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Subpopulagdes Celulares e Perfil de Citocinas na Gestacao

A gestacdo é uma fase caracterizada por alteracdes fisiolégicas, hormonais e
imunoldgicas do organismo materno. Neste contexto, as citocinas exercem importante papel
na manutencdo e no desfecho gestacionais.

As citocinas sdo polipeptideos de 8 a 80KDa, secretados por células da imunidade inata
e adaptativa, que atuam de maneira autécrina ou paracrina sobre as diferentes células do
organismo. Agem através da ligacdo a receptores especificos nas membranas celulares,
estabelecendo uma cascata de rea¢Ges metabdlicas que induzem ou inibem indmeros genes,
provocando as mudangas necessarias para o desenvolvimento da resposta imune (1). A
principal via intracelular induzida pela ativa¢dao dos receptores de superficie de citocinas é o
fator nuclear-kB (NF-kB). Resumidamente, NF-kB sdo dimeros que podem ser formados por
cinco subunidades (Rel-A, Rel-B, c-Rel, p50 e p52), cujas combinacbes ddo origem a 11 dimeros
diferentes (2). Quando inativados se encontram no citosol ligados a sua proteina inibidora, kB,
da qual existem varias isoformas (3). A via mais conhecida de ativacdo do NF-kB é através da
fosforilacdo do IkB que leva a liberacdo do NF-kB e deixa livre sua sequéncia de localizacdo
nuclear, o que facilita sua translocacdo para o nucleo. Uma vez no nucleo celular, o sitio de
ligacdo ao DNA de suas subunidades atua nas regiGes promotoras de diferentes genes, como
os genes envolvidos na resposta imune e inflamatéria, induzindo sua transcri¢do (2).

As citocinas podem facilitar ou prejudicar a evolugdo da gestacdo, pois estdo
envolvidas no controle da resposta imune materna e no desenvolvimento fetal (4). Durante a
gestacdo, sdo produzidas por inumeras células do compartimento materno-fetal, como células
endometriais, deciduais, amnidticas e coridnicas, além de linfécitos e macréfagos presentes

nos tecidos maternos (5, 6).
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O ambiente imunolégico na decidua é bastante diferente daquele encontrado no
sangue periférico. No inicio da gestacdo, as células presentes na decidua sdo células T (CD8+,
CD4+) e células Natural Killers (NKs), denominadas NK uterinas. Outras populagdes celulares
como células Tyd e macréfagos também fazem parte dos leucdcitos presentes na interface
materno-fetal (7).

O paradigma de que o sucesso da gestacdo dependia do predominio de resposta
imune de perfil Th2, enquanto a resposta imune de perfil Thl era associada a resultados
gestacionais adversos, foi aceito por muitos anos pela comunidade cientifica (8, 9).
Atualmente, estudos demonstram que o sucesso da gestacdo depende de um complexo e
dindmico balango entre citocinas, que se modifica ao longo da gestagdo normal (10). O
primeiro trimestre da gestacdao é marcado pela resposta imune de perfil Thl, visto que nesse
primeiro estagio o microambiente inflamatdrio torna-se necessario tanto para permitir o
correto reparo do epitélio uterino, o qual sofre danos consequentes da implantacdo do feto,
quanto para remocdo de debris celulares. No segundo trimestre o predominio passa a ser da
resposta imune de perfil Th2 (11, 12), com aumento de citocinas de atividade anti-
inflamatdria, importante para a manutengdo da gestacdo. No terceiro trimestre e no momento
do parto, o perfil Thl volta a ser preponderante tanto sistemicamente (13), quanto no tecido
placentario (14) e no liquido amnidtico (LA) (15). Entretanto, trabalhos recentes vém
sugerindo a participacdo de outros tipos celulares, diferenciados a partir de ThO, em células
produtoras de IL-17, chamadas Th17 e em células CD4+ CD25+, denominadas Treg, na
manuten¢do da homeostasia durante a gestagdo (16, 17). Estes grupos celulares devem
auxiliar na regulagao da resposta imune, entretanto, pouco se conhece a respeito de sua
influéncia em gestagGes sem intercorréncias obstétricas.

A partir do terceiro trimestre de gestagdo niveis crescentes de citocinas proé-
inflamatdrias como interleucina (IL)-1B, IL-6, IL-8 e Fator de Necrose Tumoral (TNF-a)) (18-22)

sdo secretados pelos tecidos gestacionais e viabilizam o parto. Segundo Gotsch et al. (23), o
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trabalho de parto espontdneo é caracterizado pela super-producdo de citocinas pro-
inflamatdrias no ambiente intrauterino.

Uma das citocinas envolvidas no desencadeamento do parto é a IL-1B. Esta citocina
pro-inflamatdria possui papel crucial na regulacdo da resposta imune, induzindo a ativagao de
genes de outros mediadores pré-inflamatérios (24) e a contratilidade miometrial através da
sintese de prostandides pelo epitélio amnidtico e pelas células deciduais. Em modelo
experimental, a infusdo desta citocina na cavidade amnidtica de primatas prenhes induziu a
sintese de TNF-a e prostaglandinas (PG), com resultante atividade uterina (25). Neste mesmo
sentido, Ammala et al. (26) detectaram elevadas concentragées de IL-1P e de seus receptores
na decidua de gestantes em trabalho de parto espontaneo quando comparadas a gestantes
submetidas a cesarea eletiva. Ja é conhecido na literatura que a IL-1p desempenha papel
central na regulacdo da resposta inflamatdria em tecidos lesados, sendo produzida por células
deciduais em resposta a endotoxinas bacterianas na infec¢ao intrauterina (27).

A IL-6 é uma citocina pleiotrdpica secretada como proteina de 26 kDa que é produzida
por uma variedade de células, incluindo fibroblastos, mondcitos/macréfagos, células
endoteliais, células endometriais e células deciduais (28). Entre suas func¢bes no sistema
imune, destaca-se a propriedade de regulacdo da resposta inflamatdria. A IL-6 pode exercer
ambos os efeitos pré e anti-inflamatdrios, dependendo da célula-alvo e de suas concentracdes
nestes microambientes (29, 30). Esta citocina é um dos principais mediadores de eventos
bioldgicos como febre e resposta de fase aguda e diversos trabalhos apontam seu papel na
gestacdo e no parto (22, 31, 32).

Em roedores, a IL-6 é sintetizada por células do trato reprodutivo da fémea e por
tecidos gestacionais e esta envolvida na implantagdo embrionaria, no desenvolvimento
placentdrio e nos estagios tardios da prenhez (31, 33-35). Segundo Keelan et al. (36) a IL-6,
assim como outras citocinas de efeito pré-inflamatério, como o TNF-a e a IL-1f3, contribui para

eventos que culminam no parto através de suas interagdes com a via de produgao de PG. In
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vitro, esta molécula regula positivamente a producdo de PGE,, PGF,, e do receptor de PGF,,
em células amnidticas e deciduais (37, 38), além de estimular contratilidade miometrial por
inducdo da expressdo de receptores para ocitocina (32). Em modelo experimental, Robertson
et al. (31) demonstraram a importancia dessa molécula no desencadeamento do trabalho de
parto de animais wild type quando comparadas a ratas knockout para IL-6.

A IL-8 é uma citocina que induz quimiotaxia neutrofilica, tendo fun¢do importante no
mecanismo de defesa do hospedeiro. E produzida pela placenta humana (39) e detectada no
LA a partir do segundo trimestre de gestacdo (40). Sua acdo leva ao recrutamento de células
do sistema imune para as membranas fetais e, ao mesmo tempo, contribui para a dilatagao do
canal cervical (41). Em trabalho com gestantes saudaveis, no 2° trimestre de gesta¢do, Donders
et al. (21) descreveram supressdo de IL-6 e IL-8 no conteldo vaginal quando comparadas a
mulheres ndo-gravidas, porém observaram niveis aumentados dessas mesmas citocinas a
proximidade do parto.

Outra citocina de padrdo inflamatério, o TNF-o é sintetizado na superficie de
macréfagos e células deciduais na forma de precursor biologicamente ativo e, através de acdo
enzimdtica, é convertido na proteina solivel de 17kD. O TNF-o. é uma das citocinas criticas
para a gestacdo (42, 43) e atua como regulador da proliferagdo celular na unidade feto-
placentdria (44), atuando como modulador do crescimento trofobldstico e da invasdo
trofobldstica das arteriolas espiraladas. A identificagdo de TNF-a na decidua humana e de seus
receptores (45) nas células placentarias sugere papel fundamental desse mediador na rede de
citocinas produzidas na gestacao (46).

Por sua vez, as citocinas anti-inflamatdrias estdo mais envolvidas na manutencdo da
gestacdo, especialmente no segundo trimestre. De fato, ja foi demonstrado que a falha do
padrdo Th2 esta associada a casos de abortos recorrentes (47) e complicagGes gestacionais

(48).
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Na gestacdo normal, a IL-10 influencia a atividade do trofoblasto placentdrio, exerce
efeito supressor sobre as células NK e sobre a producdo autdcrina do TNF-a pelos monécitos,
além de regular a imunoprotecdo fetal (49). Contudo, existem poucos dados sobre seu papel
no desencadeamento do parto. Como demonstrado por Sadowsky et al. (50), a infusdo desta
citocina na cavidade amnidtica de macacas é capaz de suprimir a atividade uterina IL-1B
induzida. Quanto a producdo desta citocina no final da gestacao, a literatura apresenta dados
contraditdrios. Dudley et al. (51) ndo observaram diferencgas significativas entre os niveis de IL-
10 no LA de pacientes submetidas a cesdrea eletiva, quando comparadas a pacientes em
trabalho de parto a termo ou em trabalho de parto pré-termo. Por outro lado, Greig et al. (52)
descrevem que a IL-10 estd presente no LA com concentra¢des mais elevadas no terceiro
trimestre. Ainda segundo esses autores, a IL-10 esta associada a infec¢do intrauterina, sendo
detectada em niveis mais elevados do que nas gestacdes pré-termo.

A exemplo da IL-10, a IL-4 é uma citocina do perfil Th2, produzida por células T
ativadas, mastdcitos e basodfilos (53). A IL-4 estimula o desenvolvimento e expansdo das células
Th2 e inibe a ativacdo de macréfagos (1). Este mediador inibe a producdo espontdnea ou
induzida por lipopolissacarides (LPS) de IL-1pB, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 e TNF-o. por mondcitos (54-
56). Adicionalmente, Simhan et al. (53) demonstraram que a IL-4 reduz a producdo de PGE,
pelas células deciduais in vitro em resposta ao LPS, sugerindo seu efeito anti-inflamatdrio na

gestacao.
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Citocinas, hormonios e prostaglandinas na indugao do trabalho de parto

As citocinas permeiam e possibilitam diversas vias envolvidas no desencadeamento do
parto. Préximo a resolugdo da gestagdo, trés processos distintos e independentes, o
remodelamento cervical, o enfraquecimento e rotura das membranas fetais e a contratilidade
miometrial, viabilizam a expulsdo do concepto (57).

Um dos mecanismos influenciados pela rede de citocinas, ja estabelecido na iniciagao
do trabalho de parto, é a interagdo entre os hormonios estrégeno e progesterona (PR) e seus
receptores. Durante a gestacdo, niveis plasmaticos elevados de PR mantém a quiescéncia
uterina através de sua acdo em receptores de progesterona PR-B. A ativacdo destes receptores
leva ao bloqueio de receptores estrogénicos presentes no miométrio (58). Dados recentes
ainda sugerem possivel acdo indireta da PR no Utero e na cérvice, inibindo a resposta
inflamatdria pelo bloqueio de fator transcricional nuclear NF-kB e a expressdao de genes
responsaveis pela contratilidade uterina (58).

O nivel plasmatico de PR sofre drdstica reducdao funcional préximo ao termo da
gestacdo. A iniciacdo do parto é acompanhada pelo aumento da expressdo de enzimas
metabolizadoras da PR; a falha no parto de ratas knockout para genes codificadores destas
enzimas sugere que o metabolismo local de PR seja critico no desenvolvimento do parto (59).
No final da gestacao, citocinas pré-inflamatérias apresentam-se em niveis elevados e poderiam
bloquear a acdo da PR. De fato, estudos in vitro comprovam a agdo inibitdria reciproca entre
citocinas inflamatdrias e PR, via NF-xB (60). Outro evento importante é a alteracdo no
padrdo de expressao dos receptores de PR ja que apds a 372 semana ocorre superexpressdo da
isoforma inibidora (receptor A) em detrimento da expressdo do receptor B (61) e, ainda

durante esta fase, hd uma reducdo na expressdao de co-fatores ativadores da PR. Esses
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mecanismos em conjunto levam a reducdo funcional da PR ocasionando aumento da

sensibilidade miometrial ao estrégeno (62) (Figura 1).

Figura 1. Mecanismos de regulagdo da progesterona durante a gestagdo (quiescéncia) e durante o

trabalho de parto (contratilidade) (Fonte: Mendelson, 2009).

O estrégeno tem efeito na contracdo miometrial diretamente e também
indiretamente, por estimular a secrecdo de ocitocina e vasopressina, cujos receptores se
encontram expressos antes do parto (63). Estes uterotdnicos ativam a fosfolipase C, levando
ao aumento de calcio intracelular e potencializando, desta maneira, as contra¢gdes uterinas
desencadeadas pela agdo estrogénica (64).

Durante a gestacdo e, especialmente no momento do parto, niveis crescentes do
hormonio liberador de corticotrofina (CRH) sdo secretados pela placenta e membranas
corioamnidticas. O mecanismo exato pelo qual a produc¢do deste horménio é regulada ainda é
desconhecido. Concomitantemente, ha decréscimo nos niveis de proteinas ligantes de CRH e
aumento de expressao de seus receptores nos tecidos gestacionais. O consequente aumento

de CRH ativo na circulagdo materna estimula a producdo fetal de cortisol, promovendo
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maturacado fetal, além de aumentar a sintese de estrégeno placentdrio e a secre¢do de PG nas
membranas fetais, decidua e miométrio (65). O hormonio adrenocorticotrofico fetal (ACTH)
também atua nesta via, porém, o aumento de cortisol no momento do parto ocorre mesmo na
falha do ACTH (64). Tanto o ACTH quanto o CRH ainda aumentam a producdo de sulfato de
dehidroepiandrosterona (DHEAS), que pode ser convertido em estréogeno pela glandula
adrenal do feto (66). Markovic et al. (67) descobriram que o tratamento de células miometriais
com IL-1 aumenta a expressdo do receptor CRH-R1, sugerindo mais uma via de atuacgdo desta
citocina no desencadeamento do parto.

Outro grupo de moléculas envolvidas na cascata de iniciacdo do parto sdo as
prostaglandinas, mediadores lipidicos derivados da metaboliza¢do do acido araquidonico pela
via da ciclooxigenase (COX). Em humanos, existem duas isoformas principais: a COX-1, de
expressao constitutiva e a COX-2, super-expressa em ambientes pré-inflamatdrios, como nas
gestacdes a termo. Uma terceira isoforma, a COX-3 foi recentemente descrita e é detectada
principalmente no sistema nervoso central. Altas concentragdes de citocinas pré-inflamatdrias,
no periodo préoximo ao parto, influenciam o metabolismo do acido araquid6nico aumentando
a producdo de PG (57). Estudos relatam concentracbes aumentadas destes mediadores na
cavidade amnidtica de gestantes em trabalho de parto (68) e ja foi demonstrada sua
capacidade de induzir contratilidade miometrial (69) e remodelamento cervical (64).

Em termos de celularidade, os leucdcitos sdo essenciais para o desfecho da gestacao,
pois sdo responsdveis pela secrecdo das moléculas envolvidas nas cascatas desencadeadoras
do trabalho de parto (36, 70, 71). Vega-Sanchez et al. (71) descreveram a presenca de
subpopulagdes leucocitdrias especificas, diferenciadas das popula¢des sanguineas, recrutadas
na interface materno-fetal no momento do parto. Este recrutamento leucocitario é induzido
por quimiocinas, como a IL-8. Uma vez nos tecidos gestacionais, neutréfilos e linfacitos
secretam enzimas proteoliticas, em especial as metaloproteinases de matriz (MMPs) (72, 73).

As MMPs, principalmente MMP-9, degradam, entre outros constituintes das membranas
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fetais, o colageno tipo IV, seu principal constituinte. Desta maneira, a a¢do destas enzimas
proteoliticas leva ao enfraquecimento das membranas ovulares e consequentemente a rotura.
Devido sua atividade enzimatica, as MMPs também sdo essenciais ao remodelamento da
matriz extracelular da cérvice, contribuindo para o apagamento cervical.

Existem inUmeras outras moléculas que também atuam, ainda que de maneira mais
sutil, no desencadeamento do parto. Sdo fatores paracrinos e autdcrinos, produzidos pela
placenta, como activina-A, seu antagonista inibina-A e folistatina (74). Os niveis destes fatores
estdo aumentados no momento do parto, porém s3ao menos determinantes e pouco
estudados. Na verdade, o trabalho de parto é um evento complexo e dindmico, compreende

diversas vias integradas (Figura 2), que parece comecar muito antes do parto per se e sobre o

qual ainda repousam muitas questdes a serem esclarecidas.

Figura 2. Modelo da cascata de mediadores envolvidos no trabalho de parto (Adaptado de Peltier,

2003).
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Invasdao microbiana da cavidade amniodtica na gestacao de termo

Apesar da relativa escassez de trabalhos que pesquisem a invasdo microbiana da
cavidade amnidtica em gestagdes de termo (75-77), acredita-se que o ambiente uterino em
condigdes fisiologicas seja estéril. Autores como Romero et al.(75) e Kim et al. (78) reforcam
esse conceito ao descrevem auséncia de microrganismos no LA de gestantes de termo, fora de
trabalho de parto. Entretanto, Bearfield et al. (79) contradizem esse achado na medida que
descrevem invasao da cavidade amnidtica de 70,8% em gestacGes de termo.

Mesmo com a contradicdo que envolve este tema, a literatura é contundente ao
descrever taxas elevadas de invasdo microbiana em gestacGes complicadas quanto
comparadas a gestagdes normais (78, 80). Ja foi relatado na literatura que a invasdo
microbiana subclinica da cavidade amnidtica ocorre em 18% das gestantes em trabalho de
parto a termo e membranas ovulares integras (81) e em 34% das gestantes com rotura
prematura de membranas de termo e que esta invasdo microbiana é um fator de risco para o
desenvolvimento de infeccdo puerperal relacionada a morbidade materna (82). Em trabalho
realizado por Gdmez et al. (83) foram avaliadas 148 amostras de LA de gesta¢des de termo, na
auséncia ou presenga de rotura prematura de membranas, e a prevaléncia de invasdo
microbiana da cavidade amnidtica no grupo de gestantes com membranas integras foi de
15,6% em comparac¢do com 39,7% no grupo rotura prematura das membranas.

De fato, infec¢Ges intra-amnidticas sdo largamente associadas a importantes
complicagdes gestacionais como trabalho de parto prematuro (TPP) ou rotura prematura de
membranas pré-termo (RPM-PT). A presenca de patdgenos na cavidade amnidtica é
reconhecida por receptores Toll-like (TLR) presentes na superficie de células leucocitarias,
deciduais, coridnicas, amnidticas e endometriais (84). Existem 10 isoformas de TLR descritas

em humanos, sendo as isoformas TLR1, 2, 4 e 6 conhecidamente expressas pelos tecidos
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gestacionais (85). Estes receptores apresentam importante fungdao na imunidade inata, pois
reconhecem microrganismos invasores através do reconhecimento de padrdes moleculares
associados a patogenos (PAMPS). A ativacdo de TLRs desencadeia uma complexa cascata de
sinalizacdo intracelular. Uma das vias intracelulares ativada é o NF-kB que culmina na
producdo de citocinas proé-inflamatdrias (85). Desta maneira, niveis elevados destes
mediadores nos tecidos materno-fetais em decorréncia da presenca de microrganismos
induzem ao trabalho de parto prematuramente.

Entretanto, alguns dados sugerem que nem sempre a presenga de bactérias na
cavidade amnidtica desencadeie essa cascata. Segundo Lee et al. (86), a frequéncia de cultura
positiva no LA de gestagGes de termo, em trabalho de parto, foi de 7%. Em trabalho recente,
Marconi et al. (87) descreveram prevaléncia de 5% de invasdo da cavidade amnidtica em
gestacOes de segundo trimestre que tiveram resolucdo da gestacdo a termo. Steel et al. (76)
aventam a hipotese de que a cavidade amnidtica ou as membranas corioamnidticas possam
ser colonizadas por bactérias sem necessariamente culminar em TPP. De acordo com Yoon et
al. (88), gestantes com cultura positiva do LA apresentavam niveis mais baixos de IL-6 em
gestacOes de termo quando comparado com gestacdes pré-termo, sugerindo que a inflamacao
intra-amnidtica possa ter diferente significado clinico na gestacdo pré-termo e na de termo.

Uma importante caracteristica, comum a muitos casos de invasdo microbiana da
cavidade amnidtica, é seu status polimicrobiano. Muitos autores relatam a presenga
concomitante de diversos microrganismos em casos de TPP e RPM (77, 89, 90). Essa
caracteristica é em parte responsavel pelo pouco conhecimento atual sobre a influéncia
especifica de cada microrganismo na resposta imune materna e no consequente resultado
gestacional. Estrada-Gutierrez et al. (91) estudaram a influéncia de leucécitos residentes na
secre¢do de mediadores, dependendo do microrganismo isolado. De acordo com o estudo,

Streptococcus do grupo B induzem a produgdo de MMP-9, via TNF-a,, enquanto Ureaplasma
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urealyticum estimula a secrecdio de PGE,, provavelmente via IL-1B, estimulando a
contratilidade miometrial.

A principal via de acesso de bactérias patogénicas a cavidade amnidtica é através do
canal transcervical. O trato genital inferior feminino é normalmente colonizado por grande
diversidade microbiana incluindo Lactobacillus sp, Gardnerella vaginalis, Bacteroides sp,
Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, S.
epidermidis, Streptococcus agalactiae, entre outros (92, 93). Dentre os microrganismos
citados, as espécies Mycoplasma hominis e Ureaplasma urealyticum merecem destaque por
serem frequentemente encontradas no LA e associadas a casos de TPP (94-97).

Esses microrganismos, pertencentes a familia Mycoplasmataceae, ndo apresentam
parede celular, possuem capacidade biossintética limitada e sdo bactérias de crescimento
fastidioso. S3o comumente referidos na literatura como micoplasmas genitais e sua presenca
tém sido implicada em complicacBes reprodutivas e prematuridade desde a década de 70 (98).
Em estudo recente, Marconi et al. (87) relataram prevaléncia de 40,0% de infeccdo intra-
amnidtica em gestantes em TPP que culminaram em parto prematuro em comparacdao com 5%
em gestantes pré-termo fora de trabalho de parto. Outro estudo, que analisou 181 amostras
de liquido amnidtico de pacientes em TPP com membranas intactas, demonstrou que a
presenca de U. urealyticum esta associada ainda ao risco aumentado para importantes
morbidades perinatais, assim como ao aumento da morbidade neonatal, em comparagdo a
infeccdo por outros agentes microbianos, diagnosticados por cultura (95). Adicionalmente,
Novy et al. (99), em estudo experimental, reproduziram o quadro de TPP em macacas do
género Rhesus inoculadas com U. parvum e M. hominis, comprovando capacidade desses
microrganismos de induzir essa complicacdo gestacional. Entretanto, embora as espécies M.
hominis e U. urealyticum sejam detectadas na cavidade amnidtica, seus papéis na patogénese

de complicagbes gestacionais ainda ndo estdo totalmente esclarecidos.
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Considerando a escassez de trabalhos na literatura que avaliem o status
microbiolégico da cavidade amnidtica de gestacdes de termo, principalmente com
envolvimento de Mycoplasma hominis e Ureaplasma urealyticum, bem como a caracterizacao
do perfil de citocinas produzidas na cavidade amniética na presenca microbiana, estudos com
esses objetivos se justificam, pois poderdo contribuir para a compreensao da regulacdo da

resposta imune inata na interface materno-fetal no final da gestacao.
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Abstract

Introduction: Microbial invasion of the amniotic cavity has been described in term deliveries
and its role on the immune modulation is of interest to the better understanding of the
underlying labor processes. Objective: The aim of this study was to determine the prevalence
of Mycoplasma hominis and Ureaplasma urealyticum in the amniotic fluid of term pregnancies
and to evaluate its influence on cytokines production at the end of pregnancy. Patients and
Methods: A cross sectional study was conducted with fifty five pregnant women out of labor
with intact membranes and gestational age between 37 and 41 weeks seen at the Bom Jesus
hospital in Ariquemes, Rondo6nia, between June 2009 and May 2010. Amniotic fluid samples
and fragments of chorioamniotic membranes were collected at cesarean section. M. hominis
and U. urealyticum detection was performed by PCR and Interleukin (IL)-1pB, IL-6, IL-8, IL-10 and
Tumor Necrosis Factor (TNF)-a levels were determined by ELISA. Chorioamniotic membranes
were submitted to histopatological analyses. Results: Presence of M. hominis was detected in
36.4% of amniotic fluid samples and any of them was positive for U. urealyticum. Regarding
cytokines levels, 63.6% and 90.9% of samples have not shown detectable concentrations of
TNF-o. and IL-1B. The median concentration of IL-6 and IL-8 were 107.9 pg/mL (0-517.1) and
208.1 pg/mL (0-1897.4), respectively. Interleukin-1p, IL-6, IL-8 and TNF-a. concentrations were
not associated with the presence of M. hominis in amniotic fluid, regardless the gestational
age. No sample had detectable IL-10 levels. The histopatological analyses have shown no
chorioamnionitis in any of the membranes, only a discreet mononuclear infiltration in the
decidua could be observed in 40.4% of the samples. Conclusion: The amniotic cavity can be
colonized by M. hominis and the IL-6 and IL-8 production was not modulated by amniotic

presence of this microorganism, in term pregnancies, regardless the gestational age.

Key words: Term pregnancies, Amniotic fluid, Mycoplasma hominis, Pro-inflammatory

cytokines.
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Introduction

Amniotic cavity in physiological conditions is thought to be a sterile environment (1, 2).
As a matter of fact, intra-amniotic infection has long been linked with important obstetrical
conditions such as preterm labor (PL) and preterm premature rupture of membranes (PPROM)
(3-5). However, some evidence of bacterial presence in amniotic cavity in term pregnancies
raises the possibility that the mere presence of microorganisms inside the intra-uterine
compartment may not necessarily predispose the pregnancy to adverse outcomes (6, 7). Out
of question is the fact that higher rate of bacterial infection is associated with complicated
pregnancies when compared to healthy pregnancies (8, 9).

Many bacterial species have already been described in amniotic cavity infection.
Onderdonk et al. (8) have isolated Prevotella bivia, Staphylococcus sp. and Gardnerella
vaginalis from chorion parenchyma and placentas delivered prematurely. In amniotic fluid (AF)
of pregnant women with PPROM, Oh et al. (10) have detected Mycoplasma hominis,
Streptococcus sp, among others microorganisms. Of the bacteria already isolated from
amniotic cavity, the micoplasmas species, Mycoplasma hominis and Ureaplasma urealyticum,
are the more constantly implied in PL and PROM cases (11-15). Indeed, Marconi et al. (11)
have observed high prevalence of M. hominis in pregnant women with PL when compared
with women without PL. Another study performed with 181 AF samples from PL patients and
intact membranes has shown that presence of U. urealyticum is associated with increased risk
for perinatal morbidities and neonatal mortality in comparison to the presence of other
microorganisms detected by culture techniques (13). Additionally, Novy et al. (16) have
demonstrated that M. hominis and another specie of Ureaplasma, U. parvum, itselves are able
to induce PL when inoculated in the amniotic cavity of Rhesus macaques. However more
information is needed on bacterial status of the amniotic cavity in term pregnancies. According
to Lee et al. (7), only 1% of term pregnancies are culture-positives for several species and that

rate rises to 7% in term pregnant women in labor. Romero et al. (9) have found an even
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greater rate of 18% intraamniotic microorganisms in term pregnant women at labor with intact
membranes.

Microorganisms in the amniotic cavity can be recognized by Toll-like receptors (TLRs)
present in chorioamniotic membranes (17). The activation of TLR leads to intracellular
signaling through nuclear factor-xB (NF-xB) that will induce the production of pro-
inflammatory cytokines such as interleukin (IL)-1p, IL-6, IL-8 and Tumor Necrosis Factor (TNF-
a). These cytokines stimulate the secretion of additional cytokines and others mediators
including uterotonic compounds, such as prostaglandins E2 (18) and metalloproteinases
(MMPs) (19) which participate in fetal membranes weakening and the consequent rupture (20,
21). Nevertheless, the exact influence of each microorganism in the production of these
biochemical mediators is still poorly understood and factors such as pathogen virulence,
bacterial load, nutritional and stress status and genetics differences should be taken into
account.

Estrada-Gutierrez et al. (22) studied the influence of intrauterine leukocytes in
triggering differential secretion of mediators depending on the infecting microorganism.
According to these authors, group B streptococci induce degradation of the amniochorion as a
result of MMP-9 production, probably via TNF-a, whereas U. urealyticum stimulates the
secretion of PGE,, probably via IL-1B, potentially stimulating myometrial contraction. This
study provided novel evidence that the immunological cells circulating within the uterine
microenvironment respond differentially to infectious agent, triggering alternative molecular
signaling pathway leading to labor.

Hanna et al. (23) demonstrated that there is a gestational age-dependent expression of
IL-10 in the human placenta and that this cytokine production is significantly attenuated at
term. These data suggest that labor is associated with withdrawal of anti-inflammatory
mediators as part of an evolutionary adaptation to accelerate inflammatory process necessary

for successful labor and delivery.
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To better understand the meaning of Mycoplasma hominis and Ureaplasma
urealyticum in healthy pregnancies, this study evaluated the association between presence of
these bacteria and pro and anti-inflammatory cytokines levels in amniotic fluid at term

pregnancies.

Patients and Methods

Study Population

A cross-sectional study was carried out to determine the presence of M. hominis and
U. urealyticum and pro and anti-inflammatory cytokines levels in AF in term pregnancies. The
study group consisted of 55 pregnant women who underwent elective cesarean section (CS)
performed in Obstetrics Unit of the Bom Jesus Hospital, in Rond6nia State, Brazil. Sample size
of at least 10 pregnant women in each group was determined assuming o = 0.05 and 3 = 0.10
and considering the cytokines mean and standard deviation.

According to the gestational age at delivery, patients were included in the following
groups:

e G1:CS at 37" week gestation (n=11)

e G2:CS at 38" week gestation (n=24)

e G3:CSat 39" week gestation or later (n=20)

Gestational age was calculated from the first day of the last menstruation and/or from the
first trimester ultrasound. Exclusion criteria were multiple pregnancies, diabetes, fetal
anomalies and placenta previa. The Institution Human Research Ethics Committee approved
the study (Protocol 3032/2008), and written informed consent was obtained from all

participants.
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AF and chorioamniotic membranes collection

AF collection was performed at CS through the membranes using sterile seringe and
samples were immediately frozen at -20°C. Samples of the membranes were fixed in 10%
formalin, embedded in paraffin, sectioned and stained with hematoxylin and eosin for

histopathological analyses.

Detection of Mycoplasma hominis and Ureaplasma urealyticum in AF

AF samples were transported to the laboratory, centrifuged and supernatants and
pellets were stored separately at -802C. Bacterial DNA was extracted from the pellets with
QlAamp® DNA Mini Kit (Qiagen®) and Polimerase Chain Reactions (PCRs) were performed with
GoTaqg Green Master Mix (Promega, Madison, WI, USA) for the detection of intra-amniotic
bacteria. Detection of U.urealyticum was performed with primers for a 429-bp region of urease
gene (forward primer 5’-CAA TCT GCT CGT GAA GTA TTA C-3” and reverse primer 5-ACG ACG
TCC ATA AGC AAC T-3°). For M.hominis, primers (forward primer 5-CAA TGG CTA ATG CCG
GAT ACG C-3’ and reverse primer 5-GGT ACC GTC AGT CTG CAA T-3°) were used for the
detection of a 334 bp sequence of 16S rRNA gene. The incubation parameters for the
amplifications were 40 cycles 98°C for 30s, 61C for 60s and 72C for 60s. PCR products were
visualized under UV transilumination after electrophoresis gel-red staining gel. Positive (U.
urealyticum ATCC 27813 and M. hominis ATCC 19095) and negative (sterile water) controls

were included in all reactions.

Measurement of Cytokines in AF

The pro and anti-inflammatory cytokines IL-1P, IL-6, IL-8, IL-10 and TNF-o. were
measured in the AF supernatants by ELISA using DuoSet Kits (R&D Systems, Minneapolis, MN,
USA), according to manufacturer’s instructions. All the samples were tested in duplicates.

Inter-assay variability was 10.0% for IL-1B, 0.2% for IL-6, 4.5% for IL-8 and 23.0% for TNF-o..
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Sensitivity of the assays for IL-13, IL-6, IL-8, IL-10 and TNF-a. were, respectively, 0.1, 0.3, 10.2,

1.0and 0.4 pg/ mL.

Statistical Analysis

Sociodemographic data herein are presented in median (range). Non-parametric
Mann—Whitney test and Kruskal-Wallis test was used for continuous values not normally
distributed (i.e. cytokines levels). p < 0.05 was considered significant. All tests were performed

using SigmaStat 9.0 (Jandel Scientific Corp., San Rafael, CA, USA).

Results

Sociodemographic and obstetric characteristics of the study population are
summarized in Table 1. Median maternal age was 24 years and 81.8% of patients reported to
be married. The median gestational age at delivery was 38w2d and the parity ranged from 1 to

4 deliveries.

Table 1. Sociodemographic and obstetric characteristics
Maternal characteristics
Materna age 24.0 (17 - 42)

Marital status

Married 45 (81.8)
Single 8 (14.6)
NA 2(3.6)
Gestacional age 38w2d (37w — 40w5d)
Parity 1(1-4)

Overall, 20 samples (36.4%) were positive for M. hominis and none for U. urealyticum.
Pro-inflammatory cytokines levels are presented in Figure 1. Only 9.1% and 39.7% of samples

had detectable levels of IL-1@ and TNF-a. The data on pro-inflammatory cytokines
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measurement are shown in Table 2. IL-10 levels could not be detected in any of analyzed

samples.

Figure 1. IL-1B, IL-6, IL-8 e TNF-a. levels (pg/mL) in 55 AF samples of term pregnancies.

Table 2. Concentration of IL-1[3, 1I-6, IL-8, TNF-o. in amniotic fluid of term pregnancies.

Cytokines Concentration (pg/mL) Detection rate (%)
IL-1B 0(0-8.7) 9,1
IL-6 107.9 (0-517.1) 98.2
IL-8 208.1 (0 —1897.9) 96.4
TNF-a 0 (0—-43.5) 39.7

IL-6 and IL-8 levels were not associated with gestational age at delivery or with the
presence of M.hominis, regardless the gestational age (Figure 2). A slightly increase in these

levels throughout the 37" to 40" week gestation could be observed though (Figure 3).
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Figure 2. IL-6 and IL-8 concentrations (pg/mL) in the groups G1 to G3 in the presence (G+ groups) or

absence (G- groups) of Mycoplasma hominis.

Figure 3. IL-6 and IL-8 median levels (pg/mL) in AF from term pregnancies according to the groups.

The histopatological analyses have shown no chorioamnionitis in any of the studied
membranes. Only a discreet mononuclear infiltration in the decidua could be observed in

40.4% of the samples.

Discussion

Bacterial status of amniotic cavity in term pregnancies is still a controversial subject. In
a recent study, Steel et al. (6) have demonstrated a large proportion of bacteria in
chorioamniotic membranes in both term and preterm deliveries, even when histologic

chorioamnionitis is absent. Bearfield et al. (24) have detected bacterial presence by the
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amplification of a conserved region of the bacterial 16S rRNA gene in 70.8%of the amniotic
fluid samples from pregnant women with intact membranes undergoing cesarean section.
Microorganisms detected in this work included Streptococcus spp. and Fusobacterium
nucleatum species. Still, there is little information on frequency and significance of presence of
Mycoplasma hominis and Ureaplasma urealyticum in term gestation. In the present study we
have observed absence of U. urealyticum and a high prevalence of M. hominis in AF of term
pregnancies. It is of knowledge that these microorganisms are able to cause PL and PPROM
(16). Several studies suggest that, among genital micoplasmas, Ureaplasma species present
higher pathogenic value and therefore it would make sense to be absent in AF of healthy
pregnancies (25-27). Nonetheless, Mycoplasma hominis is also reported as a major contributor
in obstetrical complications. The high prevalence of this microorganism may though be
partially explained by its relatively lower virulence, the high sensitivity of the technique
employed and by the characteristics of the studied population. At the same time, some
authors believe that it have been given so much importance to this bacteria as etiologic factor
of pregnancy complications (26).

Regarding cytokines concentrations, we have observed no detectable levels of IL-10 in
term AF, which corroborates with literature, once this cytokine is known to play an important
role in mid trimester pregnancy. Simultaneously, our results have shown high levels of IL-6 and
IL-8 in AF of term pregnancies and a not statistically significant, but progressive rising in those
levels throughout the last weeks of gestation. This observation is also consistent with the
current literature, Hebisch et al. (28) have detected rising levels of those cytokines at the end
of gestation towards parturition. As for IL-1B and TNF-a levels, we have observed low
detection rates. This may be indicative that IL-6 and IL-8 downregulates IL-1B and TNF-a
production by choriomniotic membranes. Other authors have reported similar results
regarding TNF-a detection (11, 29).

Cytokines have been implied in the onset of labor in physiological and pathological

conditions. These mediators play a role in important events such as cervical ripening, rupture
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of membranes and miometrial contractility that ultimately lead to parturition (30-32). The
presence of microorganisms in uterine compartment can induce a pro-inflammatory cascade
and thus provoking the above-mentioned events before the term of gestation. Oh et al. (33)
have demonstrated that micoplasmas can elicit host inflammatory response. The authors
reported higher intensity of inflammatory response in pregnant women with PPROM and
positive micoplasmas AF culture when compared to pregnant women with PPROM and AF
culture positive for others microorganisms. Furthermore, in a preview study of our work group
it was demonstrated the correlation between presence of M. hominis and IL-1B and IL-6 levels
in pregnant women with PL (11). In this work, however, the presence of M. hominis had no
influence on immune response or on the gestational outcome; oppositely, IL-6 and IL-8 levels
seem to be due to the pre-labor period itself. In the same way, the discreet mononuclear
infiltrate observed in almost half of the samples is compatible with the biological event of
leukocytes influx that precedes the initiation of parturition (34, 35). Still a new concept, some
authors have been suggesting that the sole presence of bacteria in amniotic cavity not always
necessarily elicit inflammatory reaction (6).

According to Bearfield et al. (24) mean levels of IL-1B, IL-6, IL-10 and TNF-a, and
prostaglandin E2 in amniotic fluid samples, taken at the time of cesarean section, did not differ
between women with and without PCR evidence of infection. These authors believe that it
remains elusive whether elevated levels of these mediators are found in cases when infection
can only be determined using sensitive molecular methods.

In this study it was not possible to quantify bacterial load, but we could consider that
this load was not enough to elicits an important inflammatory response. Another limitation of
our study so far is the lack of other species assessment. Recent studies have demonstrated
that the detection of 16S rRNA gene that is highly conserved among bacteria is a useful
technique to evaluate microbiological status in AF, especially in mixed infections (36, 37). In a
recent work, Kim et al. (2) have used fluorescent staining and fluorescent in situ hybridization

for real-time 16S rRNA to detect microbial invasion. Usage of such sensitive and specific
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techniques will not only confirm previous results but also provide solid evidence that bacteria
are present in AF of pregnant women at term.

Therefore, the high rates of M. hominis presence in AF of uncomplicated term
pregnancies along with the absence of immunomodulation observed in those women suggest
a state of bacterial colonization of amniotic cavity and that individuals may have different
predisposition to infection and subsequent complications during pregnancy. In that way, the
preliminary data herein corroborate the prevalence of the inflammatory state of amniotic
cavity near delivery and suggest that the presence of Mycoplasma hominis in amniotic cavity
of term pregnancies may have different clinical relevance when compared to preterm
deliveries. Additionally, this study provides normative data for pro-inflammatory cytokines in

AF at term and is a valuable tool for future diagnostic and comparative studies.
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