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Introducéo: O parto pré-termo (PP) é considerado um dos principais problemas da clinica
obstétrica que ocorre em quase 10% de todas as gestacdes no mundo. A invasao polibacteriana e
a inflamacdo da cavidade amniotica sdo um cenario comum no PP que resulta em resposta
inflamatdria do hospedeiro. O objetivo do estudo foi avaliar a producdo e cinética de mediadores
inflamatorios em modelos in vitro de coinfec¢do da membrana fetal com micoplasmas genitais e
outras espécies bacterianas.

Materiais e Métodos: Membranas corioamnidticas coletadas de gestacfes saudaveis por
cesariana foram estimuladas com micoplasmas genitais (Mycoplasma hominis, Ureaplasma
parvum), Streptococcus agalactiae e Fusobacterium nucleatum, isoladamente ou em
combinagdo. Os sobrenadantes da cultura foram coletados em cinco momentos diferentes: Oh,
6h, 12h, 18h e 24h. As Interleucinas (IL) -6, IL-8, IL-10 e fator de necrose tumoral o (TNF-a)
foram dosadas no meio de cultura por ensaio imunoenzimatico (ELISA).

Resultados: A estimulacdo por micoplasmas genitais, isoladamente ou em combinagé&o,
aumentou os niveis de citocinas pro-inflamatdrias em relagdo ao grupo controle, enquanto F.
nucleatum e S. agalactiae ndo tiveram diferencas significativas. Os niveis mais altos de TNF-a
foram detectados nos momentos 6h e 12h, em contraste com a IL-10, cujos pico de producao
ocorreu apds 18h de estimulagéo.

Concluséo: M. hominis e U. parvum sustentam uma resposta pro-inflamatéria nas membranas
corioamnioticas in vitro, isoladamente ou em combinacdo, mas ndo responderam da mesma
maneira na presenca de outras bactérias. Portanto, a infeccdo polimicrobiana resulta em um

padrdo pro-inflamatério e em um equilibrio da resposta anti-inflamatdria.

Palavras-chave: Membranas corioamnioticas, estudo in vitro, infeccdo polimicrobiana,

micoplasmas genitais, Streptococcus agalactiae, Fusobacterium nucleatum.
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Abstract

Problem: Preterm labor (PTL) is considered one of the main obstetric clinic problems that occurs
in almost 10% of all pregnancies in the world. Polybacterial invasion and inflammation of the
amniotic cavity is a common scenario in PTL that results in host inflammatory response. We
aimed to evaluate the production and kinetics of inflammatory mediators in in vitro models of
fetal membrane coinfection with mycoplasmas and other bacteria species.

Method of Study: Fetal membranes collected from healthy pregnancies by c-section were
stimulated with heat-killed genital micoplasmas (Mycoplasma hominis, Ureaplasma parvum),
Streptococcus agalactiae and Fusobacterium nucleatum, alone or in combination. Culture
supernatants were collected at five different time-points: Oh, 6h, 12h, 18h, and 24h. Interleukin
(IL) -6, IL-8, IL-10 and Factor Necrosis Tumoral alpha (TNF-a) were measured in the culture
medium by immunoenzymatic assay (ELISA).

Results: Stimulation by genital mycoplasmas, alone or in combination, increased the levels of
proinflammatory cytokines in relation to control group, whereas F. nucleatum and S. agalactiae
did not produce significant differences. Highest levels of TNF-a were detected at time-point 6
and 12, in contrast to 1L-10, which peaks appeared at time-point 18h.

Conclusions: M. hominis and U. parvum sustain a proinflammatory response in the fetal
membranes in vitro alone or in combination, but did not respond in the same way in the presence
of other bacteria. Therefore, the polymicrobial infection results in a proinflammatory pattern and

a balance of anti-inflammatory response.
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1. Aspectos imunoldgicos da gravidez

O estudo e conhecimento dos mecanismos bioldgicos e imunoldgicos que ocorrem durante
a gravidez contribuem para compreender a sobrevivéncia do feto e a dinamica na interface
materno-fetal. A combinag&o de fatores imunoldgicos fetais e maternos, tais como a mudanga
do perfil imunolégico materno ao longo da gravidez e a imaturidade antigénica do feto,

permitem o estabelecimento de uma interface que possibilita o sucesso gestacional.

Uma questdo muito discutida é se o sistema imune materno age em favor ou contra a
gravidez (1). No entanto, evidéncias mostram que a interface materno-fetal ndo se enquadra em
um ambiente de supressdo imunoloégica mas em um cenario de modulacédo (2), de modo que a
presenca de células imunes no momento da implantagdo ndo esta associada a uma resposta ao
feto, mas a facilitacdo e protecdo da gestacdo (1). Dessa maneira, a imunologia da gravidez é
resultado da combinacdo de sinais e respostas originados do sistema imune materno e do

sistema imune fetal/placentario (3).

Por muitos anos o sucesso da gestagdo foi creditado ao predominio de resposta imune
mediada por linfécitos T helper tipo 2 (Th2) em detrimento da resposta imune de perfil Thi,
gue era associada a resultados gestacionais adversos (4, 5). Na atualidade, estudos demonstram
que é um dinamico balanco entre citocinas, que se modifica ao longo da gestacao, esta associado
ao desfecho gestacional favoravel (6, 7).

O primeiro trimestre gestacional é caracterizado pelo predominio da resposta imune de
perfil Thl, no qual o microambiente inflamatdrio é importante tanto para permitir o reparo do
endométrio dos danos advindos da implantacdo do feto, quanto para remocdo de debris
celulares. Ja o segundo trimestre é caracterizado pela resposta imune de perfil Th2 (4), tendo
como objetivo a manutencao da gestacdo, com consequente aumento de citocinas com atividade
anti-inflamatoria. No terceiro trimestre e no momento do parto, o predominio da resposta imune
volta a ser de perfil Thl. Esse tipo de resposta ocorre tanto no tecido placentario (8) e liquido
amnidtico (9), quanto sistematicamente (10). Desse modo, o trabalho de parto é reconhecido

como uma sindrome inflamatoria (11).

Na espécie humana, uma complexa rede de eventos regulados por mediadores e
mecanismos dos sistemas enddcrino, imune e nervoso resultam no trabalho de parto a termo.

Trés processos distintos e interdependentes caracterizam 0 momento em que a gestacao atinge
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0 desfecho: o remodelamento cervical, o enfraquecimento e rotura das membranas
corioamnioticas, e a contratilidade miometrial, que, juntos, viabilizam a expulsdo do feto apds
a 372 semana de gestacdo (12, 13). Considerando o papel do sistema imune nesse contexto, as
citocinas, polipeptideos secretados por células da imunidade inata e adaptativa, permeiam e

possibilitam esses mecanismos envolvidos no desencadeamento do parto (12).

Apesar do aumento no numero de trabalhos ao longo dos anos e das tecnologias
existentes, os mecanismos envolvidos no desencadeamento do trabalho de parto a termo ainda
ndo estdo completamente elucidados (14). A maior consequéncia desse incompleto
conhecimento ¢ a dificuldade em prevenir o trabalho de parto pré-termo (TPP), considerado um
dos principais problemas da clinica obstétrica. O TPP é uma importante intercorréncia
caracterizada pela presenga de um ou mais contragdes de ritmo e frequéncias regulares a cada
10 minutos, acompanhadas de dilatacdo cervical superior a 2cm e/ou esvaecimento cervical

igual ou superior a 50%, entre 22 e 37 semanas de gestacdo (15).

O parto pré-termo (PP) pode ser classificado em 3 categorias: 0s que ocorrem
espontaneamente, sendo esta categoria mais prevalente (50%); por indicacdo médica (25%); ou
por desfecho da rotura prematura de membranas pré-termo (RPM-PT) (25%) (16). Nas tltimas
décadas, a prevaléncia do PP tem aumentado em nivel mundial, sendo que nos Estados Unidos
esteve presente em mais de 12% das gestacdes (17), sendo essa prevaléncia similar na Africa e
Asia (17, 18). Sua etiologia ¢ multifatorial, e apesar de cerca de 40% dos casos serem
idiopaticos (19), fatores associados a ocorréncia de PP ja sdo conhecidos, como sua ocorréncia
em gestacOes anteriores, abortos anteriores, idade materna inferior a 20 anos (20), rotura
prematura de membranas (RPM), corioamnionite (19, 20), gestacdo mdltipla, hipertenséo
gestacional, sangramento vaginal (19), pequeno ganho de peso materno durante a gestacéo,

diabetes gestacional (21) e vaginose bacteriana (22).

O aumento da prevaléncia nos ultimos anos demonstra cada vez mais uma complexidade
dos fatores de risco e do papel que desempenham nos desfechos gestacionais adversos como,
por exemplo, ao induzir alteracbes morfologicas, inflamatdrias, bioquimicas e oxidativas,
culminando em uma rede complexa que dificulta o entendimento dos mecanismos envolvidos.
Além da mortalidade neonatal, as comorbidades associadas ao parto pré-termo geralmente
levam a diversas consequéncias na vida do neonato resultando em custos econdmicos, fisicos e
psicologicos (23). As primeiras manifestagdes de hipertensdo e problemas cardiovasculares

como consequéncia do parto pré-termo acontecem logo na infancia (24). Além disso, neonatos
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que sobrevivem ao PP tém comprometimento das func¢des pulmonares ao longo de toda a vida,

condicdo que € caracterizada por uma limitacdo do fluxo aéreo (25).

A rotura das membranas corioamniéticas € um acontecimento normal que ocorre
durante o trabalho de parto a termo. Quando precede do inicio do trabalho de parto é intitulada
rotura prematura de membranas (26). J& a rotura prematura de membranas pré-termo (RPM-
PT) é definida pela rotura espontanea das membranas corioamnidticas que ocorre em idade
gestacional inferior a 37 semanas, e é presente em 30% das gestaces pré-termo (27). Essa
intercorréncia tem sido alvo de estudos, uma vez que tem sido associada a morbidade materna
e morbimortalidade perinatal (28). A RPM-PT é uma das maiores causas de prematuridade (29),
e a frequéncia e severidade das complicacGes neonatais variam de acordo com a idade

gestacional, sendo aumentadas em casos de infec¢éo perinatal (30, 31).

1.1. Estrutura das membranas corioamniéticas

As membranas corioamnidticas, que constituem a bolsa das aguas que abriga o feto,
formam uma estrutura de extrema importancia para o desenvolvimento fetal, pois elas possuem
importantes fungdes como a de protecdo do feto contra traumas, de manutengéo do volume do
liqguido amniodtico e de protecdo dos vasos do corddo umbilical contra compressdo, além de
atuarem como barreira contra infec¢des vindas do trato genital inferior (32).

Apesar da grande quantidade de microrganismos que colonizam o trato genital inferior,
a visdo que se tem da cavidade amniotica é a de um ambiente estéril (33). Além de revestir a
superficie da placenta e constituir o saco amnidtico, as membranas corioamnioticas também
possuem o papel de manter as condi¢Oes ideais de esterilidade do liquido amnidtico e de ser
barreira imunoldgica. A expressdo dos receptores Toll-like 2 (TLR-2) e Toll- like 4 (TLR-4)
pelo epitélio amnidtico, sugere que esse epitélio ndo funciona apenas como barreira mecanica
aos microrganismos, mas que também ¢é fundamental na ativacdo do sistema imune inato.

Histologicamente, as membranas corioamnidticas sdo constituidas de diferentes
camadas celulares e por componentes da matriz extracelular (MEC). O cério, camada mais
externa, a qual mantém proximidade com a cavidade amniotica, é constituido pelas camadas
celular e reticular e pela membrana basal (34). J4 a camada celular mais interna é o &mnio, de
origem ectodérmica, o qual é constituido por monocamada de células epiteliais cuboides ou
colunares e camada de tecido conectivo rico em colageno, intercalada por células mesenquimais

(35). Varias microvilosidades séo encontradas entre as células do epitélio amnidtico, tanto na
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porcao apical quanto nas bordas laterais, as quais contribuem para a comunicacao intercelular
e atuam como barreira mecanica contra possivel invasdo de patdgenos. Por fim, a camada
decidual € associada externamente ao corio-amnio e localiza-se internamente a parede uterina,

desempenhando papel hormonal e imunoldgico (36).

1.2. Mediadores da resposta imune inata e trabalho de parto pré-termo

O sistema imune e seus processos inflamatorios estdo associados a varios mecanismos
associados a reproducdo, como ovulagdo, implantacdo e desencadeamento do parto (37).
Estudos mostram que mediadores da resposta inflamatéria sdo sintetizados por células das
membranas corioamnioticas mesmo na auséncia de infec¢do neste microambiente (38). Desse
modo, é possivel confirmar que até mesmo o parto a termo € caracterizado por um perfil

inflamatorio.

Reconhecendo o parto como um processo inflamatorio, entende-se que estimulos
patogénicos podem estimular mais ainda a imunidade nesse ambiente. Em casos de infeccao,
ocorre recrutamento neutrofilico para as membranas corioamnidticas (39), resultando em
amplificacdo da resposta inflamatéria e corioamnionite histolégica, esta Ultima sendo

considerada um indicador de invasdo microbiana da cavidade amnidtica (40).

O reconhecimento dos patdégenos pelo sistema imune inato envolve moléculas de
reconhecimento de padrdes, conhecidos como TLRs, que pertencem a familia dos receptores
de reconhecimento de padrées (RRP) (41), sendo que cada tipo ja descrito na literatura é
especifico para diferentes padrbes de reconhecimento de patogenos (PAMPS) (42). A primeira
linha de defesa contra infec¢fes durante a gestacdo € constituida principalmente pelo TLR-2 e
TLR-4 (43), visto que eles sdo expressos tanto no epitélio amnidtico, quanto nas células
coribnicas e deciduais (44, 45), porém j& se sabe que ao longo da gestacdo, todos os tipos de
TLRs sdo expressos na interface materno-fetal de uma maneira espaco-temporal especifica (46).
O TLR-2 reconhece PAMPS como lipoproteinas associadas a micobactérias, peptidoglicano e
bactérias Gram-positivas (47, 48); j& 0 TLR-4 medeia a resposta ao lipopolissacarideo (LPS)
(49). Segundo Kim et al. (45), a expressao proteica desses dois receptores € significantemente
maior no epitélio amnidtico na presenca de corioamnionite histoldgica, tanto em partos pré-

termo quanto a termo. Isso sugere que a expressdao aumentada dos TLRs nos tecidos



21

gestacionais no momento do trabalho de parto pode aumentar a prote¢do do hospedeiro contra

invasdo polimicrobiana da cavidade amnidtica.

Em casos de infeccdo da cavidade amniotica no segundo trimestre de gestacdo, as
proprias bactérias e seus produtos estimulam a producdo de citocinas pro-inflamatérias nos
tecidos gestacionais (12), perturbando o perfil anti-inflamatério da gestacdo nesse momento
(5). A producéo de Interleucina (IL)-6, IL-8, IL-10 e Fator de Necrose Tumoral a (TNF-a), em
casos de estimulacdo bacteriana, revelou que as bactérias estimulam a expressdo de RNAm de
citocinas pré e anti-inflamatérias (50) e potencializando a indugéao do parto.

Além disso, a IL-6 ja foi descrita como o principal biomarcador de inflamagéo e como
preditor do parto pré-termo (37), sendo que niveis elevados no liquido amni6tico de gestantes
no segundo trimestre associados com maior risco (51). A identificacdo de IL-8 no liquido

amnidtico foi associada tanto a presenca de RPM-PT quanto de TPP (52).

Ainda nessa linha, niveis elevados de TNF-a. foram descritos no liquido amniético na
presenca de PP e de infecgdo intra-amnidtica (53). Em um estudo com diferentes modelos de
estimulacdo, os resultados com Escherichia coli in vitro demonstraram que a producéo de TNF-
a estava significativamente aumentada no modelo em que ambos os lados da membrana (cério
e amnio) foram estimulados com a bactéria (54). Esse resultado sugere que, pelas propriedades
imunotdxicas dessa citocina, sua producdo e secrecdo ocorra em casos de infeccdo mais
complicados, como foi mimetizado no estudo pela estimulacdo de ambos os lados da
membrana. Nos tecidos gestacionais foram observados que a presenca de I1L-6 (55), IL-10 (56)
e TNF-a (53) induz a producdo de prostaglandina E2 (PGE2), que esté intimamente relacionada
com o inicio e a progresséo do trabalho de parto.

Ja no cenério anti-inflamatério, a 1L-10 ja teve sua funcdo associada com a regulacao
das complicagOes gestacionais que tem como causa o0 processo inflamatério(57). Em gestacoes
acometidas por TPP e infeccdo intra-amnidtica foi observada concentracfes aumentadas de IL-

10 no liquido amniético, quando comparado a pacientes sem infecgéo (58).

Ainda em relacdo aos mediadores da resposta imune inata, 0s antimicrobianos naturais
secretados por células epiteliais desempenham fungdes importantes na mucosa do trato genital
inferior, incluindo a manutencdo do micro-ambiente interno, controle da inflamagéo e

prevencdo da invasdo de microrganismos nas celulas do hospedeiro (59). Estudos mostraram
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que alguns deles, como a human beta defensin (HBD) 2, tém uma estimulagdo aumentada por
citocinas inflamatdrias em tecidos gestacionais (60). Estudo demonstrou aumento de HBD-2
no liquido amniotico na presenca de infeccdo e/ou inflamacdo na cavidade amniotica em
pacientes em TPP e RPM-PT, demonstrando que essa defensina é constituinte do liquido

amniotico e participa da resposta antimicrobiana (61).

1.3. Invasdo microbiana da cavidade amnidtica e parto pré-termo

Embora a etiologia do parto pré-termo seja multifatorial, varios microrganismos tém
sido associados a sua patogénese, especialmente através da ascensdo do trato genital inferior
(37), com subsequente instalacdo de corioamnionite. A corioamnionite histoldgica é definida
como inflamacdo das membranas corioamnidticas, sendo que pode estar presente em mais de
20% das gestacOes de termo e em mais de 50% dos partos pré-termo, e a maioria dos casos
ocorrem na auséncia de sinais clinicos e de sintomas de infecgdo (62-64). Marconi et al.(65),
em estudo anterior do nosso grupo de pesquisa, demonstraram infecc¢do da cavidade amniética
em gestantes que apresentaram essa intercorréncia gestacional. O estudo demonstrou que tal
infeccdo € de natureza polibacteriana e que, na maioria dos casos, ha combinacdo de

microrganismos aerdbios e anaerobios.

Kim et al. (66) propuseram modelo de invasdo microbiana intra-amnidtica, no qual o
estagio inicial ocorre por uma invasdo intra-amnidtica através de uma discreta regido das
membranas corioamnioticas, apds ascensdo do microrganismo pelo trato genital inferior
feminino, seguido por uma proliferacdo bacteriana no liquido amni6tico e, posteriormente, a
extensdo e espraiamento dessa infeccdo por toda a regido das membranas. Nesse sentido, 0s
patdégenos mais frequentemente isolados no liquido amniético de pacientes com infeccéo intra-
amniotica sao comumente encontrados na microbiota vaginal, incluindo Gardnerella vaginalis,
Escherichia coli, Leptotrichia amnionii, Bacterioides fragilis, Prevotella bivia, Mycoplasma
hominis e Ureaplasma urealyticum (67, 68). Quando existe a predominancia dessas espécies

bacterianas em relacéo aos lactobacilos, caracteriza-se a alteracdo da microbiota vaginal.

Esse tipo de alteracdo esta associada ao risco de parto pré-termo (22), ja que espécies
bacterianas em elevada concentragdo podem ascender & cavidade amnidtica e suscitar resposta
inflamatdria nos tecidos gestacionais com subsequente deflagracdo do trabalho de parto, uma

vez que ocorre o desbalango do perfil inflamatdrio previamente estabelecido. Evidéncias desse
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processo sdo as observagdes de que citocinas inflamatdrias estdo aumentadas no liquido
amnidtico de gestantes com infeccdo intra-amniotica, especialmente aquelas causadas por

Ureaplasma urealitycum e Mycoplasma hominis (69, 70).

Considerando o cenario polibacteriano, as principais espécies bacterianas detectadas no
liquido amnidtico tanto no TPP como na RPM-PT sdo U. urealyticum e M. hominis. Em outros
tipos de amostras, a prevaléncia de U. urealyticum e M. hominis durante a gravidez tem uma
grande variabilidade que depende primariamente das caracteristicas demograficas como
localizacdo geografica, nivel socioecondmico e nUmero de parceiros sexuais, e
secundariamente ao tipo de estudo e método diagndéstico (71). Nesse sentido, revisdo feita por
Capoccia et al. (71) mostrou que a prevaléncia de U. urealyticum e M. hominis pode variar no
liquido amnidtico de 3.3% a 63.0% e 1.4% a 35.5%, e no contedo vaginal de 3.7% a 89.7% e
2.5% a 55.0%, respectivamente.

Estudos tém associado a infeccdo por U. urealyticum tanto no TPP quanto na RPM-PT
em conteudos vaginais (72, 73), de liquido amnidtico (74, 75) e secrec¢do cervical (76), enquanto
0 M. hominis foi associado ao TPP em contetdos vaginais (77) e de liquido amnidtico (78) e
com RPM-PT somente em conteddos vaginais (73). Ainda que U. urealyticum seja mais
prevalente na RPM-PT comparado ao M. hominis (73, 78), a coocorréncia dessas bactérias no
contetdo vaginal suscita resultado adverso gestacional mais severo comparado a infeccdo

simples por U. urealyticum (79).

Nos estudos relacionados a pesquisa e associacdo de M. hominis e desfechos
gestacionais adversos, Harada et al. (77) demonstraram associagéo significativa de TPP e M.
hominis em amostras de contetdo vaginal e Lamont et al. (80) confirmaram essa associacdo
guando rastrearam a colonizagdo/infeccdo em liquido amnidtico pelo método de biologia

molecular.

Uma vez que a infeccgdo polibacteriana envolve interagdes complexas entre as espécies,
a presenca na cavidade amnidtica de diversas combinagdes de espécies bacterianas, sua carga e
patogenicidade podem modificar o efeito causado pelos micoplasmas genitais. Além disso,
essas interagdes podem resultar na modulagéo da expressao génica dos fatores de viruléncia de

algumas cepas, aumentando sua patogenicidade (81).
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1.3.1. Micoplasmas genitais e outros patdégenos oportunistas

O termo Mollicutes se tornou uma denominacao genérica para todos 0s microrganismos
da classe (82), que sdo caracterizados pela auséncia da parede celular de peptidoglicano. Por
isso, podem assumir formas cocoides ou filamentosas e sdo pouco coradas pela tradicional

coloracdo do Gram, dificultando sua identificacdo direta em amostras clinicas.

Devido a sua capacidade de adeséo, Ureasplasma e Mycoplasma s&o os dois géneros da
classe Mycoplasmataceae que podem colonizar o trato genitourindrio humano. A presenca de
proteinas da superficie na membrana celular possibilitam sua ligacdo as células do hospedeiro.
Oh et al. (83) descreveram que gestacdes complicadas por RPM-PT com infeccdo intra-
amniotica por micoplasmas genitais, houve inducéo de resposta inflamatéria mais intensa no
liguido amniético quando comparado a infecges por outras espécies bacterianas. A espécie M.
hominis tem como caracteristica a formacédo de colénias em forma de "ovo frito " (84) e utiliza
a arginina como substrato no seu metabolismo (85). Em 1924, pela caracteristica Unica entre 0s
micoplasmas de utilizar como substrato a ureia e ndo a arginina ou glicose, foi designada a

espécie U. urealyticum (86).

Os serotipos existentes de Ureaplasma spp. foram agrupados em duas espécies distintas,
U. parvum e U. urealyticum (87), e sua patogenicidade esta associada a capacidade de adesdo
a superficies de mucosa. O antigeno de multiplas bandas (AMB) é a principal lipoproteina de
superficie e considerado e principal fator de viruléncia dessa espécie (88), sendo reconhecida
pelo sistema imune através de TLR-1,TLR-2 e TLR-6 (89). Além disso, estudos ja mostraram
a capacidade de Ureaplasma spp. de formar biofilmes (90) e produzir protease IgA que
funciona como mecanismo de escape do sistema imune do hospedeiro, resultando na

colonizacao da espécie (91).

Na era da determinagdo do microbioma placentario, Aagaard et al. (92) observaram que
esse 0rgao possui um nicho composto por uma microbiota comensal ndo patogénica composta
por espécies dos filos Firmicutes, Tenericutes e Fusobacteria. Em discordancia com esses
resultados, estudo recente mostrou auséncia de bactérias em amostras de placentas coletadas
antes do inicio do trabalho de parto, exceto pelo fato da presenca de S. agalactiae em 5% das
amostras (93).
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As espécies M. hominis e U. urealyticum sdo constituintes do core patoldgico da
vaginose bacteriana, principal alteracdo da microbiota vaginal, na qual ocorre a substituicao do
predominio de Lactobacillus spp. por outras espécies, predominantemente anaerdbias (94). De
forma interessante, Rosenstein et al. (94) demonstraram uma correlacdo positiva entre o
aumento do escore da vaginose bacteriana e 0 nimero de amostras em que se detectava a

presenca de M. hominis.

Além das bactérias encontradas na microbiota vaginal, no cenario da infecg¢do no parto
pré-termo, Streptococcus agalactiae (GBS) tem papel importante. Aproximadamente 6,8% dos
recém-nascidos com infeccdo precoce por GBS evoluem para o oObito (95). Estudos vém
mostrando associacdo significativa da prevaléncia de colonizacdo por GBS com parto pré-termo
(96), assim como com sepse neonatal (97). Além disso, GBS foi a espécies bacteriana mais

comumente isolada em tecidos maternos e fetais em mulheres com aborto espontaneo (98).

Adicionalmente, Fusobacterium nucleatum, que é um patdgeno oral, estd sendo
frequentemente identificado em culturas de placenta e de membranas corioamnidticas em
gestantes com TPP e RPM-PT assim como em o6bito neonatal (99, 100) e sua abundancia
relativa na placenta suporta a ideia de propagacdo hematogénica da cavidade oral para a
placenta (92, 101), o que € reforcada pela sua presenca no corddo umbilical de gestantes

normais (102).

1.4. Cultura das membranas corioamniodticas in vitro

Os trabalhos in vitro que mimetizam a infec¢do intra-amnidtica sdo importantes para o
melhor entendimento dos mecanismos envolvidos na interface materno-fetal que levam ao
desfecho gestacional adverso, uma vez que revelam que os tecidos gestacionais, respondem ao

estimulo bacteriano com o aumento da producéo de citocinas (54).

Fortunato et al. (103) desenvolveram uma técnica de cultura de membranas
corioamnioticas que mantém a integridade do tecido, assim como suas fungdes autocrinas e
paracrinas. Desde entdo foram desenvolvidos diversos trabalhos utilizando essa técnica,
visando o melhor entendimento da relagdo materno-fetal, assim como o funcionamento e
resposta dos diferentes sistemas do organismo (104, 105). Menon et al. (40) demonstraram que
a producdo de citocinas inflamatorias e expressdo de receptores Toll-like, em membranas

corioamnioticas in vitro, dependem da espécie bacteriana envolvida na infeccdo. Utilizando-se
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uma outra técnica, mas com o mesmo principio e objetivos, Zaga-Clavellina et al. (54)
identificaram aumento significativo na producéo de citocinas pro- e anti-inflamatoria IL-1p, IL-

6, IL-8, TNF-a, IL-10 nas membranas fetais in vitro na presenca de Escherichia coli.

Nesse mesmo sentido, trabalho anterior do nosso grupo de pesquisa (106) foi observado
que a producdo de citocinas e o perfil inflamatdrio de membranas corioamnioéticas in vitro varia
de acordo com a carga bacteriana e as interacdes entre espécies. Além disso, observou-se que a
estimulacdo das membranas corioamnidticas in vitro com micoplasmas genitais isolados ou em
combinacdo levaram a resposta inflamatdria moderada que pode ser regulada por marcadores
anti-inflamatoérios como IL-10, IL-13 e receptor soltvel TNFR-2. Outro estudo identificou que
a estimulacdo das membranas corioamnioticas in vitro com Gardnerella vaginalis aumentou a
producdo tanto de IL-1p e IL-6 como de peptideos antimicrobianos, HBD-1, HBD-2 e HBD-3
(107).

Nos ultimos anos, com a evolugdo das tecnologias e métodos de pesquisa, uma nova
técnica de cultura comegou a ser utilizada. Foi desenvolvido o método organ-on-chip para
membranas corioamnidticas, onde € possivel observar as interacdes e transi¢fes celulares em
um sistema transwell (108, 109). Desse modo, diferentemente do método de cultura utilizado
antes, & possivel observar a comunicacdo entre as diversas camadas das membranas
corioamnioticas frente a inimeros estimulos e eventos, sendo um grande avango para os estudos
na area. Considerando os achados, se torna fundamental o papel dos estudos in vitro com
membranas corioamnioticas para elucidar os mecanismos e a patogénese de eventos que

contribuem para o desfecho gestacional adverso.
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