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RESUMO

Nanobiotecnologias baseadas em nanoparticulas de carbono para controle de doencas, seja via
silenciamento da expressao génica ou acdo anti-inflamatdria, surgem como possibilidade para
o0 controle da resposta inflamatdria endometrial em fémeas bovinas no pds-parto. Tendo em
vista a possivel aplicacdo de nanotubos de carbono de parede maltipla (MWCNT) em fémeas
bovinas e o desenvolvimento de método de deteccdo para avaliacdo da seguranca de MWCNT
in vivo, a primeira parte do estudo objetivou avaliar a capacidade da técnica de FT-Raman em
detectar, qualitativamente e quantitativamente, MWCNT diluidos em leite de vaca in natura. A
técnica de FT-Raman descriminou qualitativamente a presenca de MWCNT em leite acima de
lug/mL. Entretanto, o modelo de analise de regressdo linear ndo determinou,
guantitativamente, diferentes concentracdes de MWCNT em leite in natura. Na segunda parte
do trabalho, células endometriais bovinas foram submetidas a silenciamento génico da
molécula MyD88, utilizando MWCNT como agente de transcri¢do, ou cultivadas em meio
contendo fulerol ou dexametasona, com o objetivo de controlar a transcri¢cdo endometrial de
IL-1B, IL-6 e CXCLS8 induzida in vitro por lipopolissacarideo (LPS). MWCNT ndo induziram
resposta inflamatoria endometrial, porém o complexo silenciador MWCNT-MyD88 siRNA néo
silenciou a expressdo de MyD88 (P>0,05) ou reduziu o nimero de transcritos para IL-1p
(P>0,05), IL-6 (P>0,05) e CXCL8 (P>0,05) pés-estimulacdo com LPS. Fulerol reduziu o
namero de transcritos para IL-1p (P<0,01) e dexametasona o nimero de transcritos para IL-1p
(P<0,05) e IL-6 (P<0,05) ap6s estimulacdo de células endometriais com LPS. O ultimo estudo
teve como objetivo verificar, por meio de avaliacdo histopatoldgica, a acdo anti-inflamatéria do
fulerol sobre modelo murino in vivo de endometrite induzida por LPS. Entretanto, 0 modelo
proposto ndo foi efetivo em gerar uma resposta inflamatoria endometrial, impossibilitando
assim a avaliacdo da acdo anti-inflamatoria do fulerol sobre o endométrio murino inflamado.
Em concluséo, o uso de MWCNT padronizados como agente de transfecgdo para SiRNA em
celulas endometriais bovinas requer estudos mais aprofundados visando atingir o potencial da
técnica no controle da expressdo de citocinas pré-inflamatérias. Entretanto, fulerol e
dexametasona podem reduzir a expressao de citocinas pro-inflamatérias in vitro, com potencial

para controlar, in vivo, a resposta inflamatdria endometrial bovina.

Palavras-chave: Nanoparticula. Carbono. Endométrio. Inflamacéo. Bovino.






ABSTRACT

Nanobiotechnologies based on carbon nanoparticles for disease control, either by gene
silencing or anti-inflammatory action, rise as a possibility for the control of endometrial
inflammatory response in post-partum cows. The possibility to apply multi-walled carbon
nanotubes (MWCNT) in cow and the development of a methodology to detect carbon nanotubes
safety in vivo, the first study aimed to evaluate the qualitative and quantitative potential of the
FT-Raman technique to detect MWCNT diluted in bovine whole fresh milk. The FT-Raman
qualitatively identified MWCNT in milk over 1pug/mL. However, the linear regression analysis
model did not quantitatively predict, with precision, different MWCNT dilutions in fresh milk.
In the second study, bovine endometrial cells were cultured with MyD88 silencing complex,
composed by MWCNT as vector for siRNA targeting MyD88, fullerol, or dexamethasone
aiming to control the endometrial transcription of IL-1p, IL-6 and CXCL8 induced by
lipopolysaccharide (LPS) stimulation in vitro. MWCNT did not induce endometrial
inflammatory response. However, the silencing complexes MWCNT-MyD88 siRNA did not
silence the MyD88 expression (P>0.05) or reduced the transcript levels for IL-1p (P>0.05), IL-
6 (P>0.05) and CXCL8 (P>0.05) post LPS stimulation. Fullerol reduced the transcript level for
IL-1B (P<0.01) and dexamethasone decreased transcription of IL-1B (P<0.05) and IL-6
(P<0.05) post endometrial cells stimulation with LPS. The third study aimed to evaluate, by
histopathological analysis, the anti-inflammatory effect of fullerol over an in vivo murine model
of endometritis induced by LPS. However, the proposed model was not effective to induce an
endometrial inflammatory response, avoiding the evaluation of the fullerol anti-inflammatory
effect over murine inflamed endometrium. In conclusion, the use standardized MWCNT as
transfection agent for siRNA in bovine endometrial cells require more studies aiming to achieve
the technique potential for control the expression of pro-inflammatory cytokines. However,
fullerol and dexamethasone can reduce the expression of pro-inflammatory cytokines in vitro,
with potential to control, in vivo, the endometrial inflammatory response in cattle.

Keywords: Nanoparticles. Carbon. Endometrium. Inflammation. Bovine.
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1. INTRODUCAO

A ocorréncia de infec¢es uterinas em bovinos esta diretamente relacionada a queda da
eficiéncia reprodutiva em rebanhos de corte e, principalmente, de leite, com a manutencédo de
animais subférteis e/ou inférteis no plantel (Sheldon et al., 2008). Em rebanhos leiteiros,
infeccOes uterinas pos-parto representam grande desafio aos criadores, ndo so pelo aumento do
intervalo de partos e menor nimero de lactacdes na vida produtiva do animal, mas também pelo
elevado custo com tratamento dos animais acometidos, descarte de leite por residuo de
antibiodticos, aumento da taxa de servico e nimero de doses de sémen por concepcao, além do
descarte involuntario de animais (LeBlanc et al., 2002; Sheldon et al., 2008; Martins et al.,
2013).

Fatores como retencdo de anexos fetais, distocia, partos gemelares, abortamentos,
ordem de parto e acentuado desbalango energético no periodo de transi¢do sao predisponentes
a ocorréncia de infecgdes uterinas em fémeas bovinas (Potter et al., 2010; Sheldon et al., 2019;
Pascotinni e LeBlanc, 2020). A imunidade inata uterina desempenha importante papel tanto na
restauracdo da fisiologia uterina normal quanto na defesa do organismo contra microrganismos
colonizadores do Utero pos-parto. Células endometriais e fagdcitos presentes no ambiente
uterino reconhecem componentes estruturais de patdgenos por meio de receptores de
reconhecimento padrdo, como por exemplo os receptores tipo-toll (TLR). A estimulacédo de tais
receptores, principalmente os TLRs de membrana, acionam o fator de diferenciacdo miel6ide
88 (MyD88), uma molécula associada a TLR extremamente importante na ativacdo da cascata
de sinalizacdo intracelular, que resultara na sintese de citocinas e inducdo de resposta
inflamat6ria com o intuito de eliminar os microrganismos invasores (Herath et al., 2006; Davies
et al., 2008; Sheldon et al., 2014). Concomitantemente ao reconhecimento de patdgenos, as
células endometriais reconhecem componentes celulares que também auxiliam na resposta
inflamatéria endometrial, com o intuito de promover a reparacdo tecidual e restaurar a
arquitetura e fisiologia do ambiente uterino normal (Healy et al., 2014; Sheldon et al., 2019).
Entretanto, a associacdo entre descamacédo do epitélio endometrial no pos-parto, presencga de
elevada carga de bactérias patogénicas ao Utero e intenso balangco energético negativo, com
reducdo da capacidade imunologica da vaca, podem resultar em respostas inflamatdrias
insuficientes ou exacerbadas, que irdo caracterizar os quadros agudos de metrite ou crénicos de
doencas uterinas, como endometrite citoldgica (Sheldon et al., 2019; Pascotini e LeBlanc et al.,
2020).
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Diversas sdo as abordagens na tentativa de reduzir a ocorréncia dos quadros de infecgdes
uterinas, como as alteragdes de manejo que visam melhorar a ambiéncia, conforto, nutricéo e
imunidade das vacas no pré-parto, e a utilizacdo de farmacos com o intuito de auxiliar na
eliminacdo de patdgenos e reduzir a resposta inflamatoria exacerbada (Bisinotto et al., 2012;
Sheldon et al., 2019). Com o desenvolvimento da nanociéncia, uma nova classe de materiais
vem se destacando no ramo da biologia devido a sua ampla variedade de aplicagdes em sistemas
bioldgicos.

As nanoestruturas de carbono, em especial os nanotubos de carbono (CNT) e fulerenos,
possuem aplicacbes como biosensores (Liu et al., 2008a), arcabougos para engenharia de
tecidos (Dubin et al., 2008; Shimizu et al., 2012), aplicagdes em engenharia genética, para
terapia de doencas e producdo de animais transgénicos (Ladeira et al., 2010; Apartsin et al.,
2014), atuacdo como carreadores de farmacos a tecidos especificos (Wong et al., 2013), agente
antioxidante (YYang et al., 2014; Pei et al., 2019), anti-inflamatdrio (Liu et al., 2013; Jin et al.,
2017; Xiao et al., 2018) e antimicrobiano (Al-Jumali et al., 2017). No ramo da terapia génica,
0s CNT vém se destacando por sua biocompatibilidade e capacidade de transpor a membrana
celular, com o intuito de liberar no citosol pequenos fragmentos de RNA de interferéncia
(SIRNA). Esses fragmentos sdo capazes de bloquear a expressdo de um determinado gene por
meio da destruicdo especifica do seu RNA mensageiro (Ladeira et al., 2010). Dessa forma, o0s
CNT funcionam como vetores de siRNA especificos para o controle da expressdo de genes
associados a alguma doenca ou processo inflamatério. O fulerol CoOHny, derivado
hidrossoltvel do fulereno, possui como principal caracteristica a capacidade de receber elétrons
ou estabilizar espécies reativas de oxigénio (ERO), reduzindo o estresse oxidativo em sistemas
bioldgicos (Xiao et al., 2006). Concomitantemente a reducdo do estresse oxidativo, o fulerol
reduz a resposta inflamatéria local, impactando em reducdo da secrecdo de citocinas pro-
inflamatdrias (Xiao et al., 2018).

Diante das propriedades e da ampla variedade de aplicacbes de nanoparticulas de
carbono, principalmente as que objetivam o controle da expressdo génica para terapia de
doencas e controle da resposta inflamatdria, o uso de nanotubos de carbono como vetores para
o silenciamento génico (Ladeira et al., 2010) e de fulerol como agente antioxidante e anti-
inflamatdrio (Yudoh et al., 2009; Liu et al., 2013; Jin et al., 2017) possui enorme potencial no
controle da resposta inflamatoria uterina no periodo pds-parto. Entretanto, a aplicacdo de
nanoestruturas de carbono no organismo da vaca durante o periodo lactacional levantam
questionamentos sobre biodistribuicdo das nanoparticulas no organismo bovino, eliminagao

residual no leite e consequente preocupacao com a saude alimentar em humanos. Até o presente
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momento, aplicagdes de nanotubos de carbono em vacas lactantes e metodologias padronizadas
para deteccdo de concentragdes residuais de nanoparticulas de carbono em leite in natura de
vaca, ndo foram relatadas na literatura. O desenvolvimento de tecnologias capazes de detectar
concentracdes residuais de contaminantes ou adulterantes no leite se tornam cada vez mais
necessarias para atestar as caracteristicas de qualidade e identidade dos produtos lacteos. Com
essa finalidade, a utilizacdo de espectroscopia Raman com Transformada de Fourier (FT-
Raman) vem ganhando grande destaque para caracterizacdo de amostras de leite fluido e em po
(Almeida et al., 2011, 2012; Mazurek et al., 2015; Janior et al., 2016).

O uso de nanoparticulas de carbono em bovinos, tanto para avaliagdo de propriedades
terapéuticas como para avaliacdo de biodistribuicdo e eliminacdo via secre¢fes corporais,
enfrenta barreiras no ambito da ética em experimentacdo animal, disponibilidade de animais
para estudo, complexidade na conducao experimental e quantidade de material nanoparticulado
a ser empregado. Devido a praticidade de manejo, grande disponibilidade de animais,
protocolos éticos de experimentacdo animal e metodologias experimentais bastante
consolidadas, modelos murino foram amplamente utilizados para se estudar a biodistribuicdo
de nanoparticulas de carbono, em diferentes apresentacdes de concentracdo, forma estrutural e
funcionalizacdo, apds administragdo por diferentes vias (Ali-Boucetta et al., 2013; Rodriguez-
Yaries et al., 2013; Jacobsen et al., 2017). Entretanto nenhum estudo avaliou e relatou agdo anti-
inflamatoria de nanoparticulas de carbono no tecido uterino ou acimulo em tecido mamario.

Dessa forma, o presente estudo foi dividido em trés grandes propostas experimentais
cujas hipoteses foram: 1) A espectroscopia FT-Raman é um método analitico capaz de detectar
em leite in natura de vaca pequenas diluicdes de nanotubos de carbono de parede multipla
padronizados para uso bioldgico; 1) O silenciamento génico da molécula MyD88, por meio de
transfeccdo de células endometriais bovinas com nanotubos de carbono carreando siRNA alvo
para MyD88, assim como o uso de fulerol e dexametasona, sdo capaz de modular a resposta
inflamatoria endometrial ao lipopolissacarideo (LPS), reduzindo a expresséo de citocinas pro-
inflamatorias in vitro; I11) o modelo murino de inflamacg&o do trato genital feminino induzida
por infusdo de LPS via intravaginal, apds protocolo de superovulacdo com eCG e hCG, permite
avaliar o efeito anti-inflamatorio local do fulerol sobre as diferentes por¢des do trato

reprodutivo.
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2. OBJETIVOS

O presente estudo tem como objetivo avaliar possiveis alternativas de controle da
resposta inflamatdria endometrial bovina por meio da utilizacdo de nanoparticulas de carbono
em modelos experimentais in vitro e in vivo, assim como detectar analiticamente dilui¢Ges de
nanotubos de carbono em leite in natura de vaca. O primeiro capitulo objetivou avaliar a
capacidade da técnica de espectroscopia FT-Raman em detectar, qualitativamente e
quantitativamente, diferentes diluicbes de nanotubos de carbono de parede multipla (multi-
walled carbono nanotubes - MWCNT) em leite in natura de vaca. O segundo capitulo teve
como objetivos: | - silenciar a expressdo génica da molécula MyD88 e, consequentemente,
reduzir a transcricdo de IL-1pB, IL-6 e CXCL8 em células endometriais bovinas estimuladas in
vitro por LPS, por meio de RNA. utilizando nanotubos de carbono como agente de transfeccédo
para siRNA; Il — Avaliar se fulerol é capaz de modular a resposta inflamatéria endometrial,
reduzindo a transcricdo de IL-1p, IL-6 e CXCLS8 por células endometriais bovinas estimuladas
in vitro com LPS; Ill - Avaliar se dexametasona é capaz de modular a resposta inflamatéria
endometrial, reduzindo a transcri¢do de IL-1f, IL-6 e CXCLS8 por células endometriais bovinas
estimuladas in vitro com LPS. O terceiro capitulo objetivou desenvolver modelo murino de
inflamacéo do trato genital feminino induzida por LPS, com o intuito de avaliar o efeito anti-
inflamatorio local do fulerol sobre a resposta inflamatéria do trato genital in vivo.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Imunidade inata uterina

O sistema reprodutivo da fémea bovina sofre diversas alteragdes morfologicas e
funcionais sob influéncia dos esteroides sexuais. Ele deve apresentar um sistema imunol6gico
tolerante a espermatozoides e concepto, e prevenir a instalacao de processos infecciosos durante
a gestacdo, no periodo pos-parto e apds a copula (Lewis, 2003; Dadarwal et al., 2017; Kelly et
al., 2019).

Os mecanismos de protecdo do trato reprodutivo feminino podem ser divididos em
imunidade inata e adquirida. A imunidade inata é caracterizada por ser resposta ndo-especifica,
desempenhada por estruturas anatdmicas, células e moléculas do organismo. E baseada no
reconhecimento de moléculas estruturais em microrganismos (Turner et al., 2012). A

imunidade adquirida caracteriza-se por ser resposta mais tardia, desempenhada por células
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diferenciadas e moléculas sintetizadas para combater determinado desafio antigénico (Sordillo
et al., 2009).

A imunidade inata é considerada como 0 mecanismo mais importante na manutencao
do equilibrio funcional e higidez do trato reprodutivo feminino, pois é a primeira linha de defesa
contra microrganismos invasores (Sheldon e Dobson, 2004; Herath et al., 2006a). E composta
por barreiras anatbmicas como vulva, constricdo vestibulo-vaginal e cérvix; barreiras
fisioldégicas como muco e contragbes miometriais; células endometriais e imunes; moléculas
responsaveis pelo reconhecimento de componentes estruturais de patdgenos, por mediadores
inflamatorios e por microbiota comensal do trato genital feminino (Sheldon e Dobson, 2004;
Turner et al., 2012; Jeon et al., 2015; Moore et al., 2017; Wang et al., 2018). A resposta
inflamatdria decorrente da ativacdo da imunidade inata tem como objetivo conter e debelar a
infeccdo do trato genital, estimular o desenvolvimento de imunidade adquirida e, quando
necessario, reparar injarias teciduais decorrentes do processo infeccioso e inflamatorio
(Sordillo et al., 2009; Sheldon et al., 2014).

3.1.1 Endométrio bovino

Ap0s o0 parto, microrganismos sdo capaz de migrar pelo trato reprodutivo da vaca e
colonizar o Utero (Sheldon et al., 2008). Dessa forma, o endométrio possui importante papel na
imunidade inata local, representando a primeira barreira uterina contra a invasao microbiana
(Turner et al., 2012). O endométrio ¢ composto por camada de epitélio colunar simples
secretorio, que se sobrepde ao estroma endometrial. Esse é formado por tecido conjuntivo
contendo células estromais, células imunes, vasos sanguineos, vasos linféticos, terminacGes
nervosas e glandulas endometriais formadas por epitélio colunar simples secretorio similar ao
epitélio luminal (Monteiro et al., 2003; Davies et al., 2008, Dadarwal et al., 2017).

As células epiteliais do endometrio sdo unidas por meio de fortes juncGes intercelulares,
do tipo tight-junctions, que conferem a mucosa caracteristica de barreira fisica a penetracdo de
microrganismos. As células secretam mucina que recobre toda a superficie epitelial. O muco
exerce barreira fisiol6gica que aprisiona microrganismos em uma fase gel, impedindo-os de
alcancar a porcéo apical das células epiteliais do endométrio (Davies et al., 2008).

O estroma endometrial € composto principalmente por fibroblastos, responsaveis pela
sintese de tecido conjuntivo. Funciona como tecido de sustentagéo ao epitélio, vasos sanguineos
e terminacBes nervosas, além de abrigar células imunes, como neutrofilos, macréfagos, células

Natural Killer (NK) e linfécitos, que estdo migrando e patrulhando o endométrio (Dadarwal et
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al., 2017). Os neutréfilos sdo considerados as principais células da linhagem leucocitaria na
defesa uterina, pois sdo as primeiras células recrutadas da circulacdo periférica para o limen
uterino. Desempenham processos de fagocitose e destruicdo de microrganismos, sintese e
secrecdo de citocinas, além de gerar exsudato purulento quando da sua degeneracdo e morte
(Sheldon e Dobson, 2004).

Apesar da barreira fisica epitelial e acdo fagocitica de neutrofilos no IGmen uterino, o
principal mecanismo utilizado pela imunidade inata no combate a infeccdo uterina é o
reconhecimento em patdgenos de componentes estruturais por meio de receptores presentes nas
células endometriais, em especial, nas células epiteliais (Herath et al., 2006a; Sheldon et al.,
2008).

3.1.2 Reconhecimento de microrganismos pelo sistema imune inato

As células que compdem o sistema imune inato uterino devem ser capazes de reconhecer
uma ampla variedade de microrganismos que colonizam o Utero e direcionar a melhor resposta
com o objetivo de debelar o agente infeccioso. O sistema imune inato evoluiu ao ponto de
identificar inUmeras moléculas conservadas ao longo do processo evolutivo dos
microrganismos. Tais moléculas, denominadas padrGes moleculares associados a patdégenos
(PAMP), s8o componentes estruturais essenciais a sobrevivéncia dos microrganismos e que néo
sdo encontradas nas células do organismo animal (Medzhitov e Janeway, 1997). Exemplos de
PAMP séo o lipopolissacarideo (LPS) de bactérias Gram-negativas, o peptidoglicano (PGN) e
o0 acido lipoteicoicos de bactérias Gram-positivas, a flagelina constituinte do flagelo e acidos
nucleicos ndo-metilados de algumas bactérias, dentre diversos outros PAMP (Medzhitov e
Janeway, 1997).

A identificacdo de PAMP é realizada por meio de receptores proteicos, denominados
receptores de reconhecimento padrdo (PRRs). Esses estdo localizados na superficie da
membrana celular ou no interior de endossomos (Medzhitov e Janeway, 1997). Os PRR foram
descritos inicialmente por Hashimoto et al. (1988) ao identificarem o gene Toll em moscas da
espécie Drosophila melanogaster. Esse gene estd associado a produgéo de proteinas envolvidas
na orientacdo do eixo dorsoventral durante a embriogénese inicial dessa espécie e na resisténcia
a infeccdes através da rapida producdo de peptideos antimicrobianos frente a estimulos
microbioldgicos (Hashimoto et al., 1988; Lemaitre et al., 1996). O receptor Toll € uma proteina

transmembrana que possui uma porgdo externa, com sitios de repeti¢do ricos em leucina e um
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dominio citoplasmatico homologo ao da familia de receptores de interleucina 1 (IL-1R) de
mamiferos, denominado TIR (Toll-IL-1R module) (Muzio e Montovani, 2000).

Receptores homologos ao Toll foram descritos em bovinos por Werling e Jungi (2003)
e McGuire et al. (2005), sendo atualmente denominados como familia de receptores tipo-Toll.
Dentre os PRRs mais estudados podemos citar os receptores do tipo-toll (Toll-like receptors —
TLR), receptores tipo-NOD (Nucleotide-binding oligomerization domain like receptors —
NLR), receptores tipo-RIG-I (Retinoic acid-inducible gene I like receptors — RLR) e receptores
lecitina tipo-C (C-type lecitin like receptors — CLR) (Takeuchi e Akira, 2010). Em relacdo ao
reconhecimento de microrganismos no ambiente uterino bovino, 0s TLR e NLR s&o os de maior
importancia e os mais estudados, pois ambos sdo expressos por todas as células que compdem
0 endométrio bovino (Herath et al., 2009b; Davies et al., 2008; Sheldon et al., 2014).

3.1.3 Receptores tipo Toll (TLR)

Os TLR sdo glicoproteinas integrais de membrana envolvidas na identificacdo de
PAMP. Eles possuem em sua porcdo N terminal repeticdes ricas em leucina, flanqueadas por
sitios contendo cisteina. Em sua porcdo interna, possuem um dominio homologo ao receptor
Toll/IL-1 (TIR), essencial para a sinalizagdo intracelular (Takeuchi e Akira, 2010). Em bovinos
ja foram identificados dez tipos distintos de TLR em diversos tecidos, inclusive no endométrio
(McGuire et al., 2005; Davies et al., 2008). A expressdo de TLR no endométrio bovino ira
depender do tipo celular, da regido uterina e da condicdo reprodutiva em que a fémea bovina se
encontra (Sheldon et al., 2014; Martins et al., 2016).

Vacas ciclicas ndo-gestantes expressam constitutivamente todos os TLR no endométrio,
sendo 0s TLR 1 ao 7 e 9 expressos por células epiteliais e 0s TLR 1 ao 4, 6, 7 e 9 expressos por
células estromais (Davies et al., 2008). No periodo pés-parto, todos os TLR também séo
constitutivamente expressos pelo endométrio bovino, entretanto os TLR 2, 3, 4, 6 e 9 sdo mais
expressos entre 4 e 6 horas pds-parto em areas carunculares, comparadas as areas
intercarunculares (Sheldon et al., 2009). Vacas com puerpério normal ou que manifestaram
algum tipo de infeccdo uterina, ndo apresentaram diferencga na expressdo de TLR 1,2,4,5¢e 6
entre 6 e 12 horas apds o parto (Martins et al., 2011). Porém, fémeas com puerpério normal
apresentaram elevada expressdo de TLR4, 5, 6 e 10 em 14 dias ap0s o parto, decrescendo em
até 63 dias pds-parto (Chapwanya et al., 2009). Vacas consideradas inférteis em até 200 dias
apos o parto, apresentaram elevada expressdo de TLR4 em 7 dias pds-parto, com reducdo da

expressao de TLR2 e TLR4 a partir de 21 dias p6s-parto, quando comparadas a fémeas férteis,
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que gestaram em até 75 dias apds o parto (Herath et al., 2009b). Fémeas que manifestaram
placenta retida apresentaram reducéo da expressdo de TL2 e 4 aos 7 dias pos-parto (Martins et
al., 2016). O endométrio bovino apresenta maior expressao de TLR no periodo pds-parto
recente, no qual o Utero apresenta maior susceptibilidade a colonizacdo e infeccdo uterina.
Entretanto essa expressdo é constitutiva durante todas as fases da vida do animal, indicando
ampla capacidade de resposta do endométrio a variada populacdo de microrganismos
colonizadores do utero. As informac6es sobre os TLR expressos no endométrio bovino estdo
resumidas na Tabela 1.

A estimulacdo de TLR de membrana plasmaética por seus respectivos PAMP induz o
dominio citoplasmatico TIR a ativar a molécula adaptadora denominada como fator de
diferenciacdo mieldide 88 (MyD88) (Takeuchi e Akira, 2010). Essa molécula possui um
dominio TIR C-terminal que interage com proteina quinase associada a receptores de IL-1
(IRAKS) que, por sua vez, promove a fosforilagdo e ativagéo do fator 6 associado a receptores
TNF (TRAF6). TRAF6 ativa um complexo molecular composto por proteina quinase 1 ativada
por TGFB (TAK1) e proteina de ligacdo a TAK1 (TAB). Esse complexo ativa duas outras vias
de sinalizacdo importantes no processo inflamatorio, a via das proteinas quinases associadas a
mitdgenos (MAPK) (Chapwanya et al., 2009; Takeuchi e Akira, 2010) e a via do fator de
transcri¢do nuclear NFxB (Takeuchi e Akira, 2010; Cronin et al., 2012). A via MAPK ¢
composta por cascata de ativacdo de proteinas quinases, que resultardo na ativacdo do fator de
transcricdo nuclear proteina ativadora 1 (AP1).

Os fatores APl e NFxB translocam-se para o nucleo celular, onde se ligam,
respectivamente, aos sitios AP1 e kB das regides promotoras de genes que codificam citocinas
pro-inflamatorias (TNF-o, IL-1B e IL-6), quimiocinas (CXCL8, CXCL5, CCL2 e CCL5)
(Yunhe et al., 2013; Sheldon et al., 2014), mucina (MUC1), peptideos antimicrobianos
(peptideos antimicrobianos lingual e traqueal — LAP ¢ TAP), B-defensinas (BNBD4 e DEFB5)
(Davies et al., 2008; Martins et al., 2011), proteinas de ligacdo ao calcio (S100A8, S100A9 e
S100A12), metaloproteinases (MMP1, 3, 9 e 13) (Swangchan-Uthai et al., 2012), enzima 6xido
nitrico sintase induzivel (iINOS) (Herath et al., 2006a), fosfolipases A2 (PLA2), cicloxigenase-
2 (COX-2) e prostaglandina endoperoxido E sintase (PGES) (Herath et al., 2009a; Koh et al.,
2018).
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Tabela 1. Receptores tipo Toll com respectivas localizaces, ligantes e suas origens, e expressao no Utero bovino.

Esg?.ﬁ)_g?{ Localizacéo Ligante (PAMP) Origem Expressdo uterina
TLR1 Membrana plasmatica  Lipoproteinas Bactérias N&o gestante;
de células epiteliais e triacetiladas gram +, virus  Pos-parto tardio.
estromais e protozoarios
TLR2 Membrana plasmatica  Acido lipoteicoico,  Bactérias Néo gestante;
de células epiteliais e peptidoglicano e gram + Pds-parto tardio;
estromais lipoproteinas Caruncular p6s-parto
recente (4-6 h);
Elevada em animais
inférteis aos 7dpp;
Reducdo aos 7dpp
com RP.
TLR3 Membrana endossomal  dsRNA Virus N&o gestante;
de células epiteliais e Pds-parto tardio;
estromais Caruncular p6s-parto
recente (4-6 h);
TLR4 Membrana plasmaticae Lipopolissacarideo  Bactérias Né&o gestante;
endossomal de células e glicoproteina de gram - e virus  Pds-parto tardio;
epiteliais e estromais envelope Caruncular p6s-parto
recente (4-6 h);
Elevada em animais
inférteis aos 7dpp;
Reducdo aos 7dpp
com RP.
TLR5 Membrana plasmatica  Flagelina Bactérias N&o gestante;
de células epiteliais flageladas Pds-parto tardio.
TLR6 Membrana plasmatica  Lipoproteinas Bactérias Né&o gestante;
de células epiteliais e diacetiladas gram + Pds-parto tardio;
estromais Caruncular p6s-parto
recente (4-6 h);
TLR7 Membrana endossomal ~ ssSRNA Virus N&o gestante;
de células epiteliais e Pos-parto tardio.
estromais
TLR8 Membrana endossomal, ssRNA Virus N&o gestante;
sem definicéo de tipo Pds-parto tardio.
celular
TLR9 Membrana endossomal  DNA ndo-metilado  Bactérias e Nao gestante;
de células epiteliais e rico em CpG virus Pds-parto tardio;
estromais Caruncular p6s-parto
recente (4-6 h);;
TLR10 Membrana plasmatica  Peptidoglicano e Bactérias Né&o gestante;

de células estromais

lipoproteinas

Pds-parto tardio.

AbreviacOes: dsSRNA = RNA de fita dupla; sSRNA = RNA de fita simples; G- = Gram-negativas; G+ = Gram-
positivas; dpp = dias pos-parto; RP = retencdo de placenta. Animais inférteis sdo considerados aqueles que
apresentam algum processo inflamatorio endometrial cronico e que ndo se tornaram gestantes apds liberagdo para
a reproducdo. Fonte: McGuire et al., 2005; Davies et al., 2008; Sheldon et al., 2009; 2014; Seabury et al., 2010;
Martins et al., 2011, 2016.
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Figura 1. Esquema ilustrando cascatas de sinalizagdo intracelular e seus produtos ap6s estimulagdo de TLRs por
seus respectivos ligantes (Sheldon et al., 2014).

A estimulacdo de TLR7, 8 e 9 induz a producéo de interferons do tipo I (INF-1), por via
dependente da molécula MyD88, ¢ outras citocinas pela via do NFkB. A molécula de MyD88
forma um complexo com IRAK, TRAF3 e IkB proteina quinase (IKK) para fosforilacao do
fator de regulacdo de interferon 7 (IRF7) que é translocado ao nucleo para ativar a transcricdo
de genes codificadores de INF-I, principalmente INF-a (Takeuchi e Akira, 2010; Sheldon et
al., 2014). A estimulagéo de TLR3 e TLR4 nos endossomos ativa via de sinalizagdo dependente
de dominio TIR contendo proteina adaptadora indutora de interferon B (TRIF) e molécula
adaptadora relacionada a TRIF (TRAM) para o TLR4. TRIF associa-se a TRAF3, que por sua
vez, ativam duas IKKs. Essas IKKs fosforizam IRF3 e IRF7, que juntos séo translocados para
0 nucleo celular e ativam a transcricdo de genes codificadores de INF-I, principalmente INF-a
e INF-B (Takeuchi e Akira, 2010; Sheldon et al., 2014). Em quadros de infec¢do viral, INF-a e
INF-B, sintetizados e secretados pelas células infectadas, possuem importante efeito inibidor da

replicacédo viral em células adjacentes (Abbas et al., 2012).
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3.1.4 Receptores tipo-NOD (NLR)

Os NLR sdo receptores citosolicos compostos por um dominio central de ligacdo a
nucleotideos, uma porcdo C-terminal com repeticdes ricas em leucina e uma por¢do N terminal
efetora, que abriga sitios de ligacdo proteica, como dominio de recrutamento e ativacdo de
caspase (CARD), dominio de pirina e dominio de proteina de baculovirus inibidora de apoptose
(BIR) (Takeuchi e Akira, 2010). Dentre tais dominios efetores, 0 CARD ¢ considerado o0 mais
importante. Por essa razdo, os NLR também sdo denominados de receptores tipo-CARD ou
NLRC. NLR que possuem dominios efetores de pirina e BIR ndo estdo envolvidos na ativagdo
de mediadores inflamatorios, porém sdo componentes do complexo proteico ativador de
caspase-1, denominado inflamossomo (Takeuchi e Akira, 2010; Turner et al., 2012).

Os receptores NOD1 e NOD2 possuem, respectivamente, dominios efetores
denominados CARD4 e CARD15. O NOD1 reconhece D-y-glutamil &cido diaminopimélico
(DAPA) de bactérias Gram-negativas e algumas Gram-positivas, enquanto NOD2 reconhece
dipeptideos muramil de todos os PGN, além de ssRNA virais (Shaw et al., 2008; Takeuchi e
Akira, 2010). O NLRP3 reconhece cristais de acido Urico e citolisinas dependentes de colesterol
enquanto NLRC4 reconhece flagelina e proteinas do sistema de secrecéo do tipo 111 de bactérias
(Sheldon et al., 2014). A estimulacdo de NLR, sinergicamente com a estimulacdo de TLR,
ativam cascatas de sinalizacdo com liberacao de NF«B para translocagao nuclear e transcri¢ao
de genes codificadores de citocinas pré-inflamatorias, peptideos antimicrobianos, além de
ativar o complexo proteico inflamossomo. Esse complexo é importante na resposta
inflamatoria, pois ativa caspases (1 e 4), enzimas responsaveis por transformarem as pro-
citocinas IL-1p, IL-18 e IL-33 em citocinas ativas (Davis et al., 2011; Turner et al., 2012).

Informacdes sobre a expressdo de NLR no endométrio bovino séo escassas na literatura.
A maioria se baseia no conhecimento descrito anteriormente, com expressao de receptores NLR
em leucdcitos provenientes da circulagcdo periférica, infiltrados no endométrio inflamado
(Turner et al., 2012). Recentemente, Kelly et al. (2019) pesquisaram a expressao e secrecdo de
IL-1pB via formagdo de inflamossomo e ativacdo de caspase, por meio da estimulacdo de NLR
(NLRP3) por LPS e nigericina. Os autores verificaram que as células epiteliais e estromais do
endomeétrio bovino expressam NLRP3 constitutivamente. Apos a estimulacdo por LPS e
nigericina, a ativacdo de NLRP3 resulta em producéo consideravel de IL-1p ativa pelas células
endometriais. Entretanto, foi verificado que as células epiteliais e estromais, com ou sem
estimulacdo por ligantes, ndo expressam RNAmM para caspase-1, mas sim para caspase-4. Esse

resultado sugere que a sintese e secre¢do de IL-1p ativa pelo endométrio bovino, decorrente da
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estimulacdo de NLRP3, seja dependente da formacgdo do complexo inflamossomo-caspase 4 e

ndo caspase-1 como ocorre em leucdcitos provenientes de sangue periférico (Kelly et al., 2019).

3.1.5 Receptores tipo-RIG-I (RLR)

Os RLR sao receptores citosolicos que reconhecem RNAs de fita dupla ou simples. Sdo
capazes de reconhecer virus cujo genoma € composto por RNA e transcritos de virus cujo
genoma é composto por DNA. Logo, tais receptores exercem importante papel na resposta
imune contra virus (Turner et al., 2012). Os dois RLR mais estudados sdo o RIG-I (retinoic
acid-inducible gene 1) e 0 MDA5 (melanoma differentiation-associated gene 5). Ambos
possuem dois dominios de recrutamento de caspases em suas por¢des N-terminal e um dominio
RNA-helicase. Apos reconhecimento de RNA, os RLR iniciam cascatas de sinalizacdo com
ativacao final de fatores de transcri¢do IRF3 e IRF7, cujo objetivo final é a inducéo da producéo
de INF-1. Além da ativacdo de fatores de regulacdo de interferons, a estimulacdo de RLR pode
desencadear cascatas de sinalizacdo com ativacao final do fator de transcricdo NF«xB,
dependendo do agente ligante ao receptor (Abbas et al., 2012).

Apesar do papel dos RLR em infecgOes uterinas em bovinos ndo ser totalmente
elucidado, eles merecem consideravel atencéo, pois infec¢Bes virais por Herpesvirus Bovino
tipo 4 (BoHV-4) e virus da Diarreia Viral Bovina (BVDV) estdo associadas a quadros de
infertilidade e aborto em vacas (Donofrio et al., 2010; Carneiro et al., 2017). O BoHV-4 possui
tropismo pelas células estromais do endomeétrio, nas quais a estimulacéo resulta na ativacéo de
resposta inflamatéria com produgdo de CXCL8 (Donofrio et al., 2010). Estudo de Carneiro et
al. (2017) demonstrou que células endometriais respondem ao estimulo viral de BoHV-4 e
BVDV por meio de mecanismos que associam a ativacdo conjunta de receptores RIG-1 e TLR3.
Segundo 0s mesmos autores, a inducdo da expressao de receptores RIG-1 em células estromais,
por estimulacdo com BoHV-4, é dependente da estimulacdo de TLR3 por PAMP viral.
Enquanto isso, a estimulacdo de células estromais com BVDV ndo induziu aumento na
expressao de RIG-I, o que sugere que a resposta inflamatdria a esse virus é dependente de outros
mecanismos, como por exemplo, a ativacdo de TLR3. Células epiteliais e estromais do
endometrio, quando cultivadas sob estimulagdo de BoHV-4, acumularam maiores
concentracdes de CXCLS8, enquanto houve reducdo do acumulo de IL-6 por células epiteliais.
Ja sob estimulacéo de BVDV, células endometriais secretaram I1L-6, enquanto apenas as células

estromais secretaram CXCL-8 (Carneiro et al., 2017).
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3.1.6 Receptores lecitina tipo-C (CLR)

Os CLR sdo proteinas integrais de membrana presentes em fagocitos e celulas
dendriticas, mas também se apresentam como proteinas sollveis presentes no plasma
sanguineo. S&o responsaveis por reconhecerem carboidratos na superficie de microrganismos,
facilitando, assim, o processo de fagocitose. S&o receptores que possuem dominios conservados
que reconhecem e se ligam a carboidratos na dependéncia de ion célcio (Ca?*), por isso
denominados lecitina tipo-C (Abbas et al., 2012).

A lecitina de ligacdo a manose (mannose binding lecitin — MBL) estd presente na
circulagdo e é capaz de reconhecer carboidratos de manose e frutose, levando a ativagdo do
sistema complemento via lecitina, o que resulta em produtos da degradacdo do complemento
com funcdo quimiotéatica e ativadora de neutrdfilos e macrofagos, alem de opsonizacdo dos
microrganismos (Abbas et al., 2012; Turner et al., 2012). Como CLRs de membrana celular
podemos citar as dectinas e receptores de manose. A Dectina-1 € o receptor mais estudado dos
CLRs por ser expresso, principalmente, em neutréfilos, macrofagos e células dendriticas. Sua
principal caracteristica é reconhecer polimeros de glicose na superficie da parede celular de

alguns fungos, como Candida albicans (Turner et al., 2012).

3.1.7 Padrdes moleculares associados a dano celular (DAMP)

Os DAMP sdao moléculas enddgenas presentes no interior das células do organismo ou
constituintes da matriz extracelular, que sdo liberadas no compartimento extracelular quando
ocorre injuria tecidual (Chen e Nufiez, 2010; Healy et al., 2014). A exposicdo do contetdo
celular ou a degradacdo da matriz extracelular permite com que DAMP sejam reconhecidos
pelos mesmos PRR que reconhecem PAMP, resultando em inducdo de resposta inflamatéria
local. Essa resposta pode ocorrer na presenca de microrganismos patogénicos, responsaveis
pela injuria tecidual, ou em sua auséncia, como resultado de isquemia e necrose tecidual. Nesse
ultimo caso, a inflamacéo é denominada de inflamacéo estéril (Chen e Nufiez, 2010).

Diversas sdo as moléculas endogenas capazes de estimular inflamacéo via PRR. Dentre
as mais estudadas podemos citar HMGB1 (High Mobility Group Box-1), &cidos nucleicos, ATP,
proteinas do choque térmico (HSP), cristais de acido urico, proteinas de ligacéo ao calcio S100
e IL1a, que sdo de origem intracelular. Dentre os de origem extracelular, oriundos da
degradacdo da matriz extracelular, temos o &cido hialurdnico e proteoglicanos (Chen e Nufiez,

2010; Healy et al., 2014; Sheldon et al., 2019). O endométrio bovino é capaz de reconhecer
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DAMP via estimulagdo de TLR. As células endometriais bovinas reconhecem &cido hialurénico
por meio de sua ligacdo com o0 TLR2 ou TLR4. J4& 0o HMGBL1 é reconhecido por TLR9, uma
vez que é uma proteina ligada a cromatina (Healy et al., 2014). A estimulacdo de TLR por
DAMP resulta na transcricdo e secrecdo de citocinas IL-1a, IL-1pB, IL-6, CXCL8, com o
objetivo de atrair fagocitos, debelar o agente estressor e promover a reparacao tecidual.
Funciona para o organismo como um sistema de alarme contra danos teciduais (Healy et al.,
2014; Sheldon et al., 2019).

Além dos TLR, os NLR também parecem estar envolvidos no reconhecimento de
DAMP e desencadeamento de inflamacdo estéril. Um exemplo disso € a ativagdo do complexo
inflamossomo NLRP3 dependente de caspase. NLRP3 ¢ ativado indiretamente por maior aporte
intracelular de ATP, por desestabilizacdo de membranas lisossomais ou pelo estresse oxidativo
decorrente de elevada concentracdo de espécies reativas de oxigénio no meio extracelular (Chen
e Nufiez, 2010). No endométrio bovino, entretanto, a estimulacdo de NLRP3 induz a producéo
de IL-1p ativa, via ativagao de caspase-4 (Kelly et al., 2019).

Apesar de reconhecer diversos DAMP por meio da estimulacdo de TLR, as células
epiteliais e estromais do endométrio bovino reconhecem IL-1a como principal sensor endégeno
de dano tecidual (Healy et al., 2014). A IL-1a ¢ reconhecida via seu receptor IL-1R1 e MyD88.
A IL-10 ¢ sintetizada e acumulada no interior das células endometriais via estimulacao de TLR.
Porém, ela so é liberada para o meio extracelular quando hé& lesdo tecidual (Healy et al., 2014).
A IL-1a estimula a producdo de IL-6 e CXCLS8 pelas células endometriais. Com base nisso,
além de DAMP, a IL-1ao funciona como amplificador da resposta inflamatoria endometrial,
principalmente quando ha reconhecimento de patdgeno intrauterino seguido por dano
endometrial. Em fémeas bovinas esse quadro associativo é extremamente comum no periodo
pos-parto. Nesse periodo ha lesdo tecidual decorrente do parto e infecgdo uterina por patégenos
com elevado potencial inflamatoério e deletério ao tecido endometrial, como é o caso da T.
pyogenes (Healy et al., 2014; Sheldon et al., 2019).

3.1.8 Resposta endometrial ao reconhecimento de patdgenos

A resposta endometrial a colonizacdo uterina por microrganismos € caracterizada por
processo inflamatdrio em resposta a estimulacdo dos PRRs. A estimulagéo de tais receptores
leva a0 aumento da transcrigdo de genes codificadores e secrecdo de citocinas pro-inflamatorias
TNF-a, IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-12, INF-y, quimiocinas CXCL8, CXCL5, CCL2 e CCLS,

enzimas iNOS, COX-2 e lipoxigenase, com producdo de prostaglandinas e leucotrienos, além
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da sintese de peptideos antimicrobianos e proteinas de fase aguda (Herath et al., 2009ab;
Sheldon et al., 2014).

As citocinas TNF-a e IL-1p sdo extremamente importantes na resposta inflamatoria do
endomeétrio bovino, pois atuam em celulas adjacentes, estimulando a sintese de citocina IL-6,
quimiocinas CXCL5, CXCL8, CCL2 e CCL5 e enzimas iINOS e COX-2, amplificando a
resposta inflamatoria (Koh et al., 2018). Atuam também sobre células endoteliais de capilares
sanguineos, promovendo dilatacdo e aumento da permeabilidade capilar, aumento da expressdo
de moléculas de adesdo na superficie endotelial, como selectinas e integrinas, tornando tais
células mais aderentes aos neutrofilos e mondcitos (Dinarello, 1994; Galvao et al., 2011; Abbas
etal., 2012). TNF-a, IL-1p e IL-6 séo responsaveis pela ativacdo de neutréfilos e mondcitos da
corrente circulatoria, aumentando sua capacidade fagocitica e destruicdo de patdgenos (Galvéo
etal., 2011). TNF-a, IL-1P e IL-6 atuam sobre as células endometriais estimulando a producéo
de peptideos antimicrobianos como peptideo antimicrobiano lingual (LAP), peptideo
antimicrobiano traqueal (TAP), B-defensina neutrofilica bovina 4 (BNBD4), B-defensina 5
(DEFBS5) e proteinas de ligacdo ao calcio da familia S100 (Davies et al., 2008; Martins et al.,
2011; Swangchan-Uthai et al., 2012). Ainda sobre o préprio tecido endometrial e sobre o figado,
tais citocinas estimulam a transcricéo e producéo de proteinas de fase aguda como haptoglobina,
al-glicoproteina &cida e proteina amiloide sérica A (SAA3), responsaveis por auxiliarem na
reparacdo tecidual durante e apds a resolugdo do processo inflamatério endometrial (Willians
et al., 2007; Davies et al., 2008; Chapwanya et al., 2009; Turner et al., 2014).

Vacas acometidas por processos infecciosos uterinos no pds-parto apresentam elevacao
de transcritos para TNF-a em bidpsias endometriais (Herath et al., 2006a). Entretanto,
concentracdes significativas de TNF-o ndo foram detectadas em sobrenadantes de cultivo
celular (Herath et al., 2006a; Sheldon e Roberts, 2010; Swangchan-Uthai et al., 2012) ou na
corrente circulatoria de animais com infeccdo uterina (Williams et al., 2007). Galvéo et al.
(2011) observaram, em bidpsias endometriais de vacas acometidas por endometrite, reducdo na
transcricdo de TNF-a e IL-1p em 7 dias pds-parto, com posterior elevacdo entre 21 e 28 dias
apos o parto. Segundo Gabler et al. (2010), a expressdo de transcritos para TNF-a, IL-1p e IL-
6 varia com a evolugdo do periodo puerperal, sendo maxima aos 17 dias pos-parto e decaindo
para niveis normais no 31° dia ap0s o parto. Celulas endometriais bovinas, estimuladas por
diferentes PAMP, expressam mais transcritos de IL-1p e IL-6 e acumulam maiores
concentragdes dessas citocinas em sobrenadantes de cultivo celular e de explantes endometriais
(Borges et al., 2012; Amos et al., 2014). Células endometriais de animais acometidos por

quadro de endometrite citoldgica e considerados inférteis apresentaram maior expressdo de
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transcritos para IL-1B e IL-6 dentro de sete dias pos-parto, quando comparados a animais
saudaveis (Herath et al. 2009b).

As quimiocinas sdo produtos celulares, homélogos estruturalmente as citocinas, cuja
principal funcdo é estimular e regular a movimentagédo de leucocitos da corrente circulatdria
para os tecidos onde s&o produzidas (Abbas et al., 2012). As principais quimiocinas secretadas
pelas células endometriais, apds estimulacdo por citocinas TNF-o e IL-1B, sdo CXCLS8 e
CXCLD5, responsaveis pela quimiotaxia de neutrofilos, e CCL2 e CCL5, responsaveis pela
atracdo de mondcitos e macrofagos, respectivamente, ao sitio de infeccdo (Gabler et al., 2010;
Swangchan-Uthai et al., 2012; Koh et al., 2018). As quimiocinas, além de orientarem a
movimentacdo de leucdcitos por meio de um gradiente de concentragdo, que se eleva quanto
mais proximo ao tecido inflamado, aumentam a capacidade de adesdo dos leucdcitos ao
endotélio vascular, estimulam a liberacdo de granulos citoplasmaticos e aumentam a capacidade
de exploséo oxidativa, elevando assim o potencial de destruicdo de microrganismos (Abbas et
al., 2012; Turner et al., 2014). Assim como para as citocinas TNF-a, IL-1p e IL-6, Gabler et al.
(2010) observaram maior expressdo de transcrito para CXCL8 em bidpsias endometriais de
fémeas primiparas aos 17 dias pos-parto, reduzindo até 31 dias pds-parto. Vacas diagnosticadas
com endometrite citoldgica também apresentaram maior expressdo de transcrito para CXCL8
no endométrio (Fischer et al., 2010). Em experimento com cultivo de células endometriais
estimuladas com LPS, Swangchan-Uthai et al. (2012) observaram aumento de transcritos para
CXCL5 e CXCLS8, e Koh et al. (2018) verificaram aumento de transcritos para CXCLD5,
CXCLS8, CCL2 e CCL5. Ja em experimento utilizando explantes endometriais in vitro, Borges
et al. (2012) observaram maior producdo de CXCL8 em resposta a estimulacdo por Escherichia
coli, Trueperella pyogenes, LPS, PAM3 e flagelina.

As prostaglandinas séo lipideos vasoativos oriundos da transformacéo de fosfolipidios
da membrana celular em &cido araquidoénico, pela acédo de fosfolipase (PLA2) e cicloxigenase
(COX-2). As principais prostaglandinas sintetizadas pelo endométrio em processos infecciosos
do Gtero sdo as prostaglandinas F2. (PGF2,) € E2 (PGE2) (Herath et al., 2009a). A PGF», atua
sobre a musculatura lisa miometrial e de artérias, provocando contracbes miometriais e
constricdo de vasos sanguineos, promove luteolise e estimula a produgéo de citocinas que irdo
induzir a sintese de leucotrieno B4 (LB4). O LB4 é um lipideo vasoativo resultante da agéo de
lipoxigenases sobre o &cido araquidonico e que possui fungdo quimiotatica e de ativacédo de
neutrofilos (Sheldon et al., 2002; Williams et al., 2007; Herath et al., 2009a). Ja a prostaglandina
E> (PGE2) possui agdes luteotrofica e imunossupressora, reduzindo a capacidade fagocitica de
neutrdfilos (Sheldon et al., 2014).
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Durante os sete primeiros dias pos-parto a concentracdo de PGF», se encontra elevada
no organismo da fémea bovina, e decresce até o 15° pds-parto associado a elevagdo da
concentracdo plasmatica de progesterona (Kozicki, 1998). Porém, animais que apresentam
infeccdes uterinas pds-parto, por bactérias Gram-negativas, possuem maiores concentracdes de
PGE: na corrente circulatoria (Herath et al., 2006a). Células epiteliais do endométrio, cultivadas
in vitro e sob estimulacdo de LPS, sintetizam ambas as prostaglandinas, porém, acumulam
maior concentracdo de PGE> no sobrenadante quando comparado a concentragdo de PGFy,
(Herath et al., 2009a). MacKintosh et al. (2013) observaram que cultura de células epiteliais
polarizadas, estimuladas com ocitocina e 4&cido araquiddnico, acumularam maiores
concentracdes de PGF., no compartimento baso-lateral, enquanto a estimulagdo com LPS
resultou em maior acimulo de PGE2> no mesmo compartimento. Esse mecanismo de secre¢édo
vetorial de prostaglandinas corrobora com a fisiologia de transporte de PGF,, do endométrio
ao ovario, durante o processo de lutedlise e com o efeito luteotrofico da PGE2 sobre o corpo
luteo em quadros de infeccdo uterina por bactérias Gram-negativas (Herath et al., 2006a;
MacKintosh et al., 2013).

Peptideos antimicrobianos sdo moléculas catidnicas de estrutura anfipatica, cuja regido
hidrofébica é capaz de se inserir na estrutura lipidica da membrana plasmatica, enquanto a
regido hidrofilica é responsavel pela formacao de poros ou, simplesmente, recobrir a membrana,
resultando em morte microbiana devido a ruptura da membrana celular. S8o moléculas
normalmente sintetizadas e secretadas pelas células epiteliais do endométrio, neutroéfilos e
macrofagos e interagem diretamente com fosfolipidios microbianos e outras estruturas da
parede celular bacteriana (Abbas et al., 2012). Dentre os peptideos microbianos produzidos pelo
epitélio endometrial de fémeas bovinas podemos citar B-defensinas bovinas BBD19, BBD123
e BBD124 (Davies et al., 2008), B-defensinas BNBD4 e DEFB5, LAP, TAP, MUCL (Davies et
al., 2008; Chapwanya et al., 2009; Martins et al., 2011) e proteinas de ligacdo ao calcio da
familia S100 (Swangchan-Uthai et al., 2012).

A mucina é uma glicoproteina sintetizada no endométrio apenas por células epiteliais,
cuja funcdo € aprisionar microrganismos e, junto com as juncdes celulares do epitélio
endometrial, evitar a penetracdo de patdgenos no endométrio (Davies et al., 2008). Transcritos
para MUC1 sdo constitutivamente expressos em células epiteliais do endométrio, porém, estas
apresentam menor expressdo quando cultivadas sob estimulagdo com progesterona. Entretanto,
a expressao de MUCL se eleva ap0s estimulagcdo com LPS, independente da coestimulagdo ou

nédo por progesterona (Davies et al., 2008).
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Em estudo in vitro, genes para B-defensinas BBD123, BNBD4 e DEFB5 foram
expressos constitutivamente por células epiteliais do endométrio, enquanto os peptideos
antimicrobianos LAP e TAP foram expressos tanto por células epiteliais quanto estromais
(Davies et al., 2008). Aumento na expressdo de genes codificadores de tais peptideos
antimicrobianos foram observados quando células epiteliais foram estimuladas com LPS, o que
ndo foi observado nas células estromais. Quando estimuladas por lipopeptidios acetilados,
células epiteliais ndo alteraram a expressdo de peptideos antimicrobianos, porém, as células
estromais reduziram expressdo de LAP e aumentaram expressao de TAP (Davies et al., 2008).
Jaem estudos in vivo, utilizando vacas no pds-parto, Chapwanya et al. (2009) observaram maior
producdo de transcritos para DEFB5 e TAP pelo endométrio bovino em duas semanas pos-
parto, enquanto Martins et al. (2011) observaram semelhante expresséo constitutiva de DEFB5
entre 6 e 12 horas ap0s o parto, entre vacas com puerpério normal e, também, em vacas que
apresentaram retencdo de placenta e posterior quadro de infecgéo uterina.

As proteinas de ligacdo ao ion célcio da familia S100 sdo responséveis por regularem
diversos mecanismos extra e intracelulares. Dentre tais mecanismos podemos citar a regulacao
de enzimas como NADPH oxidase, regulacéo do citoesqueleto durante processo de fagocitose,
regulacdo do metabolismo do éacido araquiddnico, além de induzir a sintese de TNF-o e
metaloproteinases. Todos esses processos possuem importante papel durante processos
inflamatorios e reparacdo tecidual do endométrio (Swangchan-Uthai et al., 2012). Em
experimento avaliando a resposta de células endometriais a estimulacdo por LPS, Swangchan-
Uthai et al. (2012) observaram que células endometriais expressam constitutivamente
transcritos para as proteinas de ligacdo ao calcio S100A8, S100A9 e S100A12 e que tal

expressdo se eleva em resposta ao estimulo com LPS.

3.1.9 Relac¢éo entre hormdnios esteroides sexuais e resposta imune inata uterina

Acredita-se que horménios esteroides sexuais, como estrogeno e progesterona,
desempenham importante papel sobre a modulagdo da resposta imune inata no Utero, uma vez
que as fases luteal e folicular do ciclo estral da vaca estdo associadas, respectivamente, a maior
e menor susceptibilidade uterina as infec¢Bes bacterianas (Lewis, 2003; Herath et al., 2006b).

A inducdo de infeccdo uterina por meio da infusdo intrauterina de E. coli e T. pyogenes
em vacas de corte foi limitada durante o estro ou enquanto a concentracdo de progesterona era
basal. Porém, a infusdo durante o diestro ou apds administracdo exdgena de progesterona,

predispds o Utero ao estabelecimento de infeccdo (Lewis, 2003). Tal predisposicdo se deve ao
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efeito imunossupressor da progesterona sobre o sistema imune inato uterino. A progesterona é
associada a reducdo da capacidade fagocitica de neutrofilos intrauterinos e reducéo da sintese
de eicosanoides envolvidos na resposta inflamatoria local (Lewis, 2003; Herath et al., 2006a).

Glicocorticoides sdo hormonios esteroides capazes de regular o sistema imune inato,
principalmente por meio de bloqueio da sinalizag@o celular via AP1 ¢ NFkB (Ogawa et al.,
2005). Estudos in vitro demonstraram que células epiteliais e estromais do endométrio bovino,
pré-sensibilizadas com dexametasona e estimuladas por lipopeptideos ou LPS, apresentaram
menor expressdo de transcritos e producdo de citocinas pré-inflamatorias (Saut et al., 2014;
Turner et al., 2014). Entretanto, quando explantes endometriais de fémeas bovinas, em
diferentes fases do ciclo estral, foram estimulados com LPS, apresentaram aumento na
expressdao de transcritos e acumulo de citocinas para IL-1B, IL-6 e CXCL8, sem diferenca
significativa na resposta inflamatoria entre as fases (Borges et al., 2012; Saut et al., 2014).
Fischer et al. (2010), entretanto, observaram maior expressdo de transcritos para IL-1p e
CXCL8 em fragmentos endometriais de vacas abatidas em fase folicular, pré-ovulatoria,

guando comparada as abatidas em fase luteal.

3.2 Puerpério fisioldgico

O puerpério é o periodo que se inicia logo ap6s a expulsdo do feto e se estende até a
primeira ovulacdo de odcito fértil, compativel com a manutencdo de gestacdo pelo trato
reprodutivo fisiologicamente restaurado (Senger et al., 2003). Durante esse periodo devem
ocorrer contracdes miometriais, expulsdo dos anexos fetais e loquio, involucdo uterina,
reparacao endometrial, retorno da funcéo ovariana e eliminagdo da contaminacao bacteriana do
trato reprodutivo (Sheldon et al., 2019).

O parto é dividido em trés fases, sendo elas: 1) o inicio das contracbes miometriais; I1)
expulsdo do feto; e Ill) expulsdo das membranas fetais (Senger, 2003). Para que haja a
eliminacdo das membranas fetais logo no inicio do puerpério é necessario que ocorra adequada
maturacgdo dos placentomas. A maturagdo tem inicio com 0 aumento da expressdo de complexo
principal de histocompatibilidade-11 (MHC-I1) e apresentagéo de peptideos MHC-1 por células
apresentadoras de antigeno maternas nas criptas carunculares. Esse processo ativa a resposta
imune endometrial, com ativacéo de células Th1 e macrofagos, e producéo de mediadores pro-
inflamatorios como citocinas (INF-y, TNF-q, IL-1, CXCL-2, CXCL-8) e metaloproteinases
(MMP2, MMP9) (Attupuran et al., 2016). Como resultado, tem-se 0 aumento de apoptose de

células epiteliais trofoblasticas e endometriais, influxo de leucdcitos para os placentomas e
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remodelacdo da matriz extracelular (Martins et al., 2004; Dobson-Hill, 2009). A interrupcéo
abrupta do fluxo sanguineo para os cotilédones fetais ap6s o0 parto e a remodelacdo da matriz
extracelular dos placentomas, permite o encolhimento e o colapso das vilosidades coriénicas,
que associados as contragcdes miometriais, promovem a distor¢do dos placentomas e a separagédo
das membranas fetais das criptas carunculares (Attupuran et al., 2016).

Apb6s a expulsdo das membranas fetais, as contragdes miometriais reduzem de
intensidade, porém aumentam em frequéncia, visando a eliminacdo do léquio e reducdo das
fibras musculares do miometrio. Além da reducdo da massa muscular, deve ocorrer a redugédo
da vascularizacdo e fluxo sanguineo ao Utero, remodelagdo caruncular e reepitelizagcdo do
endométrio nas regides carunculares e intercarunculares (Dobson-Hill, 2009). A reducdo do
tamanho uterino é rapida até o décimo quinto dia pds-parto, lenta até o trigésimo, e
imperceptivel até o quinquagésimo dia apos o parto (Gier e Marion, 1968; Martins, 2010). A
regido intercaruncular ndo apresenta muitos danos decorrentes do parto, apresentado
reepitelizagdo completa no oitavo dia apds o parto. Ja as areas carunculares sofrem diversas
alteracdes apos a expulsdo das membranas fetais. No segundo dia pés-parto, as carinculas
apresentam areas de necrose proximo a vasos carunculares e proliferacdo de fibroblastos na
tentativa de estenosar vasos sanguineos. Do quinto ao décimo quinto dia p6s-parto ocorre
descamacdo de tecido necrotico que recobre as carinculas e parte do endométrio, com liberacéo
de pequenos vasos sanguineos e extravasamento de sangue. Apés a eliminacdo de tecido
necrotico tem-se o inicio da reepitelizacdo caruncular, que se inicia das bordas em direcdo ao
centro e perdura por até 25 a 30 dias ap6s o parto (Sheldon et al., 2008; Dadarwal et al., 2017).
Porém nesse periodo, as carunculas ainda possuem grande diametro, retornando ao tamanho
normal por volta dos 40 a 60 dias ap6s o parto (Dobson-Hill, 2009).

Os processos de apoptose e descamacdo do epitélio e do tecido necrotico caruncular, no
periodo pos-parto, promovem a liberacdo de DAMP, com destaque para a IL-1o em bovinos
(Healy et al., 2014). A liberacdo de IL-la no limen uterino, associada a presenca de
microrganismos colonizadores do Utero, estimulam receptores de reconhecimento padrdo
(PRR) nas células epiteliais e estromais do endométrio. A estimulacéo de tais receptores ativa
a resposta inflamatéria endometrial fisiol6gica com o intuito de atrair fagécitos, remover debris
celulares, fagocitar e eliminar patdgenos, aléem de promover a remodelacéo e reparacgéo tecidual
do endométrio (Sheldon et al., 2019). Fisiologicamente, a eliminacgdo da colonizacao bacteriana
ocorre dentro de trés a quatro semanas em animais com o puerpério normal, e a involucdo

uterina completa dentro de 40 a 60 dias pds-parto (Sheldon et al., 2008).
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Durante o puerpério fisioldgico, concomitante ao processo de involugdo uterina, deve
ocorrer o retorno da atividade ovariana luteal ciclica (RAOLC) (Sheldon et al., 2019). Ao final
da gestacdo e apds o parto, a hipofise ainda é refrataria a acdo do hormonio liberador de
gonadotrofinas (GnRH). Para que ocorra 0 RAOLC, é necessario o restabelecimento da
sensibilidade hipofisaria a0 GnRH, liberagdo de horménio foliculo estimulante (FSH) para
novo recrutamento folicular pds-parto e elevacéo da secrecdo de hormonio luteinizante (LH),
indutor do crescimento final e ovulacdo do foliculo dominante (Martins, 2010). Fatores
determinantes para o rapido RAOLC sdo a adequada condicao corporal que a fémea bovina se
encontra no momento do parto e a menor intensidade do balanco energético negativo enfrentada
pela vaca ap6s o parto (Butler et al., 2003; Diskin et al., 2003). Quanto menor for a intensidade
do balan¢o energético negativo e mais eficiente for o sistema imune inato uterino em eliminar
a colonizacdo bacteriana no pds-parto, mais rapido serdo os processos de involugdo uterina e

retorno da atividade ovariana no pos-parto (Sheldon et al., 2019).

3.3 Fatores predisponentes a ocorréncia de infec¢fes uterinas pds-parto

Sé&o considerados fatores predisponentes a ocorréncia de infec¢des uterinas: quadros de
retencdo de membranas fetais, partos gemelares, distocia, natimortos, ordem de parto
(primiparas e acima de trés partos) e fatores nutricionais e metabolicos (Sheldon et al., 2008;
2019; Potter et al., 2010; Bromfield et al., 2015). Normalmente, durante o parto ocorrem lesdes
no epitélio endometrial, com exposicdo da camada subepitelial e comprometimento da barreira
fisica frente aos microrganismos colonizadores do uUtero. A ocorréncia de retencdo de
membranas fetais ap6s o parto também resulta em les6es do epitélio endometrial caruncular,
com exposicao do estroma endometrial e acimulo de material necrético e séptico no interior do
Utero pds-parto (Sheldon et al., 2019). A ocorréncia de partos distocicos, partos gemelares,
abortamentos e natimortos, além de causarem lesGes ao préprio epitélio endometrial,
invariavelmente resultam em retencdo dos anexos fetais no pos-parto, constituindo importantes
fatores predisponentes & colonizacdo e infecgdo uterina. A ordem de parto também esta
associada a maior ocorréncia de infecgdes uterinas. Fémeas primiparas sdo mais propensas a
ocorréncia de partos distocicos por incompatibilidade feto-pélvica. J4 fémeas em terceira ordem
de parto ou mais possuem maior probabilidade de reterem anexos fetais ap0s o parto,
principalmente se sob influéncia de balanco energético negativo acentuado (Bromfield et al.,
2015).
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AlteracBes homeorréticas sdo necessarias para adaptar, hormonal e metabolicamente, o
organismo da vaca para atendimento da nova demanda lactacional. Diante do baixo consumo
experimentado no periodo periparto, alta demanda energética para producéo de leite, e 0 quadro
de resisténcia periférica a insulina, com baixa disponibilidade de glicose para os tecidos
corporais, 0 organismo animal depende da mobilizacdo de reservas corporais para manter a
demanda energética corporal e suprir a glandula maméaria (LeBlanc, 2014). Vacas que
enfrentam acentuado desbalanco energético no pos-parto possuem reduzida disponibilidade de
glicose e glutamina para os tecidos e células imunes, principalmente neutrofilos. Isso reduz a
capacidade fagocitica e oxidativa de neutrdfilos frente a microrganismos invasores,
principalmente no ambiente uterino pds-parto (Turner et al., 2016; Noleto et al., 2017). Logo,
vacas em elevada ou baixa condicdo corporal e mantidas em manejo nutricional deficiente no
periodo de transicdo, irdo sofrer com balanco energético negativo mais acentuado e sdo mais
propensas ao desenvolvimento de infeccBes uterinas apds o parto (Sheldon et al., 2019;
Pascottini e LeBlanc et al., 2020).

3.4 Puerpério patologico

Com o advento do parto, as barreiras anatdbmicas do trato genital feminino da vaca
encontram-se abertas, o que facilita a colonizacdo bacteriana do Utero. Praticamente todas as
fémeas bovinas apresentam colonizacdo uterina no pds-parto. Essa colonizagdo € um processo
dindmico, onde bactérias colonizadoras sdo eliminadas pelo sistema imune inato e novas
bactérias passam a colonizar o Gtero (Sheldon e Dobson et al., 2004; Sheldon et al., 2008).
Fisiologicamente, lesdes endometriais e liberacdo da placenta sdo processos relacionados a
liberacdo de DAMP no limen uterino, que somados a presenca de microrganismos, estimulam
resposta inflamatdria endometrial. O objetivo de tal resposta é controlar e debelar a colonizagéao
bacteriana e promover a reparacdo endometrial durante o processo de involugéo uterina normal.
Entretanto, fémeas bovinas que apresentaram distocia ou que ndo eliminaram os anexos fetais
dentro do periodo normal apos o parto, possuem intensa perda de tecido epitelial, com ampla
exposicdo do estroma endometrial, e acimulo de grande quantidade de 16quio composto por
sangue, debris celulares e material necrotico no interior do utero. Esse conteddo rico em
nutrientes é propicio a multiplicagdo bacteriana, o que resulta em elevacéo da carga bacteriana
no limen uterino (Potter et al., 2010).

As células epiteliais do endométrio, embora em menor nimero que as estromais, sao

mais sensiveis a estimulacdo de PRR por serem a primeira linha de defesa do endométrio frente
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a microrganismos (Herath et al., 2006a). Sob estimulagédo de grande concentragdo de DAMP e
PAMP, secretam citocinas pré-inflamatorias como TNF-a e IL-1p para iniciar e amplificar a
resposta inflamatoria. A secrecdo de CXCL8 e IL-6 por células epiteliais apos estimulacdo por
PAMP é direcionada para a porc¢éo apical, em direcdo ao lumen uterino. Essa secrecdo vetorial
tem como objetivo atrair e ativar neutrofilos apenas no lumen uterino, onde tais células séo
necessarias para combater microrganismos (Mackintosh et al., 2013; Healy et al., 2015). Esse
mecanismo procura evitar efeitos colaterais decorrentes da resposta inflamatoria e explosao
oxidativa sobre o tecido endometrial, reduzindo dano tecidual e inflamacdo endometrial
exacerbada. Contudo, fémeas bovinas que apresentaram distocia ou retencdo de placenta
possuem extensas areas de comprometimento epitelial com exposicdo do estroma endometrial,
0 que representa porta de entrada para a elevada carga bacteriana intrauterina (Sheldon et al.,
2019). As células estromais respondem ao estimulo patogénico com a secre¢do de TNF-a, IL-
1B, IL-6 e CXCLS8 direcionada para todas as porcOes celulares. Devido a maior populacao
celular quando comparadas as células epiteliais, a secrecéo de citocinas por células estromais é
maior e tem efeito potencializador da resposta inflamatdria endometrial (Sheldon e Roberts,
2010; Healy et al., 2015). Dessa forma, processos infecciosos do Utero que vencem a barreira
epitelial e comprometem o estroma endometrial tem elevado potencial de produzirem resposta
inflamatorias exacerbadas, resultando em quadros clinicos mais intensos ou inflamacgéo cronica
do Utero (LeBlanc, 2014; Noleto et al., 2017).

A resposta imune inata uterina é diretamente influenciada pelo perfil metabdlico e
energético sob o qual a fémea bovina se encontra no periodo de transi¢cédo e puerpério. Vacas
leiteiras, em especial as de alta producdo (acima de 35 litros de leite/dia), apresentam baixa
ingestdo de matéria seca no peri e pos-parto e reducdo das concentracfes de glicose, insulina e
IGF-I (insulin-like growth factor — I) na corrente circulatoria (Esposito et al., 2014; Sheldon et
al., 2018). Ap0s o parto, a demanda energética para lactacdo eleva-se consideravelmente, sendo
necessaria a mobilizacdo de reservas corporais para suprir a glandula maméria e tecidos
periféricos (Esposito et al., 2014). A elevacdo da concentracdo sérica de acidos graxos ndo
esterificados (AGNE) e corpos cetdnicos, aliados a menor disponibilidade de glicose e
glutamina no organismo animal (Turner et al., 2016; Noleto et al., 2017), impactam diretamente
sobre a resposta imune da vaca (Sheldon et al., 2019). Elevadas concentraces de AGNE e
corpos cetdnicos estdo associadas a redugédo da capacidade quimiotatica, fagocitica e destrutiva
de fagdcito via explosdo oxidativa. Além disso, AGNE estdo associados & menor proliferacdo
de linfocitos (Esposito et al., 2014; Pascottini e Leblanc, 2020). Os AGNE também estimulam

receptores TLR4 nas células do organismo, com secrecdo de citocinas pro-inflamatorias,
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proteinas de fase aguda e inducgdo de resisténcia periférica a insulina, resultando em quadro
denominado de inflamagdo metabdlica (LeBlanc, 2014).

O datero pds-parto também demanda glicose para manter a resposta inflamatdria
necessaria para a involugdo uterina adequada e eliminacéo bacteriana. Entretanto, o quadro de
resisténcia periférica a insulina aliado a baixa disponibilidade de glicose e glutamina resultam
em menor secre¢do de citocinas pré-inflamatdrias por células endometriais, principalmente IL-
1B, IL-6 e CXCL-8 (Turner et al., 2016; Noleto et al., 2017). Dessa maneira, vacas que
apresentaram distocia, retencao de placenta e se encontram sob influéncia de acentuado balanco
energético negativo estdo propensas ao desenvolvimento de infec¢bes uterinas no pds-parto
(Pascottini e LeBlanc, 2020). A menor secre¢do de citocinas pré-inflamatdrias pelo endométrio,
sob estimulacdo de DAMP e PAMP, aliada a menor migracdo de neutréfilos competentes para
0 Utero, em decorréncia do déficit energético, pode resultar em resposta inflamatoria uterina

insuficiente durante o periodo puerperal (LeBlanc, 2014; Sheldon et al. 2018).

3.5 Etiologia das infec¢Bes uterinas pés-parto na vaca

Infeccdes uterinas podem ocorrer em diferentes estadios da vida reprodutiva da vaca,
como no pos-parto, apds o coito (BonDurant, 2005; Bromfield et al., 2015) ou durante a
gestacdo (Silva et al., 2009; Silva et al., 2012). Diversos microrganismos estdo associados ao
seu desenvolvimento e a prevaléncia das infec¢bes pode variar de acordo com o estagio
reprodutivo. Disfuncdes uterinas e ovarianas, em decorréncia de tais afeccdes, estdo
diretamente relacionadas a reducdo de fertilidade em rebanhos bovinos, tanto de leite quanto de
corte, e a consideraveis perdas econémicas (Overton e Fetrow, 2008; Sheldon et al., 2009;
Martins et al., 2013).

Durante o periodo pés-parto, diversos microrganismos colonizam o Utero da vaca e
normalmente séo classificados em colonizadores oportunistas, potencialmente patogénicos ou
patogénicos ao Utero (Sheldon, 2004; Williams et al., 2007). Dentre os microrganismos
patogénicos mais comumente associados a quadros de infeccdo uterina no pds-parto podemos
citar a Escherichia coli, Trueperella pyogenes, Fusobacterium necrophorum, Prevotella
melaninogenica (Sheldon, 2004; Williams et al., 2007; Bicalho et al., 2012; Cunha et al., 2018;
Wang et al., 2018) e Herpesvirus bovino tipo 4 (BoHV4) (Donofrio et al., 2007; Sheldon et al.,
2009).
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3.5.1 Escherichia coli

A colonizacgdo uterina por E. coli é o primeiro passo para o desenvolvimento de
infeccdes uterinas pos-parto, precedendo infeccdes por T. pyogenes e outra bactérias anaerdbias
(Sheldon et al., 2010; Bicalho et al., 2012). E frequentemente isolada em vacas que apresentam
quadros de metrite na primeira semana pos-parto, decrescendo seu isolamento nas semanas
sequintes (Williams et al., 2007; Wagener et al., 2014; Prunner et al., 2014). E. coli é uma
bactéria Gram-negativa, em formato de bacilo, anaerobia facultativa, fermentadora de aclcares
e comensal ao trato digestivo de mamiferos e aves (Gyles et al., 2010). Grande diversidade
genética dessa bactéria existe no meio ambiente e fezes, porém, era assumido que os isolados
uterinos de E. coli seriam provenientes de contaminacdo fecal durante o parto. Entretanto,
técnicas moleculares evidenciaram que quadros de infeccBes uterinas estdo associados a um
grupamento filogenético de E. coli patogénica ao endométrio, denominada EnPEC, diferente
de outros grupamentos patogénicos extra intestinais (EXPEC) (Sheldon et al., 2010).

EnPEC é desprovida de alguns fatores de viruléncia comuns a E. coli entérica, como por
exemplo a presenca de gene para a producdo de shiga toxina. Porém, esse grupamento se
mostrou mais adesivo e invasivo as células epiteliais e estromais do endométrio bovino in vitro
(Sheldon et al., 2010). A adesdo de EnPEC as células endometriais uterinas foi favorecida, em
parte, pela presenca do fator de adesdo FimH do pili tipo I, fator esse extremamente importante
para a adesdo de E. coli uropatogénicas (UPEC) no trato urinario. A invasdo de células
endometriais por ENnPEC foi associada ao citoesqueleto celular, utilizando-se de
microfilamentos e microtibulos para a invasdo sem promover morte celular. EnPEC também
possui o0 gene fyuA responsavel por codificar a proteina yersiniabactina, importante na captacdo
de ferro extracelular e formacdo de biofilme (Sheldon et al., 2010). Além desses fatores de
viruléncia, EnPEC também possui em sua estrutura celular o lipopolissacarideo (LPS),
importante fator de viruléncia e principal responsavel por estimular o sistema imune inato
uterino (Sheldon et al., 2010).

Por ser bastante adesiva e invasiva as células endometriais e por possuir LPS, ENnPEC é
responsavel por induzir inflamac&o endometrial no pés-parto via ativagdo de TLR4 em células
epiteliais, estromais e células fagociticas que se encontram no lumen uterino (Sheldon et al.,
2010; 2014). A estimulacdo de TLR4 induz a sintese de citocinas, quimiocinas e peptideos
antimicrobianos, que irdo induzir o processo inflamatério endometrial com atracdo de
neutréfilos e macréfagos, resultando em acumulo de pus no Iimen uterino e sintomas de
sindrome febril (Sheldon et al., 2014).
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Ainda no endomeétrio, o LPS induz maior sintese de prostaglandina E> (PGE2) em
detrimento da sintese de prostaglandina F., (PGF2,) (Herath et al., 2009a). Em bovinos, a
PGFy,, além de induzir a luteolise, estimula a contragdo da musculatura lisa miometrial,
auxiliando na expulsao de l6quio e das membranas fetais ap6s o parto. Ja PGE2 possui fungédo
luteotrofica e é responsavel pela modulagéo da resposta inflamatoria endometrial, reduzindo a
capacidade fagocitica de neutrofilos (Sheldon et al., 2009). Com isso, animais que apresentam
quadros de infeccdo uterina pds-parto por EnPEC possuem menor capacidade de expulsar o
conteudo uterino e menor capacidade fagocitica no limen uterino, além de manter a sobrevida
do primeiro corpo luteo pos-parto com producao de concentracao subluteal de progesterona (Pa)
(Herath et al., 2009a; Sheldon et al., 2014). A progesterona também atua como imunossupressor
sobre neutrdéfilos, o que reduz ainda mais a capacidade imunologica do animal (Lewis, 2003).

Além da estimulacdo da resposta inflamatdria endometrial, o LPS de EnPEC pode
acessar a corrente circulatdria e ser carreado para outras areas do organismo animal associados
a regulacdo da fisiologia reprodutiva. No hipotdlamo o LPS reduz a sintese dos horménios
liberador de gonadotrofinas (GnRH) e luteinizante (LH). Nos ovarios, atua estimulando o
desenvolvimento inicial dos foliculos primordiais, e reduzindo a atividade da enzima aromatase
nos foliculos terciarios, que aliado a baixa sintese e secrecdo de LH pela adenohipdfise, resulta
em comprometimento da satde folicular e oocitéria (Herath et al., 2007; Bromfield et al., 2015).

3.5.2 Trueperella pyogenes

T. pyogenes € uma bactéria Gram-positiva em forma de bacilo, ndo moével e ndo
formadora de esporos, que cresce tanto em ambiente aer6bio quanto anaerdébios, com
crescimento 6timo em ambientes ricos em CO». E um pat6geno oportunista comumente isolado
em mucosas de bovinos, como glandula mamaria, trato urinario e trato respiratrio superior.
Entretanto, pode agir como patdégeno primario em infec¢des quando ocorre trauma prévio da
mucosa, espalhando-se pelo organismo (Jost e Billington, 2005).

T. pyogenes expressa diversos fatores de viruléncia importantes para adesdo,
colonizacdo e danos ao tecido hospedeiro. Dentre tais fatores podemos citar: expresséo de gene
nanH e nanP codificadores de neuraminidases, importantes para clivagem de residuos terminais
de carboidratos e glicoproteinas, permitindo, assim, a reducdo da viscosidade de muco,
exposicao de receptores celulares e maior adesdo a superficie de células epiteliais; expressao

de proteina ligadora de colageno cbpA, que se liga aos colagenos tipo I, Il e IV, promovendo
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maior adesdo a tecidos ricos em colagenos; expressdo do gene fimA, necessério para sintese de
fimbrias e adesdo da T. pyogenes as superficies mucosas (Jost e Billington, 2005).

O fator de viruléncia de maior importancia na patogenia de infeccdes por T. pyogenes é
a expressdo do gene PLO, responsavel por codificar a piolisina. Essa enzima pertence a familia
de citolisinas dependentes de colesterol (CDC), que se ligam ao colesterol presente em
membranas plasmaticas das células do hospedeiro e se oligomerizam formando poros de 30 a
50 nm de diametro através da membrana. A formacdo desses poros resulta em desbalanco
osmotico, lise e morte celular (Jost e Billington, 2005; Amos et al., 2014).

A ocorréncia de infec¢do uterina mais intensa no periodo puerperal, principalmente
entre os dias 15 e 40 pds-parto, com consequente evolucao para infertilidade, normalmente esta
associada ao isolamento de T. pyogenes do contetdo uterino (Sheldon et al., 2009; Bicalho et
al., 2012; Prunner et al., 2014; Bromfield et al., 2015). Com o parto, a superficie epitelial é
parcialmente perdida expondo a submucosa a colonizacgdo bacteriana no p6s-parto imediato. A
colonizagéo e inducéo de resposta inflamatoria por EnPEC e a perda da camada epitelial do
endomeétrio sdo fatores que facilitam a posterior colonizacdo uterina por T. pyogenes (Dohmen
et al., 2000; Turner et al., 2012). Entretanto, Wagener et al. (2014) sugerem que tal acdo
cooperativa entre E. coli e T. pyogenes ndo deva ocorrer, uma vez que vacas negativas para E.
coli em isolados uterinos apresentaram 4,3 vezes mais chances de terem infeccdo por T.
pyogenes. Além disso, a presenca de E. coli prdximo aos 35 dias pds-parto houve pouca relagdo
com infeccdo uterina ou infertilidade (Bicalho et al., 2012; Bromfield et al., 2015).

A maior gravidade dos casos de infeccdo uterina pds-parto relacionados a infeccao por
T. pyogenes se deve a acdo da piolisina. As células estromais do endométrio sdo mais sensiveis
a acdo da piolisina, quando comparadas as células epiteliais, neutréfilos, mondcitos e linfécitos.
Isto porque a membrana plasmatica das células estromais possuem mais colesterol em relacéo
a membrana das outras células endometriais. Com a perda parcial da camada epitelial do
endométrio durante o parto, as células estromais ficam mais expostas a a¢do da piolisina,
levando a lise celular endometrial em quadros de infecgédo por T. pyogenes (Amos et al., 2014).
Além da acgdo da piolisina, T. pyogenes também induz resposta inflamatoria endometrial pela
estimulagdo conjunta de TLR2 e NLRs por &cido lipoteicoicos e peptidoglicano, com producéo
de citocinas, quimiocinas e outros mediadores pro-inflamatorios (Takeuchi e Akira, 2010;
Sheldon et al., 2014).

Embora diversos fatores de viruléncia justifiguem a severidade dos quadros de infeccéo

uterina associados a T. pyogenes, essa bactéria também atua de forma sinérgica com bactérias
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F. necrophorum e P. melaninogenica, aumentando ainda mais a severidade dos casos (Sheldon
et al., 2009).

3.5.3 Fusobacterium necrophorum e Prevotella melaninogenica

F. necrophorum é um bacilo Gram-negativo, anaer6bio e comensal do trato
gastrointestinal e urogenital dos animais (Nagaraja et al., 2005; Gyles et al., 2010). Possui como
principais fatores de viruléncia envolvidos em infec¢bes a hemaglutinina, LPS e leucotoxina.
A hemaglutinina é uma proteina externa de membrana que possui funcdo de adeséo as células
epiteliais do hospedeiro no inicio do processo infeccioso. O LPS do F. necrophorum subsp.
necrophorum possui elevada acdo endotoxémica quando comparado por exemplo ao LPS do F.
necrophorum subsp. funduliforme. A leucotoxina sintetizada e secretada por F. necrophorum é
uma proteina com acgdo tdxica para neutréfilos e macréfagos de ruminantes (Nagajara et al.,
2005). Em baixa concentracdo a leucotoxina é capaz de induzir apoptose e, quando em
concentracdo elevada, promove lise celular (Nagaraja et al., 2005). Devido ao seu efeito toxico,
a leucotoxina é capaz de modular a resposta imune do hospedeiro, ativando e induzindo a morte
de fagdcitos e células efetoras por meio de processo apoptético (Gyles et al., 2010).

P. melaninogenica € um bacilo Gram-negativo, anaerébio, sacarolitico e caracterizado
por possuir pigmentacao preta (Gyles et al., 2010). Normalmente é isolada em casos de metrite
e endometrite, porém em menor quantidade quando comparada a outras bactérias com maior
potencial patogénico ao Utero (Cunha et al., 2018). Seu isolamento em infec¢des uterinas tem
sido associado a atuagdo sinérgica com os microrganismos T. pyogenes e F. necrophorum
(Sheldon et al., 2009; Cunha et al., 2018). P. melaninogenica produz uma molécula ainda ndo
identificada que inibe a fagocitose por neutrofilos e macréfagos, potencializando a acédo
patogénica de outros microrganismos associados ao processo infeccioso (Cunha et al., 2018).

O reconhecimento de F. necrophorum e P. melaninogenica pelas células endometriais
é mediado pela identificacdo do LPS de ambos os microrganismos pelo TLR4 (Takeuchi e
Akira, 2010; Sheldon et al., 2014). Porém, devido aos efeitos imunossupressores resultantes
dos fatores de viruléncia, a colonizagdo concomitante e o desenvolvimento de a¢des sinérgicas
com bactérias E. coli e T. pyogenes séo importantes no desenvolvimento e intensidade de
infeccdes uterinas no periodo pds-parto (Willians et al., 2007; Sheldon et al., 2009; Bicalho et
al., 2012; Cunha et al., 2018).
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3.5.4 Herpervirus Bovino tipo 4

O Herpesvirus Bovino tipo 4 (BoHV4) é um virus pertencente a familia Herpesviridae,
geneticamente relacionado aos membros da subfamilia gamaherpesvirinae, e seu material
genético esta contido em DNA de fita dupla. Normalmente tem sido isolado de animais sadios,
bezerros com quadros de doenca respiratoria e ocular, e de vacas apresentando metrite pos-
parto, abortamento e infertilidade (Chanrot et al., 2017).

BoHV4 consegue replicar em algumas linhagens celulares, causando efeito citopatico.
Porém, assim como outros herpesvirus, consegue estabelecer infeccdo persistente em
hospedeiros naturais e experimentais, tendo como reservatério as células da linhagem
monaocito/macréfago (Donofrio e van Santen, 2001; Donofrio et al., 2007). Foi demonstrado
que o BoHV4 possui tropismo por células endometriais bovinas cultivadas in vitro (Donofrio
et al., 2007, Chanrot et al., 2017) e apresenta alta eficiéncia de replicacdo, devido a ativagdo
precoce de genes virais (Donofrio et al., 2007). Esses genes sdo expressos imediatamente
durante a infeccéo celular e replicacao litica viral, ndo requerendo a sintese prévia de proteinas
virais. Esse processo é mediado pelo conjunto de fatores de transcricéo sintetizados pela propria
celula hospedeira no momento da infeccéo (Donofrio et al., 2007).

Infeccdo in vitro de células epiteliais e estromais por BoHV4 resulta em processo de
morte celular ndo apoptotico, com rapida replicacdo viral. Caso ocorresse rapida morte celular
por apoptose, 0 virus ndo conseguiria se replicar e esse processo seria limitador eficiente da
producdo viral. Dessa forma, o mecanismo anti-apoptético, baseado principalmente na ativacao
precoce de genes virais, pode estar correlacionado a metrite viral por BoHV4 em bovinos
(Donofrio et al, 2007).

Além da ativacdo precoce de genes virais, BoHV4 induz aumento da sintese de
cicloxigenase 2 (COX-2) em células estromais do endométrio e consequente secre¢do de PGEa.
Sugere-se que tal secrecdo de PGE> seja 0 mecanismo pelo qual a replicagdo viral é estimulada
em macrofagos, considerados como reservatorio para infeccdo persistente em bovinos
(Donofrio et al., 2007).

A identificacdo de BoHV4 em infeccbGes uterinas em bovinos normalmente é
concomitante a infeccdo bacteriana. Acredita-se que infeccdes uterinas por E. coli, com
estimulacdo de TLR4 por LPS e inducédo da sintese endometrial de PGE>, podem atuar como
indutores de reativacdo do BoHV4 em macrofagos com infeccéo latente (Sheldon et al., 2009).
Isso sugere a composicao de um ciclo vicioso composto por: endometrite bacteriana, produgéo

de PGE> por células endometriais estimuladas por LPS, ativacdo da replicacdo viral em
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macrofagos por acdo conjunta de LPS e PGEy, infeccdo de células endometriais por BoHV4,
estimulagdo de TLR3 com producdo de interferons do tipo-1 (INF-I) e citocinas pro-
inflamatérias TNF-o, IL-1B, IL-6 e CXCL8, CCL2, CCL5, mais lesdo e inflamacéo
endometrial, com atragdo de mondcitos e macréfagos, que sdo infectados por BoHV4 e podem
tornar-se latentes (Sheldon et al., 2009; Chanrot et al., 2017).

3.6 Definicbes das infeccBes uterinas

As infeccBes uterinas apds o parto podem ser classificadas em metrite, endometrite
clinica, endometrite subclinica ou citoldgica e piometra. Metrite ocorre nos primeiros 10 dias
apos o parto e é caracterizada por aumento anormal do volume uterino, apresentando descarga
purulenta fétida variando em aspecto de fluido marrom-avermelhado a pus Vviscoso
esbranquicado. A intensidade dos quadros de metrite normalmente sdo divididos em trés graus,
de acordo com os sinais clinicos associados, sendo: grau | sem sinais sistémicos de doenga;
grau Il apresentando alguns sinais clinicos sistémicos como febre, apatia e reducdo da producéo
de leite; e grau Ill, ou metrite puerperal, apresentando sinais sistémicos acentuados como
toxemia, reducdo do apetite, depressao e resfriamento das extremidades do corpo (Sheldon et
al., 2019).

A endometrite clinica é definida como inflamacdo endometrial sem sinais sistémicos
associados, contendo descarga uterina purulenta ou mucopurulenta detectavel via vaginoscopia
ou ultrassonografia apds 21 dias ou mais ap0s o parto, com diametro cervical superior a 7,5 cm
(LeBlanc, 2014; Sheldon et al., 2019). Deve-se atentar para 0 acimulo de secrecdo purulenta
em regido cranial da vagina, denominado de descarga vaginal purulenta (PVD), decorrente de
cervicite ou vaginite, sem comprometimento endometrial (Dubuc et al., 2010). A cervicite € a
inflamacéo no interior da cérvix, contendo mais de 5% de neutréfilos na citologia em um més
pos-parto. A vaginite se restringe apenas a inflamacdo da vagina, sem comprometimento da
cervix ou endometrio (LeBlanc, 2014).

A endometrite subclinica ou citoldgica é caracterizada pela inflamag&o endometrial sem
manifestagdo de sinais clinicos de endometrite clinica. E diagnosticada pela proporcio de
neutrofilos em lavado ou citologia endometrial superior a 5% entre trés e nove semanas pos-
parto, de acordo com ponto de corte definido pelo operador (Sheldon et al., 2019).

Piometra é caracterizada pela distensdo e acumulo de material purulento ou

mucopurulento no interior do Utero, na presenca de um corpo lateo funcional em um dos
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ovarios. A cérvix normalmente se encontra fechada, porém alguma abertura pode ocorrer com
liberacdo de contetido uterino pela cérvix na vagina (Sheldon et al., 2006).

Todas as fémeas bovinas apresentam colonizacdo uterina apds o parto e cerca de 20 a
40% desenvolvem quadros de metrite. Destas, cerca de 15 a 20% desenvolvem endometrite
clinica ap6s a terceira semana pos-parto e 15 a 30% evoluem para endometrite citoldgica
(LeBlanc et al., 2011; Sheldon et al., 2019). A piometra é uma patologia ndo muito frequente,
acometendo apenas 5% das vacas no periodo puerperal (Sheldon et al., 2008).

As afeccdes uterinas estdo diretamente relacionadas com quadros de subfertilidade e
infertilidade em rebanhos leiteiros. Como consequéncia direta, observa-se aumento dos custos
com tratamentos, prolongamento do intervalo do parto a concepgao, maior niUmero de servicos
por concepcao, e aumento do descarte involuntario de animais inférteis (Sheldon et al., 2008).
Em analise de diversos estudos acerca dos impactos das infec¢cdes uterinas na fertilidade de
vacas leiteiras, observa-se que vacas possuindo endometrite citoldgica, em comparagdo com
vacas sadias, apresentaram, em média, taxa de concepcdo 20% menor ao primeiro servigo,
intervalo do parto a concepc¢do 30 dias mais longo, e aumento de 3% no numero de animais
abatidos por ndo conceberem (LeBlanc et al., 2002). Segundo Kasimanickam et al. (2004) e
Gilbert et al. (2005), a endometrite citologica resulta em queda de 30% na taxa de concep¢do
ao primeiro servico, reducdo de 20 a 26% do nimero de vacas gestantes aos 300 dias p6s-parto,
aumento de 30 a 88 dias no periodo de servigco, aumento médio de trés servigos por concepgao
e aumento de 30% na taxa de descarte involuntario de animais. Além disso, a endometrite
citoldgica é um dos principais fatores relacionados a ocorréncia de quadros de vacas repetidoras
de estro, outra afec¢do importante relacionada com a queda de fertilidade de vacas leiteiras
(Salasel et al., 2010).

De acordo com Sheldon et al. (2009), os custos com infeccdo uterina em relagcdo a
tratamento, descarte de leite, queda da producéo e infertilidade chegam a 131,00 libras/vaca ou
a 1,4 bilhdes de euros anualmente na Unido Europeia. Nos Estados Unidos, 0s custos com
infeccOes uterinas até 10 dias apos o parto giram em torno de 358,00 ddlares (Overton e Fetrow,
2008), atingindo valores anuais em torno de 650 milhdes de dblares (Sheldon et al., 2009). No
Brasil, Martins et al. (2013) avaliando os custos referentes a tratamento, descarte e queda na
producéo de leite, estimaram custo medio de 598 litros de leite por vaca que apresenta infeccao
uterina durante 42 dias ap0s o parto.
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3.7 Nanociéncia, nanotecnologia e nanobiotecnologia

Nanociéncia é a area do conhecimento que estuda os fenémenos e a manipulacéo de
materiais em escala atébmica, molecular e supramolecular, cujas propriedades diferem
significativamente das propriedades de materiais de larga escala. Ja nanotecnologia é o
desenvolvimento, caracterizacdo, producédo e aplicacdo de estruturas, dispositivos e sistemas,
em gue uma de suas trés dimensdes esteja em escala nanométrica (The Royal Society and The
Royal Academy of Engineering, 2004).

Materiais que possuem caracteristicas dimensionais em escala que varia de um a cem
nandmetros sdo denominados de nanomateriais. Os nanomateriais podem ser divididos em
nanocamadas ou nanoparticulas, ou seja, possuem apenas uma dimensao ou as trés dimensdes
em escala nanomeétrica, respectivamente (The Royal Society and The Royal Academy of
Engineering, 2004). As propriedades dos nanomateriais se devem a dois fatores principais, a
grande &rea relativa de superficie e aos efeitos quénticos. Tais fatores podem alterar ou
potencializar propriedades de reatividade, resisténcia e caracteristicas elétricas dos
nanomateriais. Quanto menor o nanomaterial, maior o percentual relativo de &tomos em sua
superficie por unidade de massa, 0 que aumenta sua reatividade, e maior o dominio dos efeitos
quanticos sobre as propriedades do mesmo, influenciando assim os comportamentos Opticos,
elétricos e magnéticos de tais materiais (The Royal Society and The Royal Academy of
Engineering, 2004).

A nanobiotecnologia, ramo da nanociéncia que se desenvolveu a partir dos interesses
nas propriedades especificas dos nanomateriais e da multidisciplinariedade de &reas como
fisica, engenharia e biologia molecular, tem como objetivo o desenvolvimento de dispositivos
e sistemas nanométricos de aplicacdo quimica e bioldgica, com alta sensibilidade,
especificidade e facilidade de reconhecimento por métodos analiticos (Morais et al., 2014). A
nanobiotecnologia tem utilizado diversas nanoestruturas com propriedades distintas para
aplicacdes bioldgicas como biosensores, diagndstico, entrega de farmacos, terapia génica,
terapia contra o cancer, engenharia de tecidos e seguranca alimentar (Salata, 2004; Liu, 2006;
Morais et al., 2014).

3.7.1 Nanotubos de Carbono

Os nanotubos de carbono (carbono nanotubes - CNT) foram descobertos por ljima et

al. (1991) e sdo estruturas compostas por atomos de carbono ligados covalentemente entre si
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em estrutura hexagonal, correspondendo a uma folha de grafeno enrolada e ligada em suas
extremidades. De acordo com o numero de folhas enroladas de forma concéntrica, podem ser
classificados em nanotubos de carbono de parede Unica (single-walled carbono nanotubes —
SWCNT) ou parede mudltipla (multi-walled carbono nanotubes — MWCNT) (Figura 1).
Possuem diametro que varia de 0,4 a 2,0 nm para SWCNT e de 2,0 a 100,0 nm para MWCNT,
com espacamento entre camadas de 0,34 nm e comprimentos que variam de alguns nandmetros
a micrémetros (Dresselhaus et al., 2001; Yang et al., 2007; Martins et al., 2016b).

Graphene
sheet

e MWCNT
Figura 2. Representacdo esquemaética da conformacéo dos nanotubos de carbono de parede simples (SWCNT) e
multipla (MWCNT) a partir de uma folha de grafeno.

Devido a seu didmetro nanométrico, os CNT sdo considerados como nanoestruturas
unidimensionais com grande area superficial, elevada resisténcia mecanica e flexibilidade, peso
ultraleve, estabilidade quimica e térmica, além de Otimas propriedades eletr6nicas, sendo
considerado um excelente condutor elétrico (The Royal Society and The Royal Academy of
Engineering, 2004; Yang et al., 2007). Apesar de tantas caracteristicas intrinsecas aos CNTSs,
esses carecem de solubilidade em meio aquoso quando utilizados na forma bruta (Yang et al.,
2007; Bianco et al., 2011).

Para aplicacdo biologica, os CNT devem sofrer adicdo de grupamentos quimicos
funcionais em sua superficie externa ou extremidades, processo denominado funcionalizacgéo.
A funcionalizacdo pode ser covalente, quando ha formacéo de defeitos na estrutura do nanotubo
para a insercdo de um grupamento quimico em sua estrutura, ou ndo covalente, quando
moléculas sdo adsorvidas na superficie dos nanotubos sem causar defeitos nas ligacdes entre 0s
atomos de carbono. A funcionalizacdo facilita a solubilizacéo e dispersdo dos CNT em &gua ou
outro solvente, e permite a interagdo com biomoléculas (Yang et al., 2007; Bianco et al., 2011).
Além disso, CNT funcionalizados conseguem translocar pela membrana plasmatica celular,
apresentam reduzido efeito citotoxico e maior facilidade de biodegradacdo por células do
sistema imunoldgico, principalmente neutrofilos e macréfagos (Kostarelos et al., 2007; Bianco
etal., 2011).
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A funcionalizagéo covalente de CNT pode ser realizada de diversas maneiras. A mais
comum é a oxidagdo de nanotubos utilizando acidos fortes, como o &cido nitrico e acido
sulfurico (Souza Filho e Fagan, 2007; Feitosa, 2009; Sajid et al., 2016). Podem ser utilizadas
também reaces de cicloadicéo (cicloadicdo foto-induzida, reacdo de bingal e cicloadicdo 1,3-
dipolar) e reagdes entre CNT e peroxidos ou sulfoxidos (Sajid et al., 2016). A funcionalizagao
ndo covalente pode ser realizada por meio da dispersdo de feixes de CNT em ultrassom, na
presenca de moléculas poliméricas ou surfactantes, como polietilenoglicol, tween 20, dodecil
sulfato de sodio (SDS), dentre outros. Essas moléculas normalmente possuem caracteristicas
anfifilicas, onde a porcédo hidrofébica é responsavel por interagir com a parede dos nanotubos,
enquanto a por¢do hidrofilica interage com as moléculas de agua. Dessa forma, eleva-se a
solubilidade dos CNTs em meio aquoso sem ocasionar alteracdes estruturais, eletrdnicas e

Opticas nos nanotubos (Souza Filho e Fagan, 2007; Feitosa, 2009; Sajid et al., 2016).

A

Figura 3. Representacdo esquemaética de nanotubos de carbonos funcionalizados. A) Adi¢do de grupamentos
carboxilicos por meio da funcionalizagdo covalente de SWCNT, via oxida¢do (Krajcik et al., 2008). B)
Funcionalizagdo ndo covalente de SWCNT por empilhamento de pireno para adsor¢do de proteinas (Sajid et al.,
2016).

A funcionalizacdo permitiu ampla aplicacdo dos nanotubos de carbono em diversas
areas da biologia e nanomedicina. Sua elevada area de superficie relativa ao volume e a adi¢édo
de grupamentos quimicos reativos em sua superficie fornecem diversos pontos de interacdo dos
nanotubos com diferentes moléculas bioativas. Dessa forma, materiais hibridos sdo gerados
com melhora em propriedades sinérgicas, alta especificidade e funcao bioldgica especifica. Tais
caracteristicas, somadas a capacidade de interagir e transpor a membrana plasmatica celular,
permitiram o desenvolvimento de pesquisas na area de entrega de farmacos, terapia contra

cancer, terapia génica, diagndsticos por imagem e reparacéo tecidual (Martins et al., 2016).
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3.7.1.1 Nanotubos de carbono em terapia génica

A terapia génica € uma ferramenta em biologia molecular que se baseia no bloqueio
seletivo da acéo de determinado gene. Esse blogueio ocorre mediante ao efeito de interferéncia
de pequenos fragmentos de RNA sobre a leitura do RNA mensageiro (RNAm) do gene alvo,
modalidade essa denominada de RNA de interferéncia ou apenas RNAI. Por ser um processo
que ocorre naturalmente no interior das células, o RNAi também pode ser denominado como
silenciamento génico pos-transcricional (Elbashir et al., 2001). A técnica pode ser realizada por
meio da introducdo de pequenos fragmentos de RNA (siRNA) ou de RNA fita dupla (dSRNA)
que contém, em média, de 19 a 22 nucleotideos de extensdo, no citoplasma de células alvo
(Elbashir et al., 2001; Kurreck, 2006). No interior da célula, o siRNA é identificado por um
complexo proteico de silenciamento induzido por RNA (RISC), responsavel por degradar
qualquer molécula de RNAm que seja complementar a molécula de siRNA, impedindo a sintese
proteica codificada (Hammond et al., 2000, Xin et al., 2017).

Devido sua alta especificidade de acdo, a terapia génica apresentou elevado potencial
para utilizacdo como ferramenta para tratamento de diversas doencas. Para que haja sucesso no
silenciamento génico pela técnica de RNAI, € necessario um sistema de entrega de sSiRNA que
seja capaz de transportar com estabilidade e proteger o sSiRNA, transpor a membrana plasmatica
celular e liberar o siRNA no compartimento citoplasmatico, além de induzir poucos efeitos
imunogénicos, citotoxicos, apoptéticos e inflamatdrios (Ladeira, 2009; Guantimosim et al.,
2016). Nesse contexto, os CNTs surgiram como alternativa promissora de vetor para siRNA.
Apo6s o processo de funcionalizacdo dos CNTs, com adicdo de grupamentos quimicos
carregados positivamente em sua superficie, esses sdo capazes de adsorver a fita de SiRNA em
sua superficie, devido a interacdes por pontes de hidrogénio com as bases nitrogenadas dos
nucleotideos carregadas negativamente (Ladeira et al., 2010; Branddo et al., 2016). Essa
interacdo permite o transporte do siRNA para o interior da célula junto ao CNT e sua facil
liberagdo no citoplasma celular. Os nanotubos funcionalizados sdo mais biocompativeis e
induzem poucos efeitos citotdxicos, genotoxicos e de indugdo de resposta inflamatdria
(Cherukuri et al., 2006; Dubin et al., 2008).

A funcionalizacdo dos CNTSs para atuacdo em terapia génica se mostra de fundamental
importancia para o0 sucesso da técnica. Diversos estudos na literatura foram conduzidos
utilizando diferentes processos de funcionalizagdo em SWCNTSs (Liu et al., 2007; Krajcik et
al., 2008; Ladeiraetal., 2010; Apartsinet al., 2014) e MWCNTs (Varkouhi et al., 2011; Spinato
et al., 2016).
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3.7.2 Fulerol Cs0)OHn)

O fulereno Cpoy € uma molécula composta por atomos de carbono sp? ligados
covalentemente uns aos outros, em uma estrutura de gaiola tridimensional, poliédrica, oca,
semelhante a uma bola de futebol (Kroto et al., 1991). Os 60 atomos de carbono estdo
organizados em 12 pentadgonos de ligagbes simples C5 — C5 e 20 hex&gonos com ligacOes
duplas C5 = C6. Devido a sua conformacéo, os fulerenos sao nanoparticulas estaveis (Kroto et
al., 1991), insolGveis em meio aquoso e pouco soltveis em solventes organicos (Kazemzadeh
e Mozafari, 2019). Em sua forma bruta, os fulerenos possuem a capacidade de se ligar a seis
elétrons, que se movem pela nanoparticula por meio da formacdo momenténea de dipolos na
estrutura (Emelyantsev et al., 2019). Por funcionar como aceptor de elétrons, os fulerenos
também sdo conhecidos como “esponja de radicais livres”, capturando elétrons de espécies
reativas de oxigénio (EROs), estabilizando-as (Xiao et al., 2006; Yudoh et al., 2007; Bernardes
et al., 2015). Entretanto, a aplicacdo de fulereno em sua forma bruta é limitada pela
insolubilidade em meio aquoso. Assim como para nanotubos de carbono, a funcionalizacdo da
molécula de fulereno permite sua solubilizacdo em agua e ampla variedade de aplicacdes em
sistemas bioldgicos. Nesse caso, a funcionalizacdo é realizada pela poli-hidroxilacdo, que
consiste na adigdo de radicais hidroxila na superficie da nanoparticula (Djordjevic et al., 2015).
A hidroxilacdo de fulereno resulta em uma molécula anfifilica denominada fulerol C0)OHn)
(ou também Fulerenol). Os radicais hidroxila promovem a solubilidade da molécula em agua,
enquanto o esqueleto de carbono confere afinidade a estruturas lipidicas como membranas
celulares por exemplo, tornando a molécula biocompativel. Com maior capacidade de capturar
elétrons e interagir com EROs, a molécula de fulerol possui a interessante caracteristica de agir
como agente antioxidante (YYang et al., 2014: Pei et al., 2019).

Diversos sdo 0s mecanismos antioxidantes apresentados pelo fulerol. Contra radicais
livres OH", o fulerol pode se ligar ao radical OH- por meio de um carbono estrutural,
incorporando-o a nanoparticula, ou doar elétrons para o radical OH", liberando energia e
promovendo rearranjo e estabilizacdo da molécula (Kato et al., 2009). A utilizacdo dos
mecanismos ira depender da quantidade de radicais hidroxila existirem na superficie. Caso haja
poucos radicais hidroxila na superficie, os radicais OH" serdo incorporados a nanoparticula. Por
outro lado, se a nanoparticula ja possuir muitos radicais em sua superficie, elétrons serdo doados
para o radical OH- com o intuito de estabiliza-lo (Ueno et al., 2014). Outro mecanismo

empregado pela molécula de fulerol é a catalizagdo de reacdo entre duas moléculas de
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superoxido (O2) e duas moléculas de &gua, resultando em duas moléculas de peroxido de
hidrogénio (H202) e oxigénio (O2) (Djosdjevic et al., 2006).

Figura 4. Representacéo estrutural de moléculas de fulerenos. A) Fulereno ou C60 Buckminsterfullerene (Kroto et
al., 1991). B) Fulerol C(s0OH¢ny (Aoshima et al., 2009).

Além da acdo antioxidante, o fulerol ja foi empregado em diversos sistemas bioldgicos
com o intuito de verificar possiveis caracteristicas anti-inflamatoria e antimicrobiana. O uso de
fulerol em cultivo de células estromais de medula éssea vertebral de camundongo foi capaz de
suprimir a secrecdo de IL-1p, reduzindo a resposta inflamatoria induzida pela citocina, com
reducdo da secrecdo de TNF-a, metaloproteinases e produg¢do de EROs (Liu et al., 2013). Em
estudos in vitro visando o controle de dores lombares por degeneracdo de ndcleo pulposo,
inflamacdo neuronal ou da raiz do ganglio dorsal, o uso de fulerol foi capaz de suprimir a sintese
de EROs e TNF-a, reduzindo a degeneragdo do nticleo pulposo (Yang et al., 2014; Xiao et al.,
2018) e reduzindo o processo inflamatorio neuronal (Liu et al., 2013; Jin et al., 2017; Xiao et
al., 2018). A supressdo da sintese de TNF-a resultou em redugéo da secreg¢do de IL-1p, IL-6,
cicloxigenase-2 (COX-2), no ganglio dorsal e neurdnios (Liu et al., 2013). Além disso, a
supressdo de TNF-a esta relacionada a menor ativagdo do inflamossomo NLRP3 e caspase-1.
Tal fato pode explicar a menor secrecdo de IL-1 em processos inflamatorios em células
neuronais do ganglio dorsal (Jin et al., 2017). Em modelo in vivo, Xiao et al. (2018) observaram
que o uso de fulerol em camundongos com protusdo de nucleo pulposo reduziu a secrecao de
TNF-a e controlou os niveis intracelulares de calcio (Ca?*), reduzindo a hiperalgesia em
decorréncia da hérnia de disco. Os mesmos autores também observaram que o emprego de
fulerol reduziu a ativagéo de proteinas quinase (MAPK) associadas a sinalizacéo intracelular e
transcricdo de genes codificadores de citocinas pré-inflamatorias.

Fulereno e fulerol também possuem caracteristicas antimicrobianas em consequéncia da

producdo de radicais livres. Aoshima et al. (2009) relataram que a ag&o antimicrobiana de
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fulerol é mais forte contra fungos (Candida albicans e Malassezia furfur) do que contra
bactérias (E. coli, Staphylococcus aureus, S. epidermidis e Bacillus sp.). Pressupfe-se que tal
resultado seja devido a maior interagdo do fulerol com B-glicanos e quitina na parede celular de
fungos do que com peptidoglicano da membrana celular das bactérias. Segundo Al-Jumali et
al. (2017), fulereno e fulerol sdo capazes alterar o metabolismo energético, de induzir alteracbes
na membrana celular e material genético de microrganismos, além de, sob estimulacdo
luminosa (luz visivel ou ultravioleta), aumentar a producédo de espécies reativas de oxigénio,
impactando na sobrevivéncia microbiana.

Além de estudos avaliando os efeitos antioxidantes, anti-inflamatorios e
antimicrobianos, o fulerol também ja foi empregado em diversos estudos avaliando o possivel
papel de carreador de moléculas em sistemas bioldgicos de entrega de farmacos (Pinteala et al.,
2009; Kazemzadeh e Mozafari, 20019).

3.7.3 Toxicidade de nanoparticulas

A toxicidade de um determinado material corresponde aos efeitos resultantes de
interagcGes do mesmo com organismos vivos ou 0 meio ambiente. Tais interagdes podem ser do
tipo quimica, fisica ou bioldgica. Ao se trabalhar com nanoparticulas, as propriedades
observadas sdo diferentes daquelas observadas em materiais de maior escala, compostos pelo
mesmo elemento. Portanto, diferentes propriedades das nanoparticulas podem resultar em
diferentes tipos de interacdo com organismos vivos e ambiente, resultando em toxicidades
diferentes (De Paula et al., 2016).

A toxicidade esté diretamente relacionada ao tamanho das nanoparticulas, da extenséo
da area de superficie relativa para interacdo com outras moléculas, do elemento que compde a
nanoestrutura, da capacidade da mesma em formar agregado de nanoparticula, da
funcionalizagcdo empregada ou molécula adsorvida, do tempo de exposi¢do da nanoparticula e
da capacidade de biodegradacdo das mesmas (Morais et al., 2014; De Paula et al., 2016; Khan
et al., 2017). Quanto maior a superficie relativa, ou seja, maior razdo entre
comprimento/diametro, maior sera a capacidade da nanoparticula em interagir com outras
moléculas ou com outras particulas. A formacdo de agregados nanoparticulados sdao mais
dificeis de serem eliminados ou biodegradados em organismos vivos, aumentando assim a
toxicidade do nanomaterial (De Paula et al., 2016). A funcionaliza¢do de nanoparticulas, além

de permitir a ligagcdo/adsorgdo a moléculas especificas, tornam as nanoparticulas mais soltveis
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em solventes, reduzindo a formacéao de agregados e aumentado a capacidade de biodegradacgéo
pelo organismo (Kostarelos et al., 2007; Bianco et al., 2011).

A toxicidade dos nanotubos de carbono, assim como demais nanoestruturas, €
dependente da forma de exposicdo (virgem ou funcionalizado), do tipo e grau de
funcionalizagdo, do surfactante ou polimero utilizado para funcionaliza¢do néo covalente, do
tamanho do nanotubo e da via de administracdo (Firme Ill e Bandaru, 2010; Ali-Boucetta e
Kostarelos, 2013; Jacobsen et al., 2017; Madannejad et al., 2019). Nanotubos virgens, ndo
funcionalizados, sdo mais propensos a formacéao de agregados particulados, insolUveis, que sdo
de dificil eliminacdo pelo organismo, acumulando em determinados 6rgaos, dependendo da via
de administracdo dos mesmos no organismo (Ali-Boucetta e Kostarelos, 2013; Firme Il e
Bandaru, 2013). Ja os CNT funcionalizados, e principalmente os de tamanho reduzido, por
serem hidrossolUveis e possuirem maior interacdo com outras biomoléculas, sdo rapidamente
biotransformados por neutrofilos e macrofagos, além de serem rapidamente eliminados pela
urina, bile ou secrecdo mucociliar do trato respiratorio (Ali-Boucetta e Kostarelos, 2013;
Rodriguez-Yafez et al., 2013). Quanto maior o grau de funcionalizacdo e maior a solubilidade
dos nanotubos em meio aquoso, mais rapida sera sua eliminacdo do organismo (Ali-Boucetta e
Kostarelos, 2013).

Nanotubos de carbono variando entre 200 e 800 nm s&o mais facilmente fagocitados por
macrofagos e neutrofilos, o que permite maior biotransformacéo via mecanismos oxidativos no
interior dos fagdcitos (Firme Il e Bandaru, 2010). Entretanto, alguns trabalhos demonstraram
que o principal mecanismo empregado pelos fagdcitos é a producdo hipoclorito e intermediarios
de espécies reativas de oxigénio, por meio da acdo de mieloperoxidases, que atacam
grupamentos carboxilicos na superficie dos nanotubos, catalisando sua biodegradacéo in vitro
(Kagan et al., 2010). Entretanto, alguns trabalhos na literatura demonstram que CNT de menor
tamanho e maior area relativa possuem maior capacidade de induzirem estresse oxidativo,
resultando em inflamacdo, peroxidacdo lipidica, danos a proteinas, organelas, membrana
celular e DNA tanto em ratos como em queratindcitos humanos (Shvedova et al., 2003;
Rodriguez-Yarez et al., 2013; Chuang et al., 2015; Madannejad et al., 2019).

A utilizagéo de agentes solubilizantes, como surfactantes, auxilia na maior dispersao
dos nanotubos em meio aquoso, tornando-os possiveis para aplicacdo bioldgica. Entretanto,
alguns agentes surfactantes utilizados apresentam caracteristicas toxicologicas (Firme Il e
Bondaru, 2010; Ali-Boucetta e Kostarelos, 2013). O polietilenoglicol (PEG), um dos
surfactantes mais utilizados na funcionalizag¢do de nanotubos de carbono, possui caracteristicas

mutageénicas e inducdo de toxicidade aguda quando administrado via oral ou derme. Entretanto,
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MWCNT funcionalizados com PEG e administrados em camundongos via intravenosa
resultaram em menor injdria hepética quando comparados a nanotubos funcionalizados com
Tween 20 (Zhang et al., 2010).

Estudos em camundongos avaliando a farmacocinética in vivo de CNT funcionalizados
por diferentes métodos demonstram que, de acordo com a via administracdo, 0s nanotubos
podem se acumular em diferentes 6rgdos do organismo. A infusdo intravenosa de nanotubos
funcionalizados resulta em maior acimulo no figado e bago, e menor acimulo nos pulmdes e
rins, apés grande eliminacdo dos mesmos pela urina (Ali-Boucetta e Kostarelos, 2013;
Rodriguez-Yarez et al., 2013; Jacobsen et al., 2017). A administracdo intraperitoneal resulta
em acumulo no estdbmago, rins, 0ssos, circulacdo, baco e figado (Ali-Boucetta e Kostarelos,
2013; Jacobsen et al., 2017). O fornecimento de CNT, via oral, resulta em acumulos no
estdmago e intestinos, com grande eliminacdo pelas fezes (Rodriguez-Yariez et al., 2013;
Jacobsen et al., 2017). Quando inalado ou instilado nas vias aéreas superiores, CNT acumulam-
se na regido da nasofaringe, nos alvéolos pulmonares, espaco subpleural entre as células
mesenguimais e a matriz de colageno, além de serem detectados no interior de células epiteliais
e macrofagos dos alvéolos pulmonares (Rodriguez-Yafiez et al., 2013; Jacobsen et al., 2017).
A deteccdo de nanotubos no espaco subpleural e no interior de macréfagos sugerem que a
inalacdo de nanotubos podem resultar em translocacdo e distribuicdo dos mesmos pelo
organismo por meio da circulacdo sanguinea (Jacobsen et al., 2017).

Apesar dos diversos pontos de acimulo no organismo animal, os efeitos toxicoldgicos
dos CNT funcionalizados ainda ndo sdo totalmente elucidados. 1sso porque os diversos estudos
realizados nessa linha de pesquisa utilizaram diferentes tipos e tamanhos de nanotubos,
diferentes formas de funcionalizagéo e diferentes concentragdes administradas no organismo
animal ou em cultivos celulares. Embora alguns estudos demonstrem excelente
biocompatibilidade dos nanotubos em diferentes linhagens celulares (Dubin et al., 2008;
Ladeira et al., 2010; Munk et al., 2016), outros relatam efeitos neurotoxicos, hepatotdxicos,
nefrotoxicos, cardiotdxicos, imuno e genotdxicos (Firme 111 e Bondaru, 2010; Di Giorgio et al.,
2011; Yang et al., 2012; Ali-Boucetta e Kostarelos, 2013; Rodriguez-Yariez et al., 2013;
Madannejad et al., 2019).

Em relacéo a fulerenos e seus derivados hidroxilados, assim como para nanotubos de
carbono, a toxicidade varia de acordo com a método de funcionalizag&o, uso surfactantes, grau
de solubilidade e as condic¢Bes na qual a nanoparticula é empregada (Emelyantsev et al., 2019).
Em estudo in vivo avaliando a toxicidade de fulerol infundido via endovenosa em

camundongos, Monteiro-Riviere et al. (2012) ndo verificaram alteracdes histopatoldgicas,
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sanguineas ou urinérias durante as primeiras 48 horas pds infusdo, indicando seguranca a curto
prazo na aplicagdo de fulerol em sistemas bioldgicos. Avaliando os efeitos do fulerol sobre
inflamacéo neutrofilica pulmonar em camundongos submetidos a instilacdo endotraqueal com
particulas de quartzo, Roursgaard et al. (2008) verificaram que fulerol possui efeito anti-
inflamatorio, em pequenas concentracdes, e pré-inflamatério, em concentragdes elevadas.
Quando hidroxilado, fulerenos ndo demonstraram efeitos citotdxicos expressivos em diversos
ensaios celulares e in vivo, demonstrando elevada biocompatibilidade (Monteiro-Riviere et al.,
2012; Liu et al., 2013; Yang et al., 2014; Xiao et al., 2018; Pei et al., 2019). Entretanto, quando
sob estimulagéo luminosa, quer seja luz visivel ou ultravioleta (UV), fulereno e fulerol deixam
de ter capacidade de neutralizacdo de espécies reativas de oxigénio e passam a potencializar a
producdo das mesmas em sistemas bioldgicos (Roberts et al., 2008; Al-Jumali et al., 2017,
Emelyantsev et al., 2019). Essa caracteristica é desejavel quando ser refere ao efeito
antimicrobiano das estruturas baseadas em fulereno, porém, deve-se atentar ao efeito colateral

sobre as células do organismo do hospedeiro quanto a elevada producao de ERO.
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ABSTRACT

The potential use of carbon nanotubes to control endometrial inflammation in postpartum
lactating cows brings concerns about residues in milk and food safety. This study aimed to
standardize multi-walled carbon nanotubes for use in biological systems and assess the FT-
Raman potential to qualitative and quantitative detect nanotubes in bovine fresh milk. MWCNT
were oxidized with nitric and sulfuric acids, purified, fragmented, and characterized by Raman
spectroscopy, thermogravimetric analysis, potentiometric titration, and electron microscopy.
MWCNT were diluted in bovine fresh milk at 25, 20, 15, 10, 7.5, 5 and 1 pg/mL. FT-Raman
spectra of milk and diluted MWCNT were acquired by spectrophotometer under 1064 m laser
beam excitation, with 1000 mW of power and 1000 scans. Linear regression was applied to
predict the MWCNT concentration in milk based on the normalized D band area of MWCNT
spectra. Standardized MWCNT presented purity, small size, good structure, and low functional
groups over its surface. FT-Raman discriminated the scattering signals of milk components as
the MWCNT D and G bands over 5 pg/mL. However, linear regression analysis had low
capability to predict MWCNT concentration in fresh milk. In conclusion, standardization
process produces biocompatible MWCNT. In addition, FT-Raman spectroscopy can qualitative
detect oxidized MWCNT in bovine fresh milk over 5 pg/mL, without quantitatively predict the

concentration.

Keywords: Carbon nanotubes, Raman, cow, milk, food safety.
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1. Introduction

Carbon nanotubes (CNT) are carbon-based nanoparticles composed by one or more
concentrically rolled graphene sheets, with diameter ranging in the nanometer scale and length
achieving few micrometers (ljima et al., 1991; Yang et al., 2007). Because of its relatively high
surface area and the possibility to add functional groups over its surface, CNT can be solubilized
in water and easily interact with other biological molecules to be employed in many fields of
science, as biosensor, tissue engineering, drug delivery, cancer, and gene therapy (Lacerda et
al., 2007; Liu et al., 2008a; Varkouhi et al., 2011; Shimizu et al., 2012). However, for biological
use, CNT should be standardized in size, functionalization, and concentration to avoid toxicity
and collateral effects (Sato et al., 2005; Dubin et al., 2008; Ladeira et al., 2010). Small length
and functionalized CNT present high solubility in water, good reactivity to other molecules,
easy cell penetration and biocompatible to different cell lines in vitro (Sato et al., 2005; Dubin
et al., 2008, Liu et al., 2008b). Based on this, functionalized CNT is an alternative to
conventional vectors for drug delivery systems and has been employed as transfection agent for
small interfering RNA into mice and human cell lines for in vitro gene silencing (Ladeira et al.,
2010; Apartsin et al., 2014).

Endometrial inflammation in postpartum cows characterized by intense inflammatory
response, with overexpression of pro-inflammatory cytokines IL-1, IL-6 and CXCLS8, can lead
to chronic endometritis, impaired fertility, and significant economic losses in dairy herds
(Herath et al., 2009a; Sheldon et al., 2009, 2019; Fischer et al., 2010; Pascottini and LeBlanc,
2020). The RNA interference (RNAI) technique, based on functionalized CNT as transfection
agent, arises as a promising methodology to control the inflammatory response of the
endometrium in postpartum cows affected with chronic endometritis, limiting the gene
expression of pro-inflammatory cytokines by endometrial cells. However, the application of
CNT-based RNAIi methodology in postpartum lactating cows brings concerns about food
safety, as milk represents an excretion route for drugs residues in lactating cows. Currently, one
of the major problems faced by worldwide dairy industry is the increasing detection of drug
residues in milk, due to the indiscriminate use of antibiotics and antiparasitic drugs in dairy
herds without veterinary assistance and no respect to the withholding period (Brando et al.,
2009; Redding et al., 2014; Tempini et al., 2018). This concern is related to the increasing
microbial resistance to antibiotics, which impacts directly in veterinary and human health (Chen
etal., 2019).
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Studies evaluating the functionalized CNT pharmacokinetics in vivo (Ali-Boucetta et
al., 2013; Rodriguez-Yares et al., 2013; Jacobsen et al., 2017) had demonstrated that
functionalized nanotubes, intravenously injected in mice, mainly accumulated in liver, spleen
and lesser amounts in lung and kidneys, after a high excretion via urine. Through intraperitoneal
route, functionalized CNT accumulated in stomach, kidney, bone, blood, spleen, and liver. Oral
administration of functionalized CNT in rat results in accumulation in stomach, upper and lower
intestines, with higher excretion by feces (Ali-Boucetta et al., 2013; Rodriguez-Yaries et al.,
2013; Jacobsen et al., 2017). In vitro cell culture studies, using human and mice cell lines, had
demonstrated some toxicity effect when CNT were used in higher concentrations (5 to 10
mg/mL) (Pantarotto et al., 2004; Bianco et al., 2005), while smaller ones (20 to 100 pg/mL)
had no significant cell damage or toxicity (Kam et al., 2006; Singh et al., 2006; Bottini et al.,
2006; Yehiaetal., 2007; Ladeira et al., 2010; Firme I1l and Bandaru, 2010). However, no study
has been conducted up to date to assess the pharmacokinetics of a known concentration of
functionalized CNT given by intrauterine infusion or its accumulation in udder and elimination
through milk.

Recent studies had employed Fourier-Transform Raman spectroscopy (FT-Raman)
allied to regression analysis to evaluate milk quality and the presence of possible adulterants
like way and starch (Almeida et al., 2011, 2012; El-Abassy et al., 2011; Mazurek et al., 2015;
Junior et al., 2016). FT-Raman is based on the detection of inelastic electromagnetic energy
scattering from vibrating molecules, after excitation by a source of electromagnetic energy. The
FT-Raman spectra obtained from the transformation of optical interferogram represents the
fingerprint of the excited molecule studied (EI-Abassy et al., 2011; Suzuki and Buzzini, 2018).
In addition, FT-Raman is a rapid, non-destructive and no reagent consuming analytical process
because it does not require previous sample preparation, spectrum has fast acquisition, and no
damage is made to the sample (Almeida et al., 2011; EI-Abassy et al., 2011). Accordingly, the
first aim of this study was to standardize multi-walled carbon nanotubes for use in biological
systems. Second, this study aimed to evaluate the potential of FT-Raman spectroscopy in
qualitative and quantitative detect functionalized multi-walled carbon nanotubes (MWCNT) in

bovine whole fresh milk.

2. Material and methods

2.1 Standardization and characterization of multi-walled carbon nanotubes
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The MWCNT were produced by chemical vapor decomposition (CVD) and their
dimensions range from 10 to 25 nm of diameter and 5 to 30 um of length. Pristine MWCNT
were oxidized by acid reflux using a START Synth Microwave Synthesis Labstation
(Milestone, USA). Three grams of MWCNT were added to HNO3/H>SO4 (3:1) and submitted
to 15 heating cycles of one minute at 550 W, with 20s intervals. The mixture was neutralized
by successive washes in neutral deionized water and dried in air at 80°C overnight. Oxidized
MWCNT were purified according to Pacheco et al. (2015), using ethyl alcohol. Then, purified
MWCNT were diluted in deionized water at 1 mg/mL, submitted to sonication for 60 minutes
in cold bath, using ultrasound processor with tapered horn tip (Vibra-Cell VCX-500, Sonics
and Materials Inc., USA), and dried in air at 80°C overnight.

Raman spectroscopy, thermogravimetric analysis, transmission electronic microscopy
and potentiometric titration were performed to assess de MWCNT structural quality, purity,
length, and presence of functional groups over nanostructure surface (Jorio et al., 2004;
Trigueiro et al., 2007; Bokobza and Zhang, 2012; Pacheco et al., 2015). Raman spectroscopy
was performed using spectrophotometer (iHR50, Horiba, Japan) with powder pristine and
standardized MWCNT samples under argon laser (514 wavelength) at 1 mW potency and 50x
microscope magnification. Thermogravimetric analysis was performed by thermal
decomposition of powder purified MWCNT in a thermogravimetric device (DTG60, Shimadzu,
Japan). Thermal decomposition was performed from room temperature (25°C) to 900°C, with
heating rate of 20°C/min, in a controlled air atmosphere, with air flow rate of 50 mL/min. For
transmission electronic microscopy, purified MWCNT were diluted in deionized water at final
concentration of 0.075 mg/mL, sonicated for 10 minutes in ultrasound bath (USC 1850
154W/25kHz, Unique, Brazil) and dripped over a 400-mesh holey carbon grid. The grid was
dried in vacuum oven at room temperature for 24 hours before electronic microscopy analysis,
which was performed using a Tecnai G%20 SuperTwin 200kV microscope (FEI Company,
USA) from the UFMG Microscopy Center. For potentiometric titration analysis, 10 mg of
powder purified MWCNT were diluted in solution composed of 99 mL potassium chloride
(KCI) 0.1 M and 1 mL HCI 0.1 M, under ultrasound bath sonication (USC 1850 154W/25kHz,
Unique, Brazil) for 10 minutes. Using a potentiometric titration device (Titrando 808, Metrohm,
Brazil) this solution was tittered until reaches pH 11, with infusion of 0.01 mL of NaOH 0.05
M with KCI 0.05 M solution, at time intervals necessary for balance establishment of MWCNT
solution. Titration data were analyzed by algorithm based in equations for strong acids titration

with weak acids described elsewhere (Masini et al., 1998; Gorgulho et al., 2008).
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2.2 Bovine fresh milk and milk diluted MWCNT FT-Raman acquisition

Bovine fresh milk samples were harvested from three crossbreed cows (Holstein x
Zebu) in a commercial dairy farm. In these milk samples, oxidized MWCNT were diluted in
seven different concentrations, namely 25, 20, 15, 10, 7.5, 5 and 1 pg/mL, accordingly with
oxidized MWCNT concentration used at in vitro cell cultures, cited by literature (Kam et al.,
2006; Ladeira et al., 2010). Milk and milk diluted MWCNT samples were aliquoted in 2mL
glass vials and sonicated in ultrasound bath for 10 minutes. Prior to analysis, samples were
homogenized by inversion for one minute. The FT-Raman spectra of samples were collected
on a Vertex 70 FT-Raman Spectrometer (Bruker, USA) using liquid nitrogen as the coolant and
excited with a 1064 nm beam from a Nd:YAG laser. Laser light, with 2000 mW power, was
introduced and focused on sample and scattered radiation was collected at 180°. Spectrum with
1000 scans were collected at a resolution of 4 cm™ over the range of 500 to 3100 cm™. FT-
Raman spectrum for isopropanol was acquired as analytical standard. The software OPUS™

(Bruker, USA) was used for FT-Raman data acquisition.

2.3 Linear modeling for MWCNT detection in liquid fresh milk

The obtained FT-Raman spectra were manipulated using Origin 2019 (OriginLab,
USA). All Raman scattering data were normalized and subtracted the baseline. For milk diluted
MWCNT samples analysis, the band at 1286 cm™ wavelength was chosen due to its higher
Raman intensity and almost no influence of other scattering band from milk. The band peak
was adjusted by Lorentzian correction and band area calculated and normalized to the adjusted
band area of standard isopropanol at 802 cm™ wavelength. The three normalized band areas of
a known MWCNT concentration were averaged and analyzed by linear regression model to
predict an unknown concentration of MWCNT in fresh milk. The linear regression analysis was
performed using Prism 7 (GraphPad Software, USA).

3. Results

Pristine and standardized MWCNT had Raman spectra with visible D and G bands near
1350 and 1580 cm™ frequencies, respectively (Figure lab). The ratio between band’s
intensities (ID/1G) of both samples was lower than 1.0, although ID/IG from standardized
MWOCNT was higher than pristine. Standardized MWCNT also have a vibrational mod at 1630
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cm® more evident than pristine MWCNT. In thermogravimetric analysis, the standardized
MWCNT had homogeneous weight loss, ranging from 577.31°C to 645.28°C, with a maximum
weight loss rate at 619.55°C (Figure 1c). The addition of carboxylic acid and phenol groups
over MWCNT surface, was evaluated by potentiometric titration and results are presented in
Figure 1d. Calculated concentrations for carboxylic acid and phenol groups were 1.146 mmol/g
and 1.002 mmol/g of MWCNT, respectively.

Oxidized MWCNT kept their structural conformation without serious damage (Figure
2a,b). The two most prevalent lengths obtained with sonication process of oxidized MWCNT
were 100-200 nm (22.21%) and 200-300 nm (20.78%) (Figure 2c). With sonication process,

about 51.07% of oxidized MWCNT had length under 300 nm and 86.80% under 700 nm (Figure
2d).
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Figure 1. Raman spectra, derivative thermogravimetric analysis and adjusted theoretical and experimental titration
curve of standardized MWCNT. a) Raman spectrum of pristine MWCNT; b) Raman spectrum of standardized
MWCNT; c¢) standardized MWCNT thermogravimetric analysis and its derivative (DrTGA); d) adjusted
theoretical and experimental titration curve of 1 mg/mL MWCNT solution, according to equations for strong acids
titration with weak acids (Massini et al., 1998; Gorgulho et al., 2008).
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Figure 2. Structural and size characterization of standardized MWCNT. a,b) transmission electron micrographs
demonstrating the variety of lengths and diameters of the nanotubes; c) length stratification; and d) total percentage
by length of standardized MWCNT.

The FT-Raman spectra for LWFM and milk containing 25 pg/mL of standardized
MWCNT are presented in Figure 3. In Raman spectrum for LWFM were observed scattering
bands at 2935, 2853, 1655, 1458, 1261, 1122, 1082 and 1003 cm™ wavelength (Figure 3A). In
Raman spectrum for milk diluted MWCNT (Figure 3B), the scattering bands at 2935, 2853,
1452, 1122, 1084 and 1003 cm™* wavelengths were similar to those observed in milk spectrum.
Conversely, scattering band at 1655 cm™* presented small intensity, which were not observed in
the smaller milk diluted MWCNT concentrations spectra (Figure 4), and bands at 1602 and
1288 cm™ wavelengths had high intensities and were clearly related to the presence of
standardized MWCNT diluted in milk.

29385

A

Raman Intensity (arb. units)
1288

3000 2500 2000 1500 1000 500
Raman Shift (wavenumber / cm™)
Figure 3. FT-Raman spectra of cow’s fresh milk (A) and 25 ug/mL of standardized MWCNT diluted in fresh milk
(B). Each spectrum represents the mean value of three repetitions.
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Considering only the spectra region comprising 1100 to 1800 cm™ (Figure 4), markedly
differences were observed between milk and MWCNT dilutions, especially in scattering bands
around 1288 and 1602 cm™. Higher milk diluted MWCNT concentrations had higher Raman
intensities in both bands previously described, while the concentration of 1 pg/mL MWCNT
diluted in milk had spectrum similar to those presented by LWFM. Due to its grater intensity
variation among samples with minimal interference of milk bands, the 1288cm™ band of each
repetition had its area measured and normalized with the 800 cm™ band area of isopropanol
standard.

Every MWCNT dilution had three 1288 cm™ normalized band areas and the mean area
was used to build a linear regression model which are presented in the Figure 5. The R?

coefficient obtained was 0.879.
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Figure 4. FT-Raman spectra of fresh milk and various MWCNT dilutions in fresh milk. Each spectrum represents
the mean value of three repetitions.
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Figure 5. Regression analysis developed to predict an unknown concentration of MWCNT in cow’s fresh milk.
Each information represents the mean value of three normalized 1288 cm™! band areas for a given MWCNT
concentration with standard error. Linear regression is presented with tendency line (full line) with 95% confidence
interval (dash lines).

4. Discussion

The FT-Raman spectroscopy is a fast analytical tool, which access the vibrational
characteristics of molecules, determining in complexes samples, more than one organic and
inorganic components at a time, without sample destruction. The growing application of
nanotechnologies in disease therapy and food technology rises a worldwide concern about
biocompatibility, toxicity, food safety and residual contamination with nanoparticles. To our
knowledge, this is the first study that aimed to develop an alternative fast and non-expensive
screening methodology using FT-Raman for detection of multi-walled carbon nanotubes,
standardized for biological use, in bovine whole fresh milk. FT-Raman spectroscopy associated
with linear regression model were able to qualitatively detect the presence of MWCNT in milk
over 5ug/mL, but with low capability to quantitatively predict the MWCNT concentration.

Carbon nanotubes are allotropic forms of carbon, and the covalent bond of their carbon
atoms makes these nanoparticles insoluble in water, which make their use in biological systems
difficult (Datsyuk et al., 2008; Avilés et al., 2009; Varkouhi et al., 2011). Strong acid oxidation
IS an easy, non-expensive process which adds oxygenated groups, as carboxylic acid and
hydroxyl, over CNT surface. These groups can interact with water molecules by hydrogen
bonds, turning MWCNT soluble and stable in aqueous medium (Datsyuk et al., 2008; Aviles et
al., 2009). In addition, these functional groups are responsible for a non-covalent interaction
between the MWCNT and biological molecules (Ladeira et al., 2010).
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The MWCNT has vibrational characteristics that can be assessed by Raman scattering
spectroscopy. Pristine MWCNT has two distinct bands of intensity in the Raman spectrum, one
at 1350 cm™* wavelength, corresponding to D band, and other at 1580 cm™ for G band. The D
band correspond to vibrational mods of C-C bonds stretch in consequence to disorders in the
hexagonal web of the carbon nanotube surface. The G band is associated with vibrational mods
of carbon atoms moving tangentially against each other in the hexagonal web, representing the
planar integrity of C-C bonds and consequently the integrity of CNT structure (Jorio et al.,
2001; Sato et al., 2005; Bokobza and Zhang, 2012). The D band of standardized MWCNT is
little higher and G band is lower than the pristine one, which indicates an elevation of CNT
structural damages. The oxidation and high potency sonication steps are aggressive to MWCNT
structure, making those Raman results expected and in agreement with the standardization
process. The reduction in MWCNT integrity is more evident when comparing the ratio between
band’s intensities (ID/IG) of the two samples. The higher the ID/IG ration, the lesser is the
integrity of CNT structure. Raman spectrum of standardized MWCNT also have an evident
small band near 1630 cm™. This band, known as D’ band, represents a C-H bond stretch and its
identification in Raman spectrum of standardized MWCNT is correlated to higher proportion
of disorder in the nanotube (Bokobza and Zhang, 2012; Bai et al., 2016).

Thermogravimetric analysis is an important technique to evaluate the contents or
impurities in MWCNT samples. In a controlled environment of thermal decomposition,
MWCNT present decomposition temperatures ranging from 570 to 730°C. This temperature
range varies according to structure of MWCNT and purity degree of the sample (Trigueiro et
al., 2007). In the present study, standardized MWCNT submitted to thermogravimetric analysis
had thermal stability until 550°C and decomposition temperature ranging from 577 to 645°C.
At this interval of temperature, 95.49% of nanotubes were decomposed, with a maximum mass
decomposition rate at 619°C, which agrees with literature information. In addition, low mass
decomposition rate was observed between 200 and 400°C. Mass losses in this temperature range
represent decomposition of some functional groups inserted over CNT surface, including
carboxylic acid, hydroxyls, and contaminants like amorphous carbon (Trigueiro et al., 2007,
Auvilés et al., 2009). This information suggests that standardized MWCNT had high purity and
small amounts of functional groups over their surface.

Potentiometric titration was performed to assess the functional groups content over
MWCNT surface. This technique can give information about the chemical surface interaction
with aqueous solution and the analysis of data by nonlinear regression allow to distinguish

acidic groups with different acid ionization constants (pKa) on the MWCNT surface (Gorgulho
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etal., 2008). The MWCNT oxidation with HNO3 and H2SO4 was able to insert carboxylic acid
and phenol groups over nanotubes surface. The carboxylic acids present pKa values below 7.0
while phenolic groups present relatively high pKa values, varying between 9.0 and 11.0
(Pacheco et al., 2015). In this study, the pKa values for carboxylic acid and phenol agree with
values presented in literature (Masini et al., 1998; Gorgulho et al., 2008; Pacheco et al., 2015).
Although the purification process of MWCNT in basic reflux is responsible for elimination of
oxidation debris riches in oxygenated groups (Pacheco et al., 2015), the MWCNT oxidized with
strong acids and purified in basic reflux presented a low but considerable concentration of
carboxylic acid and phenol groups over its surface. The relatively low carboxylic acid
concentration over MWCNT surface is desirable for a better biological delivery system based
on weak intermolecular interactions between CNT and molecules to be delivered, capable of
penetrate plasmatic membrane of cells and promote intracytoplasmic delivery (Ladeira et al.,
2010).

Despite the interesting characteristics that CNT have for application in biological
delivery system as biocompatibility, low immunogenicity and pro-inflammatory effects, some
potential toxicity of CNT is attributed to length of nanotubes, type of functionalization, dosage,
duration of exposure, route of administration and tissue distribution (Varkouhi et al., 2011).
Beyond the low addition of carboxylic and phenol groups over MWCNT surface, with a well-
known biocompatibility and low in vitro cytotoxicity to murine and human cells linage (Dubin
et al., 2008; Ladeira et al., 2010) and bovine embryos (Munk et al., 2016), the oxidized
MWCNT used in this study was submitted to high potency sonication to achieve small lengths.
The delivery efficiency depends on the capability of CNT to get through plasmatic membrane
of target cells, and this is related to CNT length and structure. Individualized CNT with lengths
ranging from 100 to 200 nm are more easily internalized by cells in relation CNTs with lengths
above 800 nm (Sato et al., 2005). Small CNT can be internalized without energy expenditure
while higher CNT or nanotube agglomerate requires internalizations process with spend of
energy (Firme 111 and Bandaru, 2010). In addition, small length CNT are related to less cells
damage when compared CNT with length around 1000 nm or higher (Sato et al., 2005; Franchi
et al., 2012). The sonication methodology applied in this studied were able to provide high
proportion of oxidized MWCNT with length ranging from 100 to 300 nm, and high percentage
of nanotubes under 700 nm of length, without serious damage in their structure. Therefore, the
high potency sonication of oxidized MWCNT provided small length nanotubes with few

carboxylic and phenol functional groups attached to surface. These characteristics agree with a
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good vector for biological delivery system with minimal collateral effects over target cells
(Firme 111 and Bandaru, 2010; Ladeira et al., 2010).

The FT-Raman spectrum of LWFM observed in this study agrees with studies that also
employed liquid milk (EIl-Abassy et al., 2011) and whole milk powder (Almeida et al., 2011;
Janior et al., 2016). The bands at 2935 and 2853 cm™ are related to the asymmetric (Vass) and
symmetric (vs) CH2 stretching modes, respectively. These (C-H) stretch is related to the milk’s
fatty acids content, and the prominent intensity of the symmetric CH; stretch band at 2853 cm”
! are characteristic of milk with higher fat content. The band at 1655 cm™ correspond to
association between v(C=0) stretching of amide I mode from milk proteins and v(C=C) cis
double bond stretching from the unsaturated fatty acids. The band observed at 1458 cm™ are
correlated to the carbohydrate content of milk and represents the 6(CH2) scissoring CH>
deformation. The bands observed in the LWFM under the 1280 cm™ are related to
carbohydrates. The band at 1261 cm-1 correspond to the y(CHz) twisting mode, the 1122 to
1082 cm™* correspond to associations between v(C-O) and v(C-C) stretching modes and vy (C-
O-H) twisting modes. The band observed at 1003 cm™ are related to the ring-breathing mode
of the phenylalanine amino acid present in milk. The weak and unidentified bands under 1000
cm? are related to 8(C-O-C) and §(C-C-0O) scissoring modes, and the presence of glucose and
lactose (Almeida et al., 2011; El-Abassy et al., 2011; Janior et al., 2016).

Beyond LWFM scattering bands, the two most important bands in the milk diluted
MWCNT spectra are identified in 1602 and 1288 cm™ wavelengths. The first represents the G
band, resulted from the aromatic v(C=C) stretching modes of the MWCNT (Jorio et al., 2004;
Nelson et al., 2007; Bokobza and Zhang, 2012). The second band represents the D band,
resulted from the vibrational mode of the v(C-C) stretching modes of the MWCNT, when
disorders of the hexagonal web is present (Jorio et al., 2004). This D scattering band is also
resultant from the surface deformation vibrational mode of (O-H) group and v(C-O) carboxyl
group stretching, due to addition of carboxylic and phenolic functional groups over MWCNT
during oxidation process (Sato et al., 2005; Sekar et al., 2015). The higher intensity and
displacement of D band observed in FT-Raman spectra of milk diluted MWCNT is explained
by the energy of the laser beam used to excite the sample. Herein were used a Nd:YAG laser
beam with 1064 nm and 1000 mW. Due to the dispersive behavior of the MWCNT D band
according to the incident laser energy, the lower laser energy employed to acquire the FT-
Raman spectra lead to an increasing ID/IG ratio and displacement in the D band from 1350 cm”
! to 1288 cm™. These findings agree with information described in literature (Brown et al.,
2001; Pimenta et al., 2001; Bokobza and Zhang, 2012; Bokobza et al., 2015).
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The observed intensity of D band in RT-Raman spectra of milk diluted MWCNT
decreased as the known MWCNT concentration also decreased. Based on this, a linear
regression analysis was performed to establish the relation between MWCNT concentration in
milk and its normalized D band area signal in the FT-Raman spectra. This approach was
employed in pharmaceutical study to develop and validate a direct, non-destructive quantitative
method to detect drugs using FT-Raman spectroscopy (De Beer et al., 2014). Although the
intensity variation observed between the different MWCNT dilutions in milk, the linear
regression model established had a poor capability to predict the presence and concentration of
MWCNT in unknown milk samples, especially when liquid milk samples can have MWCNT
concentrations under than 5 pg/mL. Disadvantage of this model can be observed comparing
LWFM and MWCNT 1 pg/mL dilution Raman spectra in Figure 4. Both spectra had minimum
differences around 1300 — 1288 cm™ and it turns difficult the assessment of D band area to
apply in the linear regression model and predict MWCNT concentration. Under 1 pg/mL
MWCNT concentration, the D band area assessment becomes even more difficult, so the
concentration of 5 pg/mL was considered the qualitative detection threshold of the FT-Raman
technique to identify MWCNT diluted in bovine whole fresh milk.

4.1 Conclusion

In conclusion, the standardization process based on strong acid oxidation, purification,
and high potency sonication can produced MWCNT with characteristics compatible with use
in biological systems. In addition, FT-Raman spectroscopic is a rapid, non-destructive and non-
expensive technique with potential application in the qualitative detection of concentrations
higher than 5 pg/mL of oxidized MWCNT diluted in cow’s liquid whole fresh milk. However,
the linear regression model based on normalized D band area from FT-Raman spectra of milk
diluted MWCNT presented low capacity for quantitative prediction of the concentration of
MWCNT in liquid milk.
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ABSTRACT

The goal of this study was to control the LPS-induced inflammatory response in bovine
endometrial cells in vitro, by downregulating the expression of pro-inflammatory cytokines IL-
1B, IL-6 and CXCLS8, using RNAIi for MyD88 and CNT as transfection agents, fullerol
Ce0)OH4) and dexamethasone. Bovine endometrial cells were cultured with LPS and
transfected with MWCNT-MyD88 siRNA complex to silence the MyD88 expression and
downregulate the expression of IL-1p, IL-6 and CXCLS8 cytokines. LPS-stimulated endometrial
cells were also cultured with 1, 10 and 50 nM of fullerol C(s0)OH24) or 0.5, 5 and 50 ng/mL of
dexamethasone to control de endometrium expression of pro-inflammatory cytokines
aforementioned. MWCNT-MyD88 siRNA complexes were not able to silence the MyD88
expression even downregulate the expression of pro-inflammatory cytokines analyzed
(P>0.05). Fullerol at 10 and 50 nM downregulated the expression of IL-13 (P<0.05 and
P<0.01), while dexamethasone at 50ng/mL downregulated the expression of IL-1p (P<0.05)
and IL-6 (P<0.05) by LPS-stimulated endometrial cells. In conclusion, MWCNT-MyD88
siRNA complexes were not able to downregulate MyD88 expression or pro-inflammatory
cytokines expression by LPS-stimulated endometrial cells in vitro. However standardized
MWCNT do not induced inflammatory response being biocompatible to bovine endometrial

cells. Fullerol downregulation of IL-1p and dexamethasone downregulation of IL-1f and IL-6
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in vitro confirm their potential use as anti-inflammatory agents for control of LPS-induced

inflammatory response in bovine endometrium.

Keywords: Carbon nanoparticles, SiRNA, dexamethasone, inflammation, endometrium, cattle.

1. Introduction

Advances in nanobiotechnology allowed the development of wide variety of methods
applying nanoparticles in biological systems for biosensing (Aldewachi et al., 2018),
diagnostics (Kong et al., 2017), tissue engineering (Zhao et al., 2013; Shadjou et al., 2018),
drug delivery (Im et al., 2010; Hussain and Hussain, 2015), gene and cancer therapy (Huang et
al., 2006; Ladeira et al., 2010). A promising approach is gene therapy by RNA interference
(RNAI) using nanoparticles as transfection agents. RNAI is based on the degradation of the
mRNA of a target gene and prevention of translation for the encoded protein by intracellular
transfection of small interfering RNA (siRNA), which sequence is complementary to the target
gene mRNA sequence (Xin et al., 2017).

Most of the transfection agents used for SiRNA delivery are based on liposomal or viral
vectors, which have transfection efficiency varying according to the target cell type, reactivity
to siRNA, nature, and potential ability of the vectors to induce inflammation or cytotoxicity
(Cherukuri et al., 2006; Dubin et al., 2008; Liu et al., 2008). Carbon nanotubes (CNT) are needle
shaped nanostructures composed by one or more rolled sheets of carbon atoms covalently
bonded in a hexagonal arrangement (ljimaetal., 1991; Yang et al., 2007). Their relatively large
surface area and possibility to add functional groups over its surface, make functionalized CNT
water-soluble, reactive to biomolecules and biocompatible with various cell types, with low
cytotoxicity and immunogenicity (Dubin et al., 2008; Ladeira et al., 2010; Munk et al., 2016).
These characteristics make CNT excellent vectors for drug delivery and cell transfection agent
to be employed with RNAI protocols.

Bacterial colonization of uterus is a common process in postpartum cows and an
efficient inflammatory response must be developed by the endometrium to control the infection
and restore normal uterine physiology (Noleto et al., 2017; Sheldon et al., 2019). Intense
endometrial inflammatory responses in the postpartum, with toll-like receptors (TLR)
stimulation and overexpression of pro-inflammatory cytokines IL-1pB, IL-6 and CXCLS, can
lead to chronic endometritis, impaired fertility, and economic losses in dairy herds (Herath et
al., 2009; Sheldon et al., 2009; Fischer et al., 2010; Pascottini and LeBlanc, 2020). This



95

cytokines overexpression can be downregulated using RNAI to silence gene expression of
myeloid differentiation primary response 88 (MyD88), an essential intracellular transducer of
the TLR-dependent signaling pathways (Fitzgerald et al., 2001; Akira et al., 2006; Cronin et
al., 2012).

Another carbon-based nanoparticle with a ball-like polyhedral structure and potential
application for controlling inflammatory responses is the fullerene Co) (Kroto et al., 1991; Jin
et al., 2017). When functionalized, fullerene becomes a water-soluble, biocompatible
nanoparticle known as fullerol C0)OHn), which has antioxidant (Yang et al., 2014; Schkova et
al., 2017; Pei et al., 2019), antimicrobial (Aoshima et al., 2009; Al-Jumali et al., 2017), anti-
inflammatory (Roursgaard et al., 2008; Liu et al., 2013; Jin et al., 2017), and antitumor
properties (Bernardes et al., 2015). Fullerol anti-inflammatory effect is related to reduction of
reactive oxygen species (ROS), downregulation of genes encoding inflammasome proteins and
suppressing the synthesis of TNF-a-induced pro-inflammatory cytokines such IL-1p, IL-6, and
IL-17 (Liu et al., 2013; Jin et al., 2017). Anti-inflammatory, antioxidant, and antimicrobial
properties of fullerol can be extremely beneficial to control uterine infection and inflammation
in post-partum cows.

The steroid hormone glucocorticoid is known to be a powerful anti-inflammatory agent
and possibly can be used as local drug to control the endometrial inflammatory response in
cattle with no cytotoxicity effect (Saut et al., 2014; Dong et al., 2018). Glucocorticoids suppress
the expression of TNF-a, IL-1p, IL-6, CXCL8, cyclooxygenase-2 (COX-2) and inducible nitric
oxide synthase (iNOS), by inhibiting MAPK and NF-«B signaling pathways and deacetylation
of nuclear histones, avoiding transcription of pro-inflammatory genes (Torres et al., 2012; Dong
etal., 2018).

The goal of this study was to control the LPS-induced inflammatory response in bovine
endometrial cells in vitro, by downregulating the expression of pro-inflammatory cytokines IL-
1B, IL-6 and CXCLS8, using RNAIi for MyD88 and CNT as transfection agents, fullerol
C60)OH24) and dexamethasone.

2. Material and methods

2.1 Ethical statement
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Experimental procedures employed in this study have been previously approved by the
Universidade Federal de Minas Gerais Ethical Committee (CEUA-UFMG), under protocol
number 409/2018.

2.2 Carbon nanotubes

Multi-walled carbon nanotubes (MWCNT) produced by chemical vapor decomposition
(Kumar and Ando, 2010; Prasek et al., 2011) and diameter ranging from 10 to 25nm were
standardized for biological use as methodology described by Nunes et al., (data not published).
MWCNT were oxidized with nitric and sulfuric acids (3:1), under microwave acid reflow
system (START Synth Microwave Synthesis Labstation, Milestone, USA). Reflow system
were submitted to 15 heating cycles of one minute at 550 W, intercalated with 20 seconds of
rest, and then neutralized by successive washes in neutral deionized water until overnight air
dried at 80°C. Oxidized MWCNT were purified by basic reflux (NaOH 2M; HCI 1M) and final
wash with ethanol until vacuum dried at 150°C for three days, as described by Pacheco et al.
(2015). Then, MWCNT were diluted in deionized water at 1.0 mg/mL and shortened by
sonication with ultrasound processor with tapered horn tip for 60 minutes in cold bath (Vibra-
Cell VCX-500, Sonics and Materials Inc., USA). Nanotube’s characterization was performed
by Raman spectroscopy, thermogravimetric analysis, transmission electron microscopy, and
potentiometric titration (Jorio et al., 2004; Trigueiro et al., 2007; Bokobza and Zhang, 2012;
Pacheco et al., 2015). Briefly, MWCNT presented good Raman spectrum with ID/IG ratio of
0,663, homogeneous mass loss between 577 and 645°C with high purity in thermal
decomposition analysis, surface carboxylic and phenolic groups concentrations of 1.146 and
1.002mmol/g, and 51.07% and 86.80% of MWCNT fragments under 300 nm and 700 nm,
respectively (Nunes et al., data not published). After standardization of MWCNT, the work
solution of carbon nanotubes was prepared by dissolving MWCNT in deionized water, at final
concentration of 0.3 mg/mL. This solution was autoclaved at 121°C by 15 minutes and stored

at room temperature for further use in cell culture.
2.3 Endometrial cells primary culture
For primary culture of endometrial cells, six non-pregnant reproductive tracts from post-

pubertal crossbreed heifers (Bos taurus taurus x Bos taurus indicus) at metestrus, without

macroscopic signs of inflammation, were obtained at a local slaughterhouse and transported on
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ice for further processing in the laboratory. Metestrus was identified according to Ireland et al.
(1980). Reproductive tracts were externally washed with ethanol 70% and the uterine horn tip,
ipsilateral to the corpus hemorrhagicum, was cut off to insert a Foley catheter with balloon.
According with Skarzynski et al. (2000) and Oguejiofor et al. (2015) methodologies with
adaptation, the uterine lumen was washed by infusion and recovery of 40 mL Hank's Balanced
Salt Solution (HBSS, Sigma Aldrich, USA) supplemented with 100 IU/mL of penicillin (GE
Healthcare, USA), 100 IU/mL of streptomycin (GE Healthcare, USA), 2.5 ug/mL of
amphotericin B (Life Technologies, USA), and 0.1% of bovine serum albumin (BSA, Sigma
Aldrich, USA). After washes, 40 mL of a HBSS solution supplemented with 0.05% collagenase
type | (Gibco, USA) and 0.1% BSA was infused. This enzymatic solution was kept within
uterus for 40 minutes, recovered into a sterile 50 mL centrifuge tube and incubated for 75
minutes at 37°C, under gentile shaking. The solution was filtered with sterile strainer and
washed three times with RPMI-1640 (Sigma Aldrich, USA) culture medium. Medium was
supplemented with 100 IU/mL of penicillin, 100 lU/mL of streptomycin, 2.5 pg/mL of
amphotericin B, and 0.1% of BSA. Washes were performed under 100 x g centrifugation for
10 minutes. The concentration of viable endometrial cells was assessed by trypan blue staining
using a Neubauer chamber. A total of 6.0 x 10° endometrial cells/well were seeded at six-well
cell culture plates (Sarstedt, Germany) with RPMI-1640 culture medium supplemented with
10% of heat-inactivated, 0.22 um filtered, and endotoxin-free fetal bovine serum (FBS — Life
Technologies, USA), 100 IU/mL of penicillin, 100 IlU/mL of streptomycin, 2.5 ug of
amphotericin B and 100 pg/ml of amikacin (Novafarma, Brazil). Culture plates were incubated
in humidified atmosphere with 5% of CO. at 37°C. The culture medium was substituted for
fresh medium every 48 hours until cultures reached at least 90% confluence.

2.4 Endometrial cells phenotyping by immunocytochemistry

Immunocytochemistry was performed to phenotype cell populations in culture.
Endometrial cells at 90% cell confluence were washed with PBS and fixed within the six well
plates, using cold methanol (-20°C) and air dried for 5 minutes. Cells were incubated for 1 hour
with block solution composed by 5% skim powder milk in PBS. Epithelial and stromal cells
were identified by specific primary antibodies for cytokeratin and vimentin, respectively.
Primary antibodies used was AE1/AE3 pan-Cytokeratin monoclonal antibody (Santa Cruz
Biotechnology, USA), raised in IgG1 k mice to detect cytokeratin in mouse, rat, human, bovine,

and rabbit epithelial cells, and RV202 vimentin monoclonal antibody (Santa Cruz
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Biotechnology, USA), raised in IgG1 k mice to detect vimentin in mouse, rat, human and bovine
mesenchymal cells. Primary antibodies were diluted in PBS at 1:100 and incubated overnight
at 4°C. Secondary antibody conjugated with horseradish peroxidase (HRP) was incubated for
45 minutes and 3-amino-9-ethylcarbazole (AEC) (K8023, Dako, USA) was used to reveal the
immunolabelling. Negative control was performed with PBS replacing primary antibodies.
Cells were counter-stained with hematoxylin. Between steps, the endometrial cells were always
washed twice with PBS. The immunocytochemistry was analyzed using an inverted light

microscope (DMIL LED, Leica, Germany).

2.5 Small interfering RNA (siRNA) complexes

The siRNA targeting bovine MyD88 was designed and synthesized by Dharmacon
SIDESIGN Center (GE Healthcare Dharmacon Inc., USA) and its duplex sense
(ACGAAUACCUGCAAAGCAAUU) and antisense (UUGCUUUGCAGGUAUUCGUUU)
sequences were based on NCBI (Ref Seq NM 001014382.2) and Cronin et al. (2012).

Endometrial cells were transfected with standardized MWCNT or lipofectamine
(RNAIMAX Reagent, Invitrogen, USA) in association with MyD88 siRNA. MWCNT-siRNA
duplex complexes were formed by adding 50 pmol of custom ON-TARGETplus MyD88
siRNA (GE Healthcare Dharmacon Inc., USA) to 167 pL of MWCNT 0.3 mg/mL solution and
333 L of Opti-MEN | Reduced Serum Media (Gibco, USA), without antibiotics, in a sterile
RNase/DNase free microtube (Axygen, USA) protected from light. Microtube was submitted
to ultrasound bath sonication for 30 minutes, at room temperature, for better dispersion of
complexes.

Lipofectamine-siRNA duplex complexes were formed by adding 50 pmol of custom
ON-TARGETplus MyD88 siRNA to 492,5 pL of Opti-MEN | Reduced Serum Media, without
antibiotics, and 7.5 uL of RNAIMAX Reagent in a sterile microtube and submitted to
sonication for 30 minutes at room temperature. For silencing controls, 50 pmol of ON-
TARGETplus non-targeting pool siRNA (GE Healthcare Dharmacon Inc., USA) was used.
Endometrial cells at 90% of confluence, were cultured with 500 pL of MWCNT-siRNA or
lipofectamine-siRNA solution added of 1.5 mL of RPMI-1640 culture medium supplemented
with FBS and antibiotics (Ladeira et al., 2010; Croning et al., 2012). The final concentration in
the culture medium for targeting and non-targeting siRNA was 25 pmol/mL (25 nM), 25 pg/mL
for MWCNT and 3.75 pL/mL for lipofectamine RNAIMAX Reagent.
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2.6 Endometrial cell culture treatments

2.6.1 MWCNT and lipofectamine as potential endometrial inflammation agents

To investigate the transfection agents as endometrial inflammatory response inducers,
endometrial cells were treated as following: i) control culture medium; ii) medium with
1.0 pg/mL ultrapure LPS from E. coli 0111:B4 (Invivogen, USA); iii) medium containing
MWCNT 25 pg/mL; and iv) medium containing 3.75 pL/mL lipofectamine RNAIMAX
Reagent. Each treatment was performed for 24 hours, using cells isolated from at least six
independent animals and they were replicated at least twice. At the end of experiment, cells
were processed for RNA extraction and real time quantitative reverse transcription - polymerase
chain reaction (RT-gPCR) was performed to assess the MyD88, IL-1p, IL-6 and CXCL8

transcription.

2.6.2 MyD88 gene silencing

To investigate MyD88 siRNA silencing efficiency and MWCNT efficiency as a
transfection agent compared to standardized lipofectamine vector, endometrial cells were
treated as following: i) control culture medium; ii) medium supplemented with 1.0 pg/mL LPS;
iil) MWCNT-MyD88 siRNA complexes; iv) MWCNT-non-targeting siRNA complexes; V)
lipofectamine-MyD88 siRNA complexes; and vi) lipofectamine-non-targeting SiRNA
complexes. Treatments including MWCNT or lipofectamine were conducted in duplicates for
stimulation with 1.0 pg/mL LPS and treatment self-control. For cells stimulated with LPS, it
was added to culture medium at 18 hours post-transfection and stimulation lasts for 6 hours,
with a total experiment period of 24 hours. Each treatment was performed using cells isolated

from at least five independent animals and were conducted in duplicates.

2.6.3 Fullerol as anti-inflammatory nanoparticle for endometrial cells

Fullerol Ceo(OH)22 was used to investigate its potential anti-inflammatory effect on
bovine endometrial cells stimulated with LPS. Endometrial cells were treated as following: i)
control culture medium; ii) medium supplemented with 1.0 pg/mL LPS; iii) medium
supplemented with fullerol 1 nM; iv) medium supplemented with fullerol 10 nM; or v) medium

supplemented with fullerol 50 nM. For all treatments except control, LPS was added to culture
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medium at 18 hours post fullerol supplementation and LPS stimulation persisted for 6 hours, in
a total experiment period of 24 hours. Each treatment was performed using cells isolated from

at least six independent animals and were conducted in duplicates.

2.6.4 Dexamethasone as local anti-inflammatory drug for endometrial cells

To investigate the potential application of dexamethasone as local anti-inflammatory
drug for the inflamed endometrium, 2 mg/mL dexamethasone approved for veterinary use
(Azium, MSD, Brazil) was employed. Endometrial cells were treated with control culture
medium, medium supplemented with 1.0 pg/mL LPS or medium supplemented with 10-fold
serial dilutions of dexamethasone (0.5, 5.0 or 50.0 ng/mL), accordingly with Saut et al. (2014)
and Dong et al. (2018) studies. For all treatments except control, the LPS was added to culture
medium at 18 hours after supplementation with dexamethasone and LPS stimulation persisted
for 6 hours, in a total experiment period of 24 hours. Each treatment was performed using cells

isolated from at least five independent animals and were conducted in duplicates.

2.7 RNA extraction and real time RT-qPCR

Endometrial cells were washed with PBS (Gibco, USA) and RNA extracted using TRI
Reagent (Sigma Aldrich, USA) according to the manufacturer’s protocol, and quantified in
spectrophotometer (SmartSpec Plus, BioRad, USA). The RNA (1 pg) was treated with DNase
(LU/uL - DNase | Amplification Grade, Sigma Aldrich, USA) followed by conversion to
cDNA, using Oligo d(T) provided by reverse transcription kit (TagMan Reverse Transcription
kit, Applied Biosystems, USA). The DNase treatment and cDNA confection were performed
according to manufacturer’s protocols using a thermocycler (2720 Thermal Cycler, Applied
Biosystems, USA). Primers were designed with Primer-BLAST tool from target genes mRNA
sequences obtained at NCBI/GenBank (Table 1). Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH) was used as housekeeping gene and RT-gPCR was performed using StepOnePlus
Real Time PCR System (Applied Biosystems, USA). Each 25 L reaction was prepared using
1.0 pL of forward and reverse primers (10 pM), 2.5 uL of cDNA, 12.5 pL of SYBR Green
Master Mix (Applied Biosystems, USA) and 8.0 uL of DEPc-treated water. Thermal cycling
parameters used to amplify the transcriptions were: 10 minutes at 95°C, followed by 40 cycles
of 15 seconds at 95°C and one minute at 60°C. For melting curve, the parameters were: 15

seconds at 95°C, one minute at 60°C with rising of 0.3°C to reaches 95°C, standing for 1 minute
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at this temperature for each sample. Transcription data were analyzed according to the 2744t
method (Livak and Schmittgen, 2001) and transcription levels were established as the number

of copies of the target gene in comparison to the number of copies of GAPDH.

Table 1. Forward (F) and reverse (R) nucleotide sequences, amplicon length in base pair (bp), melting temperature
and NCBI reference sequence (RefSeq) for primers used in this study: MyD88, IL-1p, IL-6, CXCL8 and GAPDH.

Amplicon Tm

Gene Nucleotide sequence length (bp)  (°C) NCBI (RefSeq)
MyD88 F - TCATTGAGAAGAGGTGCCGTC 211 60.3 NM_001014382.2
R - GTGCAGGGGTTGGTGTAGTC
IL-1B F - TCCTCCGACGAGTTTCTGTGTG 76 61.8 NM_174093.1
R - GGGATTTTTGCTCTCTGTCCTGG
IL-6 F - ACGAAAGAGAGCTCCATCTGC 71 60.2 NM_173923.2
R - AATGGAGTGAAGGCGCTTGT
CXCL8 F - CTCTGTGTGAAGCTGCAGTTCTGTC 90 62.4 NM_173925.2
R - ATTTGGGGTGGAAAGGTGTGG
GAPDH F-GAGAAGGCTGGGGCTCACTTG 129 61.4 NM_001034034.2

R - GCTGACAATCTTGAGGGTGTTG

2.8 Statistical analysis

Data were analyzed for normal distribution of probability and identification of outliers.
Parametric data was submitted to ANOVA with post-hoc analyses using Dunnett’s multiple
comparisons test, to compare delta cycle threshold (Ct) values from treatments with control,
and Bonferroni’s multiple comparisons test, to compare delta Ct values between treatments.
Non-parametric data was submitted to Friedman’s test with post hoc analyses using Dunn’s
multiple comparisons test, to compare delta Ct values between more than two treatments, and
Wilcoxon’s test between two treatments. Prism 7 (GraphPad Software, USA) was used for

statistical analyses, with differences considered significant at P<0.05.

3. Results

3.1 Endometrial cells phenotyping

Immunocytochemistry performed directly on six-well plates was efficient to phenotype
primary endometrial cells (Figure 1). The primary endometrial cells obtained by uterine wash
were composed by a mix of epithelial and stromal cells, which took 14 days to reach 90% cell
confluence. At this confluence, the proportion of epithelial to stromal cells in the mixed

endometrial cell culture were about 4:1.



102

3.2 MWCNT and lipofectamine as potential endometrial inflammation agents

Transcription levels for MyD88, IL-1p, IL-6 and CXCL8 had no significant variation as
mixed endometrial cells were cultured with MWCNT or lipofectamine, in comparison to
control group (Figure 2). However, except for MyD88, the transcription levels of IL-1p, IL-6
and CXCL8 of endometrial cells stimulated with LPS had significant increase when compared

to control, MWCNT or lipofectamine (Figure 2a-d).

3.3 MyD88 gene silencing

Endometrial cells submitted to MyD88 silencing with MWCNT or lipofectamine as
transfection agent had no significant variation on the transcription levels for MyD88, IL-1p, IL-
6, and CXCL8 when compared to control or non-targeting siRNA (Figure 3a-h). When
endometrial cells were stimulated with LPS, the transcription levels for MyD88 (Figure 3a, €)
had no variation (P>0.05), while for cytokines, an increased was observed but with no
significant differences between treatments, except for IL-1p (Figure 3f), which had lower
transcription level (P<0.05) when endometrial cells were transfected with lipofectamine-
MyD88 siRNA.

Negative control pan-Cytokeratin Vimentin
a c Y i RN S
a4
oy
" J J/ >
100 pm A0 AN 200 pm
b d 3 f
200 ym 50 pm 50 ym

Figure 1 Immunocytochemistry of primary mixed endometrial cells cultured in six-well plate. a) Endometrial cells
at 90% confluence and observed at inverted light microscope. b) Immunocytochemistry negative control
endometrial cells stained with hematoxylin. c,d) Endometrial cells immunolabeled with AE1/AE3 pan-Cytokeratin
antibody and counter-stained with hematoxylin. e,f) Endometrial cells immunolabeled with RV202 vimentin
antibody and counter-stained with hematoxylin.
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3.4 Fullerol as anti-inflammatory nanoparticle for endometrial cells

Endometrial cells stimulated only with LPS had increased levels of IL-1B (P<0.01)
when compared to control (Figure 4a, c). Endometrial cells cultured with fullerol at 10 nM and
50 nM had lower transcription levels for IL-1B (P<0.05 and P<0.01, respectively) when
stimulated with LPS (Figure 4a), while no significant variation on transcription levels for IL-6

and CXCL-8 was observed for all three fullerol treatments (Figure 4b, c).

3.5 Dexamethasone as local anti-inflammatory drug for endometrial cells

Endometrial cells stimulated with LPS and cultured with different concentrations of
dexamethasone had significantly increased transcription levels of IL-1p, IL-6 and CXCL8 when
compared to negative control (Figure 5). Although, only at concentration of 50 ng/mL
dexamethasone, LPS-stimulated endometrial cells had lower levels of IL-1p (P<0.05) and IL-
6 (P<0.05) when compared to only LPS-stimulated endometrial cells (Figure 5a, b). Between
dexamethasone treatments, only the 50 ng/mL treatment had lower level for IL-6 (P<0.05) than
0.5 ng/mL treatment (Figure 5b). For all other cytokines and treatments there were no
significant differences.
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Figure 2. Transcription levels of MyD88 (a), IL-1p (b), IL-6 (c) and CXCL8 (d) (mean + S. E. M.) in primary
endometrial cell cultured with control medium (white bars), LPS (black bars), MWCNT (checkered bars) or
commercial lipofectamine (dotted bars). Data were analyzed by ANOVA, using Dunnett’s multiple comparisons
test to compare delta Ct values of treatments with control () and Bonferroni’s multiple comparisons test to
compare delta Ct values between treatments (*). (n=6). Significance level at T-**P<0.01, ***P<0.001.
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Figure 3. Transcription levels of MyD88 (a), IL-1B (b), IL-6 (c) and CXCL8 (d) (median with minimum and
maximum values) in primary endometrial cell cultured with control medium (white bars) or LPS (gray bars).
Endometrial cells were transfected with siRNA targeting MyD88 gene or siRNA non-targeting control
(siRNAneg), using MWCNT (a-d) or commercial lipofectamine (e-h) as transfection agents. Transcription levels
were also compared between siRNA vectors (i-1). Data were analyzed by Friedman’s test, using Dunn’s multiple
comparisons test to compare delta Ct values of treatments with control (*) and Wilcoxon’s test to compare delta
Ct values between siRNA treatments (). (n=5). Significance level at * P<0.05.
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Figure 4. Transcription levels of IL-1p (a), IL-6 (b) and CXCLS8 (c) (median with minimum and maximum values)
in primary endometrial cell cultured with different concentrations of fullerol (1 nM, 10 nM and 50 nM) and
stimulated with LPS (gray bars). For negative and positive cytokine expression control, endometrial cells were
cultured with control medium (white bars) and medium supplemented with only LPS (LPS gray bar), respectively.
Data were analyzed by Friedman’s test, using Dunn’s multiple comparisons test to compare delta Ct values of
fullerol treatments between each other and with negative () and positive (*) cytokine expression controls. (n=6).
Significance level at * P<0.05, T**P<0.01.
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Figure 5. Transcription levels of IL-1p (a), IL-6 (b) and CXCLS8 (c) (mean = S. E. M.) in primary endometrial cell
cultured with 10-fold serial dilutions of dexamethasone (0.5 ng/mL, 5.0 ng/mL, and 50.0 ng/mL) and stimulated
with LPS (gray bars). For negative and positive cytokine expression control, endometrial cells were cultured with
control medium (white bars) and medium supplemented with only LPS (LPS gray bar), respectively. Data were
analyzed by ANOVA, using Dunnett’s multiple comparisons test to compare delta Ct values of treatments with
negative (*) and positive (*) cytokine expression controls, and Bonferroni’s multiple comparisons test to compare
delta Ct values between dexamethasone treatments (*). (n=5). Significance level at % * P<0.05,
**P<0.01,***P<0.001.
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4. Discussion

The use of nanotechnology in biological systems has been increasing over the recent
past years and various nanostructures and methodologies were developed and applied in many
different areas of science. To our knowledge, this is the first study employing carbon
nanostructures as molecular anti-inflammatory systems, aiming to control the LPS-induced
inflammatory response in an in vitro model of mixed bovine endometrial cells culture. Also,
this study tested dexamethasone approved for veterinary use, as potential local anti-
inflammatory drug to control LPS-induced inflammatory response in mixed bovine endometrial
cells culture.

The bovine endometrium is composed of a variety of cell types which contribute to the
inflammatory response of uterus, with the epithelial cells as the first line of defense, followed
by stromal cells (Herath et al., 2006, Healy et al., 2015). Based on cell-to-cell interactions
between endometrial epithelial and stromal cells, necessary for an optimal inflammatory
response (Swangchan-Uthai et al., 2012), a mixed endometrial primary cell culture model was
employed to conduct this study. Endometrial cells were obtained using an adapted methodology
of intrauterine infusion and recovery of 0.05% collagenase-I solution by catheter (Skarzynski
et al., 2000). This is an easy and non-expansive methodology which allows gathering
considerable number of endometrial cells without isolate populations.

Directly immunocytochemistry over plate using specific primary antibodies anti-pan-
cytokeratin and anti-vimentin was performed to phenotype and confirm the growing of
epithelial and stromal cells in culture. Cytokeratin and vimentin are intermediate filaments
present in the cytoskeleton of epithelial and mesenchymal cells, respectively (Pérez-Martinez
et al., 2001, Swangchan-Uthai et al., 2012). In mixed primary endometrial cell culture, both
cells were identified and still present in the culture for 14 days, when confluent cells were
submitted to treatments, with no reduction in cells viability and grow rate. In addition,
performing the immunocytochemistry directly over cell culture plate, according to the
antibody’s manufacturers” instructions, and analysis under inverted light microscope had
presented no technique or evaluation disadvantage, and was less time-consuming.

The endometrial inflammation is elicited by the recognition of pathogen-associated
molecular patterns (PAMP) by pattern recognition receptors (PRR) on endometrial cells.
Except for TLR3, TLR recognition of their respective PAMP triggers an intracellular
downstream signaling pathways with activation of MyD88, an essential molecule for signaling
transduction of PAMP-stimulated TLR (Fitzgerald et al., 2001; Cronin et al., 2012; Yunhe et
al., 2013; Sheldon et al., 2014). This signal transduction results in activation of NF-xB and AP-
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1 transcription factors which act in gene promotor regions of DNA encoding cytokines (TNF-
a, IL-1P and IL-6), chemokines (CXCL5, CXCL8, CCL2 and CCL5), antimicrobial peptides
and acute phase proteins (Cronin et al., 2012; Yunhe et al., 2013). Infertile cows present higher
MRNA expression of pro-inflammatory cytokines, such as IL-1f, IL-6 and CXCLS8, and higher
leukocytes infiltration in the endometrium (Herath et al., 2009; Fischer et al., 2010). To control
the mMRNA overexpression of pro-inflammatory cytokines, a gene therapy focuses on silencing
the MyD88 mRNA was employed in mixed endometrial cells culture stimulated with LPS. Prior
to gene silencing, the transfection agents MWCNT and lipofectamine were evaluated as
possible endometrial inflammation inducers. This study demonstrated that both vectors were
not able to upregulate the gene expression of adaptor MyD88 or cytokines IL-1p, IL-6, and
CXCL8 of endometrial cells. Their inclusion on culture medium was compared to LPS-
stimulated endometrial cells. The LPS is a well-establish PAMP recognized by TLR4 and used
for inflammatory stimulation on several uterine innate immunity studies in cattle (Davies et al.,
2008; Swangchan-Uthai et al., 2012; Borges et al., 2012; Saut et al., 2014; Oguejiofor et al.,
2015; Healy et al., 2015; Turner et al., 2016; Koh et al., 2018; Nunes et al., 2021).

Corroborating with those studies, LPS stimulation of mixed endometrial cells
upregulated gene expression of IL-1B, IL-6, and CXCLS8. In addition, LPS-stimulated
endometrial cells had no variation in MyD88 transcription levels when compared to control,
suggesting the LPS stimulus does not influence in the MyD88 expression. Similar result was
also observed by Cronin et al. (2012) in study evaluating the TLR4 and MyD88-dependent
signaling mechanisms of the innate immunity system by transfection of bovine endometrial
epithelial and stromal cells with lipofectamine-TLR4 and MyD88 siRNA. Although, Yunhe et
al. (2013) observed that endometrial cells stimulated with LPS increased the expression of
MyD88 and other TLR4 downstream signaling molecules. The absence of higher transcription
levels for pro-inflammatory cytokines by endometrial cells co-cultured with MWCNT or
lipofectamine ensures that these vectors can be used as in vitro delivery system in bovine
endometrial cells, with no induction of inflammatory response at similar concentrations used in
this study.

This study hypothesized that MyD88 silencing will downregulated the gene expression
of pro-inflammatory cytokines in bovine endometrial cells stimulated with LPS. However, the
MWCNT-MyD88 siRNA duplex complexes were not able to downregulate MyD88 expression
in control or LPS-stimulated mixed endometrial cells, and the same result was observed for the
control transfection agent lipofectamine. These results do not agree with those observed by

Cronin et al. (2012), which used the same commercial lipofectamine vector and MyD88 siRNA
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duplex sequences. In their study, the lipofectamine-MyD88 siRNA duplex complexes were able
to downregulate MyD88 expression even in epithelial as in stromal endometrial cells.
Furthermore, the adaptor molecule silencing was able to downregulate the expression of IL-18,
IL-6 and CXCLS8 cytokines in both endometrial cell populations.

In our study, as the MyD88 silencing was not effective, the downregulation of pro-
inflammatory cytokines IL-1B, IL-6 and CXCL8 was also ineffective, except for IL-1B
expression in mixed endometrial cells transfected with lipofectamine. The MyD88 gene
silencing was carried out for 24 hours and the LPS stimulation for six hours. Some studies
proceed the transcriptional analysis between 24 to 48 hours post transfection (Zhang et al.,
2006; Ladeira et al., 2010; Varkouhi et al., 2011; Cronin et al., 2012), while few proceeded
analyses up to 24 hours (Liu et al., 2007). Higher time allows gene silencing occurrence and
the variations in transcription levels can be detected by RT-gPCR. After LPS stimulation of
TLR4 on endometrial cells, the MyD88 expression does not increase (Cronin et al, 2012), while
IL-1B expression increases within short time until peaks at 6 hours post-stimulation
(Swangchan-Uthai et al., 2012). IL-1p is one of the firsts cytokines secreted by endometrial
cells in response to LPS stimulation and is responsible for initiating and amplifying the
inflammatory response (Galvéo et al., 2011; Swangchan-Uthai et al., 2012; Oguejiofor et al.,
2015). Therefore, MyD88 silencing in mixed endometrial cells using lipofectamine or MWCNT
as transfection agents was unable to present significant variations in MyD88 expression in a
short time experiment. However, it was able to downregulate sudden increase in IL-1p
expression due to LPS stimulation of endometrial cells when these were transfected with
lipofectamine. These results emphasized that gene silencing experiments to control the
inflammatory response in uterus, by transfection of SIRNA, requires a more prolonged time to
be performed.

Another possibility for no silencing of MyD88 expression by RNAi with MWCNT or
lipofectamine-siRNA complexes is a low siRNA concentration used for mixed endometrial
cells. The concentration of 25 pmol/mL (25 nM) employed in this study for MyD88 siRNA was
similar to those used by Cronin et al. (2012). However, studies using functionalized CNT as
transfection agent and siRNA targeting different genes and cells lines, employed concentrations
of 50 to 100 nM siRNA with higher silencing efficiency (Liu et al., 2007; Ladeira et al., 2010).
Despite the experimental designs of each one of the previous studies, the low concentration of
siIRNA may have been a limiting factor for the non-silencing of MyD88 gene.

Nanoparticle fullerol C0)OH(24) has scientifically proven characteristics as antioxidant
(Yang et al., 2014; Pei et al., 2019) and anti-inflammatory agent (Liu et al., 2013; Jin et al.,
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2017) in in vitro murine, mice and human cells culture models. Fullerol can receive or donate
electrons to reactive oxygen species (ROS) or catalyze reaction between superoxide anion and
water to produce stable hydrogen peroxide (Djosdjevic et al., 2006; Kato et al., 2009; Ueno et
al., 2014). The ROS can induce inflammatory response by eliciting the secretion of pro-
inflammatory cytokines as TNF-a and IL-1p, or by disrupting plasmatic membrane of cells,
releasing damage-associated molecular patterns (DAMP), which also induce pro-inflammatory
cytokines synthesis (Healy et al., 2014). Studies using in vitro and in vivo murine models of
low back pain syndrome and osteoarthritis had demonstrated the fullerol can suppress the
inflammatory response by reducing ROS production, mitogen-associated protein kinases
(MAPK) downstream signaling pathway activation and TNF-a synthesis (Liu et al., 2013;
Yudoh et al., 2009; Xiao et al., 2018). In addition, fullerol reduced the TNF-a-induced
production of pattern recognition receptor NLRP3, caspase-1 and pro-inflammatory cytokines
IL-1pB, IL-6 and IL-17 (Yudoh et al., 2009; Jin et al., 2017). In the present study, use of 10 nM
and 50 nM fullerol in culture medium of mixed endometrial cells stimulated with LPS
downregulated the transcription of IL-1f. Under LPS stimulation, bovine endometrial cells
secrete TNF-a, IL-1p, IL-6, CXCL8 and variety of others inflammatory modulators
(Swangchan-Uthai et al., 2012; Oguejiofor et al., 2015). The synthesis of active IL-1p by the
bovine inflamed endometrium is dependent on the activation of NLRP3 inflammasome and
caspase-4, which is also extremely associated with sterile inflammation (Kelly et al., 2019).
The lower transcription for IL-1p in LPS-stimulated bovine endometrial cells is probably due
to the lower activation of MAPK signaling pathway and production of TNF-a and nitric oxide,
which are related to IL-1B synthesis (Galvao et al., 2011; Swangchan-Uthai et al., 2012;
Oguejiofor et al., 2015; Xiao et al., 2018). In addition, the downregulation of NLRP3 caused
by fullerol will impact on production of IL-1B, because NLRP3 is an important part of the
inflammasome complex, which turns pro-IL-1p in the active form that will be secrete by
endometrial cells (Davis et al., 2011; Kelly et al., 2019).

Dexamethasone is a synthetic steroidal glucocorticoid and acts as a potent anti-
inflammatory drug (Torres et al., 2012; Dong et al., 2018). The glucocorticoid modulates the
gene expression by different mechanisms. A complex formed by glucocorticoid, glucocorticoid
receptor (GR), DNA and co-activators molecules, acts promoting histones deacetylation or
acetylation, reducing the transcription of pro-inflammatory cytokines, or inducing transcription
of anti-inflammatory cytokines, respectively (Torres et al., 2012). Another anti-inflammatory
mechanism of glucocorticoids is the bonding of glucocorticoid-GR complex to transcriptional

factors NF-xB and AP-1 in the cell cytoplasm, avoiding their translocation to nucleus and
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transcription of pro-inflammatory cytokines (Reichardt et al., 2001; Dong et al., 2018). In the
present study, mixed endometrial cells cultured with 50 ng/mL of dexamethasone had their IL-
1B and IL-6 expression downregulated when stimulated with LPS. This in vitro result
emphasizes the potential application of dexamethasone registered for veterinary use as local

anti-inflammatory drug to control endometrial inflammation in cattle.

4.1 Conclusions

In conclusion, MWCNT-MyD88 siRNA duplex complexes were not able to
downregulate the MyD88 gene expression and control the transcription of pro-inflammatory
cytokines of mixed endometrial cells stimulated with LPS. However, the standardized MWCNT
presented good biocompatibility as they do not induce inflammatory response in bovine
endometrial cells. Otherwise, fullerol Ce0)OH(24) has a potential anti-inflammatory effect over
LPS-induced inflammatory response of bovine endometrial cells, by downregulating the gene
expression of pro-inflammatory cytokine IL-1p. In similar way, dexamethasone can control the
LPS-induced inflammatory response of bovine endometrial cells in vitro by downregulating the
gene expression of pro-inflammatory cytokines IL-1f and IL-6. This indicates a potential
application of dexamethasone registered for veterinary use as local anti-inflammatory drug to

control endometrial inflammation in cattle.
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Abstract

Hydroxylated fullerenes are carbon-based nanoparticles which have anti-inflammatory
properties, and potential application in controlling endometritis in mammals. The goal of this
study was to evaluate the anti-inflammatory effect of fullerol C0)OH 24 using an in vivo murine
model of LPS-induced endometritis. Forty mice were randomly divided in four groups,
submitted to superovulation protocol to estrous cycle synchronization, and treated by
intravaginal infusion of PBS + PBS (control group), fullerol 50 nM + PBS (fullerol group), PBS
+ LPS 1.0 mg/mL (LPS group), or fullerol 50 nM + LPS 1.0 mg/mL (fullerol + LPS group).
Mice were euthanized 24 hours post-LPS infusion and genital tract, composed by vagina,
cervix, uterus and ovaries, were submitted to histological processing and stained with
hematoxylin-eosin. Histological sections were blind evaluated and classified into scores
according to inflammation histopathological changes. Mild to intense inflammation were
observed in histological sections of vagina and mild to moderate in cervix and uterus, but with
no significant differences in inflammation scores between experimental treatments. In
conclusion, the in vivo murine model of endometritis via intravaginal infusion of LPS post-
superovulation protocol was not effective to induce endometrial inflammation, avoiding the

assessment of local anti-inflammatory effect of fullerol.

Keywords: Carbon, nanoparticle, endometrium, inflammation, mice.
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1. Introduction

Advances in nanotechnology allowed the discovery and application of various
nanostructures in many different fields of knowledge (Ladeira et al., 2010; Hussain and
Hussain, 2015; Kong et al., 2017; Shadjou et al., 2018). One of this nanostructures, the fullerene
Ceo), Is a molecule composed of carbon atoms covalently bounded to each other, in a
tridimensional hollow ball-like polyhedral structure (Kroto et al., 1991). The addition of
functional groups, especially hydroxyls (OH), over the fullerene surface results in a water
soluble nanostructure called fullerol Ce0)OHny. Fullerol has specific characteristics that allow
its application in various biological systems. In in vitro studies using experimental models with
human or mice cell lines, fullerol has demonstrated antioxidant (Injac et al., 2009; Yang et al.,
2014: Pei et al., 2019), anti-inflammatory (Roursgaard et al., 2008; Liu et al., 2013; Jin et al.,
2017), antimicrobial (Aoshima et al., 2009; Al-jumali et al., 2017) and antitumor functions
(Bernardes et al., 2015). Based on this, fullerol is a nanostructure with potential application in
controlling the acute and chronic uterine inflammatory process in mammals, especially post-
partum cows.

After delivery, bacterial colonization of the uterus is an extremely common process in
cow. However, the development of uterine infection is consequence of metabolic and
immunological disturbances of the host, associated with bacterial load and pathogenicity
(Sheldon and Dobson, 2004). The endometrial innate immunity plays an important role as the
first line of defense of the uterus (Herath et al., 2006). Endometrial cells recognize pathogen-
associated molecular patterns (PAMP) by pattern recognition receptors (PRR) (Davies et al.,
2008). This recognition triggers intracellular signaling pathways that results in production of
pro-inflammatory cytokines. These cytokines are responsible for the inflammatory process of
the endometrium, which aims to resolve the infection and repair damaged tissue (Sheldon et al.,
2014; Dadarwal et al., 2017). Damaged tissues also release damage-associated molecular
patterns (DAMP) which can also stimulated PRR and trigger inflammatory response in the
endometrium. This DAMP release can be associated with uterine infection or chronic
inflammation of the uterus in the absence of pathogens, which is called sterile inflammation
(Chen and Nufiez, 2010, Healy et al., 2014).

Failure in the mechanisms that controls the uterine innate immunity can result in
insufficient or strong inflammatory responses. Both can interfere in reproductive physiology by
predisposing the occurrence of chronic endometritis and infertility (Sheldon et al., 2019;

Pascotini and LeBlanc, 2020). Infertile cows present higher expression of pro-inflammatory
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cytokines and leukocyte infiltration in the endometrium (Herath et al., 2009; Fischer et al.,
2010). The inflamed endometrium is a hostile environment to sperm and embryo and consists
in one of the major causes of early embryonic loss in cattle (Souza et al., 2014; Velazquez et
al., 2019).

The goal of this study is to use an in vivo murine model of lipopolysaccharide-induced
endometritis and genital tract inflammation to evaluate, via histopathology, the anti-

inflammatory effect of fullerol C(e0)OH 24).

2. Material and methods

2.1 Animals and drugs

The experimental procedures described in this study were approved by the Federal
University of Minas Gerais Ethical Committee (CEUA-UFMG 121/2020). Forty female
BALB/c mice (8 to 9 weeks; weight 31 to 36 g) were donated by National Agricultural
Laboratory (LANAGRO-MG, Pedro Leopoldo, Brazil). Mice were randomly divided into four
groups containing ten mice each: control group, LPS group, fullerol group, and fullerol + LPS
group. They were housed in plastic cages (430 x 270 x 190 mm) bedded with wood shavings,
in a managed environment (24 = 1 °C) with light control (12 h light / 12 h dark). Ad libitum
standard pellet food and clean filtered water were given during the experimental period. The
wood shaving beds were changed every 72 hours or less when it was necessary.

Powder fullerol CoOH4) was diluted in sterile PBS (Gibco, USA) for a final
concentration of 50 nM work solution. This concentration was chosen based on previous works
applying fullerol as an antioxidant for in vitro production of bovine embryos (Prata et al., data
not published) and fullerol as in vitro anti-inflammatory agent to control LPS-induced
inflammatory response of bovine endometrial cells (Nunes et al., data not published). An
ultrapure Escherichia coli 0111:B4 lipopolysaccharide (LPS, Sigma Aldrich, USA) diluted in

PBS at 1.0 pg/mL was used for in vivo induction of female genital tract inflammation in mice.
2.2 Experimental design
Mice were submitted to rat adapted vaginal cytology using sterile PBS solution to

evaluate the estrous cycle phases (Marcondes et al., 2002). This procedure was performed to

confirm that all mice achieved puberty and sexual maturity before the experiment. All animals
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were submitted to hormonal protocol to induce and synchronize estrus (Park et al., 2015). The
protocol was composed by: 0d-17h, intraperitoneal injection of 10 IU equine chorionic
gonadotropin (eCG — Novormon®, Zoetis, USA); 2d-17h, intraperitoneal injection of 10 1U
human chorionic gonadotropin (hCG — Vetecor® 5000 U.I., Hertape Calier, Brazil).

Also, at 2d-17h, mice from control and LPS groups received 20 pL sterile PBS (Gibco,
USA), while mice from fullerol groups received 20 puL 50 nM fullerol solution, by intravaginal
infusion with micropipette and sterile tip. At 3d-6h, control and fullerol group received 20 pL
sterile PBS (Gibco, USA), while LPS and fullerol+LPS groups received 20 pL 1.0 mg/mL LPS
by intravaginal infusion. Twenty-four hours post LPS infusion, 4d-6h, mice of all groups were
euthanized with intraperitoneal injection of 30 mg/kg xylazine (Syntec®, Brazil) and 300 mg/kg
ketamine (Syntec®, Brazil) overdose. Immediately after euthanizing, mice were dissected and
genital tract, comprehending vagina, cervix, uterus, and ovary, were collected in histological
processing cassettes. The material was fixed in 10% neutral buffered formalin solution for 24
hours. Then organs were dehydrated using a graded series of ethanol, embedded in paraffin, cut
into 4 um sections and stained with hematoxylin and eosin. Histological sections were blind
evaluated and classified by score as none (0), discrete (1), moderate (2) or intense (3)

inflammation, according to histopathological changes and leukocyte infiltration (Table 1).

Table 1. Inflammation score used to classify histological sections of female genital tract from mice, according to
the observed inflammation characteristics.
(0) none Intact epithelium with no significant histological alterations and minimal
neutrophilic infiltration.

(2) mild Mild, multifocal, or diffuse neutrophilic infiltration in the subepithelial connective
tissue; discrete exocytosis of neutrophils.

(2) moderate Moderate neutrophilic infiltration in the subepithelial connective tissue; moderate
neutrophils exocytosis; intraepithelial micro abscesses formation; and discrete
morphological signs of apoptosis.

(3) intense Intense neutrophilic infiltration in the subepithelial connective tissue; intense
neutrophils exocytosis; intraepithelial micro abscesses formation; neutrophilic
exudate accumulation in the lumen, and moderate to intense morphological signs of
apoptosis

2.3 Statistical analysis

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 7 software (GraphPad Software,
USA). Data were submitted to Kruskal-Wallis test with post hoc analysis performed using
Dunn’s multiple comparisons test to compare treatments scores medians. Differences were

considered significant at P < 0.05.
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3. Results

Histopathological evaluation and classification of vagina, cervix and uterus of mice are
presented in figures 1, 2 and 3, respectively. Inflammatory histological changes were observed
ranging from none to intense in vagina and none to moderate in cervix and uterus, but no
significant differences were observed among experimental treatments. No significant
histopathological alterations were observed in the ovary’s sections of all groups. The score and
dispersion analysis are presented in Figure 4. No significant differences were observed between
treatments (P>0.05).

a
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Microscopic evaluation of histological sections of vagina, from different experimental groups, stained
by Hematoxylin and eosin. a) Vagina at score 0, with intact epithelium and no histological alterations. b) Vagina
at score 1, with discrete and multifocal neutrophilic infiltrate in the subepithelial connective tissue (arrow heads),
discrete to moderate, multifocal infiltrate in the epithelium (arrows), occasional exocytosis of neutrophils (*), and
loss of keratin layer. ¢) Vagina at score 2, with moderate and diffuse neutrophilic infiltrate in the subepithelial
layer (arrow heads), moderate and diffuse infiltrate in the epithelium (arrows), occasional intraepithelial micro
abscesses formation (white arrow), intense exocytosis of neutrophils with moderate accumulation in the vaginal
lumen (*). d) Vagina at score 3, with discrete and diffuse neutrophilic infiltrate in the subepithelial connective
tissue (arrow heads), intense and diffuse neutrophilic infiltrate in the epithelium (arrow) with multiple micro
abscesses formation (white arrows), and intense exocytosis and accumulation of neutrophils in the vaginal lumen

™).
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Figure 2. Microscopic evaluation of histological section of vagina-cervix transition stained with hematoxylin and
eosin. Cervix at score 2, with moderate and diffuse neutrophilic infiltrate in the subepithelial connective tissue
(arrow heads) and minimal number of neutrophils in the epithelium of cervix (black arrows). In the vagina portion
of the section, few micro abscesses in a focal area of the epithelium (white arrows) and discrete to moderate
neutrophilic infiltrate in the subepithelial layer (arrow heads).

Figure 3. Microscopic evaluation of histological sections of uterus stained with hematoxylin and eosin. a) Uterus
at score 1 with discrete to moderate and diffuse neutrophilic infiltrate in the subepithelial connective tissue (arrow
heads), and discrete, multifocal neutrophils in the epithelium (arrows). b) Uterus at score 1 with minimum
neutrophilic infiltration in the endometrium (arrow heads) and morphological evidence of endometrial cells

apoptosis (arrows).

VAGINA CERVIX UTERUS
a b c
3 . 4 34 34
24 oo ——— Akgkd SN 2 - Ferey -
14 —eee— [ ] Ala 14 000
0 +o04 0
3 N ¢ ) N > & &
& ° Q < L © < <
o°° < o\\O ~ \x\’ 0°¢ " &\0 Vv \uv
& &
& &

Figure 4. Scatter plot of inflammation score of vagina (a), cervix (b) and uterus (c) from animals treated with PBS
(control group — dots), fullerol 50 nM (fullerol group — squares), 1.0 mg/mL LPS (LPS group — triangles) and
fullerol 50 nM and 1.0 mg/mL LPS (fullerol + LPS group — diamond). Data were analyzed by Kruskal-Wallis test
with post hoc analysis using Dunn’s multiple comparisons test to compare inflammation score medians between
groups. (n=10). No significant differences (P>0.05).
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4. Discussion

The fullerol C@eoOHp4) is a carbon-based nanoparticle with interesting anti-
inflammatory effect over in vitro and in vivo murine models of inflammation. To our
knowledge, this is the first study employing hydroxylated fullerol to assess its potential anti-
inflammatory effect over an in vivo murine model of LPS-induced endometritis. However,
intravaginal infusion of 1.0 pg/mL of LPS post superovulation hormonal protocol was not able
to induce such model.

LPS is a toll-like receptor 4 (TLR4) ligand acting on endometrial epithelial and stromal
cells of mammals (Brechia et al., 2012; Oguejiofor et al., 2015; Xiao et al., 2018; Wang et al.,
2019), triggering a local inflammatory response. TLR4 stimulation by LPS in mice endometrial
cells triggers an intracellular downstream signaling pathway, via NF-kB activation, which
results in transcription and synthesis of pro-inflammatory cytokines such as TNF-a, IL-1p and
IL-6 (Li et al., 2015; Wu et al., 2016; Wang et al., 2019). In similar way in cattle, TLR4
stimulation by LPS triggers a MyD88-dependent pathway, with activation of NF-xB and
mitogen activated protein kinase (MAPK), and a MyD88-independent pathway, with activation
of interferon regulatory factor 3 (IRF3). These two pathways lead to the synthesis of pro-
inflammatory cytokines, such as TNF-a, IL-1p, IL-6, CXCL-8, and type I interferons (INF-1),
respectively (Yunhe et al., 2013; Oguejiofor et al., 2015). In both species, LPS-induced pro-
inflammatory cytokine are synthetized with the objective to attract and activate immune cells,
especially phagocytes, to the site of infection, eliminate the pathogen threat and repair
eventually tissue damages (Dadarwal et al., 2017; Sheldon et al., 2019).

In in vivo experiments with mice, intrauterine infusion of LPS resulted in endometrium
damage with histopathological changes of hyperemia, hemorrhages, polymorphonuclear
infiltration and shedding of epithelial cells (Li et al., 2015; Wu et al., 2016; Hu et al., 2018;
Wang et al., 2019). In experiments of mice endometritis induced by intravaginal infusion of
LPS, histopathological changes as edema, extensive inflammatory cell infiltration and
endometrial architecture loss with shedding of epithelial cells was also observed (Guo et al.,
2019; Li et al., 2019). In the present study, the intravaginal infusion of 1.0 mg/mL of LPS was
not able to induce markedly and significant histopathological changes of inflammation in mice
endometrium of all experimental groups. Markedly inflammatory changes, but with no
significant differences between experimental groups, were observed in vagina and cervix
histological sections. Moderate neutrophilic infiltration of vagina submucosa with eventual

exocytosis of neutrophils and micro abscesses formation in the epithelial layer, associated with
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moderate intraluminal accumulation of neutrophils were observed. These inflammatory
changes are compatible with those resulted from LPS stimulation in mice endometrium (Guo
etal., 2019; Li et al., 2019). However, in the present study, control group also presented those
histopathological inflammatory changes. One possible explanation is a mechanically induced
inflammation of the vagina during experimental manipulation of animals, rather than LPS
inflammatory stimulation.

The experimental premise of opened cervix was desired to proceed with intravaginal
infusion of fullerol Cg0)OH(24) and LPS. An open cervix will allow the intravaginal infusion to
access the uterine lumen. This characteristic of the female genital tract is observed in recent
post-partum or at estrus, especially in cows (Sheldon and Dobson, 2004; Azawi, 2008). To
standardize and perform all the experimental treatments around estrus phase of estrous cycle,
an adapted superovulation hormonal protocol (Park et al., 2015), based in administration of
eCG and hCG, was employed to synchronize estrous cycle and ovulation in mice. The eCG acts
as follicle stimulating hormone (FSH), inducing the recruitment and development of ovary
follicles, while the hCG acts as luteinizing hormone, promoting the final development of
follicles and inducing ovulation (Martins et al., 2008). Therefore, fullerol was infused inside
vagina after hCG administration, corresponding to the beginning of estrus phase or six hours
previously to induced ovulation, while LPS was infused 12 hours post-hCG administration,
which corresponded to the end of estrus phase or six hours post-induced ovulation. Despite the
careful experimental conduction, the intravaginal infusion of LPS post superovulation protocol
were not efficient to induce a murine model of endometritis and to assess the anti-inflammatory
effect of fullerol.

The anti-inflammatory property of fullerol is associated with the reduction of reactive
oxygen species (ROS) in the extracellular compartment of mice dorsal root ganglion neurons
(Liu et al., 2013) and by the downregulation of NLRP3, caspase-1 and IL-1B transcripts in the
same cell line stimulated with TNF-a (Jin et al., 2017). In rat model of osteoarthritis, fullerol is
associated with suppression of ROS and TNF-a-induced productions of pro-inflammatory
cytokines IL-1B, IL-6 and IL-17 (Yudoh et al., 2009). Unfortunately, the LPS-induced
endometritis model failed to assess, via histopathological evaluation, the local anti-

inflammatory effect of fullerol C0)OH24) over endometrium or female genital tract in mice.
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4.1 Conclusion

In conclusion, the superovulation hormonal protocol followed by intravaginal infusion
of LPS were not suitable for induction of endometritis or female genital tract inflammation in
mice, compromising the study about anti-inflammatory properties of fullerol nanoparticle.
Further research should be conducted to develop an easy and non-expensive in vivo
methodology to induce endometritis in mice to assess the potential local anti-inflammatory

effect of fullerol over endometrium cells.
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ANEXO |

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA
COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado "Modulagdo in vitro da resposta imune inata em células epiteliais do endométrio
boving por meic de RNA de interferéncia para a melécula MyD23 utiizando nanotubo de carbono comao agente de
transfecgio.". protocole do CEUA: 408/2018 sob a responsabilidade de Alan Maia Borges que envolve a produgio,
manutengio efou utilizagio de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins
de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lein® 11.784, de 8 de cutubro de
2008, do Decreto n® 8.898 de 15 de julho de 2009, & com as normas editadas pelo Conselho Macional de Confrole da
Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAQ DE ETICA NO USO DE AMIMAIS (CEUA) DA
UNMIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS, em reunido de 26/02/2019.

Vigéncia da Autorizacio 25/02/2019 a 24/02/2024

Fimalidade Fesquisa

Consideragbes posteriores:

26/02/2018 Aprovado COM RECOMENDM;.E.O na reunido do dia
25/02/2018. Validade: 25/02/2018 4 24/02/2024
Prezadeos pesquisadores, informamos que o presente
protocole esta APROVADD pela CEUA. Porem, devido
3 natureza do material utilizado na pesquisa (orgios
obtidos em abatedouro comercial credenciado} & a n3o
experimentagio efetiva em animais vives no protocols
proposto, o ndmero de animais aprovados foi lancado
coma n=0 animais/grupo. A CEUA recomenda gque, para
os protocolos a serem submetidos postericrmente, os
pesquisadores selecionem no item 3.2 (espécie) a
opgac "outros” e especifiquem os orgdos a serem
coletados.

2E/022019 Aprovado COM RECOMENDAQ.E.O na reuniao do dia
25/02/2019. Validade: 25/02/2019 & 24/02/2023
Prezados pesquisadores, informamos que o presente
protocolo estd APROVADO pela CEUA. Porém, devido
a natureza do material utilizado na pesguisa (drgdos
obtidos em abatedouro comercial credenciado)} & a nio
experimentagio efetiva em animais vives no protocole
proposto, o nimero de animais aprovados foi langado
coma n=0 animais/grupo. A CEUA recomenda que, para
os protocolos a serem submetidos postericrmente, os
pesquisadores selecionem no item 3.2 (espécie) a
opgdo "outros” e especifiguem os drgdos a serem
coletados.

Belo Horizonte, 30/01/2021.
Atenciosamente,

Sisterna Solicite CEUA UFMG
https:/faplicativos.ufmg.brisolicite_ceua/l
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ANEXO Il

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA
COMISSAD DE ETICA NO USD DE AMIMAIS

Certificamos que o projeto intitulado "Acdo anti-inflamatdria e antioxidante de fulers! (C60) em modelo in vivo de
endomefrite induzida por LPS em camundongos.”, protocolo do CEUA: 121/2020 sob a responsabilidade de Alan
Maia Borges que envolve a produgdo, manutencio efou utilizagio de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensing) - enconfra-se de acordo com os preceilos
da Lei n® 11.784, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 8.888 de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas
pelo Conselho Macional de Controle da Experimentagso Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAD DE
ETICA NO USO DE AMIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS, em reunido de

0G/OT/2020.

Vigéncia da Autorizacio

DE/07/2020 a DS/0T/2025

Finalidade

Fesquisa

*Especiellinhagem

Camundonge isogénico | Balbic

N® de animais

10

Peasolldade 38g ! Bisemanas)
Sexo feminino
Crigemn LAMAGRO-Pedro Leopoldo

*Espéciellinhagem

Camundongo isogénico ! Balblc

N® de animais

10

Pesolldade 35g ! B(semanas)
Sexo ferminino
Origem LAMNAGRO-Pedro Leopoldo

*Espéciellinhagem

Camundonge isogénico / Balbic

N® de animais

10

Pesolldade

38g ! B{semanas)

Sexo

feminino

Crigemn

LAMAGRO-Pedro Leopoldo

*Espéciellinhagem

Camundongo isogénico ! Balb/c

N® de animais

10

Pesolldade 35g ! B{semanas)
Sexo ferminino
Origem LANAGRO-Pedro Leopoldo

Consideragdes posteriores:

DEM0TI2020

Aprovade na reunido “on line” do dia 06/07/2020.
Validade: 08/07/2020 a 05/07/2025.

Belo Horizonte, 30/01/2021.

Atenciosaments,

Sisterna Solicite CEUA UFMG

https:flaplicativos.ufmg.brisolicite_ceual



