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RESUMO

Introducdo: O Trabalho de Parto Pré-Termo (TPP) e a Rotura Prematura de Membranas (RPM-
PT) acarretam altas taxas de morbidade e mortalidade neonatais. Nestas sindromes inflamatorias ha
producdo exacerbada de espécies reativas de oxigénio (EROs), o que leva ao dano oxidativo e a
senescéncia das membranas fetais. Nesse contexto, a principal via intracelular induzida é o fator
nuclear-kB (NF-kB). As células amnidticas que compde as membranas fetais sao importantes fontes
de citocinas pré-inflamatorias, quimiocinas e acido araquid6nico, que juntos se apresentam como
componentes importantes para o inicio do trabalho de parto. Embora a via inflamatdria do NF-xB
seja de grande relevancia para o desfecho gestacional, a literatura carece de informacdes associando
essa via inflamatoria na presenca de cenario de infeccdo amniotica e como a expressao de NF-xB
pode estar associada no TPP e na RPM-PT. Objetivo: Avaliar a via inflamatéria do NF-xB e suas
subunidades em cultura de células amnidticas epiteliais imortalizadas (hnFM-AECs) no cenério de
infeccdo polibacteriana. Metodologia: Células amnidticas epiteliais imortalizadas foram desafiadas
com diferentes espécies bacterianas. Culturas celulares sem estimulo foram usadas como controle
negativo e, como controle positivo, foi utilizado lipopolissacarideo de Escherichia coli. As células
cultivadas e desafiadas com as cepas ATCC foram submetidas a extracdo de RNA total e 0 cDNA
foi obtido utilizando-se o High Capacity. A expresséo génica da subunidade do NF-kB, Rel-A (p65)
foi avaliada por PCR em tempo real utilizando-se Sybr Green. Resultado: A expressdo génica da
subunidade p65 ndo apresentou correlagdo com o processo infeccioso e inflamatério provocado por
estimulos bacterianos. Concluséo: Os resultados aqui apresentados ainda sdao preliminares e a
investigacdo de outras moléculas envolvidas nesta via, além da determinacdo da expresséo proteica
das moléculas efetoras € essencial para melhor compreensdo dos mecanismos implicados na

infeccdo polimicrobiana associada a prematuridade.



1. INTRODUCAO

A gestacdo humana compreende uma complexa rede de fendmenos fisioldgicos que
dependem da homeostasia materno-fetal estabelecida por uma série de mediadores enddcrinos,
imunoldgicos e bioquimicos que culminam no trabalho de parto a termo, definido como o trabalho
de parto que ocorre a partir da 372 semanas de gestagdo. Os tecidos materno-fetais tal como a
decidua, cérvix, placenta e membrana corioamniotica conferem a homeostase necessaria para 0
sucesso gestacional, bem como o seu desfecho (DASKALAKIS; PSARRIS; KOUTRAS;
FASOULAKIS et al., 2023) Quando o desfecho gestacional ocorre antes das 37 semanas, tem-se
0 parto pré-termo (PP), determinado como uma sindrome iniciada por multiplos mecanismos
relacionados a inflamacéo, infec¢do, estresse, isquemia ou processos imunoldgicos, o que o torna
um dos principais problemas da Clinica Obstétrica atualmente (DA FONSECA; DAMIAO;
MOREIRA, 2020)

O PP é uma intercorréncia obstétrica que afeta de 5 a 18% das gestacdes e apresenta 75%
de mortalidade e morbidade neonatal, sendo caracterizado pelo desfecho entre as 222 e 362 semanas
de gestacdo (ROMERO; DEY; FISHER, 2014). O PP apresenta como causa imediata o trabalho de
parto pré-termo (TPP) e a rotura prematura de membranas pré-termo (RPM-PT), sendo a ultima
definida como a rotura espontdnea das membranas fetais entre a 20® e 36% semana de
gestacdo.(MENON; RICHARDSON, 2017). ARPM-RT é considerada uma doenca das membranas
fetais que esta presente em 40 a 50% das gestacdes pré-termo, podendo causar, tanto sequelas ao
neonato relacionadas ao desenvolvimento neuroldgico, pulmonar e cardiovascular, quanto
hemorragias pos-parto e sepse a parturiente. Dentre 0s principais fatores de risco associados a RPM-
PT incluem sangramento vaginal, tabaco e ma formac&o congénita, porém, estudos que realizaram
cultura do liquido amnidtico sugerem que a infecgdo da cavidade intra-amnidtica (ICI) é responsavel
por cerca de 70% dos casos de rotura prematura das membranas fetais e consequentemente
desfechos gestacionais adversos (LEE; CHANG; WANG, 2021)

A infecgcdo das membranas fetais tem como causa primaria a mudanga da microbiota vaginal
acarretando a RPM-PT pela ascensdo de bactérias pelo canal vaginal. A microbiota vaginal,
composta por Lactobacillus spp., apresenta papel protetivo imprescindivel na prevencdo de
infeccOes sexualmente transmissiveis (ISTSs), vaginose bacteriana, e infec¢des no trato urinario, pela
capacidade acidificar o ambiente vaginal por meio da producdo de &cido latico, assegurando o
equilibrio da microbiota. (RAVEL; GAJER; ABDO; SCHNEIDER et al., 2011)



A vaginose bacteriana, causada pelo core patolégico composto por exemplo por
Fusobacterium nucleatum, Bacterioides fragilis, Peptostreptococcus anaerobius, Staphylococcus
aureus, Streptococcus agalactiae, bem como a vaginite aerdbia e bactérias que causam ISTs como
Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae e Trichomonas vaginalis, ja foram anteriormente
associadas a desfechos adversos envolvendo aborto espontdneo, PP e RPM-PT (STINSON;
PAYNE, 2019) A colonizacdo da vagina por bactérias patogénicas causa a ativacdo do sistema
imune inato dos tecidos materno-fetais levando a ativacdo da cascata inflamatoria via ativacao dos
receptores de reconhecimento padrdo da classe Toll-like receptors (TLR), liberando citocinas,
quimiocinas e prostaglandinas que aumentam o cendrio inflamatério (BENNETT; BROWN;
MACINTYRE, 2020). Neste contexto € sabido que o NF-xB participa de forma intrinseca do
processo gestacional por induzir a inflamacdo necessaria para a expulsdo do feto de forma
fisiologica. Além disso, inflamacdo durante o primeiro e terceiro trimestre gestacional é
fisiologicamente importante para a manutencdo e integridade das membranas fetais (MENON,
2014). As células amnidticas vao aumentando gradualmente sua producdo de quimiocinas e
citocinas, reguladas pelo NF-xB durante o periodo gestacional, causando o remodelamento da
membrana corioamnidtica. Porém, no contexto da ICI hd uma exacerbacdo da inflamacédo, que
desencadeia a producéo de citocinas e quimiocinas de forma intensificada e o desbalanco no estado
redox que leva ao aumento da producdo de peroxidos, superoxidos e 6xido nitrico em quantidades
superiores ao sistema antioxidante. (GOMEZ-LOPEZ; GALAZ; MILLER; FARIAS-JOFRE et al.,
2022). Ambos os eventos culminam na ativacao de vias de producdo de metaloproteinases (MMP)
que degradam a matriz extracelular das membranas fetais levando a rotura das membranas e ao
inicio do trabalho de parto antes do total desenvolvimento fetal (MENON; RICHARDSON;
LAPPAS, 2019)

A principal via intracelular induzida durante a inflamagéo das membranas fetais € o Nuclear
Factor Kappa B (NF-kB). O NF-kB é uma familia de dimeros composta por cinco subunidades —
Rel A (p65), Rel B, c-Rel, p52 e p50 — que permanecem inativadas no citosol acoplados a uma
proteina quinase que modula negativamente sua atividade (MITCHELL; VARGAS; HOFFMANN,
2016) A via classica do NF-kB compreende a via dependente do complexo de quinases chamado
NF-xB essencial modulator (NEMO), responsavel pela fosforilagdo da quinase em que o dimero
esta acoplado (IxkB). Quando ha um estimulo celular inflamatério pelo receptor de TNF-a, por
exemplo, os receptores transmembrana TNFR se ligam a proteinas que irdo ativar o complexo de
quinases (NEMO) iniciando a fosforilagdo do inibidor dimérico (IkB). Dessa forma, o dimero, agora

livre, passa para seu estado ativo e inicia a translocagao para o nicleo. Uma vez no nucleo, o dimero



possui capacidade de se ligar a uma sequéncia de 10 pares de base promotora de genes envolvidos
na resposta inflamatdria e imunolégica (VALLABHAPURAPU; KARIN, 2009)

Embora a via inflamatdria do NF-xB seja de extrema relevancia para o desfecho gestacional,
a literatura carece de associagdes entre a via e 0 cenario de infeccdo das membranas fetais. Portanto,
é de extrema importancia a elucidagdo das subunidades expressas envolvidas no contexto da ICl e
sua associagdao com o PP e RPM-RT.

2. OBJETIVOS

Avaliar a via inflamat6ria do NF-xB e suas subunidades em cultura de células amnioticas

primarias no cenario de infeccao polibacteriana.

3. METODOLOGIA

3.1. Cultura de células amniéticas epiteliais imortalizadas

Células amnidticas epiteliais humanas e imortalizadas (hFM-AECs) utilizadas nesse projeto
foram gentilmente cedidas pelo Dr. Ramkumar Menon, da University of Texas Medical Branch at
Galveston (UTMB), Texas, EUA. Resumidamente, as células foram transferidas para um meio de
cultura modificado (Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM) Nutrient Mixture F12 HAM
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1% de solu¢édo
antibiotica e antifangica (GIBCO BRL, Grand Island, NY, USA), e centrifugadas a 3000 rpm por 10
minutos. O pellet celular foi ressuspendido em meio de cultura completo (Keratinocyte serum-free
medium (KSFM) (GIBCO BRL, Grand Island, NY, USA)) suplementado com Primocina
(InvivoGen, San Diego, CA, USA). A partir desses procedimentos, as células foram transferidas para
garrafas de cultura, T25 ou T75, contendo meio de cultura KSFM, com troca de meio ap0s 24 horas.
A partir disso, ao atingirem a confluéncia de 90% (Figura 1) foi feita a tripsinizagéo, neutralizacdo,
centrifugacdo, ressuspensao e incubacédo até que a confluéncia de 90% seja novamente atingida. No
final desse processo, as células estavam disponiveis para serem remanejadas nas placas de 6 pogos e
0s posteriormente realizar os desafios bacterianos. Apesar da disponibilidade de cultivo de células
imortalizadas de forma indefinida, houve o cuidado da obtengéo da quantidade de células necessarias

para a realizacdo do projeto com o0 menor nimero de passagens possiveis.
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Figura 1: Cultura de células amni6ticas epiteliais imortalizadas com 90% de confluéncia.

3.2.  Estimulacéo polibacteriana das células amnidticas epiteliais

As hFM-AECs foram desafiadas com cepas de ATCC (American Type Culture
Collection) do core patolégico da vaginose bacteriana (Fusobacterium nucleatum,

Bacterioides fragilis, Peptostreptococcus anaerobius, Streptococcus agalactiae) (Tabela 1).

Tabela 1. Diferentes desafios para estimulagdo das células epiteliais amniéticas in vitro

Espécies bacterianas Concentracao

F. nucleatum + B. fragilis, + P. anaerobius + S. agalactiae 10° UFC

3.3.  Ressuspensado das espécies anaerdbias Fusobacterium nucleatum, Bacterioides
fragilis e Peptostreptococcus anaerobius

Adquiriu-se 0 ATCC (American Type Culture Collection) e os protocolos de ressuspenséo
foram realizados de acordo com as instru¢cbes do fabricante. A ressuspenséo foi realizada
em meio Tioglicolato (Figura 2) em estufa a 37°C até apresentarem formacdo de grumos ou

turvacdo. O estoque das espécies foi feito em glicerol e congelado a -80°C.



11

3.4. Ressuspensao da espécie Streptococcus agalactiae

Adquiriu-se 0o ATCC (American Type Culture Collection) e o protocolo de ressuspenséo foi
realizado de acordo com as instrugdes do fabricante. A ressuspensdo foi realizada em meio
BHI em estufa a 37°C até apresentar turvacéo O estoque foi realizado em meio de cultura Columbia

suplementado com sangue de carneiro em temperatura ambiente (Figura 3).

Figura 3: Cultivo de S. agalactiae (aerébia) em caldo BHI (A) e estoque da mesma em
meio Columbia suplementado com sangue de carneiro (B).
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3.5. Avaliacdo da viabilidade das bactérias

Para se certificar que foram utilizadas somente as bactérias de interesse foi realizada a
Coloracdo de Gram em laminas com o meio de cultura para avaliar se ndo havia nenhuma

contaminacdo externa nas colonias de F. nucleatum, B. fragilis, P. anaerobius e S. agalactiae

".

WL
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Figura 4: Coloracdo de Gram para avaliacdo das culturas de bactérias Bacterioides fragilis
(A), Fusobacterium nucleatum (B), Peptostreptococcus anaerobius (C) e Streptococcus
agalactiae (D)
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3.6. Concentracao de Bactérias

Posteriormente foi realizada a escala de McFarland em salina para obtencdo da concentracao
necessaria de bacterias para o desafio das células. Ao final, por meio da turbidez, acertou-se a escala

para a concentracio de 10° UFC objetivando chegar-se & concentracdo de 10° (Figura 5)
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Figura 5: Estabelecimento da concentragao inicial de bactérias de 10° UFC (Unidade de Formado de

Col6nia) pela escala de McFarland.

3.7.  Desafio das Células Epiteliais Amnioticas com as espécies bacterianas

Apds a quantificacao, as espécies bacterianas foram atenuadas pelo calor a 80°C durantel
hora e armazenadas a -80°C até a sua utilizacdo. As culturas de células epiteliais amnidticas foram
estimuladas com F. nucleatum, B. fragilis, P. anaerobius, S. agalactiae na concentragdo 10° UFC
e a solucdo inativada pelo calor diluida em meio de cultura. O desafio realizado esta descrito na
Tabela 2. Culturas sem estimulo bacteriano foram usadas como controle negativo, as quais foram
incubadas apenas com 0 meio de cultura, e como controle positivo foi utilizado o LPS de E. coli
10% (Sigma) para demonstrar o poder de estimulacdo das células nesse modelo de cultura in vitro.
Para a avaliacdo das subunidades do NF-kB foram coletadas as células ap6s 24h de estimulag&o por

meio da tripsinizacdo e armazenados a -80 °C para uso a posteriori.

Tabela 2: Tratamentos para estimulacdo das células amni6ticas epiteliais in vitro

Controle negativo: amostras ndo estimuladas

Controle positivo: Lipopolissacarideo (E. coli) a 100ng/ml

Estimulo polibacteriano: Fusobacterium nucleatum, Bacterioides fragilis, Peptostreptococcus
anaerobius, Streptococcus agalactiae

3.8. Extracdo de RNA e obten¢do de cDNA

As células cultivadas e desafiadas com as cepas ATCC foram submetidas a extracao
de RNAtotal foi realizada utilizando-se o kit RNAspin Mini RNA Isolation (GE Healthcare)
Durante a extragdo, as amostras foram tratadas com DNase livre de RNase, para eliminar
possivel contaminacdo com DNA residual gendmico. Ao final da extracdo, a eficacia do

tratamento com a DNAse foi verificada por amplificacdo do gene constitutivo da B-globina por
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PCR seguida de visualizacdo em gel de agarose 1,5%. As amostras que ndo apresentaram essa
amplificagdo foram utilizadas para obtengdo de cDNA. O RNA total foi quantificado em
aparelho Epoch (Biotek) e foram consideradas as amostras com razdo da absorbancia
A260/A280 entre 1,8 e 2,1 e concentracdo entre 0,02 e 0,2ug/pL. Amostras com
concentracOes superiores foram diluidas. O cDNA foi obtido utilizando-se o kit High
Capacity cDNA Archive (Applied Biosystems) de acordo com as instrucdes do fabricante
(DNAsyTissue Kit, Qiagen).

3.9. Expressdo Génica do NF-kB

A expressao génica da subunidade do NF-kB, Rel-A (p65) foi avaliada por PCR em tempo
real utilizando-se Sybr Green (Applied Biosystems). As reacOes foram realizadas erduplicatas em
volume final de 20 pL (10 pL de Sybr, 0.3 uL de cada primer (10mM) e 4 uLL. de cDNA diluido (1:5)).
As condices de ciclagem serdo 95°C por 10 minutos, 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por
1 minuto e curva de melting. Como controle enddgeno foi utilizado o gene PPIA com 0s primers:
PPIA-F5S'GAGGAAAACCGTGTACTATTAGC3' e PPIA-R 5'\GGGACCTTGTCTGCAAAC3’ nas
mesmas condicdes de reacdo e ciclagem descritas acima. Todas as reagdes foram realizadas em

duplicata e nenhum controle negativo foi incluido nas corridas.

4. ANALISE ESTATISTICA

O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para verificar a normalidade dos dados. Foi
empregado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis para determinar as diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos de interesse. O nivel de significancia adotado foi de 5% e as analises
foram realizadas empregando-se o software GraphPad Prism (verséo 8.0; GraphPad, Inc., San Diego,
CA).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
Os valores da expressdo génica da subunidade p65 do NF-kB estdo apresentados na Figura

6. O valor da expresséo génica foi obtido através da comparacdo do resultado de amplificagdo do
p65 com o housekeeping gene PPIA. N&o foi observada diferencas estatisticamente significativas

do grupos controle positivo e estimulo polibacteriano quando comparados com o grupos controle
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negativo, assim como ndo foi encontra diferenca estatisticamente significativa quando os grupos

foram comparados entre si.

O fator de transcricdo NF-xB € um dimero formado por um complexo de 5 subunidades de
proteinas (p65, Rel-B, c-Rel, p50 e p52) (COOKSON; CHAPMAN, 2010), sendo que a literatura
mostra uma importante correlagdo entre a ativacao dessa via e o inicio do trabalho de parto, através
de processos de inflamacdo dos tecidos gestacionais, condi¢do inerente ao trabalho de parto
(MENON, 2014). No ultimo trimestre gestacional, perto da resolucdo do parto, as altas demandas
metabdlicas fetais promovem um aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio, ativando
a via do NF-kB, promovendo um cenario pro-inflamatério devido a producdo de citocinas
(HUSSAIN; MURTAZA; METWALLY; KALHORO et al., 2021)

No presente estudo, a expressdo génica da subunidade p65 néo apresentou correlagdo com o
processo infeccioso e inflamatdrio provocado por estimulos bacterianos. Embora a subunidade p65
seja a principal subunidade relacionada com a atividade transcricional do NF-kB, seu papel nos
processos de infeccdo intrauterina ainda ndo é completamente conhecido (AN; ZHAO; HAN; SUN
et al., 2022). Vale ressaltar que nesse trabalho foi analisado uma Unica subunidade do NF-xB, e que
para a compreensdo do papel dessa via e sua ativacdo no contexto de infeccdo amnidtica é necessario
que as demais subunidades também sejam avaliadas, assim como a avaliacdo proteica dessas

moléculas.

1.5+

1.0

p65

0.5

0.0
CTL - LPS Palibacteriano

Figura 6. Expressdo génica de p65 nos grupos: controle negativo (CTL-),
estimulo bacteriano (LPS) e estimulo polibacteriano (Polibacteriano)
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6. CONCLUSAO
Por conta do processo infeccioso, era esperado aumento na expressao génica de moléculas

efetoras da via do NF-xB. Entretanto, os resultados aqui apresentados ainda séo preliminares e a
investigacao de outras moléculas envolvidas nesta via, além da determinacéo da expressao proteica
das moléculas efetoras é essencial para melhor compreensdo dos mecanismos implicados na
infeccdo polimicrobiana associada a prematuridade. Com este estudo destacamos a necessidade de

aprofundar a investigacdo da via NF-kB em gestacdes fisiologicas e complicadas.
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