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Avaliacao da transferéncia placentaria de neomicina,
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INTRODUGAO:

A microbiota intestinal é composta por diversos microrganismos, como virus, fungos e,
predominantemente, bactérias, que metabolizam fibras ndo digeridas pelo hospedeiro em acidos graxos
de cadeia curta (AGCC). A composicao dessa microbiota exerce influéncia direta sobre a simbiose com
0 hospedeiro (Spiljar et al., 2017) e, quando ha desequilibrios em sua diversidade ou abundancia,
condicdo conhecida como disbiose, observa-se maior susceptibilidade a doencas como obesidade e
outras alteragdes metabdlicas (Ley et al., 2006; Birkeland et al., 2023).

Modelos murinos tém sido amplamente utilizados para o estudo da disbiose, sendo os animais germ-
free (isentos de microbiota) considerados altamente eficientes para esse fim (Janssen et al., 2015). No
entanto, a manutencao desses modelos € complexa e onerosa. Como alternativa, a literatura reconhece
a indugao da disbiose por meio da administragdo de um mix de antibiéticos como uma estratégia viavel
e acessivel (Mukhopadhyay et al., 2023).

Estudos sobre disbiose materna ja demonstraram impactos significativos na saude da prole (Liu et al.,
2021). Contudo, o uso de antibidticos para a deplecdo da microbiota durante a gestacdo ainda gera
controvérsias, principalmente devido a possibilidade de passagem dos farmacos pela barreira
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placentaria. Embora estudos em humanos tenham identificado a presenca de ampicilina na circulacao
fetal apés administracao intravenosa em altas doses (Berardi et al., 2018), ainda ndo ha evidéncias sobre
os efeitos do uso desse antibidtico em baixas doses administradas por via oral, como proposto neste
modelo experimental de disbiose.

Diante desse cenario, o0 objetivo deste projeto é validar o uso combinado de ampicilina e neomicina para
indugdo de disbiose gestacional em modelo murino e investigar se os efeitos observados na prole
decorrem de uma possivel transferéncia placentaria dos antibioticos ou das alteragbes na disponibilidade
de AGCCs provocadas pela disbiose materna.

METODOLOGIA:

Camundongos isogénicos da linhagem C57BL/6J foram acasalados, e as fémeas com presenca de rolha
vaginal foram separadas individualmente para inicio da intervengao. A partir desse momento, as fémeas
prenhes (n = 5 por grupo) receberam antibiéticos diluidos na agua de beber, conforme os seguintes
grupos experimentais: Grupo AMP (1 mg/mL de ampicilina), Grupo NEO (0,5 mg/mL de neomicina),
Grupo ABX (combinacao das duas concentragbes anteriores) e Grupo CT (controle sem antibiético). A

eutanasia foi realizada no 15° dia de gestacao para coleta de fetos, placentas e liquido amnidtico.

Os fetos foram pesados e medidos, e as placentas avaliadas quanto ao peso e ao Indice de Eficiéncia
Placentaria (peso fetal/peso placentario), além do numero de reabsorcdes por gestacdo. As placentas
foram fixadas em paraformaldeido a 4% e submetidas a rotina histolégica padrao, incluindo inclusdo em
Paraplast®, microtomia a 5 ym e coloragdo em hematoxilina-eosina para analise histologica.

Para analise molecular, 0 mRNA foi extraido das placentas e convertido em cDNA, seguido de gPCR
para expressao de TGF-B, ocludina e VE-caderina. A presencga de antibidticos no liquido amniético foi
avaliada por HPLC-MS (cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas).

As analises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism 8.0. Para comparacao entre os
grupos, foi utilizado o teste One-Way ANOVA para dados paramétricos e o teste de Kruskal-Wallis para
dados nao paramétricos, considerando diferencgas estatisticamente significativas para p<0,05. O projeto
foi aprovado pelo Comité de Etica (CEUA n° 6278-1/2023).

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Em andlise por HPLC-MS do liquido amnidtico, os grupos que receberam a intervencédo (AMP, NEO e
ABX) ndo apresentaram picos compativeis com os controles positivos, 0 que sugere que nenhum dos
antibioticos ultrapassou a barreira placentaria. Dessa forma, é possivel inferir que as alteragcbes
observadas na prole ndo decorrem da agao direta desses farmacos. A passagem para a circulagao fetal
depende da dose e da via de administracao (Nau, 1987), o que justifica o fato de que, embora estudos
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com ampicilina intravenosa em altas doses tenham demonstrado transferéncia placentaria (Berardi et
al., 2018), a administracao oral em baixa dose, como utilizada neste modelo, ndo resulta no mesmo
efeito.

Quanto aos fendtipos analisados, observou-se que o numero de fetos por prenhez foi reduzido no grupo
ABX em comparacéao ao controle (CT). Foram identificadas duas reabsorgdes no grupo NEO e trés no
grupo ABX; embora esses valores nao tenham atingido significancia estatistica, sugerem que a menor
quantidade de fetos no grupo ABX possa estar relacionada a perdas gestacionais. O peso placentario
foi significativamente maior no grupo NEO em relagdo ao controle, enquanto o indice de Eficiéncia
Placentaria (IEP) foi reduzido no grupo AMP. Além disso, os fetos do grupo NEO apresentaram maior
comprimento e peso em comparagao aos do grupo AMP. Considerando-se a auséncia de antibidticos
no liqguido amnidtico, os efeitos identificados na prole e nas placentas sao atribuidos, com alta
probabilidade, as alteracbes induzidas pela disbiose materna, o que reforca a eficacia do modelo
experimental proposto.

As analises histopatoldgicas das placentas evidenciaram reducao da area da zona do labirinto no grupo
ABX, regiao responsavel pela troca de nutrientes e gases entre as circulagdes materna e fetal. Essa
alteragdo pode indicar comprometimento funcional da placenta, com possiveis repercussées no
desenvolvimento fetal.

Em relacdo aos resultados obtidos por gPCR, a expressao de VE-caderina ndo apresentou diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos. Ainda assim, essa molécula atua na manutenc¢do da
integridade do endotélio placentario, e estudos anteriores ja relacionaram sua expressao reduzida a
alteragdes morfoldgicas da zona do labirinto (Chang et al., 2005; Sung et al., 2022). A expresséo de
TGF-B foi reduzida no grupo ABX, sugerindo efeitos negativos da disbiose gestacional sobre o
desenvolvimento embrionario (Wen et al., 2023). Por outro lado, a expressao de ocludina foi aumentada
no grupo NEO, proteina envolvida na manutencdo da integridade e permeabilidade da barreira
placentaria. Esse achado contraria a expectativa de reducao da integridade tecidual em contextos de
disbiose (Stolfi et al., 2022), o que levanta a hipétese de um mecanismo compensatorio local. Para
melhor compreenséo desse resultado, seria pertinente avaliar também a expressao de claudinas na
placenta, considerando que suas fungbes frequentemente se inter-relacionam (Feldman et al., 2005;
Morrow et al., 2010).

CONCLUSOES:

O modelo experimental proposto, baseado na administragao oral de ampicilina e neomicina para indugao
de disbiose gestacional em camundongos, demonstrou-se eficaz, uma vez que ndo foi detectada
transferéncia placentaria dos antibiéticos para o liquido amnidtico. Assim, as alteragdes observadas na
prole podem ser atribuidas, de forma consistente, as modificagdes na microbiota materna.

Foram identificadas alteracdes fenotipicas nos fetos e nas placentas, com efeitos distintos entre os

grupos experimentais, incluindo alteragdes no numero de fetos, peso placentario, indice de eficiéncia
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placentaria e desenvolvimento fetal. Além disso, a analise histolégica revelou redugdo da zona do
labirinto nas placentas do grupo ABX, regiao essencial para a troca de nutrientes entre mae e feto.

No nivel molecular, a disbiose gestacional promoveu redugéo na expressao de TGF- no grupo ABX e
aumento na expressao de ocludina no grupo NEO. Embora a expressao de VE-caderina ndo tenha
apresentado diferencas estatisticas, os dados indicam tendéncia de reduc¢ao no grupo ABX, o que pode
ter implicagdes funcionais na estrutura da placenta.

Esses achados indicam que a disbiose gestacional pode modular a expressdo génica e afetar o
desenvolvimento placentario e fetal, mesmo na auséncia de exposic¢ao direta aos antibiéticos. O modelo
proposto, portanto, representa uma ferramenta valida e confiavel para estudos futuros sobre os efeitos
da disbiose durante a gestacao, incluindo abordagens dentro do eixo microbiota-placenta-feto.

BIBLIOGRAFIA

BERARDI, Alberto; et al. Are postnatal ampicillin levels actually related to the duration of
intrapartum antibiotic prophylaxis prior to delivery? A pharmacokinetic study in 120 neonates.
Arch Dis Child Fetal Neonatal Ed. 103, F152-F156, 2018

BIRKELAND, Eline; et al. Short-chain fatty acids as a link between diet and cardiometabolic risk:
a narrative review. Lipids Health Dis, 22, n.40, 2023

CHANG, Chih-Ching; et al. Induction of VE-cadherin in rat placental trophoblasts by VEGF
through a NO-dependent pathway. Placenta, 26, p.234-241, 2005

FELDMAN, Gemma J.; et al. Occludin: Structure, function and regulation. Advanced Drug Delivery
Reviews, v.57, p.883-917, 2005

JANSSEN, Aafke W. F.; et al. The role of the gut microbiota in metabolic health. FASEB Journal,
29, p.3111-3123, 2015

LEY, Ruth E.; et al. Human gut microbes associated with obesity. Nature, 444, p.1022-1023

LIU, Xiaoning; et al. High-fiber diet mitigates maternal obesity-induced cognitive and social
dysfunction in the offspring via gut-brain axis. Cell Metab, 33, p.923-938, e6, 2021

MORROW, Carla M. K;; et al. Claudin and occludin expression and function in the seminiferous
epithelium. Philosophical Transactions of the Royal Society B, v.365, p.1679-1696, 2010
MUKHOPADHYAY, Sohini; et al. A comparative analysis of gut microbial dysbiosis by select
antibiotics and DSS to understand the effects of perturbation on the host immunity and
metabolism. Life Sci, 312, 2023

NAU, Heins. Clinical pharmacokinetics in pregnancy and perinatology. Dev Pharmacol Ther, 10,
p.174-198, 1987

SPIJAR, Martina; et al. The immune system bridges the gut microbiota with systemic energy
homeostasis: Focus on TLRs, mucosal barrier, and SCFAs. Front Immunol, 8, 2017

STOLFI, Carmine; et al. Implication of Intestinal Barrier Dysfunction in Gut Dysbiosis and
Diseases. Biomedicines, 10, 289, 2022

XXXIIl Congresso de Iniciagao Cientifica da UNICAMP — 2025



SUNG, Derek C.; et al. VE-cadherin enables trophoblast endovascular invasion and spiral artery
Remodeling during placental development ELife, 11, e77241, 2022

WEN, Baohong; et al. The Role of TGF-B during Pregnancy and Pregnancy Complications. Int J
Mol Sci, 24, 16882, 2023

XXXIIl Congresso de Iniciagao Cientifica da UNICAMP — 2025



