. O sinal 1 ocorre quando
os receptores de células T (TCRs) se engajam com complexos MHC-Il/antigeno nas
células apresentadoras de antigeno (APC), conferindo especificidade para a ativagéo
de células T. O sinal 2 refere-se a interacéo entre CD28 em células T e CD80 (B7-1)
ou CD86 (B7-2) em APCs. Essa interacdo, denominada co-estimulacéo, amplifica o
sinal 1, promovendo assim a ativacéo e proliferacdo de células T virgens. O sinal 2
autorregulado por um loop de feedback negativo, de modo que a sinalizacdo de CD28
regula positivamente a expressao de superficie de CTLA-4, que entdo compete com
CD28 pela ligacdo a CD80 e CD86, embora com maior afinidade. O CTLA-4 é
detectado na superficie das células T dentro de 48 h apds a estimulacdo do TCR.
Apos a ligagdo ao CD80 ou CD86, o CTLA-4 inibe a atividade das células T através
de varios mecanismos, incluindo a regulacéo negativa da sinalizacdo do TCR (TEFT
et al., 2006).

A funcdo contra-reguladora do CTLA-4 previne a ativacdo e proliferacdo
descontroladas de células T. Além disso, as acbes opostas de CD28 e CTLA-4
permitem o ajuste fino da atividade das células T. CTLA-4 também promove a
tolerancia através de uma via distinta que envolve células T reguladoras (Tregs). Em
contraste com a expressao induzivel 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 macrofagos. O PD-1 é
regulado positivamente nas células T dentro de 24 h apdls a ativacdo e a expressao
diminui com a depuracédo do antigeno. Em contraste com os ligantes de CTLA-4 CD80
e CD86 que sao expressos exclusivamente em APCs, PD-L1 é amplamente expresso
por células hematopoiéticas e ndo hematopoiéticas. Assim, a acdo de PD-1/PD-L1
ocorre em tecidos periféricos enquanto CTLA-4 regula a atividade de células T em

orgaos linfoides secundarios (KEIR et al., 2008).

A expressdo de PD-L1 é regulada positivamente apos a inflamagédo e o
Interferon-gama (IFN-y) € um estimulo potente para a expressao de PD-L1. Da mesma
forma que CTLA-4, a sinalizacdo PD-1 atenua a atividade das células T através de
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varios mecanismos, incluindo modula¢éo descendente da sinalizacdo de TCR (KEIR
et al., 2008). O PD-1 desempenha um papel crucial na reducdo da atividade das
células T autorreativas, promovendo assim a tolerancia das células T periféricas. O
PD-1 também regula a exaustédo das células T, um processo fisiopatologico que ocorre
durante a exposicdo persistente ao antigeno e que é caracterizado pela perda
progressiva das funcbes efetoras, capacidade proliferativa reduzida, regulagao

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

Como citado, esse tema ja € bem descrito na oncologia, onde sua aplicacéo é
fundamentada. Desta forma, apesar de estudos anteriores revelarem que a expressao
de PD-1 foi regulada positivamente em células T exaustas em varias infeccbes
cronicas em bovinos, como a infeccdo pelo virus da leucemia bovina (leucose
enzooodtica bovina), doenca de Johne e anaplasmose bovina (IKEBUCHI et al., 2013;
OKAGAWA et al., 2016, KONNAI et al., 2016), ndo ha estudos que correlacionam
alteracfes na expressao desses receptores imunoinibitérios em infec¢des de bovinos

leiteiros, como por exemplo na mastite e infec¢des uterinas.
2.2.3 Imunidade de mucosa

O sistema imunolégico das mucosas é um conjunto integrado que fornece a
primeira barreira de defesa para mais de 90% dos patdgenos. O mesmo fortalece essa
barreira de defesa com uma resposta inata e adaptativa, e apresenta a maior
concentracdo de anticorpos do que qualquer outro tecido do corpo (CHASE et al.,
2019).

O trato reprodutivo da fémea (TRF) apresenta um sistema imunoldgico
dindmico devido a ciclicidade da regulagdo hormonal e da gravidez. S&o descritos
niveis elevados de imunoglobulinas (Ig) IgG e IgA no muco cervicovaginal, bem como
IgA, IgE e IgG no utero, o que coloca a IgG como é um importante mecanismo de
defesa da mucosa para o TRF (HORTON & VIDARSSON, 2013).

ApoOs o parto, o TRF de vacas apresenta um processo inflamatério ativo com o
objetivo de limpar os restos celulares da placenta e responder a possivel
contaminacdo bacteriana. Dessa forma, as células da mucosa epitelial do Gtero se
descamam completamente. JA& em vacas saudaveis, a inflamacdo do utero

desaparece ap0s a quarta ou quinta semana pos-parto. No entanto, o reparo da TRF
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(principalmente do Gtero) ndo estd completo da sexta a oitava semana poOs-parto
(DADARWAL et al., 2017). A ativagdo do sistema imunoldgico inato também é
essencial para a separacao da placenta. Durante a primeira semana pés-parto, ha
aumento do influxo de recrutamento de neutrdéfilos para o TRF que esta intimamente
associado ao aumento da secrecao de citocinas observado no leite de vacas
clinicamente normais até 24 dias (GABLER et al., 2010). Os niveis de neutrdéfilos
diminuem na quarta semana pos-parto, quando a involucdo uterina esta quase
completa. Os macrofagos também fornecem um componente crucial na fagocitose,
apresentacdo de antigenos e regulagdo da inflamacdo uterina. Uma vez que as

bactérias foram eliminadas, estes auxiliam na involucao uterina.

A microflora da TRF depende da fertilidade e do estado de parto do animal.
Quando saudavel, a flora microbiana é uma combinacdo de microrganismos
aerobicos, anaerobios facultativos e anaerobios obrigatorios (WANG et al., 2013). A
contaminac¢ao bacteriana do Utero ocorre por duas a trés semanas apos o parto devido
ao relaxamento das barreiras fisicas, incluindo a abertura do colo. Eventos de pressao
negativa criados por contracdes e relaxamentos uterinos repetidos aumentam a
contaminacdo bacteriana por um efeito de vacuo. Bactérias Gram-negativas
predominam no Gtero bovino durante a primeira semana apdés o parto e sao
gradualmente substituidas por bactérias Gram-positivas durante a segunda e terceira
semana poés-parto. A contaminacao bacteriana € eliminada na maioria das vacas ao
final da quarta semana pés-parto (DADARWAL et al., 2017).

2.4 Infeccgao uterina

Assim como a mastite, a endometrite € considerada uma importante causa de
perdas econdmicas e infertilidade em vacas leiteiras, resultando em grandes prejuizos
na industria de laticinios (SHELDON et al., 2009; WAGENER et al., 2017).

Um importante parametro para avaliar a saude reprodutiva de um rebanho é o
intervalo entre partos, que apresenta estreita relagdo com o tempo que a vaca retorna
a atividade reprodutiva apés o parto. Para que isto ocorra, SA0 necessarios Varios
processos como a involugao uterina, a regeneracdo do endométrio, a eliminacdo do
conteudo bacteriano do Utero e a retomada da atividade ciclica ovariana (SHELDON
et al. 2008). O risco da ocorréncia de doencgas 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 estdo associados, tais
quais, enddcrinos, imunologicos, genéticos, de manejo e suas interacdes contribuem

para o aumento na incidéncia de infec¢Ges uterinas.

Segundo Sheldon et al. (2006) a endometrite € uma inflamacéo superficial do
endométrio sem sinais sistémicos. Assim, uma vaca com endometrite clinica
apresenta secrecao uterina purulenta detectada na vagina a partir dos 21 dias pos-
parto (DPP) ou secrecdo mucopurulenta (50% de muco e 50% de pus) depois dos 26
DPP, sem altera¢fes sistémicas. No entanto, quando ndo h& evidéncias dos sinais
clinicos da endometrite mas h&a uma reducéo no desempenho reprodutivo da fémea,
surge o conceito de endometrite subclinica (ES) (SHELDON et al. 2009).

Infelizmente, ndo existe um “padréo ouro” para diagndstico de doencga uterina,
dificultando a mensuracdo da sensibilidade e especificidade das definicbes clinicas
(SHELDON et al., 2006).

Segundo a classificacdo proposta por McDougall et al. (2007) a endometrite
clinica pode ser diagnosticada de acordo com a cor e a propor¢ao de pus contido na
secrecdo. 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.

J& a endometrite subclinica foi determinada por Sheldon et al. (2006) pela
presenca de >18% de neutrdéfilos na citologia uterina em amostras coletadas 20 a 33
dias apés o parto ou > 10% de neutréfilos em 34 a 47 dias apés o parto. A avaliacdo
da inflamacdo em 40-60 dias pOs-parto correspondeu aproximadamente a >5% de
neutréfilos (GILBERT et al., 2005). Dessa forma, é possivel identificar a enfermidade

subclinica, tratar e prevenir recidivas e novos casos.
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3 CAPITULO Il — Nota cientifica; EXPRESSAO DE PD-1 E CTLA-4 EM
LINFOCITOS T E SUA RELACAO COM O PERIODO PERIPARTURIENTE E
CITOLOGIA ENDOMETRIAL NO PERIODO POS-PARTO EM VACAS LEITEIRAS !

3.1 RESUMO

O presente estudo buscou avaliar a expressdo de PD-1 e CTLA-4 em linfocitos T
sanguineos durante o periodo periparturiente e sua relacdo com a saude uterina,
determinada pela citologia endometrial, e as concentragbes séricas de B-
hidroxibutirato (BHB) e &cidos graxos nédo esterificados (NEFA), indicadores de
balanco energético negativo. Para isso, foi realizada a coleta de sangue periférico de
26 vacas leiteiras 14 dias anterior ao parto (T-14), no parto (TO) e 30 dias pés-parto
(T30) para determinacédo da expressao de PD-1 e CTLA-4 em linfocitos T sanguineos
por citometria de fluxo e nos dias TO, 10 apds o parto (T10), e T30 para obtencédo de
soro e determinacao sérica de NEFA, BHB e da proteina de fase aguda haptoglobina.
A citologia endometrial foi realizada em T10, 20 dias ap0s o parto (T20) e T30. Nossos
achados sugerem que os immune checkpoints apresentam papel fundamental na
tolerancia imunoldgica durante a gestacdo bovina, que por outro lado, caso sejam
altamente expressos em linfécitos T podem inibir a resposta imune de tal modo que
levam a implicagBes negativas para saude uterina. Assim, o presente estudo
representa um passo inicial que abre caminho para o desenvolvimento de novas
alternativas terapéuticas dirigidas pelo hospedeiro com o objetivo de aumentar a
resisténcia dos bovinos leiteiros a infecgbes neste periodo critico da vida destes
animais.

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

3.2 INTRODUCAO

O periodo de transi¢cdo em vacas de leite, compreendido entre as trés semanas
que antecedem ao parto até as trés semanas apdés o parto, é caracterizado por
drasticas alteracbes metabdlicas e na resposta imune. Este periodo possui desafio
para esses animais que resultam em maior suscetibilidade as 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 € amplamente empregada para o seu diagnostico.

! Artigo submetido a revista Frontiers
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Apesar da maioria das vacas leiteiras estarem sujeitas a contaminacao
bacteriana do utero no periodo pdés-parto, apenas uma fracdo destes animais
desenvolvem a doenca. No entanto, 0s mecanismos que determinam o processo pelo
gual alguns animais resolvem a infec¢do uterina, enquanto outras resistem a infeccéo
ainda nédo é totalmente compreendido. Diversos estudos vem sendo desenvolvidos
acerca dos pontos de controle imunoldgicos que podem estar envolvidos com o
surgimento ou mesmo a manutencéo de diferentes doencas, dentre 0s quais podem
ser destacados a proteina 1 de morte celular programada (PD-1) e proteina 4
associada a linfocitos citotoxicos (CTLA-4) que sdo expressas nas células T induzindo
sua exaustdo imune (BARBER et al., 2006; DAY et al., 2006; DONG et al., 2002;
SZNOL & CHEN, 2013) promovendo um mecanismo de retroalimentacdo negativa.
Esse processo resulta na inibicdo da producdo de importantes mediadores
inflamatérios como as citocinas interferon (IFN)-y e interleucina (IL)-2, reducdo na
proliferacdo celular e atividade citotoxica, sendo, portanto, associado a
imunossupressao, progressao de doencas e progndstico desfavoravel (GOTO et al.,
2017). No entanto, a relacdo destes pontos de controle imunolégicos com o periodo
de transicdo em vacas leiteiras e a saude uterina no periodo pés-parto em vacas

leiteiras ainda ndo foi estudado.

Desta forma, o presente estudo buscou avaliar a expresséo de PD-1 e CTLA-4
em linfécitos T sanguineos durante o periodo periparturiente e sua relagdo com a
saude uterina, determinada pela citologia endometrial, e as concentracdes séricas de
B-hidroxibutirato (BHB) e &cidos graxos ndo esterificados (NEFA), indicadores de

balanco energético negativo.

2.3 MATERIAL E METODOS
Animais e delineamento experimental

Para o presente estudo foi utilizada 26 vacas leiteiras, destas 19 vacas multiparas e 7
primiparas, proveniente de duas propriedades leiteiras. Neste contexto, foram
utilizados 16 animais da raca zebuina guzera (Fazenda A) e 10 animais da raca
girolando, composta pelo cruzamento de bovinos da raga holandesa e Gir (Fazenda
B). A coleta de sangue periférico foi realizada 14 dias anterior ao parto (T-14), no parto
(TO) e 30 dias pos-parto (T30) para determinacédo da expressao de PD-1 e CTLA-4
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em linfécitos T sanguineos. Além disso, realizamos coleta de sangue nos dias TO, 10
apos o parto (T10), e T30 para obtencdo de soro e determinacdo da concentracao
sérica de NEFA, BHB e da proteina de fase aguda haptoglobina. A citologia

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

Coleta de amostras de sangue periférico

As amostras de sangue periférico foram coletadas assepticamente por venopunc¢ao
da veia jugular em tubos do tipo vacutainer® 12 ml contendo heparina sédica (T-14,
TO e T30; cat. n. 367871, BD Biosciences, Nova Jersey, EUA) e 4ml sem
anticoagulante (TO, T10, e T30; cat. n.367812, BD Biosciences, Nova Jersey, EUA).
O soro sanguineo foi obtido através de centrifugacdo por 10 minutos e 2.500 x g a

temperatura ambiente.

Concentracdes séricas de NEFA, BHB e Haptoglobina

Considerando a importancia do metabolismo hepatico dos NEFAs para os ruminantes,
podemos dizer que as concentracdes circulantes de NEFA e BHB mede aspectos do
sucesso da adaptacdo ao balanco energético negativo (ADEWUY!I et al., 2005), além
de serem considerados importantes marcadores do metabolismo e da fisiologia da
vaca periparturiente (BELL, 1995; OVERTON, 2004). Dessa forma, as analises das
concentracbes séricas de BHB e NEFA foram realizadas com um analisador
automatico (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 mensuragdo das proteinas de fase aguda é amplamente utilizada no
diagnostico de enfermidades em ruminantes, sendo importante indicadores de
processos inflamatérios em bovinos (ECKERSALL & BELL, 2010), no qual
Haptoglobina (Hp) se destaca por sua alta sensibilidade e especificada, e sua
capacidade de discriminar infec¢des agudas e cronicas (HORADAGODA et al., 1999),

sendo portanto, a proteina de fase aguda mais estudada e utilizada para detectar
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vacas com alto risco de doenca sistémica e inflamacao pds-parto grave em bovinos
(SCHMITT et al., 2021). As analises das concentracdes séricas de haptoglobina foram
determinadas por procedimento colorimétrico que mede a complexacdo da
haptoglobina-hemoglobina estimando as diferencas na atividade da peroxidase,
conforme previamente descrito por MAKIMURA e SUZUKI (1982).

Citologia endometrial

Para avaliacdo da saude uterina foi realizada a citologia endometrial (CE) com o
auxilio da escova cervical Cytobrush® (Kolplast, Itupeva, Brasil). A coleta de contetdo
uterino foi realizada conforme descrito por Martins et al. (2014), na qual consistiu na
coleta de amostras utilizando uma escova ginecolégica humana acoplada a um
aplicador universal de sémen com haste inoxidavel e protegido por uma bainha
francesa e camisa sanitaria. Primeiramente, foi feito a higienizagdo prévia da vulva
com papel toalha, em seguida apés a passagem pela cérvix, e chegada até a base do
corpo uterino, a camisa sanitaria era rompida e o embolo do aplicador empurrado para
frente expondo a escova, que em contato com o endométrio, foi rotacionada em
sentido horario e entdo removida como descrito por Moura et al. (2012).
Posteriormente, foram realizados esfregacos com movimentos circulares leves em
laminas com o conteido uterino obtido na escova cervical Cytobrush® (Kolplast,
ltupeva, Brasil), e posteriormente as laminas confeccionadas foram coradas com
panotico rapido para avaliacdo da celularidade, através da microscopia otica. A CE foi
determinada pela avaliacdo do percentual de neutrofilos, a partir da contagem de 100
células, no aumento de 100 X. Para o presente estudo, animais que apresentaram
>18% de neutrdfilos na citologia uterina das amostras coletadas em T20 e T30 foram
considerados com diagndstico de endometrite, conforme previamente descrito
(SHELDON et al. 2006).

Expressao de PD-1 e CTLA-4 na populacao de linfocitos T

Inicialmente, as células mononucleares do sangue venoso periférico (PBMCs) foram
isoladas por gradiente de densidade Ficoll-Paque™ PLUS (GE Healthcare,

Darmstadt, Alemanha) conforme recomendacdes 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, proprios para citometria de fluxo, no qual foram incubados por 30 min em
temperatura ambiente com o0s anticorpos primarios. Previamente foi feita a
quantificagcdo dos anticorpos e com isso no tubo A continha 1 pL do anticorpo primario
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 reagao
cruzada com bovinos (diluido 1/10 em PBS com 1% soro fetal bovino inativado estéril
pelo calor e 0,09% de azida sédica; cat. n. LS-C55247-100, LSBIO, EUA) e o tubo B
continha 1 pL do anticorpo primario 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 reacgéo cruzada com bovinos (diluido 1/10 em PBS com 1%
soro fetal bovino inativado estéril pelo calor e 0,09% de azida sodica; cat. n. AF-386-
PB, R&D Systems, EUA). Depois do periodo de incubacéo as células foram lavadas
com PBS, centrifugadas a 250 x g a 4°C por 8 minutos, o sobrenadante foi desprezado
e as células ressuspendidas em 100 uL de PBS, e os anticorpos secundarios cabra
anti-lgG1l de camundongo conjugado com PE-Texas-Red (cat. n. M32017,
ThermoFisher, EUA) e burro anti-cabra 1gG 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
periodo de incubacao, as células foram lavadas com PBS, centrifugadas a 250 x g a
4°C por 8 minutos, o sobrenadante foi desprezado e as células ressuspendidas em
300 pL de PBS com 1% soro fetal bovino inativado pelo calor. As leituras da amostra
foram realizadas usando um citometro de fluxo BD FACSCanto™ Il (BD Biosciences,
Nova Jersey, EUA). Para este ensaio foram examinadas 10.000 células de cada
amostra. Um controle ndo corado, controle de anticorpo secundario e amostras de
PBMCs coradas simples também foram preparadas como controles de compensacao.
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 determinacdo da expressao de PD-1 em
linfécitos T. Inicialmente, a populacdo de células mononucleares do sangue periférico (PBMC) foi
identificada apds exclusdo da maioria dos debris celulares (A). Posteriormente, os linfocitos foram
identificados com base em sua granularidade citoplasmética e intensidade de fluorescéncia seguindo
um protocolo de imunomarcacao fluorescente de duas etapas usando anticorpo monoclonal (Ab)
primario anti-bovino especifico para identificacao de linfocitos T (CD3*) e Abs secundarios acoplados a
comprimento de onda longo sonda fluorescente [PE (Phycoerythrin)-Texas Red] (B). Posteriormente, o
histograma mostra a expressao de PD-1 por linfocitos T 14 dias anterior ao parto (T-14; C) e 30 dias
apos o parto (T30, D) seguindo um protocolo de imunomarcacao fluorescente de duas etapas usando
anticorpo monoclonal (Ab) primario com rea¢éo cruzada com bovinos para identificacdo de PD-1 e Abs

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

Anélise estatistica

A distribuicdo dos dados foi avaliada inicialmente pelo teste de Shapiro-Wilk. Os dados
de distribuicdo paramétrica foram submetidos a analise de variancia, pelo teste de
Student-Newman-Keuls para comparacao de cada variavel analisada nos distintos
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momentos. As variaveis com distribuicdo ndo-paramétrica foram comparadas pelo
teste de Kruskal Wallis, seguido pelo teste de Dunn’s, para verificacao de significancia
(P < 0,05), exceto quando indicado. As correlacdes entre as varidveis analisadas
deram-se pela correlacdo de Pearson e de Spearman para dados parameétricos e ndo
paramétricos, respectivamente. O programa estatistico GraphPad Prism 9.0 foi
utilizado (GraphPad software, Inc., San Diego, EUA).

Para investigar a associacao entre a expressao de CLTA-4 e PD-1 em linfocitos
T, com a endometrite dada pela porcentagem de neutréfilos > 18 % na CE em T20 e
T30, utilizou-se da regresséo linear generalizada, tendo como variavel dependente a
afeccao e variaveis explicativas como o momento de coleta, o0 nUmero de partos e a
fazenda. Todas estas analises foram realizadas no programa R (R Core Team, 2021)
e 0s pacotes tidyverse (Wickham, 2019) e broom (Robinson, Hayes & Couch, 2021).
Os resultados foram expressos em média + erro-padrdo, e para todas as andlises

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

2.4 RESULTADOS

No presente estudo ndo foram observadas diferencas estatisticas no modelo de
regressao linear generalizada entre vacas multiparas e primiparas e efeito das
fazendas leiteiras nas variaveis analisadas. A porcentagem de neutréfilos na CE no
T10 (27,50 £ 5,90), T20 (30,31 + 5,26) e T30 (14,65 + 4,00) também néao diferiu entre
0s momentos analisados (P = 0,12).

A cetose determinada pelas concentracfes 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 ndo apresentou associagdo com a
expressdo de CTLA-4 e PD-1 em linfocitos T sanguineos no modelo de regresséo
linear generalizada. Os tempos analisados ndo impactaram na concentracdo sérica
de BHB (P = 0,45) e haptoglobina (P = 0,38), no entanto a concentragao sérica de
NEFA foi maior em TO que T10 (P = 0,02; Figura Suplementar 2).
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Figura Suplementar 2. Concentracio sérica de Acido Graxo N&o Esterificado (NEFA) (mmol/L) aos
10 (T10), 20 (T20) e 30 (T30) dias pds-parto. * (P = 0,02).

Um dos resultados que merece destaque foi a maior expressao de CTLA-4 em
linfécitos T no T-14 (P = 0,0007) e TO (P = 0,0004) quando comparado com T30
(Figura 1A). A expresséo de PD-1 em linfocitos T no T-14 também foi maior que T30
(P = 0,003; Figura 1B). No modelo de regresséo linear generalizada, a porcentagem
de neutrofilos determinada pela CE no T20 apresentou uma associacdo com a
expressao de PD-1 em linfécitos T (P = 0,02) e uma tendéncia com a expressao de
CTLA-4 em linfocitos T (P = 0,086). Além disto, animais com porcentagem de
neutréfilos > 18 determinada pela CE (indicador de endometrite) em T30
apresentaram em TO maior expressao de PD-1 por linfécitos T (P = 0,009), assim
como tendéncia a maior expressao de PD-1 em T30 (P = 0,09; Figura 2).
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Figura 1. Expressédo de CTLA-4 média geométrica de intensidade de fluorescéncia (GMFI)
(A) e PD-1 média geométrica de intensidade de fluorescéncia (GMFI) por linfocitos T

sanguineos em vacas leiteiras no T-14, TO e T30 (B). T-14 = 14 dias antes do parto; TO = dia do parto; T30
= 30 dias pés-parto; *** (P = 0,0007); *** (P = 0,0004); ** (P = 0,003).
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Figura 2. Expressao de PD-1 média geométrica de intensidade de fluorescéncia (GMFI) por
linfécitos T sanguineos no TO (A) e T30 (B) em vacas leiteiras com porcentagem de neutrofilos

menor (% N < 18) e maior que 18 (% N > 18) detectada por citologia endometrial em T30. To
= dia do parto; T30 = 30 dias po6s-parto; ** (P = 0,009).

A expressdo de CTLA-4 em linfécitos T sanguineos no T-14 apresentou
correlacdo com a porcentagem de neutrofilos no T30 (r = 0,56; P = 0,01) e a
concentracéo sérica de haptoglobina T30 (r = 0,68; P = 0,002). Também no T-14 a
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expressdo de PD-1 em linfécitos T apresentou correlacdo com a concentragdo sérica
de haptoglobina T30 (r = 0,62; P = 0,006). Ja no TO, a expressdao de CTLA-4 em
linfocitos T teve novamente correlagdo com porcentagem de neutroéfilos T30 (r = 0,50;
P =0,03) e a concentracédo sérica de haptoglobina T30 (r = 0,66; P =0,003), da mesma
forma no TO a expressdo de PD-1 em linfocitos T houve correlagéo significativa com
porcentagem de neutrofilos T30 (r = 0,62; P = 0,006) e a concentracdo seérica de
haptoglobina T30 (r = 0,72; P = 0,0007).

Ademais, a concentragdo sérica de haptoglobina no T10 apresentou correlacao
com a expressao de CTLA-4 em linfocitos T no T30 (r=0,74; P =0,0005), e expressao
de PD-1 em linfécitos T no T30 (r = 0,63; P = 0,005). A concentracdo sérica de
haptoglobina no T30 apresentou correlagcdo com expressao de CTLA-4 em linfécitos
Tno T30 (r=0,65; P =0,41), e expressao de PD-1 em linfocitos T no T30 (r = 0,65; P
= 0,004).

2.5 DISCUSSAO

O periodo pés-parto em vacas leiteiras representa a finalizagdo com sucesso de um
longo periodo de gestacdo no qual existe um desafio para a imunidade uterina que
por um lado precisa estar suprimida para limitar a resposta imune contra o concepto
halogénico. Nesta fase, a diferenciacéo das células T regulatorias é crucial para inibir
as repostas de células T e o processo inflamatério, no entanto por outro lado, a
resposta imune precisa atuar contra infec¢ces (MEGGYES et al. 2019). Neste cenario,
sabe-se que os immune checkpoints CTLA-4 e PD-1 sdo amplamente reconhecidos
como reguladores negativos da imunidade das células T (BUCHBINDER & DESAI,
2016). Assim, a maior expressdo de CTLA-4 e PD-1 em linfécitos T no periodo preé-
parto nas vacas leiteiras no presente estudo indica seu importante papel na
manutenc¢ao da tolerancia imunologica materna que ocorre durante a gestagdo, 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 inducdo e manutencdo da
tolerancia materno-fetal, pois sédo capazes de se diferenciar em subconjuntos
distintos, incluindo células Thl, Th2, Th17 e Treg e ha dominancia de citocinas do tipo

Th2 e do tipo Treg durante a gestacao normal 0os quais sao considerados 0s principais
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mecanismos de inducdo de tolerancia ao feto, ja em aborto espontédneo existe uma
dominancia por citocinas do tipo Thl (ARCK & HECHER, 2013; PICCINNI 1998).
Neste ponto, a progesterona, apesar de ndo sido mensurada no experimento, parece
ter papel importante no processo de tolerancia imunoldgica materna e na inducao da
expressdo dos immune checkpoints CTLA-4 e PD-1 em linfécitos T (D’ALOTTO-
MORENO et al., 2015).

Ademais, € notorio que a intensidade da imunossupressao uterina que ocorre
durante o periodo pré-parto e a rapida restauracdo dos mecanismos de defesa
determinam se o0 animal ira desenvolver ou ndo metrite ou endometrite no periodo
pos-parto (HANSEN et al., 2013). Este fato pode explicar, pelo menos em parte, a
relacdo entre a expressao dos immune checkpoints CTLA-4 e PD-1 em linfécitos T no
pré-parto e ao parto com a citologia endometrial no periodo entre T20 e T30,
importante ferramenta empregada no diagndstico da endometrite bovina. Além disto,
a maior expressdo dos immune checkpoints CTLA-4 e PD-1 em linfécitos T pode
explicar a susceptibilidade dos bovinos leiteiros a infec¢do no periodo pré-parto e ao
parto, especialmente ao considerarmos a importancia das células T para a imunidade
de mucosas (CHASE & KAUSHIK, 2019). Nao por acaso, a prevaléncia de nova
infeccbes intramamarias no periodo pré-parto e ao parto também € 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
reforcado pela correlacdo entre a expressdo dos immune checkpoints CTLA-4 e PD-
1 em linfécitos T no pré-parto e com 0 aumento na concentracdo seérica de
haptoglobina, que € a proteina de fase aguda mais importante em bovinos
(ECKERSALL & BELL, 2010; BRANDAO, 2016), geralmente associada a processos
inflamatdrios decorrentes de infec¢des.

Embora o balanco energético negativo ganhe destaque no periodo pos-parto,
com evidente elevacdo das concentracfes sericas de BHB e NEFA, este tem
implicacdes negativas para a resposta imune (WATHES et al, 2009; ESPOSITO et al.,
2014) levando a ocorréncia de disturbios metabdlicos e doencas infecciosas como a
hipocalcemia, deslocamento de abomaso, mastite e metrite (OSPINA et al., 2010;
CHAPINAL et al., 2011). Contudo, o presente estudo ndo apontou relacéo entre as
concentracgdes séricas de BHB e NEFA, ou a ocorréncia de cetose, com a expressao

de CTLA-4 e PD-1 em linfécitos T sanguineos, sugerindo que a reconhecida
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imunossupressao relacionada ao balan¢co energético negativo ndo esta relacionada

com a expressao dos immune checkpoints estudados aqui em linfécitos T.

No entanto, como a inibicdo de linfécitos T por este immune checkpoints é
reversivel, 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 prevencdo de enfermidades. Assim, a inibicdo funcional de fatores
imunossupressores representa ferramentas viaveis para reativar células imunes em
um estado de toleréncia, sendo uma nova estratégia terapéutica para infeccdes
cronicas, doencas tumorais ou como uma abordagem para aumentar a eficacia das
vacinas (KONNAI et al., 2016).

3 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo apontou para o importante papel da expressdo de PD-1 e CTLA-4
em linfocitos T durante o periodo periparturiente e seu reflexo na satde uterina. Desta
forma, nossos achados sugerem que os immune checkpoints apresentam papel
fundamental na toleréncia imunoldgica durante a gestagcao bovina, que por outro lado,
caso sejam altamente expressos em linfocitos T podem inibir a resposta imune de tal
modo que levam a implicacbes negativas para saude uterina. Assim, 0 presente
estudo representa um passo inicial que abre caminho para o desenvolvimento de
novas alternativas terapéuticas dirigidas pelo hospedeiro com o objetivo de aumentar
a resisténcia dos bovinos leiteiros a infec¢cdes neste periodo critico da vida destes

animais.
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