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Introducéo: Apesar da etiologia multifatorial, uma das principais causas do Parto Pré-termo
espontaneo (PP) € a infeccdo intra-amnidtica por tdxons bacterianos comumente pertencentes
ao core patologico de dishioses vaginais, como a vaginose bacteriana e a vaginite aerobia.
Como expectavel, ha uma complexidade neste cenério infeccioso, devido a presenca de
diferentes interacGes bacterianas e assinaturas inflamatorias associadas, sendo que a
participacdo conjunta dos micoplasmas genitais, embora conhecida, ainda se encontra em
definicdo do real potencial patogénico. Além da infeccdo da cavidade amnidtica, outro novo
processo conhecido na fisiopatologia do PP é a transicdo epitelial-mesenquimal (EMT) nas
membranas corioamnidticas, que tende a ser mediada, pela acdo de p38MAPK, em resposta ao
estresse oxidativo/ inflamatdrio. O objetivo desse estudo foi avaliar a regulacdo de mediadores
da resposta inflamatdria, em modelo in vitro, de células amniéticas epiteliais imortalizadas
(hFM-AECs) desafiadas por diferentes espécies bacterianas, isoladas e em combinagdes com
Mycoplasma hominis, bem como a interferéncia deste estimulo sobre a transicdo epitelial-
mesenquimal. Materiais e Métodos: Trés repeticdes de ensaio in vitro com hFM-AECs
desafiadas com diferentes espécies isoladas e em combinacBes bacterianas com M. hominis
foram realizadas nos momentos do estimulo e apds 6h, 12h, 18h e 24h. Para avaliar a regulacéo
inflamat6ria, em cada um dos desafios, os sobrenadantes foram coletados nos diferentes
momentos e congelados em -80°C para posterior quantificagdo de Interleucina (IL)-1p, IL-6,
IL-8, IL-10, IL-13, Fator Estimulador de Colénia de Macréfagos e Granulécitos (GM-CSF),
Fator de Necrose Tumoral (TNF)-a, B-defensina (HBD)-1, HBD-2 e HBD-3 empregando-se a
técnica de ensaio imunoenzimatico (ELISA). Para o estudo morfoldgico da EMT, as células
amnioticas foram fixadas em paraformaldeido para posterior analise através do cell shape index
(CSI). Os dados obtidos foram submetidos a um modelo de efeitos mistos combinado com
bootstrapping paramétrico. Os dados dos mediadores foram apresentados em média seguidos
de 1C95% em relagdo ao controle negativo. Para a analise da EMT foram utilizados os testes
One Way ANOVA e Teste T pareado. Resultados: (a) Niveis significativamente elevados de
IL-6, IL-8, GM-CSF e HBD-1 foram detectados em relacdo a referéncia quando estimulado
com Fusobacterium nucleatum, isolado ou em combinagdo com M. hominis, ao longo das 24
horas de estimulo; (b) Niveis de IL-13 diminuiram significativamente em relagdo ao controle
negativo apds 18 horas de estimulo com F. nucleatum, Bacteroides fragilis, Peptostreptococcus
anaerobius e Streptococcus agalactiae isolados e em combinacdo com M. hominis; (c) A
producdo de TNF-a, HBD-2 e HBD-3 ndo diferiu do controle negativo, independentemente do
tempo de estimulo e das combinagdes bacterianas; (d) Niveis de IL-1p e IL-10 ndo foram

detectados nos experimentos realizados; (¢) No inicio do estimulo bacteriano, nenhum dos
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grupos diferiu da referéncia e todos apresentavam morfologia epitelial (0.7-0.9); (f) Diferentes
isolados, M. hominis, F. nucleatum e S. agalactiae, e F. nucleatum, B. fragilis e P. anaerobius
em combinacdo com M. hominis estimularam significativamente a EMT; (g) Apesar da
significancia estatistica, as células ndo assumiram aspectos mesenquimais, de acordo com o cell
shape index (0.4-0.6), mas se encontraram na faixa que delimita ambos tipos morfoldgicos (0.6-
0.7), conhecida como metaestado. Conclusao: O PP é uma sindrome inflamatdria multifatorial
que requer a compreensdo da dindmica dos varios fatores envolvidos no seu desencadeamento,
em particular a infec¢do da cavidade amniotica e a inflamacdo. O presente estudo demonstrou
que, considerando as espécies bacterianas avaliadas, o F. nucleatum, isolado ou em combinacéo
com M. hominis, tem uma importante capacidade de induzir uma assinatura inflamatoria
caracteristica. Além disso, foi demonstrado que, além dos mediadores inflamatdrios, as
combinagbes bacterianas estimulam a transicdo epitelial-mesenquimal e, consequentemente,
geram membranas corioamnioticas mais frageis e mais susceptiveis a rotura. Finalmente, sdo
necessarios estudos futuros para enriquecer estas descobertas e orientar uma implementacao de
medidas que possam reduzir as consequéncias a curto e longo prazos e atuar como intervencao

preventiva.

Palavras-chave: Estudo in vitro; células amniéticas epiteliais imortalizadas (hFM-AECSs);
resultado gestacional adverso; micoplasmas genitais; infeccdo polibacteriana; transicéo

epitelial-mesenquimal.
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Introduction: Despite the multifactorial etiology, one of the main causes of spontaneous
preterm birth (PB) is intra-amniotic infection by bacterial taxa commonly belonging to the
pathological core of vaginal dysbioses, such as bacterial vaginosis and aerobic vaginitis. As
expected, there is complexity in this infectious scenario, due to the presence of different
bacterial interactions and associated inflammatory signatures, and the joint participation of
genital mycoplasmas, although known, is still under definition regarding the real pathogenic
potential. Besides the infection of the amniotic cavity, another new process known in the
pathophysiology of PB is the epithelial-mesenchymal transition (EMT) of the chorioamniotic
membranes, which tends to be mediated, by p38MAPK pathway, in response to
oxidative/inflammatory stress. The aim of this study was to evaluate the regulation of mediators
of the inflammatory response, in an in vitro model, of immortalized epithelial amniotic cells
(hFM-AECs) challenged by different bacterial species, alone and in combinations with
Mycoplasma hominis, as well as the interference of this stimulus on the epithelial-mesenchymal
transition. Materials and Methods: Three repetitions of in vitro assay with hFM-AECs
challenged with different isolated species and in combinations with M. hominis were performed
at the time of stimulus and after 6h, 12h, 18h and 24h. To evaluate the inflammatory regulation,
in each of the challenges, supernatants were collected at the different times and frozen at -80°C
for subsequent quantification of Interleukin (IL)-1p, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13, Granulocyte and
Macrophage Colony Stimulating Factor (GM-CSF), Tumor Necrosis Factor (TNF)-a, B-
defensin (HBD)-1, HBD-2 and HBD-3 by employing the enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) technique. For the morphological study of EMT, amniotic cells were fixed in
paraformaldehyde (PFA) for further analysis by the cell shape index (CSI). The data obtained
were subjected to a mixed effects model combined with parametric bootstrapping. The
mediators data were presented as mean followed by 95% CI in relation to the negative control.
One Way ANOVA and paired T-test were used for the EMT analysis. Results: (a) Significantly
elevated levels of IL-6, 1L-8, GM-CSF and HBD-1 were detected in relation to the reference
when stimulated with Fusobacterium nucleatum, alone or in combination with M. hominis, over
the 24 hours of stimulation; (b) IL-13 levels were significantly decreased in relation to the
negative control after 18 hours of stimulation with F. nucleatum, Bacteroides fragilis,
Peptostreptococcus anaerobius and Streptococcus agalactiae alone and in combination with
M. hominis; (¢) TNF-o, HBD-2 and HBD-3 production did not differ from the negative control,
regardless of stimulus time and bacterial combinations; (d) Levels of IL-1 and IL-10 were not
detected in the experiments performed; (e) At the onset of bacterial stimulation, none of the

groups differed from the reference and all showed epithelial morphology (0.7-0.9); (f) Different



14

isolates, M. hominis, F. nucleatum and S. agalactiae, and F. nucleatum, B. fragilis and P.
anaerobius in combination with M. hominis significantly stimulated EMT; (g) Despite
statistical significance, the cells did not assume mesenchymal aspects according to the cell
shape index (0.4-0.6), but were in the range that delimits both morphological types (0.6-0.7),
known as the metastate. Conclusion: PTB is a multifactorial inflammatory syndrome that
requires an understanding of the dynamics of the various factors involved in its triggering, in
particular the infection of the amniotic cavity and consequent inflammation. The present study
demonstrated that considering the bacterial species evaluated, F. nucleatum alone or in
combination with M. hominis, have an important capacity to induce a characteristic
inflammatory signature. Furthermore, it has been shown that in addition to inflammatory
mediators, bacterial combinations stimulate EMT and, consequently, generate more fragile
chorioamniotic membranes that is more susceptible to rupture. Finally, future studies are needed
to enrich these findings and guide an implementation of measures that can reduce short- and

long-term consequences and act as a preventive intervention.

Keywords: In vitro study; immortalized amnion epithelial cells (hFM-AECs); adverse
pregnancy outcome; genital mycoplasmas; polybacterial infection; epithelial-mesenchymal
transition (EMT).
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1. Introducéo
O sucesso gestacional é determinado pela dindmica, balanceada, de componentes

biologicos com diferentes caracteristicas moleculares, morfologicas, imunoldgicas e
fisiologicas que permeiam o desenvolvimento do feto ao longo da gestagdo. A interface
materno-fetal € composta por estruturas distintas, porém, com um objetivo comum: manter o
microambiente intrauterino funcional que permita o desenvolvimento do feto ao longo das 41
semanas de gestagdo. As membranas corioamniéticas sdo um exemplo destas estruturas, sendo
responsaveis por garantir protecdo mecéanica e imune somada ao aporte enddcrino ao longo da
gestacéo (1).

As membranas corioamniéticas sdo constituidas por multiplas camadas, desde a mais
interna, 0 amnio, até a mais externa, o cérion. O @mnio é constituido pelo epitélio amniético,
uma monocamada de células cuboides resistentes a distensdo e ao estresse mecanico que
mantém contato direto com o liquido amnid6tico, suportado por uma camada basal compacta
seguida de células amnioticas mesenquimais embebidas em uma matriz extracelular (MEC) rica
em colageno do tipo IV e fibroblastos. Devido a sua constituicdo, o amnio é o principal
responsavel pela promocéo da forca ténsil e manutencdo da estrutura integra das membranas ao
longo da gestagdo. Somado a isso, é fonte de fatores biologicamente ativos, tem atividade
inflamatdria regulada, seja por fatores pro- ou anti-inflamatdrios, e expressa fatores
intermediarios, tanto epiteliais e mesenquimais, que auxiliam no remodelamento tecidual (1,2).

O corion, por sua vez, mantém contato com a decidua, constituinte materno da interface
materno-fetal. Esse & responsavel por prover suporte fisico ao amnio, impedindo sua
degradacdo, e funciona como uma barreira ao sistema imune materno, permeando o
desenvolvimento de um feto alogénico, pela constituicdo compartilhada com antigenos
paternos, através do desenvolvimento de uma tolerancia imunoldgica (3,4). E constituido por
uma camada externa formada pelo trofoblasto, sendo chamada citotrofoblasto, e uma camada

interna formada pelo mesoderma somatico, chamada sinciciotrofoblasto. Ambas as camadas
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celulares se encontram embebidas em uma MEC composta por colageno, elastina e
microfibrilas e, as duas Ultimas, garantem propriedade viscoeléstica a8 membrana e garantem o
desenvolvimento fetal. Distribuidas nas camadas coridnicas ha células mesenquimais,
fibroblastos e macréfagos teciduais que produzem mediadores inflamatérios e auxiliam o
remodelamento da membrana através da redistribuicdo dos componentes da propria MEC. As
células coribnicas contém marcadores de células-tronco combinados a uma maior quantidade
de fatores de crescimento e citocinas comparado ao @mnio, tendo um efeito antibacteriano

superior as camadas mais internas (Figura 1) (1,3).

Liquido amniotico

— Células amniodticas epiteliais

Lamina basal compacta

Células amnidticas mesenquimais
Matriz Extracelular (MEC)

Lamina basal compacta

— Células corionicas

f \_v’,/-Matriz Extracelular (MEC)
o =% : - <y

— Células deciduais

— Miométrio

Figura 1. Representacdo morfoldgica da interface materno-fetal. Ha a representagdo, desde a camada mais
interna em contato com o liquido amnidtico, o0 &mnio, a mais externa, a decidua, da interface materno-fetal. As
membranas corioamnioticas constituem o compartimento fetal e permeiam, através de suas propriedades que

variam desde niveis fisicos a fisiol6gicos e imunoldgicos, o sucesso da gestacao.

Com base na constante necessidade fisiologica do remodelamento das membranas
corioamnioticas, em particular do amnio, ao longo da gestacdo e no momento do trabalho de
parto, avaliou-se o papel celular frente ao estresse e distensdo mecanica, que permeiam o

acumulo de microfraturas e requerem constante reparo (5). Estudos recentes demonstraram que
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0s mecanismos envolvidos neste processo sdao mediados pela acdo combinada de células
epiteliais e mesenquimais do &mnio. As células amniéticas sdo capazes de proliferar, migrar e,
devido as caracteristicas pluripotentes, sdo capazes de, constantemente, flutuarem entre os
morfotipos epiteliais e mesenquimais de acordo com a necessidade tecidual. Este evento é
descrito ndo apenas através de modificagdes morfoldgicas, mas também em relacéo a expressao
de marcadores da natureza celular bem como ao comportamento fisiologico esperado da
linhagem celular em questdo. Esta capacidade é descrita como transicao epitelial-mesenquimal
(EMT — Epithelial-Mesenchymal transition) bem como mesenquimal-epitelial (MET —
Mesenchymal-Epithelial transition) de acordo com a transformagao ocorrida. Além dos dois
estados bem definidos, ¢ possivel que estas células se encontrem em um chamado “metaestado”,
expressando ndo apenas um tipo de marcador celular, mas a concomitancia de marcadores
epiteliais e mesenquimais (5-7). Estudos recentes demonstraram que 0 processo de transi¢do
tende a ser mediado, em parte, pela p38 MAPK em resposta ao estresse oxidativo (8). Apesar
de ser um processo esperado, quando ha a falha no reparo das microfraturas, ha a perda de
integridade e, consequentemente, uma maior predisposicao a resultados gestacionais adversos
(5,9,10).

O sucesso gestacional € resultado da sinergia de fatores intrinsecos, a mée e ao feto, e
fatores extrinsecos. Apesar disto, a fim de tornar a gestacdo possivel, ha a participacéo decisiva
do sistema imune materno, que desenvolve um padrdo ao longo da gestacéo, e possibilita haja
uma tolerancia imunoldgica ao feto, uma vez que o mesmo é identificado como um aloenxerto,
visto que sua constituicdo é 50% pela participacdo de antigenos paternos (4). Desta forma, o
microambiente materno-fetal ndo exibe propriedades de supressdo, mas sim, modulacdo
imunoldgica (11).

Preconiza-se que haja um balanco dinamico na producdo das citocinas, de forma que no

primeiro trimestre gestacional ha o predominio do perfil Thl, no qual o microambiente pré-



23

inflamatorio torna-se necessario tanto para permitir o correto reparo do endométrio, apos a
implantacdo do feto, quanto para remocédo de debris celulares remanescentes; o segundo
trimestre gestacional é caracterizado pelo predominio do perfil Th2, com aumento de citocinas
com atividade anti-inflamatoria, importantes para a manutencdo da gestacdo; por fim, no
terceiro trimestre gestacional e no momento do parto, o predominio volta a ser do perfil Thl e
possibilita a expulsdo do feto (12-16).

O desfecho gestacional a termo é caracterizado por um conjunto de eventos que, em
cascata, desencadeiam a expulsdo do feto ap6s a 372 semana de gestacdo. Os sinais clinicos
envolvem a indugéo da contratilidade miometrial, aumento da dilatagdo cervical e rotura das
membranas corioamnioticas (17). O miométrio, durante a progressao da gestacdo, encontra-se
quiescente devido a um balango imunoldgico, entre os perfis Thl e Th2, bem como pela agéo
da progesterona, a qual reprime a expressao génica de mediadores inflamatorios e proteinas
associadas a contracdo. Proximo ao momento do parto, ha um aumento da expressao da familia
miR-200, responsavel por estimular o catabolismo da progesterona, e, consequentemente,
permitir a contratilidade miometrial (18). A dilatacdo cervical é um processo fisico, que resulta
da reducdo da capacidade ténsil da cérvice devido a alteracdo da matriz extracelular, como a
perda da estruturacdo do colageno, aumento da producéo de glicosaminoglicanos e alteracdo de
barreira epitelial e imune (19). Por fim, ha rotura das membranas corioamniéticas devido a
ativacdo dos tecidos materno-fetais. A placenta, bem como as membranas corioamnidticas, sdo
tecidos temporarios no corpo humano, de forma que, & medida que a gestacdo progride,
confluem para a senescéncia (20). Células senescentes alteram sua expressao génica, com
consequente mudanca na expressdo de proteinas secretadas, como fatores de crescimento,
proteases, quimiocinas e citocinas, conjunto de alteracbes conhecido como senescence-

associated secretory phenotype (SASP) o qual descreve uma tendéncia pré-inflamatéria que
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gera a alteracBes que se guiam desde niveis moleculares a anatdmicos e, consequentemente,
prejudicam a integridade das membranas corioamnioticas (21,22).

Apesar de compartilharem parte da mesma evolugdo clinica, uma vez que o
desencadeamento do trabalho de parto ocorra em gestacdes de termo, o trabalho de parto pré-
termo (TPP) é uma sindrome inflamatoéria com etiologia multifatorial que atinge cerca de 5-
18% das gestacBes ao redor do mundo (23). Esse é definido como aquele que ocorre
previamente a 372 semana de gestacdo, sendo a principal causa de morte neonatal combinado a
comorbidades de curto e longo prazos (24,25). A principal consequéncia desta intercorréncia é
o0 parto pré-termo (PP), que atinge cerca de dois tercos das gestacGes que apresentam TPP
espontaneo (26).

Estudos anteriores descreveram a etiopatologia do PP através de fatores de risco que
tém uma assinatura morfoldgica, bioquimica oxidativa e inflamatéria especifica e capaz de
ativar os tecidos materno-fetais previamente a 372 semana de gestacdo (27-29). Apesar da
ampla diversidade destes fatores, a cascata inflamatdria ainda é uma das principais causas da
ocorréncia do PP (30) e, por sua vez, estd intimamente relacionada, mesmo que ndo
exclusivamente (20), a infeccdo intra-amniotica. Entende-se como infeccdo intra-amniotica a
invasdo microbiana da cavidade amniotica associada a uma inflamacdo intra-amniotica, na
presenca ou auséncia de sinais clinicos de infec¢do (31,32).

O acesso destes microrganismos as membranas corioamnidticas, seguido do
estabelecimento da infeccdo, se d& através da ascensdo transcervical advinda do trato genital
inferior. Kim et al. (33) propuseram um modelo de invasdo da cavidade amniotica que
referencia 0 acesso a cavidade amniotica, através de uma regido restrita, seguida de sua
proliferacdo intra-amnidtica e, por fim, seu espraiamento e adesdo as membranas

corioamnioticas, iniciando pelo @mnio.
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No cenério de invasdo da cavidade amnidtica, todos os estratos da interface materno-
fetal contribuem com a producdo de mediadores inflamatorios (34), pois expressam receptores
de reconhecimento padréo (RRP), os Toll-Like receptors (TLRs), capazes de identificar os
padrées moleculares associados a patdgenos (PAMPS) que sdo sequéncias conservadas de DNA
ou RNA, proteinas, lipideos e polissacarideos presentes na membrana ou envelope dos
microrganismos (35), e descrevem a primeira linha de defesa durante a gestacao (36,37). Estes
receptores sdo expressos por todos os estratos da interface materno-fetal, desde o epitélio
amniotico, células coridnicas e células deciduais, com particular enfoque parao TLR-2 e TLR-
4, principalmente no terceiro trimestre. Entretanto, sabe-se que, ao longo da gestacéo, todos 0s
tipos de TLRs (TLR1-TLR10) sdo expressos de maneira espaco-temporal especifica (35,38). O
TLR-2 ¢ responsavel pelo reconhecimento de lipoproteinas associadas a micobacteérias,
peptideoglicanos e bactérias Gram-positivas (39); o TLR-4 reconhece o lipopolissacarideo
(LPS), componente da parede celular de bactérias Gram-negativas (40).

Partindo do pressuposto que o TPP compreende uma sindrome inflamatoria, a ascensao
destes microrganismos € capaz de suscitar uma resposta inflamatéria ndo programada e,
consequentemente, perturbar o perfil estabelecido para o sucesso gestacional (16). O
reconhecimento dos patdgenos estimula a producdo de mediadores inflamatérios, com
particular destaque para as citocinas, interleucina (IL)-1p, IL-6, fator de necrose tumoral (TNF
- Tumor Necrosis Factor)-a, e quimiocinas, como IL-8 e fator estimulador de colbnia de
macrofagos e granulécitos (GM-CSF - granulocyte-macrophage colony stimulating factor),
que recrutam células inflamatdrias, como os neutrofilos, para o nicho da infec¢do, amplificando
a resposta, bem como ativando as fosfolipases, enzimas responsaveis por desencadear a via de
metabolizacio do Acido Araquidonico, pela via da cicloxigenase (COX)-1, e produzir
mediadores como as prostaglandinas (PG), em particular, a E2, responsavel pelo estimulo da

contratilidade miometrial. Estes mediadores também estimulam a funcdo das
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metaloproteinases, que enfraquecem as membranas corioamniéticas e induzem a rotura das
mesmas (41).

A resposta inflamatoria suscitada pelos microrganismos apresenta duas frentes
principais, pro- e anti-inflamatoria. A resposta pro-inflamatoria é desencadeada com o intuito
de eliminacédo do agente patogénico, sendo que compreende a participacéo das citocinas IL-18,
TNF-a e IL-6, responsaveis por desencadear e amplificar a resposta pré-inflamatoria, e as
quimiocinas IL-8 e GM-CSF, responsaveis pela quimiotaxia dos neutréfilos e mondcitos,
respectivamente. Em contrapartida, a resposta anti-inflamatoria é responséavel por conter e
balancear esta reacdo pré-inflamatéria, a fim de limitar os danos teciduais, tendo como
principais mediadores a IL-10 e I1L-13 (42).

A IL-1B e o TNF-a sdo citocinas pro-inflamatérias produzidas, principalmente, por
mondcitos teciduais ativados, mas também por outros tipos celulares, incluindo células
epiteliais e linfocitos T. Em um cenario inflamatdrio, o estimulo da transcricdo dos genes
relacionados se da pelo reconhecimento dos PAMPS pelos TLRs, entretanto, a producdo da
forma biologicamente ativa da IL-1p requer a participagdo do inflamassomo. As principais
funcBes relacionadas as estas citocinas sdo ativacdo endotelial, estimulando a expressdo de
moléculas de adesdo endotelial, a producdo de outros mediadores, como mecanismo de
amplificagdo da resposta inflamatdria e da atividade pré-coagulante endotelial; ativagéo celular,
sendo que 0 TNF-a e a IL-1f estimulam a resposta de neutr6filos, macrofagos, fibroblastos,
células mesenquimais, e a ativacdo do perfil Thl7; resposta sistémica aguda, atraves de
regulagdes térmicas, de metabolismo lipidico, proteico, etc (42,43).

A IL-6 é uma citocina produzida por varios tipos celulares, incluindo macréfagos,
células endoteliais e células T e apresenta atividade sobre a resposta sistémica aguda, sintese
de proteinas de fase aguda pelo figado e estimula a proliferacdo de linfocitos B produtores de

anticorpos (42,43). Esta citocina € pleiotropica, ou seja, sua atividade varia de acordo com a
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sinalizacdo cléssica ou trans. A sinalizacdo cléssica é descrita pela interacdo da IL-6 com seu
respectivo receptor de membrana (mIL6-R) e age de forma anti-inflamatdria; a trans, por sua
vez, permeia a interacdo da IL-6 com seu respectivo receptor soltvel (sIL-6R) e tem efeito pré-
inflamatorio. Independentemente da via, a IL-6 sO interage com o receptor apds a
homodimerizagdo com a subunidade B da glicoproteina 130 (gp130); porém, na presenca do
gp130 soluvel, um antagonista natural da sinaliza¢éo trans, ha a neutraliza¢do da bioatividade
da IL-6 e, consequentemente, a repressao da resposta inflamatéria (44).

As quimiocinas sdo citocinas que agem, predominantemente, através de atividade
quimiotética. A IL-8/CXCL-8 age principalmente sobre os neutréfilos e restritamente sobre
mondcitos e eosinofilos e é secretada predominantemente, mesmo que nao totalmente, por
mondcitos teciduais ativados e células endoteliais. A producgdo desta quimiocina é guiada por
metabdlitos microbianos, porém, o principal estimulo sdo a IL-1B e o TNF-a. De forma
semelhante, 0 GM-CSF age principalmente sobre mondcitos, eosinofilos, basofilos, linfocitos
e restritamente sobre neutrofilos e é secretado por varios tipos celulares, incluindo macréfagos,
mastacitos, células T, fibroblastos e células endoteliais em resposta a IL-13, TNF-a e IL-6. As
qguimiocinas sdo de extrema importancia na amplificacdo da resposta inflamatdria, devido ao
recrutamento celular para o nicho da infeccdo que funciona como uma retroalimentacgéo positiva
na producdo de citocinas pro-inflamatorias previamente citadas (43,45).

A IL-10 é produzida por macréfagos e linfocitos T, principalmente regulatorios, e inibe
aexpressao de IL-12, coestimuladores e MHC de classe 11 por macréfagos e células dendriticas,
mediadores relacionados ao reconhecimento de agentes e amplificagdo da resposta pro-
inflamatoria. A IL-13 é uma citocina produzida por linfécitos T CD4" e mastdcitos, dentre
outras fontes, e estimula a produgdo de muco, por células epiteliais, de colageno, por
fibroblastos, desvia a ativagdo macrofagica para a via alternativa, ou seja, perfil macrofégico

que age predominantemente no reparo tecidual em restricdo da atividade microbicida, etc (42).
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Por mais que as fung¢Ges nédo se sobreponham, ambas as citocinas apresentam duas finalidades
comuns: contengdo da resposta pro-inflamatéria a fim de minimizar dano tecidual e
direcionamento da producdo de mediadores e atividades celulares para o reparo e reorganizagdo
tecidual (43).

Somada a acdo das citocinas no estabelecimento da resposta inflamatoria, destacam-se
a acdo dos antimicrobianos naturais (AN), como as -defensinas humanas (HBDs), que foram
previamente associados a modulacdo hormonal, idade materna e invasdo microbiana da
cavidade amnidtica, além de sua participagdo em processos fisioldgicos e necessarios para o
estabelecimento e progresso gestacional, como implantacdo, evolugdo gestacional,
desenvolvimento fetal e parto (46). A producdo destes mediadores é estimulada através do
reconhecimento, pelos RRP, como TLRs, de produtos microbianos, como lipideos, proteinas
ou &cidos nucleicos, principalmente por células epiteliais, de forma que participam da defesa
priméria do hospedeiro, através do reconhecimento e neutralizagdo de microrganismos
invasores (46). Olmos-Ortiz et al. (47) demonstraram que a producdo amniética de HBD-1 e -
2 aumentava, de forma significativa, ap6s infec¢do com cepas de E. coli (2 a 24h ap6s estimulo),
além de producdo basal de HBD-3 superior, no amnio, quando comparado a outros
compartimentos, como a coriodecidua (47).

A fonte predominante dos microrganismos previamente identificados no liquido
amniotico de gestantes com complicacdes, como o TPP, é a microbiota vaginal, devido a
compatibilidade taxon6émica microbiana entre estes dois microambientes (48). A microbiota
vaginal equilibrada como ja bem estabelecido no século passado por Nugent et al. (49) e
reafirmada por estudos de metagenémica (50,51), requer uma abundéncia relativa superior de
diferentes espécies lactobacilares em relagdo aos demais taxons bacterianos. Entretanto,
perturbagcbes do microambiente vaginal sdo frequentes, com consequente alteracdo da

microbiota para aquela com predominio de cocobacilos Gram-varidveis, predominantemente
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anaerobias, com deplecdo de morfotipos lactobacilares. Este quadro € descrito como uma
disbiose vaginal classica, a vaginose bacteriana (VB). Esta entidade esta presente em 15-42%
das gestantes e aumenta de 2 a 4 vezes a incidéncia do PP, mas também da rotura prematura de
membranas pré-termo (RPM-PT), definida como a rotura das membranas corioamnidticas
previamente ao inicio da contratilidade miometrial antes da 372 semana de gestacdo (41).

Outra entidade que se agrega ao estado de disbioses vaginais é a vaginite aerobia (VA),
descrita por Donders et al. (52,53) e caracterizada por microrganismos comensais estritamente
aerobios provenientes do trato gastrointestinal, de forma que as espécies bacterianas mais
frequentemente isoladas s&o Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Streptococcus
agalactiae e Enterococcus fecalis. Somada a constituicdo da microbiota, outros quatro critérios
constituem o escore para diagnéstico de VA, incluindo percentagem de células parabasais,
infiltrado inflamatério, neutrofilos tdxicos e achados qualitativos de citdlise, presenca de
bacilos pequenos e cadeias de cocos.

Dentre os tdxons bacterianos constituintes do core patolégico da VB previamente
identificadas em gestacfes complicadas, destaca-se Gardnerella vaginalis, Mobiluncus spp.,
Escherichia coli, Leptotrichia amnionii, Bacterioides fragilis, Prevotella bivia, Mycoplasma
hominis, Ureaplasma spp., entre outras. Apesar da relacdo entre VB e o PP como desfecho
gestacional desfavoravel, estar embasada, predominantemente, na capacidade de estimulo da
resposta inflamatoria pelos microrganismos (54-59), estudos recentes demonstraram que,
apesar desta relacdo ser verdadeira, ndo se limita proximo ou no momento do desfecho
gestacional (60,61), de forma que a alteracdo da microbiota vaginal pode ocorrer previamente
ou ao longo da gestacdo. Isso € suportado pela capacidade que o endométrio tem de funcionar
como reservatorio para 0s microrganismos (62).

Apesar do cenario ser, sabidamente, polibacteriano, os micoplasmas genitais, em

particular Mycoplasma hominis, sdo 0s mais frequentemente isolados em membranas
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corioamnioticas e liquido amnidtico de gestagdes complicadas por corioamnionite clinica ou
histoldgica (41,62,63).

Os micoplasmas genitais pertencem a classe dos Molicutes, microrganismos fastidiosos
de crescimento lento, desprovidos de parede celular e com um genoma pequeno que limita sua
biossintese e predispde a fatores ambientais e justifica seu comportamento parasitario (63). O
método gold-standard para a identificacdo deste microrganismo continua sendo a cultura em
meio e condicdes especificas, entretanto, devido suas caracteristicas microbiol6gicas, mesmo
em condicdes ideais, o0 crescimento deste microrganismo pode ndo ser o esperado e gerar
variacgoes, de acordo com o tipo de amostra, por exemplo, que ndo a representam de forma
fidedigna (64). Ademais a este método, o PCR também é tido como gold standard (65),
entretanto, sua acessibilidade, seja referente ao custeamento quanto a aplicacdo do mesmo na
rotina clinica, ainda é limitada. Devido a isso, h4, ainda, uma dificuldade em predizer a
patogenicidade deste microrganismo e a sua influéncia em um cenério infeccioso polibacteriano
na interface materno-fetal.

Ainda que os micoplasmas genitais ja& tenham sido previamente associados a
complicacBes gestacionais, o TPP € uma entidade complexa e seu gatilho ndo depende,
exclusivamente, da presenca de uma Unica espécie bacteriana, mas sim da sinergia evocada pela
combinacdo de tdxons bacterianos e da assinatura inflamatoria associada. Até recentemente,
assumia-se a interface materno-fetal, bem como o liquido amniético, como microambientes
estéreis que, a0 minimo contato com microrganismos, promoveria a ativagao dos tecidos e,
consequentemente, o desencadeamento do desfecho gestacional adverso. Entretanto, com a
crescente onda de conhecimento sobre a importancia da microbiota em diversos nichos do corpo
humano, estudos recentes vém demonstrando a existéncia de uma microbiota placentéria, pelas
técnicas moleculares, como metagendmica e sequenciamento shotgun (66). Aagaard et al. (67)

demonstraram a presenca de um microbioma placentario com assinatura Unica, porém,
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semelhante a microbiota oral. Esses achados sdo sustentados por estudos anteriores (68—70) que
justificam o alcance de microrganismos orais a interface materno-fetal por disseminacao
hematogénica (71). Contudo, as especificidades acerca do microbioma placentério ainda séo
diversas, visto que se assume sua existéncia, porém, ainda ndo ha um padrdo das comunidades
comumente encontradas ou aquele tido como saudavel e a sua real interferéncia no
desenvolvimento e na microbiota fetal (66,72).

Somado aos micoplasmas genitais, ha contribuintes aerobios e anaerdbios constituintes
do core patoldgico da VB. A espécie Bacterioides fragilis, bacilo Gram-negativo anaerébio, é
comumente encontrada na microbiota intestinal. E bem estabelecido que a instalagdo deste
microrganismo em nichos distintos do original é capaz de gerar uma infeccdo com
consequéncias clinicas, devido aos diversos mecanismos envolvidos em sua patogénese, como
resisténcia a antibio6ticos, producgdo de toxinas e enzimas extracelulares, capacidade de adesao,
entre outros (73). Apesar disso e de ser um microrganismo sabidamente constituinte da VB
(74), os estudos a respeito do papel patogénico do B. fragilis na interface materno-fetal sdo
escassos. Sherman et al. (75) identificaram associacdo significativa entre essa espécie
bacteriana e o PP espontaneo.

Peptostreptococcus anaerobius, cocos Gram-positivos anaerobios, sdo comumente
encontrados na microbiota intestinal, entretanto, h4 uma distribuicdo na microbiota vaginal e
na cavidade oral (76). Estudos anteriores (77,78) identificaram o P. anaerobius tanto no
microambiente vaginal quanto no liquido amniotico, de gestantes com resolucdo da gestacéo
inferior & 372 semana de gestacdo. Além disso, a presenca desse microrganismo na vagina e na
placenta, de forma similar a Sneathia sanguinegens, foi associada ao menor tamanho ao nascer.
(78)

Streptococcus agalactiae, ou Streptococcus do Grupo B (GBS), cocos Gram-positivos

B-hemoliticos, aerdbios, que se organizam em cadeias, s&0 comumente encontrados na
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microbiota gastrointestinal e vaginal (79). Este microrganismo torna-se patogénico quando
passa a infectar novos nichos, como a interface materno-fetal, onde ndo é modulado por
espécies predominantes. As repercussdes clinicas associadas a este microrganismo envolvem
sepse materna (80) e neonatal (81), natimortalidade (82), meningite (81) e pneumonia (81) do
neonato que podem ter repercussdes a curto e longo prazos (83). Por fim, somado a capacidade
de suscitar condigdes clinicas severas, é sabido que a infeccdo por S. agalactiae em membranas
corioamnioticas aumenta o risco do desencadeamento de TPP bem como o desfecho gestacional
pré-termo (84).

Staphylococcus aureus, cocos Gram-positivos aerobios, que se organizam em cachos,
sdo comumente encontrados na microbiota da pele (85). No contexto das disbioses vaginais, é
destaque na VA (53) e tem sido associado a intercorréncias gestacionais, Como corioamnionite
clinica (86), PP (85), RPM-PT (87) bem como com resultados neonatais adversos (88), como
cerca de 90% dos casos de sepse neonatal tardia, particularmente naqueles que tiveram cuidados
médicos intensivos (89). A viruléncia dessa espécie é justificada pela capacidade de producao
de biofilme, responsavel por prover uma maior resisténcia a antibioticos e funcionar como um
mecanismo de evasdo do sistema imune, producdo de exotoxinas, como Panton-Valentine
leukocidin (PVL) responsavel por gerar poros, atraveés da polimerizacdo com estruturas
anelares, nas membranas celulares, acelerando o processo de necrose e apoptose das células
brancas por um desbalango i6nico e, como produto final, um aumento da atividade nuclear do
NF-kB, participando como agente transcricional de intimeros fatores inflamatorios e,
finalmente, capacidade em suscitar resposta pré-inflamatdria significativa para o desbalango
gestacional através da producgdo de citocinas e quimiocinas com atividades pro-inflamatérias,
como IL-1B, IL-2, IL-6, GM-CSF, IFN-y e TNF-a (85,89,90).

Por fim, Fusobacterium nucleatum, bacilos Gram-negativos estritamente anaerébios,

comumente encontrados na microbiota oral (68). Apesar de presente na cavidade oral, esse é
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capaz de se disseminar, via hematogénica, para outros sitios, como a placenta, onde vem sido
amplamente associado a complicacBes gestacionais (91), como corioamnionite, PP e pré-
eclampsia, além de complicacdes fetais, como feto natimorto e sepse neonatal precoce (92). A
viruléncia dessa espécie bacteriana é justificada, predominantemente, pela produgdo de
adesinas, interacdo com diversos tipos celulares, como celulas epiteliais, endoteliais,
polimorfonucleares, mondcitos, entre outras, e capacidade de invasdo (92,93). E, devido a essas
propriedades, que essa espécie induz uma infecgdo subclinica no momento da disseminagéo,
ndo suscitando resposta inflamatoria sistémica materna. Entretanto, uma vez que fora da
cavidade oral e da via de disseminag&o, 0 mesmo interage com o TLR-4 e estimula a produgéo
de citocinas pro-inflamatorias, como IL-6, IL-8 e TNF-a (93).

Apesar da disponibilidade de ensaios pré-clinicos para a avaliacdo da influéncia das
espécies bacterianas, isoladas ou em combinagdo, nos tecidos materno-fetais, é sabido que o
trabalho de parto humano apresenta peculiaridades que impossibilitam a transposicdo do
conhecimento, de forma fidedigna, de outras espécies (94). Neste contexto, houve a urgéncia
de modelos que permitissem a avaliacdo da interface materno-fetal, em particular, das
membranas corioamnioticas através da cultura de linhagens celulares, como hFM-AECs (95).
Estudos in vitro, portanto, permitem a mimetizacao do cenério infeccioso, além da producéo de
mediadores inflamatorios suscitada por essas interagdes bacterianas, em tecidos ou células
humanas. No que se refere ao cenério inflamatorio, permitem avaliar a capacidade de indugédo
de MET por diversas combinagdes bacterianas e sob diferentes assinaturas. A maior limitacao,
no entanto, é a restri¢cdo do uso de apenas uma linhagem celular por cultura, o que impossibilita
o reflexo da dinamica tecidual, avaliando apenas partes do todo (96).

Nos Ultimos anos, devido ao avango tecnoldgico na pesquisa em saude, foi desenvolvido
um novo modelo que permite a recria¢do de 6rgaos humanos, em todos 0s seus estratos, através

de cultura celular intitulado Organ-On-Chip (OOC). Foi possivel, portanto, a recriacdo das
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membranas corioamnioticas (97,98), de forma é possivel avaliar a interacdo dos diversos tipos
celulares em seus respectivos estratos através de um sistema transwell, bem como permite o
controle e acompanhamento do estimulo desde seu nicho inicial. A importancia do
desenvolvimento de novas tecnologias para o estudo dos desfechos gestacionais adversos
envolve, principalmente, a expansdo do conhecimento a respeito dos mecanismos envolvidos
no desencadeamento e a necessidade de prevencdo a fim de minimizar danos a salide materna

e fetal, a curto e longo prazos.
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ABSTRACT

To evaluate the mediators of the inflammatory response, in an in vitro model, of immortalized
epithelial amniotic cells (hFM-AECs) challenged by different bacterial species, alone and in
combinations with Mycoplasma hominis, and the interference of this stimulus on the epithelial-
mesenchymal transition. In vitro assay with hFM-AECs challenged with different species were
performed in diferente moments. Supernatants were collected for quantification of IL-1p, IL-6,
IL-8, IL-10, IL-13, GM-CSF, TNF-a, HBD-1, HBD-2 and HBD-3 by ELISA. For analyses of
EMT, the cell shape index was applied. The data were subjected to a mixed effects model
combined with parametric bootstrapping. One Way ANOVA and paired T-test were used for
the EMT analysis. (a) Elevated levels of IL-6, IL-8, GM-CSF and HBD-1 were detected in
relation to the reference when stimulated with Fusobacterium nucleatum, alone or in
combination with M. hominis; (b) IL-13 levels were decreased in relation to the reference after
stimulation with F. nucleatum, Bacteroides fragilis, Peptostreptococcus anaerobius and
Streptococcus agalactiae alone and in combination with M. hominis; (c) Different isolates or
combination with M. hominis stimulated EMT. F. nucleatum alone or in combination with M.
hominis, have an important capacity to induce a characteristic inflammatory signature. Bacterial

combinations stimulate EMT.

Keywords: In vitro study; immortalized amnion epithelial cells (hFM-AECs); adverse
pregnancy outcome; genital mycoplasmas; polybacterial infection; epithelial-mesenchymal
transition (EMT).
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GRAPHICAL ABSTRACT
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1. INTRODUCTION

Gestational success is determined by the balanced dynamics of factors ranging from
molecular to morphological, immunological, and physiological levels that permeate the
development of the fetus during the gestation. The chorioamniotic membranes, composed by
the amnion, the innermost layer in contact with the amniotic fluid, and the chorion, the
outermost layer, actively participate in this gestational dynamic, through physical protection,
due to mechanical stress and the constant need for tissue remodeling, and immunological
protection of the fetus'.

The disruption of the amniotic cavity during pregnancy is capable of triggering adverse
gestational outcomes, such as preterm labor (PTL), considered as an inflammatory syndrome
that occurs before the 37" week of gestation and affects about 5-18% of pregnancies
worldwide®. The main consequence of PTL is preterm birth (PTB) and has been related to short-
and long-term gestational, maternal and/or fetal complications®®. The etiology of the PTB is
multifactorial®!°, however, one of the main causes is still intra-amniotic infection, defined by
the combination of microbial invasion of the amniotic cavity (MIAC) and intra-amniotic
Inflammation (1A,

Compatibility between microorganisms found in the vaginal microbiota, in the
pathological core of the bacterial vaginosis (BV)* or aerobic vaginitis (AV)®, and those
isolated in the amniotic fluid of complicated pregnancies supports that their source is the vaginal
microenvironment®®, The access of these microorganisms is most often by transcervical
ascension through the lower genital tract, however, there are other routes such as hematogenous
dissemination or rectovaginal contamination’. Kim et al.!® described that infection involves
initial intra-amniotic entry of bacteria through a restricted cervical region, invasion and
proliferation into the amniotic fluid with subsequent adhesion and invasion of intra-amniotic
bacteria into the amnion from the amniotic cavity.

Understanding preterm labor as an inflammatory syndrome supports that, in the
presence of an infection, the class of pattern recognition receptors (PRR), such as Toll-Like
receptors (TLRs), present in all strata of the chorioamniotic membranes, are able to recognize
pathogen associated molecular patterns (PAMPS) and trigger an unscheduled inflammatory
response prior to 37 weeks!%?,

Although the infection scenario is polybacterial, there is a high prevalence of genital
mycoplasmas, in particular, of M. hominis?>?°. This microorganism is a fastidious mollicut?®
and its real contribution to an adverse gestational outcome is still unclear, since there is variation

of the incidence according to sociodemographic characteristics, type of study, sample evaluated
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and detection method, besides the difficulty of culture?®. In addition, there are aerobic
representatives, such as Staphylococcus aureus!>2"? and Streptococcus agalactiae?®3!, as well
as anaerobic representatives, such as Peptostreptococcus anaerobius®, Bacteroides fragilis®*-
3 and Fusobacterium nucleatum®®-38, of the pathological core of vaginal dysbioses.

Besides the inflammatory scenario, the morphological and biochemical characteristics
of the cells that constitute the fetal membranes are a fundamental factor in the maintenance of
tissue integrity°. This is preserved, mainly, through the constant tissue remodeling permeated
both by the epithelial-mesenchymal transition (EMT) and vice-versa®>*'. Despite the
established role of this event for gestational success, it is not known what is the direct
interference of bacterial species in its evolution.

Despite the pathogenic role of these microorganisms, preterm labor is a complex event
that is not triggered by a single species, but rather according to the synergy generated by the
bacterial combination. Furthermore, a previous study by our research group observed an
inflammatory signature according to bacterial combinations, however, the study was limited to
a 24-hour evaluation®?, and based on this, we hypothesized that there is a distinct temporal
regulation of the inflammatory response following stimulation of bacterial isolates or
combinations with M. hominis and there is a interference of these bacterial species in EMT. To
this end, we aimed to evaluate the temporal inflammatory pattern elicited by bacterial isolates
and combinations, with M. hominis, in culture of immortalized epithelial amniotic cells (hFM-
AECs) and its interference in EMT.

2. MATERIAL AND METHODS

2.1 Immortalized amnion epithelial cells (hFM-AEC) culture

In order to evaluate the inflammatory response at the maternal-fetal interface,
immortalized amnion epithelial cells (hFM-AEC) obtained through donation by Dr. Ramkumar
Menon of the University of Texas Medical Branch at Galveston (UTMB), Texas, USA, were
used. Briefly, cells were resuspended in complete culture medium (keratinocyte serum-free
medium (KSFM) (GIBCO BRL, Grand Island, NY, USA)) supplemented with human
recombinant epidermal growth factor (rEGF), bovine pituitary extract (BPE) (GIBCO BRL,
Grand Island, NY, USA) and Primocin (InvivoGen, San Diego, CA, USA) and transferred to
culture flasks, T25 or T75, containing KSFM culture medium, 6 and 8mL respectively, with
medium exchange between 24-48 hours according to cell demand in a controlled environment

(5% CO2 at 37°C). When 80-90% of confluence was reached, there was trypsinization,
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resuspension and cell relocation in 24-well plates, which were the niche of the experiment and

received the treatments.

2.2 Bacterial culture

ATCCs (american type culture collection) of Bacterioides fragilis (ATCC #25285),
Fusobacterium nucleatum (ATCC #25586), Peptostreptococcus anaerobius (ATCC #27337),
Staphylococcus aureus (ATCC #6538), Streptococcus agalactiae (ATCC #12386) and
Mycoplasma hominis (ATCC #14027) were used to stimulate hFM-AECs. Both resuspension
and culture were performed according to manufacturer's instructions. For anaerobic bacteria, B.
fragilis, F. nucleatum and P. anaerobius, the culture was performed in fluid thioglycolate
medium, which does not accumulate oxygen, and, still, kept in anaerobic conditions, as a
precaution; for aerobic bacteria, S. aureus and S. agalactiae, the culture medium was brain heart
infusion (BHI); finally, M. hominis was resuspended in a specific culture medium, M42, and
also kept in anaerobic conditions. After culture, all bacterial species were kept in an incubator
until growth.

Bacterial concentration was determined using colony forming units (CFUs) established
through the McFarland Scale while, for M. hominis, the bacterial load was determined using
color changing units (CCUSs), because this microorganism, during growth, does not promote
turbidity in the culture medium. Briefly, after resuspension of M. hominis in M42, containing a
pH indicator, phenol red, we performed a serial dilution of 1:10 from the initial inoculum of
ATCC. Since there is bacterial proliferation, there is a consumption of available molecules,
such as L-arginine, and, consequently, a pH change that modifies the color of the medium
allowing the determination of 10° CCU in the last eppendorf that changed color. In this way, it
is possible to determine which of the tubes contain the ideal concentration of use in the

experiment, respecting the ratio of 1:10 (10°).

2.3 Stimulation of hFM-AEC

Cell culture was stimulated with 10 CFU/CCU of heat-inactivated bacterial suspension,
80°C for 1 hour, diluted in supplemented KSFM, treatments are indicated in Table 1. hFM-
AEC without bacterial stimulus were used as negative control, which were incubated only with
the culture medium, and, as a positive control, LPS from E. coli O55:B5 (Sigma) was used at a

concentration of 100ng/mL.
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To assess the regulation of cytokines, chemokines and antimicrobials production, for
each treatment, supernatants were collected and stored at -80°C at the time of stimulation, 6

hours, 12 hours, 18 hours and 24 hours after.

Tabela 1. Treatments for in vitro stimulation of hFM-AECs with Mycoplasma hominis in the

presence of different bacterial species.

Bacterial stimuli design

Mycoplasma hominis (108 CCU)

Bacteroides. fragilis (106 CFU)

Bacteroides fragilis (106 CFU) + Mycoplasma hominis (106 CCU)

Fusobacterium nucleatum (106 CFU)

Fusobacterium nucleatum (108 CFU) + Mycoplasma hominis (108 CCU)

Peptostreptococcus anaerobius (108 CFU)

Peptostreptococcus anaerobius (106 CFU) + Mycoplasma hominis (106 CCU)

Staphylococcus aureus (108 CFU)

Staphylococcus aureus (10° CFU) + Mycoplasma hominis (106 CCU)

Streptococcus agalactiae (10° CFU)

Streptococcus agalactiae (10 CFU) + Mycoplasma hominis (106 CCU)

2.4 Immunoassays

Levels of interleukin (IL)-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13, granulocyte macrophage colony
stimulating factor (GM-CSF), tumor necrosis factor (TNF)-a, B-defensins (HBD)-1, -2 and -3
were measured in culture supernatants obtained from each time point and were evaluated by
using commercially available ELISA kit (R&D Systems, MN, USA), following the
manufacturer's instructions. All samples were tested in duplicate and those with values set
above the standard curve range (IL-6 and B-defensins 1) were diluted (1:2) and retested. The
minimum detectable levels in the IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13, GM-CSF, HBD-1, -2 and -3
assays were, respectively, 0.002 pg/mL, 0.074 pg/mL, 0,034 pg/mL, 0,337 pg/mL, 0,884
pg/mL, 0,004 pg/mL, 2,374 pg/mL, 2,082 pg/mL, 1,56 pg/mL. The intra and interassay
variability rates were < 10.0%. A standard curve was obtained for each assay and the results
were standardized to pg/mL. Absorbance values were read at 492 nm in an automatic ELISA
reader (Biotek Instruments Inc, BE, USA).
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2.5 Microscopy analysis and cell shape index (CSI) evaluation

All images were obtained through a confocal inverted microscope (40x) at the moment
and after 24 hours of bacterial stimulation. In order to maintain the morphological
characteristics, paraformaldehyde (PFA) was added right after the collection of the supernatant.
The cell shape index (CSI) was determined by evaluating two frames per treatment from each
N. The ImageJ software version 1.51J (NIH; http://imagej.nih.gov/ij) was used to determine the
cell circularity and the CSI was calculated using the formula: CSI=4n x Area/Perimeter®.
Uniform settings, such as brightness, contrast and collection settings were matched for all
images.

In order to characterize the cells according to the morphotype, we relied on the findings
of Richardson et al.*® which determined that cells which CSI was between 0.4 to 0.6 were
mesenchymal cells and 0.7 to 0.9 were epithelial cells. We assumed that cells between 0.6 and
0.7 were at the transitional state, known as the metastate, so were not classified into any

morphological cell type.

2.6 Statistical analysis

Data were evaluated using GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA,
EUA) and R Core Team (R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria, 2022; URL
https://www.R-project.org/.linear). The data were submitted to a mixed effects model combined

with parametric bootstraping (in 1000 replicates) in order to normalize the data (MexSD).
Cytokines and antimicrobials results are reported as media followed by 95% CI in relation to
negative control and M. hominis infection. Analysis between different groups was done using
OneWay ANOVA for non-dependent data, and the analysis within the same group was done

using the paired t-test. Differences were considered statistically significant when p<0.05.

3. RESULTS

3.1 Evaluation of inflammatory biomarkers after bacterial stimulation

In order to create an inflammatory scenerium of the cellular response to bacterial
stimulation, we evaluated the production of the cytokines, chemokines and antimicrobials most
commonly associated with triggering adverse gestational outcome. IL-1p showed no
production, or was below the detectable levels of the kit (R&D Systems, MN, USA), between
0 and 24 hours of stimulation. TNF-a had a low production throughout the stimulation,
however, no group differed significantly from the negative control at any of the evaluated time

points (Figure 1).
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Figura 1. Production of TNF-a throughout 24 hours of bacterial stimulation. A. Evaluation of TNF-a (pg/mL)
production at the moment of bacterial stimulation for all groups in relation to negative control. B.
Evaluation after 6 hours of bacterial stimulation. C. Evaluation after 12 hours of bacterial stimulation.
D. Evaluation after 18 hours of bacterial stimulation. E. Evaluation after 24 hours of bacterial
stimulation. Ctl-: Negative control; Ctl+: Positive control; Mh: M. hominis; Fn: F. nucleatum; Mh+Fn:
M. hominis + F. nucleatum; Bf: B. fragilis; Mh+Bf: M. hominis + B. fragilis; Pa: P. anaerobius; Mh+Pa:
M. hominis + P. anaerobius; Sa: S. aureus; Mh+Sa: M. hominis + S. aureus; Sg: S. agalactiae; Mh+Sg:
M. hominis + S. agalactiae. n=3.

The IL-6 production was mainly determined by the bacterial combination. F. nucleatum
had statistically high levels, in relation to the negative control, throughout the 24 hours of
stimulus, however, when it was associated with M. hominis this difference only became
statistically significant after 12 hours of stimulus. B. fragilis had a high production, in relation

to the negative control, after 12 and 24 hours of bacterial stimulus. Finally, after 24 hours of
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stimulus, in addition to the previous ones, M. hominis + B. fragilis, P. anaerobius, M. hominis

+ P. anaerobius and S. aureus had statistically high levels in relation to the negative control

(Figure 2). In contrast, M. hominis + S. agalactiae showed a statistically decreased production

compared to negative control at 12 and 18 hours of stimulus (Figure 2).
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Figura 2. Production of IL-6 throughout 24 hours of bacterial stimulation. A. Evaluation of IL-6 (pg/mL)
production at the moment of bacterial stimulation for all groups in relation to negative control. B.
Evaluation after 6 hours of bacterial stimulation. C. Evaluation after 12 hours of bacterial stimulation.
D. Evaluation after 18 hours of bacterial stimulation. E. Evaluation after 24 hours of bacterial
stimulation. Ctl-: Negative control; Ctl+: Positive control; Mh: M. hominis; Fn: F. nucleatum; Mh+Fn:
M. hominis + F. nucleatum; Bf: B. fragilis; Mh+Bf: M. hominis + B. fragilis; Pa: P. anaerobius; Mh+Pa:
M. hominis + P. anaerobius; Sa: S. aureus; Mh+Sa: M. hominis + S. aureus; Sg: S. agalactiae; Mh+Sg:
M. hominis + S. agalactiae. n=3.
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The main bacterial species inducing IL-8 production was F. nucleatum (Figure 3). The

bacterial isolate elicited a statistically significantly higher production than the negative control

throughout 24 hours of bacterial stimulation. When in combination with M. hominis, the

production became statistically superior only after 12 hours of stimulus (Figure 3).
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Figura 3. Production of IL-8 throughout 24 hours of bacterial stimulation. A. Evaluation of I1L-8 (pg/mL)

production at the moment of bacterial stimulation for all groups in relation to negative control. B.
Evaluation after 6 hours of bacterial stimulation. C. Evaluation after 12 hours of bacterial stimulation.
D. Evaluation after 18 hours of bacterial stimulation. E. Evaluation after 24 hours of bacterial
stimulation. Ctl-: Negative control; Ctl+: Positive control; Mh: M. hominis; Fn: F. nucleatum; Mh+Fn:
M. hominis + F. nucleatum; Bf: B. fragilis; Mh+Bf: M. hominis + B. fragilis; Pa: P. anaerobius; Mh+Pa:
M. hominis + P. anaerobius; Sa: S. aureus; Mh+Sa: M. hominis + S. aureus; Sg: S. agalactiae; Mh+Sg:
M. hominis + S. agalactiae. n=3.
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The GM-CSF production differed from the negative control only after 18 hours, when
the stimulation was performed with F. nucleatum and M. hominis + F. nucleatum. This isolate
and its combination to M. hominis elicited a statistically high production that was maintained

until 24 hours of stimulation.
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Figura 4. Production of GM-CSF throughout 24 hours of bacterial stimulation. A. Evaluation of GM-CSF
(pg/mL) production at the moment of bacterial stimulation for all groups in relation to negative control.
B. Evaluation after 6 hours of bacterial stimulation. C. Evaluation after 12 hours of bacterial stimulation.
D. Evaluation after 18 hours of bacterial stimulation. E. Evaluation after 24 hours of bacterial
stimulation. Ctl-: Negative control; Ctl+: Positive control; Mh: M. hominis; Fn: F. nucleatum; Mh+Fn:
M. hominis + F. nucleatum; Bf: B. fragilis; Mh+Bf: M. hominis + B. fragilis; Pa: P. anaerobius; Mh+Pa:
M. hominis + P. anaerobius; Sa: S. aureus; Mh+Sa: M. hominis + S. aureus; Sg: S. agalactiae; Mh+Sg:
M. hominis + S. agalactiae. n=3.
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As representatives of the anti-inflammatory scenario, IL-10 showed no production, or
was below the detection levels of the kit (R&D Systems, MN, USA), between 0 and 24 hours
of stimulation. The IL-13 production was statistically reduced, compared to the negative
control, after 18 hours for stimuli with F. nucleatum, B. fragilis, M. hominis + B. fragilis, P.

anaerobius, M. hominis + P. anaerobius, S. agalactiae, and M. hominis + S. agalactiae.
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Figura 5. Production of 1L-13 throughout 24 hours of bacterial stimulation. A. Evaluation of IL-13 (pg/mL)
production at the moment of bacterial stimulation for all groups in relation to negative control. B.
Evaluation after 6 hours of bacterial stimulation. C. Evaluation after 12 hours of bacterial stimulation.
D. Evaluation after 18 hours of bacterial stimulation. E. Evaluation after 24 hours of bacterial
stimulation. Ctl-: Negative control; Ctl+: Positive control; Mh: M. hominis; Fn: F. nucleatum; Mh+Fn:
M. hominis + F. nucleatum; Bf: B. fragilis; Mh+Bf: M. hominis + B. fragilis; Pa: P. anaerobius; Mh+Pa;
M. hominis + P. anaerobius; Sa: S. aureus; Mh+Sa: M. hominis + S. aureus; Sg: S. agalactiae; Mh+Sg:
M. hominis + S. agalactiae. n=3.
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Since there was a higher production of the inflammatory mediators evaluated after 18
hours, the production of HBD-1, -2 and -3 was evaluated after 18 and 24 hours of bacterial
stimulation. The B-defensin-1 was statistically elevated, compared to the negative control after
18 hours, when the stimulation was performed with F. nucleatum and M. hominis + F.
nucleatum (Figure 6A), however, after 24 hours of stimulation, none of the groups differed
statistically from the negative control (Figure 6B).
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Figura 6. Production of HBD-1 after 18 and 24 hours of bacterial stimulation. A. Evaluation of B-defensin-1
(pg/mL) production after 18 hours of bacterial stimulation for all groups in relation to negative control.
B. Evaluation of B-defensin-1 production after 24 hours of bacterial stimulation for all groups in relation
to negative control. Ctl-: Negative control; Ctl+: Positive control; Mh: M. hominis; Fn: F. nucleatum;
Mh+Fn: M. hominis + F. nucleatum; Bf: B. fragilis; Mh+Bf: M. hominis + B. fragilis; Pa: P. anaerobius;
Mh+Pa: M. hominis + P. anaerobius; Sa: S. aureus; Mh+Sa: M. hominis + S. aureus; Sg: S. agalactiae;
Mh+Sg: M. hominis + S. agalactiae. n=3.

The HBD-2 and -3 did not differ statistically from the negative control in none of the
groups evaluated both after 18 and 24 hours (Figures 7A, 7B, 8A and 8B).
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Figura 7. Production of HBD-2 after 18 and 24 hours of bacterial stimulation. A. Evaluation of 3-defensin-2
(pg/mL) production after 18 hours of bacterial stimulation for all groups in relation to negative control.
B. Evaluation of B-defensin-2 production after 24 hours of bacterial stimulation for all groups in relation
to negative control. Ctl-: Negative control; Ctl+: Positive control; Mh: M. hominis; Fn: F. nucleatum;
Mh+Fn: M. hominis + F. nucleatum; Bf: B. fragilis; Mh+Bf: M. hominis + B. fragilis; Pa: P. anaerobius;
Mh+Pa: M. hominis + P. anaerobius; Sa: S. aureus; Mh+Sa: M. hominis + S. aureus; Sg: S. agalactiae;
Mh+Sg: M. hominis + S. agalactiae. n=3.

A. B.
Ctl- + (Reference) Ctl- # (Reference)
Ctl+ i Ctl+ L
Mh t * | Mh +
Fn o Fn -
Mh+Fn ——1 Mh+Fn -
Bf —— Bf L
Mh+Bf | Mh+Bf #*
Pa F—e— Pa ]
Mh+Pa —e—i Mh+Pa =
Sa e Sa +
Mh+Sa [ Mh+Sa e
Sg e sg| | * i
Mh+Sg . Mh+Sg ]
-55.0 -325 -100 7.5 80.0 1025 e -0 ~1e0 0 450 600 750

125 350 [ 150
Mean (95% Cl) Mean (95% CI)

Figura 8. Production of HBD-3 after 18 and 24 hours of bacterial stimulation. A. Evaluation of B-defensin-3
(pg/mL) production after 18 hours of bacterial stimulation for all groups in relation to negative control.
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B. Evaluation of B-defensin-3 production after 24 hours of bacterial stimulation for all groups in relation
to negative control. Ctl-: Negative control; Ctl+: Positive control; Mh: M. hominis; Fn: F. nucleatum;
Mh+Fn: M. hominis + F. nucleatum; Bf: B. fragilis; Mh+Bf: M. hominis + B. fragilis; Pa: P. anaerobius;
Mh+Pa: M. hominis + P. anaerobius; Sa: S. aureus; Mh+Sa: M. hominis + S. aureus; Sg: S. agalactiae;
Mh+Sg: M. hominis + S. agalactiae. n=3.

3.2 Characterization of Epithelial-Mesenchymal Transition (EMT) after bacterial

stimulation

The cell morphotypes found at the time of bacterial stimulation corresponded, mainly
(>75% of the cells evaluated), to epithelial cells, thus there was no statistical difference in any
of the groups evaluated compared to the negative control (Figure 9A). After 24 hours of
bacterial stimulation, the groups stimulated with M. hominis [(0.6435; 0,2787-0,9620) p<0.01],
F. nucleatum [(0.6594, 0,3768-0,9728) p<0.05], M. hominis + F. nucleatum [(0.6487, 0,3907-
0,9622) p=0.01], M. hominis + B. fragilis [(0.6523, 0,3401-0,9675) p<0.05], M. hominis + P.
anaerobius [(0.6594, 0,3188- 0,9358) p=0.01] and S. agalactiae [(0.6366, 0,2683- 0,9522)
p<0.05] differed significantly from negative control [(0,7302; 0,2076-0,9641)], showing EMT
(Figure 9B).
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Figura 9. Characterization of cell morphotypes at the time and after 24 hours of bacterial stimulation. (a)
Distribution of cell morphotypes at the time of bacterial stimulation. (b) Distribution of cell
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morphotypes after 24 hours of bacterial stimulation. Ctl-: Negative control; Ctl+; Positive control; Mh:
M. hominis; Fn: F. nucleatum; Mh+Fn: M. hominis + F. nucleatum; Bf: B. fragilis; Mh+Bf: M. hominis
+ B. fragilis; Pa: P. anaerobius; Mh+Pa: M. hominis + P. anaerobius; Sa: S. aureus; Mh+Sa: M. hominis
+ S. aureus; Sg: S. agalactiae; Mh+Sg: M. hominis + S. agalactiae. n=3.

Based on this, it was evaluated whether there was a temporal difference in the groups
that differed from negative control after 24 hours of bacterial stimulation. The groups of M.
hominis, F. nucleatum and M. hominis + B. fragilis differed significantly as the incubation time
evolved (p<0.01, p=0.01 and p<0.05, respectively), described by the reduction of the median
from 0.7084 to 0.6435, 0.7204 to 0.6594 and 0.7082 to 0.6523 respectively (Figure 10A, 10B,
10D). Furthermore, the other groups showed no statistical difference (Figure 10C, 10E, 10F).
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Figura 10. Temporal evaluation of bacterial stimuli that differed from the negative control after 24 hours
of incubation. (a) Evaluation of M. hominis group; (b) Evaluation of F. nucleatum group; (c) Evaluation
of M. hominis + F. nucleatum group; (d) Evaluation of M. hominis + B. fragilis group; (e) Evaluation
of M. hominis + P. anaerobius group; (f) Evaluation of S. agalactiae group. Mh: M. hominis; Fn: F.
nucleatum; Mh+Fn: M. hominis + F. nucleatum; Mh+Bf: M. hominis + B. fragilis; Mh+Pa: M. hominis
+ P. anaerobius; Sg: S. agalactiae. n=3.

4. DISCUSSION

The ability of microorganisms to elicit an inflammatory response and, consequently,
trigger an adverse gestational outcome is already known; however, the understanding between
the synergy of bacterial communities and their respective inflammatory signatures is still
limited. The inflammatory response to infection consists of several protective effector
mechanisms that must be activated and orchestrated in order to maximize microbicidal
functions and the stimulation of innate immune response while, at the same time, minimize

damage to the host tissues**. One of the main bacterial species sharing among bacterial
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communities, due to its wide prevalence in women of reproductive age®, is genital
mycoplasmas, in particular M. hominis.

In this study, we found a variation in the inflammatory response according to the
bacterial species and combinations involved. The inflammatory signature elicited by anaerobic
bacteria, particularly F. nucleatum, stood out in relation to the others bacterial communities,
maintaining a relationship of increased some cytokines, such as IL-6, -8, and GM-CSF, and a
reduction of others, such as IL-13. The modulation of M. hominis, when in combination with
these anaerobic bacteria species, corroborates the findings of Vitali et al.*® and Ceccarani et
al.*’ that correlated the presence of M. hominis to an increased production of amines by
anaerobic bacteria* and short chain fatty acids (SCFAs), such as acetic acid, responsible for
being key molecules in immune system evasion, particularly by reducing the production of pro-
inflammatory cytokines***°, Spontaneous PTB were associated with high levels of 1L-6 in the
amniotic fluid®>? and with the presence of F. nucleatum in gestational tissues®, therefore, our
study has the power to propose a relation of cause-effect in microbiological-clinical levels,
considering that F. nucleatum induced significant levels of 1L-6 during 24 hours of stimulation.

F. nucleatum also stimulated a significant production of IL-8 and GM-CSF compared
to the negative control after 6 and 18 hours of bacterial stimulation, respectively, which
highlight the action of this microorganism on neutrophil and monocyte chemotaxis. These
findings corroborate with the literature®-%, supporting the importance of this microorganism,
alone or in combination with M. hominis, in amplifying the pro-inflammatory response.
Accordingly, Cheu et al.>” demonstrated that there was an increased frequency, activation, and
prolongation of neutrophil lifespan in vaginal microbiota that was not dominated by
lactobacillar species and this can justify the inconstant incidence of neutrophils in BV cases, in
absence of genital tract infections, depending on the bacterial species that constitute the
pathologic core of vaginal dysbiosis, such as F. nucleatum, already closely associated with co-
aggregation to the biofilm produced by G. vaginalis.>®

In addition to the modulation of anaerobic bacteria role, this study determined that, when
M. hominis is in combination with S. agalactiae, after 12 and 18 hours of stimulation, IL-6
production was statistically lower compared to the reference as well as to the bacterial isolate.
Rajagopal et al.>® established the precise regulation of S. agalactiae virulence factors in relation
to immune system evasion; so these, added to the mediators produced by M. hominis, e.g.
SCFAs, produces cytokine levels below cellular constitutive, corroborating that the synergy
between these two bacterial species optimizes both evasion mechanisms. In addition, assuming

that reduced IL-6 production in the presence of M. hominis is able to confirm a protective role
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is unlikely, since IL-6 is a pleiotropic cytokine and its activity is directly influenced according
to the signaling pathway in effect.®

The conter-regulation to pro-inflammatory cytokines is represented, in this study, by IL-
13 levels and the production of this cytokine differed from the reference only after 18 hours of
stimulus. Unlike the behavior of the pro-inflammatory cytokines, the production correlation
was statistically lower than the negative control, which supports the idea that F. nucleatum
shifts the response to the Thl profile in restriction to Th2, disrupt the gestational immune
balance and can trigger an adverse gestational outcome®*. After 24 hours of stimulation, the M.
hominis production did not differ statistically from the reference, a finding that goes against
that found by Noda-Nicolau et al.%? after 24 hours of bacterial stimulation of chorioamniotic
membranes. This discrepancy supports that IL-13 production is limited by epithelial amniotic
cells, but can be effective by amniotic mesenchymal or chorionic cells.

In addition to the profile of cytokines and chemokines, the [-defensins, natural
antimicrobials that participate as a first line of defense of the innate immune response in the
presence of pathogens®, were quantified. We observed a statistical increase in HBD-1 levels
when stimulated with F. nucleatum alone or in combination with M. hominis after 18 hours
compared to negative control. Similarly, Varrey et al.% identified HBD-1 in amniotic fluid at
baseline levels, with an increased production in spontaneous PTL women with
inflammation/infection of the amniotic cavity compared to those without inflammation or intra-
amniotic infection, regardless of preterm or term outcome.

The HBD-2 production did not differ statistically from the negative control in any of the
groups evaluated after 18 or 24 hours, which corroborates the findings of Elovitz et al.% since
the production of this antimicrobial was associated with low risk of spontaneous PTB
previously related to cervicovaginal microorganisms; however, Soto et al.%® identified an
association between HBD-2 production and intra-amniotic infection in women with PTL.
Finally, the HBD-3 production also showed no statistical difference in relation to the reference.
In contrast to ours findings, Para et al. showed that, for women with delivered preterm
compared to term, amniotic fluid concentrations of HBD-3 were higher in women with intra-
amniotic infection/inflammation. Nevertheless, these data are in agreement with those dictating
a basal p-defensins production when in amniotic epithelial cell culture.®’

The role of genital mycoplasmas in triggering an adverse gestational outcome is still
unclear. In this study, we observed the participation of M. hominis, when in combination with
other bacterial species such as F. nucleatum and S. agalactiae, in the modulation of the

inflammatory response. However, when the stimulus was done with M. hominis isolated, did
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not differ from the negative control for any of the mediators evaluated, whether cytokines or -
defensins. Similarly, Cunha et al.®®, found that genital mycoplasmas, Mycoplasma spp. and
Ureaplasma spp., isolated or in combination in cervicovaginal samples, were not correlated
with spontaneous PTB. These findings supports that the triggering of PTL is dependent on the
inflammatory signature elicited by bacterial combinations in restriction to bacterial isolates.
Due to the importance of EMT, and vice-versa, for tissue integrity throughout
pregnancy, we evaluated the interference of the presence of bacterial species, or combinations,
on the pluripotent capacity for morphological transition. At the time of stimulation, we observed
the expected epithelial pattern of hFM-AECs which changed both after 24 hours of stimulation
and temporal evaluation of the groups that differed from the negative control. Despite the
statistical differences, the morphological range that the cells belong does not fit into any
morphological profile, epithelial (0.7-0.9) or mesenchymal (0.4-0.6); however, it describe the
transition between them (0.6-0.7)%°. These findings are compatible with the literature, since
bacterial species’™ are able to trigger the production of inflammatory mediators known to be
associated with the EMT, such as TGF-B’*"%. Based on this, it is possible to state that bacterial
species and combinations stimulate the EMT, however, the major limitation of this study was
the evaluation restricted to the first 24 hours, so an increased temporal follow-up is needed in

order to visualize the transition in its entirety.

5. CONCLUSION

PTB is a multifactorial inflammatory syndrome that requires an understanding of the
dynamics of the various factors involved in its triggering, in particular the infection of the
amniotic cavity and consequent inflammation. The present study demonstrated that considering
the bacterial species evaluated, F. nucleatum alone or in combination with M. hominis, have an
important capacity to induce a characteristic inflammatory signature. Furthermore, it has been
shown that in addition to inflammatory mediators, bacterial combinations stimulate EMT and,
consequently, generate more fragile chorioamniotic membranes that is more susceptible to
rupture. Finally, future studies are needed to enrich these findings and guide an implementation
of measures that can reduce short- and long-term consequences and act as a preventive

intervention.
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Avaliar a regulagdo temporal da resposta inflamatdria/oxidativa em modelos in vitro de infeccdo
polibacteriana das membranas coricamnidticas por micoplasmas genitais na presenga de
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diferentes espécies bacterianas.

Avaliacio dos Riscos e Beneficios:
Considero adequada a avaliagdo de riscos e beneficios apresentada pela proponente no Projeto Basico.

Comentarios e Consideragbes sobre a Pesguisa:

Sem comentirios sobre a pesquisa.

Consideragbes sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:
Todos os documentos foram apresentados de forma adequada.
Recomendacbes:

Sem recomendacbes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
O projeto de pesquisa apresentado encontra-se APROVADO.

Consideracdes Finais a critério do CEP:

Conforme deliberagio do Colegiado em reunifio extraordindria do Comité de Etica em Pesquisa da
FMEMUMNESP. realizada em 21 de agosto de 2018, o projeto encontra-se APROVADO, sem necessidade de
envio & COMEF.

Mo entanto, informamos que ao final da execugdo da pesquisa, seja enviado o "Relatério Final de
Atividades”, na forma de "Motificagdo”, via sistema Plataforma Brasil.

Atenciosamente,

Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situacao
Informacdes Basicas F-‘B_ﬁFDHhM@I‘JES_Eﬁ.EIEﬁ.E_DD_P 250072018 Aceito
do Projeto ROJETO 1112814.pdf 11:42:32
Declaragao de Biorrepositorio. pdf 25/07/2018 |Marcia Guimaries da| Aceito
Manuseio Matenal 11:41:53 | Silva
Bioldgico /

Biorepositonio |

Biobanco

Outros OficioCEP . pdf 14/06/2018 |Mathalia Mayumi Aceito
1245828 Moda Nioulau
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TCLE / Termos de | TCLE.doc 14/06/2018 | Nathalia Mayumi Aceito

Aszentimento / 12:30010 | Moda Micolau

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado [ | ProjetoPlataformabrasil. docx 15052018 | Mathalia Mayumi Aceito

Brochura 14:27:05 |Moda Micolau

Investigador _

Declaracdo de TermoDeAnuencialnstitucional. pdf 15/05/2018 | Nathalia Mayumi Aceito

Instituigio e 14:18:43  |Moda Nicolau

Infraestrutura

Folha de Rosto FolhaDeRostodAssinada pdf 15052018 | Mathalia Mayumi Aceito
14:16:33 | Moda MNicolau

Situacdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacio da CONEP:

MNao
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