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Introdução: Apesar da etiologia multifatorial, uma das principais causas do Parto Pré-termo 

espontâneo (PP) é a infecção intra-amniótica por táxons bacterianos comumente pertencentes 

ao core patológico de disbioses vaginais, como a vaginose bacteriana e a vaginite aeróbia. 

Como expectável, há uma complexidade neste cenário infeccioso, devido a presença de 

diferentes interações bacterianas e assinaturas inflamatórias associadas, sendo que a 

participação conjunta dos micoplasmas genitais, embora conhecida, ainda se encontra em 

definição do real potencial patogênico. Além da infecção da cavidade amniótica, outro novo 

processo conhecido na fisiopatologia do PP é a transição epitelial-mesenquimal (EMT) nas 

membranas corioamnióticas, que tende a ser mediada, pela ação de p38MAPK, em resposta ao 

estresse oxidativo/ inflamatório. O objetivo desse estudo foi avaliar a regulação de mediadores 

da resposta inflamatória, em modelo in vitro, de células amnióticas epiteliais imortalizadas 

(hFM-AECs) desafiadas por diferentes espécies bacterianas, isoladas e em combinações com 

Mycoplasma hominis, bem como a interferência deste estímulo sobre a transição epitelial-

mesenquimal. Materiais e Métodos: Três repetições de ensaio in vitro com hFM-AECs 

desafiadas com diferentes espécies isoladas e em combinações bacterianas com M. hominis 

foram realizadas nos momentos do estímulo e após 6h, 12h, 18h e 24h. Para avaliar a regulação 

inflamatória, em cada um dos desafios, os sobrenadantes foram coletados nos diferentes 

momentos e congelados em -80ºC para posterior quantificação de Interleucina (IL)-1β, IL-6, 

IL-8, IL-10, IL-13, Fator Estimulador de Colônia de Macrófagos e Granulócitos (GM-CSF), 

Fator de Necrose Tumoral (TNF)-α, β-defensina (HBD)-1, HBD-2 e HBD-3 empregando-se a 

técnica de ensaio imunoenzimático (ELISA).  Para o estudo morfológico da EMT, as células 

amnióticas foram fixadas em paraformaldeído para posterior análise 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 IC95% em relação ao controle negativo. Para a análise da EMT foram utilizados os testes 

One Way ANOVA e Teste T pareado. Resultados: (a) Níveis significativamente elevados de 

IL-6, IL-8, GM-CSF e HBD-1 foram detectados em relação à referência quando estimulado 

com Fusobacterium nucleatum, isolado ou em combinação com M. hominis, ao longo das 24 

horas de estímulo; (b) Níveis de IL-13 diminuíram significativamente em relação ao controle 

negativo após 18 horas de estímulo com F. nucleatum, Bacteroides fragilis, Peptostreptococcus 

anaerobius e Streptococcus agalactiae isolados e em combinação com M. hominis; (c) A 

produção de TNF-α, HBD-2 e HBD-3 não diferiu do controle negativo, independentemente do 

tempo de estímulo e das combinações bacterianas; (d) Níveis de IL-1β e IL-10 não foram 

detectados nos experimentos realizados; (e) No início do estímulo bacteriano, nenhum dos 
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grupos diferiu da referência 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 combinação com M. hominis estimularam significativamente a EMT; (g) Apesar da 

significância estatística, as células não assumiram aspectos mesenquimais, de acordo com o cell 

shape index (0.4-0.6), mas se encontraram na faixa que delimita ambos tipos morfológicos (0.6-

0.7), conhecida como metaestado. Conclusão: O PP é uma síndrome inflamatória multifatorial 

que requer a compreensão da dinâmica dos vários fatores envolvidos no seu desencadeamento, 

em particular a infecção da cavidade amniótica e a inflamação. O presente estudo demonstrou 

que, considerando as espécies bacterianas avaliadas, o F. nucleatum, isolado ou em combinação 

com M. hominis, tem uma importante capacidade de induzir uma assinatura inflamatória 

característica. Além disso, foi demonstrado que, além dos mediadores inflamatórios, as 

combinações bacterianas estimulam a transição epitelial-mesenquimal e, consequentemente, 

geram membranas corioamnióticas mais frágeis e mais susceptíveis à rotura. Finalmente, são 

necessários estudos futuros para enriquecer estas descobertas e orientar uma implementação de 

medidas que possam reduzir as consequências a curto e longo prazos e atuar como intervenção 

preventiva. 

Palavras-chave: Estudo in vitro; células amnióticas epiteliais imortalizadas (hFM-AECs); 

resultado gestacional adverso; micoplasmas genitais; infecção polibacteriana; transição 

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)-1β, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13, Granulocyte and 

Macrophage Colony Stimulating Factor (GM-CSF), Tumor Necrosis Factor (TNF)-α, β-

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, 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, 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; (c) TNF-α, HBD-2 and HBD-3 production did not differ from the negative control, 

regardless of stimulus time and bacterial combinations; (d) Levels of IL-1β 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 
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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. Introdução 

O sucesso gestacional é determinado pela dinâmica, balanceada, de componentes 

biológicos com diferentes características moleculares, morfológicas, imunológicas e 

fisiológicas que permeiam o desenvolvimento do feto ao longo da gestação. A interface 

materno-fetal é 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 gestação. As membranas corioamnióticas são um exemplo destas estruturas, sendo 

responsáveis por garantir proteção mecânica e imune somada ao aporte endócrino ao longo da 

gestação (1). 

As membranas corioamnióticas são constituídas por múltiplas camadas, desde a mais 

interna, o âmnio, até a mais externa, o córion. O âmnio é constituído pelo epitélio amniótico, 

uma monocamada de células cuboides resistentes à distensão e ao estresse mecânico que 

mantém contato direto com o líquido amniótico, suportado por uma camada basal compacta 

seguida de células amnióticas mesenquimais embebidas em uma matriz extracelular (MEC) rica 

em colágeno do tipo IV e fibroblastos. Devido à sua constituição, o âmnio é o principal 

responsável pela promoção da força tênsil e manutenção da estrutura íntegra das membranas ao 

longo da gestação. Somado a isso, é fonte de fatores biologicamente ativos, tem atividade 

inflamatória regulada, seja por fatores pró- ou anti-inflamatórios, e expressa fatores 

intermediários, tanto epiteliais e mesenquimais, que auxiliam no remodelamento tecidual (1,2). 

O córion, por sua vez, mantém contato com a decídua, constituinte materno da interface 

materno-fetal. Esse é responsável por prover suporte físico ao âmnio, impedindo sua 

degradação, e funciona como uma barreira ao sistema imune materno, permeando o 

desenvolvimento de um feto alogênico, pela constituição compartilhada com antígenos 

paternos, através do desenvolvimento de uma tolerância imunológica (3,4). É constituído por 

uma camada externa formada pelo trofoblasto, sendo chamada citotrofoblasto, e uma camada 

interna formada pelo mesoderma somático, chamada sinciciotrofoblasto. Ambas as camadas 



21 
 
 

celulares se encontram embebidas em uma MEC composta por colágeno, elastina e 

microfibrilas e, as duas últimas, garantem propriedade viscoelástica à membrana e garantem o 

desenvolvimento fetal. Distribuídas nas camadas coriônicas há células mesenquimais, 

fibroblastos e macrófagos teciduais que produzem mediadores inflamatórios e auxiliam o 

remodelamento da membrana através da redistribuição dos componentes da própria MEC. As 

células coriônicas contêm marcadores de células-tronco combinados a uma maior quantidade 

de fatores de crescimento e citocinas comparado ao âmnio, tendo um efeito antibacteriano 

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

 

 

Figura 1. Representação morfológica da interface materno-fetal. Há a representação, desde a camada mais 

interna em contato com o líquido amniótico, o âmnio, à mais externa, a decídua, da interface materno-fetal. As 

membranas corioamnióticas constituem o compartimento fetal e permeiam, através de suas propriedades que 

variam desde níveis físicos a fisiológicos e imunológicos, o sucesso da gestação. 

 

Com base na constante necessidade fisiológica do remodelamento das membranas 

corioamnióticas, em particular do âmnio, ao longo da gestação e no momento do trabalho de 

parto, avaliou-se o papel celular frente ao estresse e distensão mecânica, que permeiam o 

acúmulo de microfraturas e requerem constante reparo (5). Estudos recentes demonstraram que 
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os mecanismos envolvidos neste processo são mediados pela ação combinada de células 

epiteliais e mesenquimais do âmnio. As células amnióticas são capazes de proliferar, migrar e, 

devido as características pluripotentes, são capazes de, constantemente, flutuarem entre os 

morfotipos epiteliais e mesenquimais de acordo com a necessidade tecidual. Este evento é 

descrito não apenas através de modificações morfológicas, mas também em relação à expressão 

de marcadores da natureza celular bem como ao comportamento fisiológico esperado da 

linhagem celular em questão. Esta capacidade é descrita como transição epitelial-mesenquimal 

(EMT – Epithelial-Mesenchymal transition) bem como mesenquimal-epitelial (MET – 

Mesenchymal-Epithelial transition) de acordo com a transformação ocorrida. Além dos dois 

estados bem definidos, é possível que estas células se encontrem em um chamado “metaestado”, 

expressando não apenas um tipo de marcador celular, mas a concomitância de marcadores 

epiteliais e mesenquimais (5–7). Estudos recentes demonstraram que o processo de transição 

tende a ser mediado, em parte, pela p38 MAPK em resposta ao estresse oxidativo (8). Apesar 

de ser um processo esperado, quando há a falha no reparo das microfraturas, há a perda de 

integridade e, consequentemente, uma maior predisposição a resultados gestacionais adversos 

(5,9,10). 

O sucesso gestacional é resultado da sinergia de fatores intrínsecos, à mãe e ao feto, e 

fatores extrínsecos. Apesar disto, a fim de tornar a gestação possível, há a participação decisiva 

do sistema imune materno, que desenvolve um padrão ao longo da gestação, e possibilita haja 

uma tolerância imunológica ao feto, uma vez que o mesmo é identificado como um aloenxerto, 

visto que sua constituição é 50% pela participação de antígenos paternos (4). Desta forma, o 

microambiente materno-fetal não exibe propriedades de supressão, mas sim, modulação 

imunológica (11).  

Preconiza-se que haja um balanço dinâmico na produção das citocinas, de forma que no 

primeiro trimestre gestacional há o predomínio do perfil Th1, no qual o microambiente pró-
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inflamatório torna-se necessário tanto para permitir o correto reparo do endométrio, após a 

implantação do feto, quanto para remoção de debris celulares remanescentes; o segundo 

trimestre gestacional é caracterizado pelo predomínio do perfil Th2, com aumento de citocinas 

com atividade anti-inflamatória, importantes para a manutenção da gestação; por fim, no 

terceiro trimestre gestacional e no momento do parto, o predomínio volta a ser do perfil Th1 e 

possibilita a expulsão do feto (12–16). 

O desfecho gestacional a termo é caracterizado por um conjunto de eventos que, em 

cascata, desencadeiam a expulsão do feto após a 37ª semana de gestação. Os sinais clínicos 

envolvem a indução da contratilidade miometrial, aumento da dilatação cervical e rotura das 

membranas corioamnióticas (17). O miométrio, durante a progressão da gestação, encontra-se 

quiescente devido a um balanço imunológico, entre os perfis Th1 e Th2, bem como pela ação 

da progesterona, a qual reprime a expressão gênica de mediadores inflamatórios e proteínas 

associadas a contração. Próximo ao momento do parto, há um aumento da expressão da família 

miR-200, responsável por estimular o catabolismo da progesterona, e, consequentemente, 

permitir a contratilidade miometrial (18). A dilatação cervical é um processo físico, que resulta 

da redução da capacidade tênsil da cérvice devido à alteração da matriz extracelular, como a 

perda da estruturação do colágeno, aumento da produção de glicosaminoglicanos e alteração de 

barreira epitelial e imune (19). Por fim, há rotura das membranas corioamnióticas devido a 

ativação dos tecidos materno-fetais. A placenta, bem como as membranas corioamnióticas, são 

tecidos temporários no corpo humano, de forma que, à medida que a gestação progride, 

confluem para a senescência (20). Células senescentes alteram sua expressão gênica, com 

consequente mudança na expressão de proteínas secretadas, como fatores de crescimento, 

proteases, quimiocinas e citocinas, conjunto de alterações conhecido como senescence-

associated secretory phenotype (SASP) o qual descreve uma tendência pró-inflamatória que 
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gera a alterações que se guiam desde níveis moleculares à anatômicos e, consequentemente, 

prejudicam a integridade das membranas corioamnióticas (21,22). 

Apesar de compartilharem parte da mesma evolução clínica, uma vez que o 

desencadeamento do trabalho de parto ocorra em gestações de termo, o trabalho de parto pré-

termo (TPP) é uma síndrome inflamatória com etiologia multifatorial que atinge cerca de 5-

18% das gestações ao redor do mundo (23). Esse é definido como àquele que ocorre 

previamente à 37ª semana de gestação, sendo a principal causa de morte neonatal combinado a 

comorbidades de curto e longo prazos (24,25). A principal consequência desta intercorrência é 

o parto pré-termo (PP), que atinge cerca de dois terços das gestações que apresentam TPP 

espontâneo (26). 

Estudos anteriores descreveram a etiopatologia do PP através de fatores de risco que 

têm uma assinatura morfológica, bioquímica oxidativa e inflamatória específica e capaz de 

ativar os tecidos materno-fetais previamente à 37ª semana de gestação (27–29). Apesar da 

ampla diversidade destes fatores, a cascata inflamatória ainda é uma das principais causas da 

ocorrência do PP (30) e, por sua vez, está intimamente relacionada, mesmo que não 

exclusivamente (20), à infecção intra-amniótica. Entende-se como infecção intra-amniótica a 

invasão microbiana da cavidade amniótica associada à uma inflamação intra-amniótica, na 

presença ou ausência de sinais clínicos de infecção (31,32). 

O acesso destes microrganismos às membranas corioamnióticas, seguido do 

estabelecimento da infecção, se dá através da ascensão transcervical  advinda do trato genital 

inferior. Kim et al. (33) propuseram um modelo de invasão da cavidade amniótica que 

referencia o acesso à cavidade amniótica, através de uma região restrita, seguida de sua 

proliferação intra-amniótica e, por fim, seu espraiamento e adesão às membranas 

corioamnióticas, iniciando pelo âmnio. 
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No cenário de invasão da cavidade amniótica, todos os estratos da interface materno-

fetal contribuem com a produção de mediadores inflamatórios (34), pois expressam receptores 

de reconhecimento padrão (RRP), os Toll-Like receptors (TLRs), capazes de identificar os 

padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs) que são sequências conservadas de DNA 

ou RNA, proteínas, lipídeos e polissacarídeos presentes na membrana ou envelope dos 

microrganismos (35), e descrevem a primeira linha de defesa durante a gestação (36,37). Estes 

receptores são expressos por todos os estratos da interface materno-fetal, desde o epitélio 

amniótico, células coriônicas e células deciduais, com particular enfoque para o TLR-2 e TLR-

4, principalmente no terceiro trimestre. Entretanto, sabe-se que, ao longo da gestação, todos os 

tipos de TLRs (TLR1-TLR10) são expressos de maneira espaço-temporal específica (35,38). O 

TLR-2 é responsável pelo reconhecimento de lipoproteínas associadas a micobactérias, 

peptideoglicanos e bactérias Gram-positivas (39); o TLR-4 reconhece o lipopolissacarídeo 

(LPS), componente da parede celular de bactérias Gram-negativas (40). 

Partindo do pressuposto que o TPP compreende uma síndrome inflamatória, a ascensão 

destes microrganismos é capaz de suscitar uma resposta inflamatória não programada e, 

consequentemente, perturbar o perfil estabelecido para o sucesso gestacional (16). O 

reconhecimento dos patógenos estimula a produção de mediadores inflamatórios, com 

particular destaque para as citocinas, interleucina (IL)-1β, IL-6, fator de necrose tumoral (TNF 

- Tumor Necrosis Factor)-α, e quimiocinas, como IL-8 e fator estimulador de colônia de 

macrófagos e granulócitos (GM-CSF - granulocyte-macrophage colony stimulating factor), 

que recrutam células inflamatórias, como os neutrófilos, para o nicho da infecção, amplificando 

a resposta, bem como ativando as fosfolipases, enzimas responsáveis por desencadear a via de 

metabolização do Ácido Araquidônico, pela via da cicloxigenase (COX)-1, e produzir 

mediadores como as prostaglandinas (PG), em particular, a E2, responsável pelo estímulo da 

contratilidade miometrial. Estes mediadores também estimulam a função das 
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metaloproteinases, que enfraquecem as membranas corioamnióticas e induzem a rotura das 

mesmas (41). 

A resposta inflamatória suscitada pelos microrganismos apresenta duas frentes 

principais, pró- e anti-inflamatória. A resposta pró-inflamatória é desencadeada com o intuito 

de eliminação do agente patogênico, sendo que compreende a participação das citocinas IL-1β, 

TNF-α e IL-6, responsáveis por desencadear e amplificar a resposta pró-inflamatória, e as 

quimiocinas IL-8 e GM-CSF, responsáveis pela quimiotaxia dos neutrófilos e monócitos, 

respectivamente. Em contrapartida, a resposta anti-inflamatória é responsável por conter e 

balancear esta reação pró-inflamatória, a fim de limitar os danos teciduais, tendo como 

principais mediadores a IL-10 e IL-13 (42). 

A IL-1β e o TNF-α são citocinas pró-inflamatórias produzidas, principalmente, por 

monócitos teciduais ativados, mas também por outros tipos celulares, incluindo células 

epiteliais e linfócitos T. Em um cenário inflamatório, o estímulo da transcrição dos genes 

relacionados se dá pelo reconhecimento dos PAMPS pelos TLRs, entretanto, a produção da 

forma biologicamente ativa da IL-1β requer a participação do inflamassomo. As principais 

funções relacionadas às estas citocinas são ativação endotelial, estimulando a expressão de 

moléculas de adesão endotelial, a produção de outros mediadores, como mecanismo de 

amplificação da resposta inflamatória e da atividade pró-coagulante endotelial; ativação celular, 

sendo que o TNF-α e a IL-1β estimulam a resposta de neutrófilos, macrófagos, fibroblastos, 

células mesenquimais, e a ativação do perfil Th17; resposta sistêmica aguda, através de 

regulações térmicas, de metabolismo lipídico, proteico, etc (42,43). 

A IL-6 é uma citocina produzida por vários tipos celulares, incluindo macrófagos, 

células endoteliais e células T e apresenta atividade sobre a resposta sistêmica aguda, síntese 

de proteínas de fase aguda pelo fígado e estimula a proliferação de linfócitos B produtores de 

anticorpos (42,43). Esta citocina é pleiotrópica, ou seja, sua atividade varia de acordo com a 
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sinalização clássica ou trans. A sinalização clássica é descrita pela interação da IL-6 com seu 

respectivo receptor de membrana (mIL6-R) e age de forma anti-inflamatória; a trans, por sua 

vez, permeia a interação da IL-6 com seu respectivo receptor solúvel (sIL-6R) e tem efeito pró-

inflamatório. Independentemente da via, a IL-6 só interage com o receptor após a 

homodimerização com a subunidade β da glicoproteína 130 (gp130); porém, na presença do 

gp130 solúvel, um antagonista natural da sinalização trans, há a neutralização da bioatividade 

da IL-6 e, consequentemente, a repressão da resposta inflamatória (44). 

As quimiocinas são citocinas que agem, predominantemente, através de atividade 

quimiotática. A IL-8/CXCL-8 age principalmente sobre os neutrófilos e restritamente sobre 

monócitos e eosinófilos e é secretada predominantemente, mesmo que não totalmente, por 

monócitos teciduais ativados e células endoteliais. A produção desta quimiocina é guiada por 

metabólitos microbianos, porém, o principal estímulo são a IL-1β e o TNF-α. De forma 

semelhante, o GM-CSF age principalmente sobre monócitos, eosinófilos, basófilos, linfócitos 

e restritamente sobre neutrófilos e é secretado por vários tipos celulares, incluindo macrófagos, 

mastócitos, células T, fibroblastos e células endoteliais em resposta a IL-1β, TNF-α e IL-6. As 

quimiocinas são de extrema importância na amplificação da resposta inflamatória, devido ao 

recrutamento celular para o nicho da infecção que funciona como uma retroalimentação positiva 

na produção de citocinas pró-inflamatórias previamente citadas (43,45). 

A IL-10 é produzida por macrófagos e linfócitos T, principalmente regulatórios, e inibe 

a expressão de IL-12, coestimuladores e MHC de classe II por macrófagos e células dendríticas, 

mediadores relacionados ao reconhecimento de agentes e amplificação da resposta pró-

inflamatória. A IL-13 é uma citocina produzida por linfócitos T CD4+ e mastócitos, dentre 

outras fontes, e estimula a produção de muco, por células epiteliais, de colágeno, por 

fibroblastos, desvia a ativação macrofágica para a via alternativa, ou seja, perfil macrofágico 

que age predominantemente no reparo tecidual em restrição da atividade microbicida, etc (42). 
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Por mais que as funções não se sobreponham, ambas as citocinas apresentam duas finalidades 

comuns: contenção da resposta pró-inflamatória a fim de minimizar dano tecidual e 

direcionamento da produção de mediadores e atividades celulares para o reparo e reorganização 

tecidual (43). 

Somada à ação das citocinas no estabelecimento da resposta inflamatória, destacam-se 

a ação dos antimicrobianos naturais (AN), como as β-defensinas humanas (HBDs), que foram 

previamente associados à modulação hormonal, idade materna e invasão microbiana da 

cavidade amniótica, além de sua participação em processos fisiológicos e necessários para o 

estabelecimento e progresso gestacional, como implantação, evolução gestacional, 

desenvolvimento fetal e parto (46). A produção destes mediadores é estimulada através do 

reconhecimento, pelos RRP, como TLRs, de produtos microbianos, como lipídeos, proteínas 

ou ácidos nucleicos, principalmente por células epiteliais, de forma que participam da defesa 

primária do hospedeiro, através do reconhecimento e neutralização de microrganismos 

invasores (46). Olmos-Ortiz et al. (47) demonstraram que a produção amniótica de HBD-1 e -

2 aumentava, de forma significativa, após infecção com cepas de E. coli (2 a 24h após estímulo), 

além de produção basal de HBD-3 superior, no âmnio, quando comparado a outros 

compartimentos, como a coriodecídua (47). 

A fonte predominante dos microrganismos previamente identificados no líquido 

amniótico de gestantes com complicações, como o TPP, é a microbiota vaginal, devido à 

compatibilidade taxonômica microbiana entre estes dois microambientes (48). A microbiota 

vaginal equilibrada como já bem estabelecido no século passado por Nugent et al. (49) e 

reafirmada por estudos de metagenômica (50,51), requer uma abundância relativa superior de 

diferentes espécies lactobacilares em relação aos demais táxons bacterianos. Entretanto, 

perturbações do microambiente vaginal são frequentes, com consequente alteração da 

microbiota para àquela com predomínio de cocobacilos Gram-variáveis, predominantemente 
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anaeróbias, com depleção de morfotipos lactobacilares. Este quadro é descrito como  uma 

disbiose vaginal clássica, a vaginose bacteriana (VB). Esta entidade está presente em 15-42% 

das gestantes e aumenta de 2 a 4 vezes a incidência do PP, mas também da rotura prematura de 

membranas pré-termo (RPM-PT), definida como a rotura das membranas corioamnióticas 

previamente ao início da contratilidade miometrial antes da 37ª semana de gestação (41).  

Outra entidade que se agrega ao estado de disbioses vaginais é a vaginite aeróbia (VA), 

descrita por Donders et al. (52,53) e caracterizada por microrganismos comensais estritamente 

aeróbios provenientes do trato gastrointestinal, de forma que as espécies bacterianas mais 

frequentemente isoladas são Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Streptococcus 

agalactiae e Enterococcus fecalis. Somada à constituição da microbiota, outros quatro critérios 

constituem o escore para diagnóstico de VA, incluindo percentagem de células parabasais, 

infiltrado inflamatório, neutrófilos tóxicos e achados qualitativos de citólise, presença de 

bacilos pequenos e cadeias de cocos. 

Dentre os táxons bacterianos constituintes do core patológico da VB  previamente 

identificadas em gestações complicadas, destaca-se Gardnerella vaginalis, Mobiluncus spp., 

Escherichia coli, Leptotrichia amnionii, Bacterioides fragilis, Prevotella bivia, Mycoplasma 

hominis, Ureaplasma spp., entre outras. Apesar da  relação entre VB e o PP como desfecho 

gestacional desfavorável, estar embasada, predominantemente, na capacidade de estímulo da 

resposta inflamatória pelos microrganismos (54–59), estudos recentes demonstraram que, 

apesar desta relação ser verdadeira, não se limita próximo ou no momento do desfecho 

gestacional (60,61), de forma que a alteração da microbiota vaginal pode ocorrer previamente 

ou ao longo da gestação. Isso é suportado pela capacidade que o endométrio tem de funcionar 

como reservatório para os microrganismos (62). 

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

particular Mycoplasma hominis, são os mais frequentemente isolados em membranas 
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corioamnióticas e líquido amniótico de gestações complicadas por corioamnionite clínica ou 

histológica (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 

biossíntese e predispõe a fatores ambientais e justifica seu comportamento parasitário (63). O 

método gold-standard para a identificação deste microrganismo continua sendo a cultura em 

meio e condições específicas, entretanto, devido suas características microbiológicas, mesmo 

em condições ideais, o crescimento deste microrganismo pode não ser o esperado e gerar 

variações, de acordo com o tipo de amostra, por exemplo, que não 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 à aplicação do mesmo na 

rotina clínica, ainda é limitada. Devido a isso, há, ainda, uma dificuldade em predizer a 

patogenicidade deste microrganismo e a sua influência em um cenário infeccioso polibacteriano 

na interface materno-fetal. 

Ainda que os micoplasmas genitais já tenham sido previamente associados a 

complicações gestacionais, o TPP é uma entidade complexa e seu gatilho não depende, 

exclusivamente, da presença de uma única espécie bacteriana, mas sim da sinergia evocada pela 

combinação de táxons bacterianos e da assinatura inflamatória associada. Até recentemente, 

assumia-se a interface materno-fetal, bem como o líquido amniótico, como microambientes 

estéreis que, ao mínimo contato com microrganismos, promoveria a ativação dos tecidos e, 

consequentemente, o desencadeamento do desfecho gestacional adverso. Entretanto, com a 

crescente onda de conhecimento sobre a importância da microbiota em diversos nichos do corpo 

humano, estudos recentes vêm demonstrando a existência de uma microbiota placentária, pelas 

técnicas moleculares, como metagenômica e sequenciamento shotgun (66). Aagaard et al. (67) 

demonstraram a presença de um microbioma placentário com assinatura única, porém, 
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semelhante a microbiota oral. Esses achados são sustentados por estudos anteriores (68–70) que 

justificam o alcance de microrganismos orais à interface materno-fetal por disseminação 

hematogênica (71). Contudo, as especificidades acerca do microbioma placentário ainda são 

diversas, visto que se assume sua existência, porém, ainda não há um padrão das comunidades 

comumente encontradas ou àquele tido como saudável e a sua real interferência no 

desenvolvimento e na microbiota fetal (66,72). 

Somado aos micoplasmas genitais, há contribuintes aeróbios e anaeróbios constituintes 

do core patológico da VB. A espécie Bacterioides fragilis, bacilo Gram-negativo anaeróbio, é 

comumente encontrada na microbiota intestinal. É bem estabelecido que a instalação deste 

microrganismo em nichos distintos do original é capaz de gerar uma infecção com 

consequências clínicas, devido aos diversos mecanismos envolvidos em sua patogênese, como 

resistência a antibióticos, produção de toxinas e enzimas extracelulares, capacidade de adesão, 

entre outros (73). Apesar disso e de ser um microrganismo sabidamente constituinte da VB 

(74), os estudos a respeito do papel patogênico do B. fragilis na interface materno-fetal são 

escassos. Sherman et al. (75) identificaram associação significativa entre essa espécie 

bacteriana e o PP espontâneo. 

Peptostreptococcus anaerobius, cocos Gram-positivos anaeróbios, são comumente 

encontrados na microbiota intestinal, entretanto, há uma distribuição na microbiota vaginal e 

na cavidade oral (76). Estudos anteriores (77,78) identificaram o P. anaerobius tanto no 

microambiente vaginal quanto no líquido amniótico, de gestantes com resolução da gestação 

inferior à 37ª semana de gestação. Além disso, a presença desse microrganismo na vagina e na 

placenta, de forma similar à  Sneathia sanguinegens, foi associada ao menor tamanho ao nascer. 

(78)  

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

β-hemolíticos, aeróbios, que se organizam em cadeias,  são comumente encontrados na 



32 
 
 

microbiota gastrointestinal e vaginal (79). Este microrganismo torna-se patogênico quando 

passa a infectar novos nichos, como a interface materno-fetal, onde não é modulado por 

espécies predominantes. As repercussões clínicas associadas a este microrganismo envolvem 

sepse materna (80) e neonatal (81), natimortalidade (82), meningite (81) e pneumonia (81) do 

neonato que podem ter repercussões a curto e longo prazos (83). Por fim, somado à capacidade 

de suscitar condições clínicas severas, é sabido que a infecção por S. agalactiae em membranas 

corioamnióticas aumenta o risco do desencadeamento de TPP bem como o desfecho gestacional 

pré-termo (84). 

Staphylococcus aureus, cocos Gram-positivos aeróbios, que se organizam em cachos, 

são comumente encontrados na microbiota da pele (85). No contexto das disbioses vaginais, é  

destaque na VA (53) e tem sido associado a intercorrências gestacionais, como corioamnionite 

clínica (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 virulência dessa espécie é justificada pela capacidade de produção 

de biofilme, responsável por prover uma maior resistência a antibióticos e funcionar como um 

mecanismo de evasão do sistema imune, produção de exotoxinas, como Panton-Valentine 

leukocidin (PVL) responsável por gerar poros, através da polimerização com estruturas 

anelares, nas membranas celulares, acelerando o processo de necrose e apoptose das células 

brancas por um desbalanço iônico e, como produto final, um aumento da atividade nuclear do 

NF‐κB, participando como agente transcricional de inúmeros fatores inflamatórios e, 

finalmente, capacidade em suscitar resposta pró-inflamatória significativa para o desbalanço 

gestacional através da produção de citocinas e quimiocinas com atividades pró-inflamatórias, 

como IL-1β, IL-2, IL-6, GM-CSF, IFN-γ e TNF-α (85,89,90). 

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

comumente encontrados na microbiota oral (68). Apesar de presente na cavidade oral, esse é 
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capaz de se disseminar, via hematogênica, para outros sítios, como a placenta, onde vem sido 

amplamente associado a complicações gestacionais (91), como corioamnionite, PP e pré-

eclâmpsia, além de complicações fetais, como feto natimorto e sepse neonatal precoce (92). A 

virulência dessa espécie bacteriana é justificada, predominantemente, pela produção de 

adesinas, interação com diversos tipos celulares, como células epiteliais, endoteliais, 

polimorfonucleares, monócitos, entre outras, e capacidade de invasão (92,93). É, devido à essas 

propriedades, que essa espécie induz uma infecção subclínica no momento da disseminação, 

não suscitando resposta inflamatória sistêmica materna. Entretanto, uma vez que fora da 

cavidade oral e da via de disseminação, o mesmo interage com o TLR-4 e estimula a produção 

de citocinas pró-inflamatórias, como IL-6, IL-8 e TNF-α (93). 

Apesar da disponibilidade de ensaios pré-clínicos para a avaliação da influência das 

espécies bacterianas, isoladas ou em combinação, nos tecidos materno-fetais, é sabido que o 

trabalho de parto humano apresenta peculiaridades que impossibilitam a transposição do 

conhecimento, de forma fidedigna, de outras espécies (94). Neste contexto, houve a urgência 

de modelos que permitissem a avaliação da interface materno-fetal, em particular, das 

membranas corioamnióticas através da cultura de linhagens celulares, como hFM-AECs (95). 

Estudos in vitro, portanto, permitem a mimetização do cenário infeccioso, além da produção de 

mediadores inflamatórios suscitada por essas interações bacterianas, em tecidos ou células 

humanas. No que se refere ao cenário inflamatório, permitem avaliar a capacidade de indução 

de MET por diversas combinações bacterianas e sob diferentes assinaturas. A maior limitação, 

no entanto, é a restrição do uso de apenas uma linhagem celular por cultura, o que impossibilita 

o reflexo da dinâmica tecidual, avaliando apenas partes do todo (96). 

Nos últimos anos, devido ao avanço tecnológico na pesquisa em saúde, foi desenvolvido 

um novo modelo que permite a recriação de órgãos humanos, em todos os seus estratos, através 

de cultura celular intitulado Organ-On-Chip (OOC). Foi possível, portanto, a recriação das 
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membranas corioamnióticas (97,98), de forma é possível avaliar a interação dos diversos tipos 

celulares em seus respectivos estratos através de um sistema transwell, bem como permite o 

controle e acompanhamento do estímulo desde seu nicho inicial. A importância do 

desenvolvimento de novas tecnologias para o estudo dos desfechos gestacionais adversos 

envolve, principalmente, a expansão do conhecimento a respeito dos mecanismos envolvidos 

no desencadeamento e a necessidade de prevenção a fim de minimizar danos à saúde materna 

e fetal, a curto e longo prazos. 
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