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INTRODUCCION

Al comienzo de la lactancia, el ganado lechero experimenta cambios repentinos en la
disponibilidad de nutrientes generandose un déficit energético durante el periodo posparto
inmediato (Grummer y col., 2004). Estudios previos han relacionado este déficit de nutrientes
con un estado de inmunosupresién (Suthar y col., 2013; Mann y col., 2019), ya que se ha
observado que las vacas lecheras son mas susceptibles a enfermedades infecciosas e
inflamatorias como metritis y mastitis durante el posparto inmediato (Kehrli y Harp, 2001). En
este sentido, el deterioro de la fagocitosis por parte de leucocitos polimorfonucleares y
disminucion de su actividad en relacion al estallido oxidativo son claras evidencias de dicha
inmunosupresion (Hoeben y col., 2000). Este periodo también estd caracterizado por una
menor capacidad de la respuesta de los linfocitos sanguineos a la estimulacion con agentes
mitogénicos y por una menor produccion de inmunoglobulina por parte de los linfocitos B
(Nonnecke y col., 2003). Si bien, se han propuesto varias hipotesis que atribuyen el deterioro
de las funciones inmunitarias durante el posparto a cambios endocrinos o metabdlicos
(Loiselle y col., 2009), no se ha profundizado en el estudio de la proporcién de cada poblacién
de células inmunes durante el posparto, su variacion por posible migracion al endometrio, y la
relacion de estas alteraciones con la funcionalidad descripta de dichas células alrededor del
momento de la concepcion.

OBJETIVO

Caracterizar el perfil de las células inmunes presentes en sangre periférica en vacas lecheras
durante el posparto y la lactancia temprana, para valorar su potencial efecto sobre receptividad
endometrial y consecuente logro de la prefiez.

METODOLOGIA

Animales y diseno experimental. El estudio se realizé sobre 23 vacas Holando Argentino
multiparas provenientes de un tambo comercial ubicado en la zona de influencia de la FCV
(UNL). Previo al inicio del muestreo, se sincronizaron los ciclos estrales. Luego se corroboro
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la ovulacion y formacién de cuerpo luteo mediante ultrasonografia transrectal. Se tomaron
muestras de sangre a los 45 y 60 dias posparto (dpp) durante la fase lutea; y se continué con
los muestreos de sangre a los 90 dpp, 120 dpp, 150 dpp y 180 dpp. Luego de los 60 dpp, los
animales fueron re-sincronizados con el fin de realizarles el servicio por inseminacion artificial.
Se realiz6 el diagnostico de prefiez por tacto y ultrasonografia. Se recabaron datos
individuales de produccion lactea e indices reproductivos, y se examiné la condicion corporal
de los animales incluidos en el muestreo. Finalmente, los animales fueron agrupados segun
sus intervalos parto-concepcién (IPC) de acuerdo a resultados previos de nuestro grupo de
trabajo, resultando los siguientes grupos: (1) IPC bajo: 98 + 9 dias, n = 11; (2) IPC alto: 168 +
15 dias, n = 8 (Peralta y col., 2021).

Toma y procesamiento de muestras. Las muestras de sangre se tomaron por puncién de
vena yugular, y se conservaron con acido etilendiaminotetraacético (EDTA) en hielo. Los
leucocitos totales fueron obtenidos por medio de la lisis de glébulos rojos, y siguiendo la
técnica descripta por otros autores (Renna y col., 2014). Las células se contaron en camara
hemocitométrica de Neubauer y se llevaron a una concentracibn adecuada para su
conservacion en nitrégeno liquido hasta su utilizacion (1.107-1.108 células/criovial conteniendo
500 ul de medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI), suero fetal bovino (SFB) (5%) y 500
pl de SFB con dimetilsulfoxido (DMSO) (20%) (Guzman y col., 2014).

Evaluacion y caracterizacion del perfil inmune a nivel sistémico. Partiendo de los
leucocitos totales obtenidas anteriormente, y mediante citometria de flujo, se evaluaron los
porcentajes de poblaciones celulares circulantes tales como Macréfagos (MJ) (CD14),
Linfocitos T (LT) (CD3, CD4 y CD8) y Linfocitos B (LB) (CD21). En cada ensayo se realizaron
conjuntamente los controles negativos (células sin marca) y positivos (células con simple
marca), necesarios para corroborar el correcto seteo de los voltajes de cada canal de
fluorescencia. Las concentraciones utilizadas para cada anticuerpo marcado y su
correspondiente fluorocromo se detallan en la Tabla 1. La estrategia de ‘gating’ se describe
en la Figura 1. El analisis de los datos adquiridos por citometria de flujo se realizé utilizando
el programa FlowdJo (lizuka y col., 2008). Para la evaluacién estadistica se realizd un analisis
de medidas repetidas utilizando el Modelo Lineal Generalizado (GLM) con distribucién gamma
o lineal (segun correspondia en cada caso) y funcién de enlace logaritmo. Como factores fijos
se seleccionaron ‘IPC’, ‘DPP’ y la interaccion ‘DPP*IPC’ (Angeli y col., 2019).

Tabla 1. Anticuerpos primarios, proveedores y condiciones utilizadas en citometria de flujo.

Anticuerpo Clonalidad y marca Volumen en 25 ul

finales
APC anti-human CD14 Monoclonal (Biolegend) 0,125 ul
PE anti-bovine CD21 Monoclonal (Biorad) 0,5 ul
Alexa fluor 647 anti-human CD3 Monoclonal (Biorad) 1 ul
FITC anti-bovine CD4 Monoclonal (Biorad) 0,25 ul
PE anti-bovine CD8g Monoclonal (Biorad) 0,5 ul
RESULTADOS

En relacion al analisis entre grupos, los porcentajes de MJ (células CD14+) (Figura 2A) y LT
CD8+ (células CD3+/CD8+) (Figura 2D) son significativamente mayores en el grupo de bajo
IPC (p < 0,05); mientras que los porcentajes de LB (células CD21+) (Figura 2E) son
significativamente mayores en el grupo de alto IPC (p < 0,05). Por otro lado, los porcentajes
de LT totales (células CD3+) (Figura 2B) y LT CD4+ (células CD3+/CD4+) (Figura 2C)
variaron significativamente a lo largo del tiempo en ambos grupos de animales (p < 0,05). En
relacion a la interaccion de los factores IPC*DPP, se observaron diferencias significativas en
el porcentaje de LT CD4+ entre los grupos de IPC a los 120 dpp (p < 0,05), y una tendencia a
los 45y 150 dpp (p < 0,1) (Figura 2C). Asimismo, se observaron diferencias significativas en
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el porcentaje de LT CD8+ entre los grupos de IPC a los 45, 60 y 180 dpp (p < 0,05) (Figura
2D).

A Singletes B Gate en R1

Figura 1. Estrategia de “gating” utilizada para
el andlisis de las poblaciones celulares. En
primer lugar, se seleccionaron todos los
eventos identificados como ‘singletes’ (células
Unicas, no aglomeradas) considerando la
altura (FSC-H) en funcién del area (FSC-A)
MRGceares (Figura 1A). A partir de la region en ‘R1’ se
= | analizd la complejidad citoplasmatica (SSC-A)
de cada evento en funcién del tamafno (FSC-
C_ Gate en R2 D GateenR3 A), y se generé el gate ‘R2’ que define a la
i 4 il % || poblacion de células mononucleares (Figura
. 1B). Finalmente, a partr de ‘R2’ se
discriminaron las poblaciones celulares en
estudio, como se detalla a continuacién:
= CD3/CD4/CD8: Utilizando un histograma se
determiné el porcentaje de eventos CD3+ que
. corresponden a los LT totales, y se lo
i e | denominé ‘R3’ (Figura 1C). A partir de ‘R3’ se
T D8 Aleka fliior 647 T TDRPE © © realizé_ un grafico de puntos Dot Plot que
permiti6 obtener el porcentaje de eventos LT
E_ GateenR2 F_ GateenR2 CD4+ (cuadrante superior izquierdo) y el
il S g e+ porcentaje de eventos LT CD8+ (cuadrante
inferior derecho) (Figura 1D).
=CD21: Utilizando un histograma se
determind el porcentaje de eventos CD21+ que
corresponden a los LB en ‘R4’ (Figura 1E).
=2CD14: Utilizando un histograma se
determiné el porcentaje de eventos CD14+ que
corresponden a los MJ en ‘R5’ (Figura 1F).
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Figura 2. Porcentaje de las diferentes

indican diferencias significativas (p < 0,05)

4560 9 45 60 90 120 15 180 | entre los grupos. Diferentes letras con
Dias posperto Dias posparto asteriscos (*) indican diferencias entre los
grupos con p < 0,1.
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CONCLUSIONES

Las variaciones observadas en las diferentes poblaciones de células inmunes podrian estar
influyendo indirectamente en la duracién del IPC de los animales, debido a pérdidas
embrionarias tempranas. Aquellos animales de bajo IPC presentaron mayores porcentajes de
M@ y LT CD8+, y menores porcentajes de LB en comparacion con las vacas de alto IPC. Sin
embargo, los porcentajes de LT totales y LT CD4+ sélo variaron a lo largo del tiempo dentro
de cada grupo y no hallamos diferencias entre los animales con diferente IPC. Debido a que
el entorno inmunoldgico uterino puede verse influenciado por el perfil inmune sistémico, estas
variaciones podrian afectar el didlogo materno fetal y consecuente establecimiento de la
prefez.
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