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1 INTRODUCAO

As novilhas em rebanhos leiteiros s3o importantes fontes de reposi¢cdo das matrizes no
rebanho (SANTOS; LOPES, 2014). Doengas que ocorrem com alta frequéncia afetam
negativamente a produgdo e o desempenho produtivo das novilhas e devem ser uma
preocupacado relevante dentro da bovinocultura leiteira (COMPTOM et al., 2007, PARKER et
al., 2007, FOX, 2009).

A mastite ¢ uma das doengas mais comuns e prejudiciais que as fémeas bovinas podem
experimentar (BLAGITZ et al., 2013). Essa enfermidade interfere na renda dos agricultores,
afeta diretamente o bem-estar do animal acometido, diminui a qualidade do leite e ainda se
torna interesse da satide publica, devido ao aumento do risco de residuos no leite pelo uso
inadequado de antimicrobianos e o surgimento de bactérias resistente (DE VLIEGHER et al.,
2012).

O uso de antimicrobianos ¢ uma grande preocupacdo mundial. O emprego de
antimicrobianos em rebanhos leiteiros estd frequentemente relacionado com a satde do tbere,
utilizados para o tratamento e controle de mastite (SVILAND; WAAGE, 2002; RUEGG,
2017). Apesar de serem considerados essenciais para o tratamento de infec¢des bacterianas,
hd um grande questionamento quanto a utilizacdo de produtos antimicrobianos e o
desenvolvimento de resisténcias tanto de microrganismos de animais quanto de humanos.
Desta forma, torna-se urgente a introdugdo de alternativas para o tratamento e controle de
mastite sem a utilizagao de antimicrobianos (FRANCOZ et al., 2017; DE VIEGHER et al.,
2012). De acordo com esta necessidade mundial, acredita-se que uma das alternativas para
tratar e controlar a mastite ¢ por meio do conhecimento e entendimento dos mecanismos do

sistema imunolédgico desses animais (REIS et al., 2016).
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral:

Investigar o papel da expressdo de morte programada 1 (PD-1) e do ligante de morte
programada 1 (PD-L1) na susceptibilidade e ocorréncia de mastite clinica e subclinica durante
o periodo de pos-parto.

2.2 Especificos:
Avaliar a ocorréncia de mastite clinica durante o periodo de pds-parto em novilhas;
Avaliar a ocorréncia de mastite subclinica durante o periodo de parto em novilhas;

Correlacionar esses resultados com parametros imunologicos.

3 METODOLOGIA

A pesquisa foi submetida ao Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), Campus Realeza e aprovada pelo protocolo
numero CEUA n° 5403300919 (ID 000172).

Foram utilizadas trinta novilhas de raga holandesa todas no periodo do pré- parto e
pertencentes a duas propriedades comerciais leiteiras. As amostras de sangue e de leite foram
coletas em cinco momentos. No M0 que corresponde a vinte € um dias antes do parto foram
coletadas apenas amostras de sangue. Apos a pari¢do, foram coletadas amostras de sangue e
de leite nos seguintes momentos: no dia do parto (M1), sete (M2), quinze (M3) e trinta dias
apos o parto (M4).

As amostras foram colhidas preferencialmente na veia coccigea em quatro frascos do
tipo vacutainer® de capacidade de 4 mL com diferentes anticoagulantes. Nos frascos com
EDTA foram colhidas amostras de sangue em todos os momentos para hemograma. Nos
frascos com anticoagulante heparina foram colhidas amostras de sangue para
imunofenotipagem. Nos tubos com anticoagulante fluoreto foram colhidas amostras de sangue
para dosagem de glicose. Nos frascos sem anticoagulante foram colhidas amostras de sangue
para obtencao de soro que serdo destinados para analise bioquimica.

As amostras destinadas ao total de leucdcitos e eritrocitos foi realizada pela contagem
automatica (ABC Vet®™ ABX™), e como diferencial se utilizard a técnica de esfregago
sanguineo, corado pelo método Panotico (Laborclin®, Brasil) onde posteriormente sera
avaliado na microscopia Optica com aumento de 400 x. As amostras destinadas as analises
bioquimicas, foram centrifugadas para obtengdo de soro, e armazenadas em duplicata em

refrigeragao de -80 °C, para futuras analises. O beta-hidroxibutirato foi avaliado com o
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medidor digital portatil de nome comercial FreeStyle Optium Neo®. Além destes, para

avaliacdo do hematdcrito realizou-se de um refratometro dosando assim as proteinas totais
plasmaticas, e o fibrinogénio.

Para a coleta de leite, os tetos foram higienizados e avaliados conforme os critérios de
Birgel (2004), observando cor, consisténcia, e presenca de massas ou grumos na secre¢ao. As
amostras de leite foram coletadas em frascos de tampa rosca com capacidade de 4 mL. Na
sequéncia, as amostras de leite foram coletadas em frascos do tipo Falcon® com capacidade
de 15 mL destinadas ao California Mastitis Test (CMT), a contagem de células somaticas
microscopica (CCSM) pelo método de Prescott & Breed (1910) e a contagem de células
somaticas DeLaval (CCSD) com o Contador eletronico DeLaval®.

As amostras coletadas foram encaminhadas ao Laboratério de Andlises Clinicas da
Superintendéncia Unidade Hospitalar Veterinaria Universitaria - SUHVU da Universidade
Federal da Fronteira Sul em uma caixa isotérmica com temperatura controlada de 4 ° C.

Para avaliagdo do leite com a técnica do CMT, utilizou- se os protocolos e parametros
segundo Schalm e Noorlander (1957), observando as caracteristicas quando houve reagdo. A
CCSM esta sendo desenvolvida conforme o método Prescott & Breed (1910), como descrito
por Della Libera et al (2004), realizando a preparacdo das amostras, as quais posteriormente
serdo analisadas em microscopia de campo claro, com magnitude de 100 x. J4 a CCSD estava
em andlise com o Contador de Células Somaticas DeLaval®, porém, devido a pandemia da
Covid-19, a DeLaval® e a alta do dolar, a andlise tornou-se invidvel com os recursos
disponiveis para realizacdo do projeto.

Por conta do exposto, tornou-se necessario a avaliagdo da CCSD pelo método
denominado Contagem de Células Somaticas Microscopica Diferencial (CCSMD) conforme a
descrigdo de Della Libera et al. (2004). As amostras de todos os animais foram processadas e
posteriormente serdo analisadas em microscopio optico, com aumento de 1000x..

Durante todo o estudo, todos os animais foram acompanhados diariamente e caso
ocorresse a presenca de mastite clinica e subclinica era realizado o registro. No momento da
ordenha foi realizado o teste da caneca de fundo preto e semanalmente foi realizado o CMT.
Os animais foram avaliados pelo exame fisico da glandula mamadria e pelo exame fisico geral,
registrando os valores obtidos para futura discussao.

As andlises bioquimicas, isolamento de células mononucleares do sangue periférico
(PBMC), exame bacteriologico, contagem de células somadticas, sdo técnicas ja foram
processadas em parte e demandam de procedimentos que devem ser realizados nos proximos

meses. Para as andlises de imunofenotipagem, as amostras de isolados celulares serao
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Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo, onde sera

realizada a citometria de fluxo e quantificacdo das células mononucleares, PD-1 e PD-L1.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Como citado anteriormente, alguns dados foram computados, e outros estdo em

processamento. Logo, encontra- se a baixo, a média dos dados relacionados a utilizacdo das

amostras de sangue das técnicas ja realizadas.

Momento | Eritrocitos | Hematdcri- Fibrinogénio Proteinas Leucécitos Beta-hidroxi-

(10°/uL) to (%) (mg/dL) totais plas- | (células/mL) butirato

maticas (mg/dL)

(g/dL)

Mo 5,92(x1,13) | 28,96(£2,69) | 540 (£240,43) | 6,94 (2£0,60) | 18.940(£10,69) | 0,4620 (£0,20)
M1 6,37(20,93) | 30 (£3,28) | 493,10(£241,43) | 6,74 (£0,84) | 24.575(£11,90) | 0,6033 (£0,40)
M2 6,64(£4,31) | 27,83(£2,22) | 662,07(£388,59) | 7,08 (£0,63) | 20.286(%9,79) 0,8827 (£0,90)
M3 5,68(+0,96) | 27,22(£2,69) | 511,11(£192,81) | 7,58 (+0,62) | 17.444 (£7,58) | 0,825 (+0,76)
M4 6,19(£0,96) | 27,59(£2,88) | 527,07(x307,60) | 7,91 (£0,63) | 17.973 (£9,02) | 0,6689 (£0,42)

Tabela 01: Média e desvio padrao das variaveis analisadas no estudo.

MO0: Momento 0- vinte e um dias antes do parto; M1: Momento 1- no dia do parto; M2:
Momento 2- sete dias apds o parto; M3: Momento 3- quinze dias ap6s o parto; M4: Momento
4- trinta dias apds o parto.

Como acompanhado diariamente, ndo notou- se nenhum caso de mastite clinica nos
trinta animais em todos os momentos, utilizando o teste da caneca de fundo preto, porém,
ocorreram casos de mastite subclinica diagnosticado a partir do CMT. No M 1, 25 animais
apresentaram mastite subclinica a técnica de CMT variando entre 1 a 3 cruzes em ao menos
um dos quartos, e cinco animais foram negativos. No M2, 22 animais foram positivos ao teste,
e oito animais negativos. No M3, 19 animais foram positivos ao teste, ¢ 11 animais se
demonstraram negativo. No M4, 13 animais formam positivos, enquanto 17 animais foram
negativos.

O exame fisico tanto da glandula mamaria, quanto o exame fisico geral de cada
animal, foi realizado computando os dados durante todas as coletas, porém ndo se notou
nenhuma variagdo brusca, independente do momento, que denotasse indicio de alguma
enfermidade. O indice de escore corporal, variou entre 2 a 4, sendo maior no pré- parto,
diminuindo no M1, e se mantendo até o M5.

Realizou-se até o momento a coleta e preparacdo de material de todos os momentos
dos trinta animais, porém, alguns materiais ainda estdo em processamento para posteriormente

realizar a apresentagdo e discussdo dos resultados finais.
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5 CONCLUSAO

O estudo ainda esta em andamento. Alguns dados ndo foram processados e analisados.
Espera-se que com o presente estudo, se encontre a relacdo do PD-1 na susceptibilidade e
ocorréncia de mastite no pos-parto, para que a partir deste conhecimento, uma nova e eficaz
terapia para controlar a infeccdo intramamaria, reduzindo o uso de antimicrobianos

intramamarios possa ser identificada.
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