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1 Introducio

As novilhas leiteiras sdo importantes fontes de reposi¢do 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 preocupagdo 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 ¢ ainda se
torna interesse da satde publica, devido ao aumento do risco de residuos no leite pelo uso
inadequado de antimicrobianos e o surgimento de bactérias resistentes (DE VLIEGHER et al.,
2012).

O emprego de antimicrobianos em rebanhos leiteiros estd frequentemente relacionado
com a saude do ubere e € uma preocupagao cosmopolita, tendo em vista sua ampla utilizagao
(SVILAND; WAAGE, 2002; RUEGG, 2017). Apesar de serem considerados essenciais para o
combate de infec¢des bacterianas, existe um grande debate quanto sua utilizacdo, devido ao
desenvolvimento de resisténcias e seus consequentes riscos a satde publica.

Em vista disso, evidencia-se a necessidade do desenvolvimento e introdugdao de
alternativas para o tratamento e controle de mastite sem a utilizacdo de antimicrobianos
(FRANCOZ et al., 2017; DE VIEGHER et al., 2012) e acredita-se que para isso, ¢ necessario
amplo conhecimento e entendimento dos mecanismos do sistema imunoldgico 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) na susceptibilidade e
ocorréncia de mastite clinica e subclinica durante o periodo de pds-parto.
2.2 Especificos:

Avaliar a ocorréncia de mastite clinica durante o periodo de pods-parto em novilhas;
Avaliar a ocorréncia de mastite subclinica durante o periodo de parto em novilhas;

Correlacionar esses resultados com pardmetros imunolédgicos.

3 Metodologia

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

Para o estudo, foram utilizadas trinta novilhas da raca holandesa em periodo
periparturiente, pertencentes a duas propriedades comerciais leiteiras do sudoeste do Parana.
Foram coletadas amostras de sangue aos vinte e um dias antes do parto (MO0), e amostras de
leite e sangue em outros quatro momentos distintos: no dia do parto (M1), sete (M2), quinze
(M3) e trinta dias apos o parto (M4).

As amostras foram colhidas via veia coccigea em frascos do modelo Vacutainer® com
capacidade de 4 mL. O primeiro com anticoagulante EDTA (hemograma), o segundo com
heparina (imunofenotipagem), o terceiro com fluoreto (dosagem de glicose) e o tltimo sem
anticoagulante (obtencao de soro e anélise bioquimica).

Os totais de leucocitos e eritrocitos foram obtidos através da contagem automatica
(ABC Vet™ ABX™). Para realizagdo da contagem diferencial utilizou-se a técnica de
esfregago sanguineo, corado pelo método Pandtico rapido (Laborclin®, Brasil) e
posteriormente foi analisado por meio de microscopia Optica com aumento de 400x. As
amostras destinadas as andlises bioquimicas foram centrifugadas para obten¢do de soro,
armazenadas em duplicata em refrigeragdo de -80 °C e posteriormente analisadas. O beta-
hidroxibutirato foi mensurado com o auxilio do medidor digital portatil FreeStyle Optium
Neo®. Além destes, para medi¢do do hematodcrito utilizou-se um refratdmetro para
mensuracao de proteinas totais plasmaticas e fibrinogénio.

Para a coleta de leite, os tetos foram higienizados e avaliados conforme os critérios de

Birgel (2004). As amostras de leite foram coletadas em frascos estéreis de tampa rosca com



capacidade de 4 mL e em frascos do tipo Falcon® com capacidade de 15 mL. As amostras
coletadas foram encaminhadas ao Laboratorio de Analises 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 avaliagao do leite via CMT, seguiu-se os protocolos e parametros descritos por
Schalm e Noorlander (1957). A CCSM foi desenvolvida conforme o método Prescott & Breed
(1910), como descrito por Della Libera et al (2004). A técnica de CCSD seria avaliada pelo
Contador de Células Somaticas DeLaval®, mas em fun¢do da pandemia tornou-se invidvel. A
técnica foi alterada para a contagem microscopica (Contagem de Cé¢lulas Somaticas
Microscopica Diferencial — CCSMD) conforme as recomendagdes de Della Libera et al.
(2004).

Durante todo o estudo, todos os animais foram acompanhados diariamente e no caso
de ocorréncia de mastite clinica e subclinica foi registrado. Em todas as ordenhas foi realizado
o teste da caneca de fundo preto e semanalmente foi realizado o CMT.

Para as andlises de imunofenotipagem, as amostras de isolados celulares foram
enviadas ao Laboratorio de Imunodiagndstico do Departamento de Clinica Médica da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo. Neste local foi

realizada a citometria de fluxo e quantificacao das células mononucleares ¢ PD-1.

4 Resultados e Discussiao

O estudo ainda necessita da realizagao de calculos estatisticos dos dados relacionados
a andlise hematoldgica, dados de campo e imunolégicos em comparacdo a diferentes
informagdes e estudos para melhor discussdo e publicacdo oficial dos resultados. Porém, foi
possivel apresentar e discutir alguns dados demonstrando a relevancia do estudo.

No acompanhamento didrio, ndo se notou 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 M1, 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.

Em relacdo aos resultados imunologicos, ¢ de grande relevancia a relacao entre a PD-1



e a ocorréncia de mastite. Sendo que, o aumento de casos influenciados pela PD-1 foi de
1,098 (Tabela 1). Possibilitando observar significincia estatistica, sendo que quanto maior a
expressao da PD-1 no periodo que antecede o parto, maior a ocorréncia de mastite no pos

parto.

Tabela 1 — Analise de estimativa através de Odds Ratio da influéncia da PD-1 na ocorréncia

de mastite subclinica.

Estimativa de Probabilidade

Efeito Ponto Limites de confianca (95%)
estimativo

Fazenda 0.113 0.004 2.894

Linfécitos (GM) 1.098 0.992 1.214

Linfécitos PD-1 (FP) 0.959 0.695 1.324

Linfocitos PD -1 (GM) 0.940 0.882 1.001

Legenda: GM (geomean). FP (frequent of parent).

De Souza (2022) relacionou a incidéncia de metrite ¢ endometrite no pos-parto, em
que foi possivel notar que quanto maior a expressdo de PD-1 e CTLA-4 no pré e pds-parto,
era caracteristico de animais positivos as enfermidades. Em contrapartida, Goto et al (2017)
obtiveram resultados que sugerem que a via da PD-1/PD-L1 estdo envolvidas na exaustao
imunologica de linfocitos especificos de micoplasma bovino, apesar de ser necessario mais
estudos por se tratar de uma via de regulacdo positiva.

Desta forma, a partir da observagao de diferentes estudos que trabalham com a via de
regulacao de linfocitos, o presente estudo torna-se um marco importante a futuras terapias que
podem ser desenvolvidas como alternativa de tratamento usando a regulagdo positiva do
sistema imune.

5 Conclusio

O presente estudo ainda necessita de resultados estatisticos para que haja discussdes
mais aprofundadas para posterior conclusao final. Outrossim, até o momento foi possivel
identificar a influéncia da PD-1 na ocorréncia de mastite, tendo em vista que quanto maiores
os valores desta proteina, maior a ocorréncia da enfermidade. A partir desses dados, sera
possivel realizar mais estudos visando investigar mais a fundo sobre a via de regulagao dos

receptores inibitorios, assim como identificar, possibilitando futuramente utilizd-los como



forma de controle da mastite em rebanhos leiteiros.
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