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RESUMO

Introdugdo: O microbioma do trato reprodutor feminino (TRF) tem ganho especial destaque no seio
da comunidade cientifica pelo seu potencial diagndstico e terapéutico na salde reprodutiva da
mulher. Embora, historicamente, se acreditasse que o Utero era um 6rgao estéril, com o advento
da tecnologia de Sequenciacdo de Nova Geragcdao (NGS), diversas pesquisas demonstraram a
existéncia de comunidades microbianas desde a vagina até ao ovario. Assim, tem-se proposto que
estas comunidades desempenhem um papel importante na fertilidade feminina e possam mesmo
modular os resultados das técnicas de Procriagdo Medicamente Assistida (PMA).

Objetivo: Esta revisdo tem como principal objetivo analisar a literatura mais recente referente ao
microbioma do TRF e avaliar qual a sua influéncia na fertilidade e nas técnicas de PMA.
Metodologia: Foi realizada uma pesquisa bibliografica nas bases PubMed e Scopus, utilizando os
termos “Microbiota”, “Endometrium”, “Vagina”, “Fallopian Tubes”, “Ovary”, “Infertility, Female”,
“Fertility”, “Reproduction” e “Dysbiosis”, combinados entre si. Foram incluidos artigos originais,
revisGes sistemdticas, meta-analises e revisdes narrativas, publicados entre 2014 e 2024, em inglés
ou portugués. Excluiram-se estudos que abordassem exclusivamente populacdes veterindrias,
populagdes ndo-reprodutivas, microbioma fora do trato reprodutor, fertilidade ou microbioma
masculinos sem relagdo com a fertilidade feminina e artigos sem texto completo disponivel. Da
pesquisa resultaram 2519 artigos, dos quais, apds a aplicacdo dos critérios de elegibilidade, foram
selecionados 80, aos quais se adicionaram 2 artigos identificados por pesquisa direcionada,
totalizando 82 artigos incluidos nesta revisao.

Conclusao: O microbioma do TFR tem emergido como um possivel fator determinante para a
fertilidade como para o sucesso das técnicas de PMA. Contudo, a sua composi¢do ideal e o papel
dos diversos microrganismos envolvidos permanecem ainda incertos. Assim, torna-se essencial
aprofundar o conhecimento nesta drea, de forma, a no futuro, se poder integrar a andlise do

microbioma deste sistema na pratica clinica.

Palavras-chaves: Microbioma, Trato Reprodutor Feminino, Fertilidade, Disbiose, Procria¢do

Medicamente Assistida



ABSTRACT

Introduction: The microbiome of the female reproductive tract (FRT) has gained special attention
in the scientific community due to its diagnostic and therapeutic potential in the field of women's
reproductive health. Historically, the uterus was considered sterile, however, with the advent of
Next-Generation Sequencing (NGS) technology, numerous studies have described the presence of
microbial communities from the vagina to the ovary. Consequently, it has been hypothesized that
these communities may play an important role in female fertility and can potentially impact the
success of Assisted Reproductive Technologies (ART).

Objective: This review aims to analyze the most recent literature regarding the FRT microbiome
and evaluate its influence on fertility and ART outcomes.

Methodology: A search was conducted in the PubMed and Scopus databases using the words
“Microbiota”, “Endometrium”, “Vagina”, “Fallopian Tubes”, “Ovary”, “Infertility, Female”,
“Fertility”, “Reproduction” and “Dysbiosis” combined in various ways. Original articles, systematic
reviews, meta-analyses, and narrative reviews published between 2014 and 2024 in English or
Portuguese were included. Studies that exclusively focused on veterinary populations, non-
reproductive populations, microbiomes outside the reproductive tract, male fertility or
microbiomes unrelated to female fertility, and articles without full text available were excluded.
The search yielded 2.519 articles, of which 80 were selected after applying the eligibility criteria.
Two additional articles were identified through a targeted search, resulting in a total of 82 articles
included in this review.

Conclusion: The FRT microbiome is considered a potentially determining factor in fertility and ART
success. However, its ideal composition and the roles of the various microorganisms involved are
unknown. Therefore, it is necessary to expand the knowledge in this area so that, in the future,

microbiome analysis may be integrated into clinical practice.

Keywords: Microbiome, Female Reproductive Tract, Fertility, Dysbiosis, Assisted Reproductive

Technologies



LISTA DE ABREVIATURAS

HMP - The Human Microbiome Project

TRF — Trato Reprodutor Feminino

PMA — Procriagcdo Medicamente Assistida

FIV - Fertilizagdo In Vitro

VB —Vaginose Bacteriana

CST - Community State Types

DIU - Dispositivo Intrauterino

NGS - Sequencia¢do de Nova Geracdo (do inglés, Next-Generation Sequencing)
LD — Dominado por Lactobacillus (do inglés, Lactobacillus-dominated)

NLD — Ndo dominado por Lactobacillus (do inglés, Non-Lactobacillus-dominated)
LH — Hormona Luteinizante

ET — Transferéncia Embrionaria

EC - Endometrite Cronica

RIF - Falha Recorrente da Implantacdo (do inglés, Recurrent Implantation Failure)
RPL — Perda Gestacional Recorrente (do inglés, Recurrent Pregnancy Loss)

TMV — Transplante de Microbiota Vaginal
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INTRODUGCAO

O corpo humano é habitado por uma grande variedade de microrganismos, entre eles,
bactérias, fungos, virus e protozoarios e estes juntamente com o seu genoma e os seus metabolitos,
constituem o microbioma humano!™ 2. Estes microrganismos encontram-se distribuidos por véarias
regides do corpo e formam comunidades Unicas e distintas entre si, tanto qualitativa quanto
guantitativamente.

A investigacdao médica concentrou, durante muito tempo, o seu estudo no papel que o
microbioma exercia na patogénese de diversas doencas'*. No entanto, com o advento e a utilizacdo
de novas técnicas de sequenciacdo genética, tornou-se possivel aprofundar o conhecimento sobre
estas comunidades e compreender, de forma mais detalhada, qual a sua funcdo fisiolégica. O
grande impulsionador desta area de estudo foi o The Human Microbiome Project (HMP), publicado
pelo National Institutes of Health, em 2007, e cujo principal propdsito era identificar e caracterizar
as comunidades bacterianas de diferentes locais anatdémicos de um individuo saudavel. Este projeto
visava compreender o comportamento e as fungGes deste microssistema, bem como caracterizar
0 seu impacto na saude do hospedeiro!*. Um dos locais analisados foi o TRF, mais concretamente
o microbioma vaginal, uma vez que ja era extensamente aceite na comunidade cientifica que a
vagina apresentava uma comunidade microbiana ativa e que a sua disbiose estava associada a
diversas doengas como, por exemplo, cervicovaginites e infecdes pds-operatdriast..

Com os dados fornecidos pelo HMP e com o recurso a variadas técnicas metagendmicas,
diversos estudos debrugaram-se sobre o microbioma do TRF e demonstraram que este ndo se
resume apenas ao microbioma vaginal. Verificou-se, primeiramente, que existia um microbioma
pequeno, mas ativo, na cavidade uterina pondo em causa a ideia historicamente implantada que
esta cavidade era estéril™ %>, Posteriormente, descreveram-se também comunidades bacterianas
para além da cavidade endometrial, nas trompas de Faldpio e nos ovarios'®.

Com a descoberta que o TRF apresenta um continuum de microbioma da vagina aos ovarios
e sabendo-se que, a nivel vaginal, este possui uma composi¢do dindmica que varia ao longo do
tempo, de acordo com a fase do ciclo menstrual, surgiu a hipétese de que variacGes semelhantes
possam ocorrer em outros locais do TRF. Especula-se, assim, que estas variagdes possam ter um
papel crucial em processos bioldgicos como a gravidez e, ainda, no sucesso de técnicas de PMA,

como a fertilizagdo in vitro (FIV)®.



OBIJETIVOS

Esta revisdo bibliogréfica tem como principal objetivo compilar a literatura mais recente
sobre o microbioma do TRF e avaliar a sua influéncia na fertilidade, caracterizando o microbioma
eubidtico e descrevendo de que forma a sua disbiose afeta a saude reprodutiva da mulher.
Ademais, objetiva-se também perceber como este desequilibrio pode interferir nos resultados das
técnicas de PMA e explorar como a modulacdo destas comunidades de microrganismos pode

melhorar os desfechos reprodutivos destas técnicas.

METODOLOGIA

Para alcancar os objetivos supracitados, foi realizada uma pesquisa bibliografica de artigos
indexados nas bases de dados PubMed e Scopus, através da associacdo dos seguintes termos e
palavras-chave: “Microbiota”, “Endometrium”, “Vagina”, “Fallopian Tubes”, “Ovary”, “Infertility,
Female”, “Fertility”, “Reproduction” e “Dysbiosis”. Estes foram combinados entre si com recurso
aos operadores “AND” e “OR”. A pesquisa foi executada entre novembro de 2024 e janeiro de 2025,
tendo sido repetida varias vezes para garantir que os estudos mais recentes também fossem
incluidos e analisados.

Nesta revisdo bibliografica narrativa, foram, entdo, incluidos artigos de revisao sistematica,
meta-analises, artigos de revisdao simples e artigos originais que cumprissem os seguintes critérios
de inclusdo: artigos publicados na ultima década (de 1 de janeiro de 2014 até 31 de dezembro de
2024) e artigos publicados em inglés ou em portugués. Foram excluidos artigos cuja populagdo ndo
fosse exclusivamente veterindria, artigos que incluissem exclusivamente populagdes ndo
reprodutivas (por exemplo, adolescentes ou mulheres pds-menopdausicas), artigos focados no
microbioma de outras regies anatdomicas que ndo o TRF, artigos sobre a fertilidade masculina ou
o microbioma masculino sem relacdo direta com a fertilidade feminina e artigos em que apenas
estivesse disponivel o abstract.

Da busca realizada nas bases de dados, resultou um total de 2519 artigos. Inicialmente,
foram removidos os artigos duplicados, os artigos que ndo se enquadravam no periodo temporal
escolhido para esta revisdo e os artigos que ndo se encontravam disponiveis em inglés ou em
portugués, com auxilio da ferramenta de gestao de referéncias Endnote. Apds a remogdo destes
artigos, os titulos e os abstract dos restantes foram avaliados com o objetivo de determinar a sua
elegibilidade com base nos critérios de exclusdo previamente estabelecidos. Aqueles que atendiam
a estes critérios foram, entdo, lidos na integra para uma avaliacdo mais detalhada. Destes, foram
descartados os artigos que nao atendiam aos critérios de elegibilidade ou que nado se enquadravam

nos objetivos desta andlise, resultando num total de 80 artigos. Por fim, adicionaram-se dois artigos



obtidos por pesquisa direcionada, totalizado um ndmero final de 82 artigos incluidos nesta revisao.

O fluxograma de selecdo dos artigos encontra-se no apéndice desta revisao.

CARACTERIZAGAO DO MICROBIOMA EUBIOTICO DO TRATO REPRODUTOR FEMININO

O TRF é comummente subdividido em trato reprodutor superior, constituido pelos ovarios,
trompas de Falépio, Utero e endocérvix, e trato reprodutor inferior, formado pelo ectocérvix e pela
vagina”l. Apesar de ja ser largamente aceite pela comunidade cientifica que o TRF inferior
apresenta um microbioma dindmico, com um papel fundamental na defesa contra microrganismos
patégenos, o trato reprodutor superior foi, até muito recentemente, considerado estéril,
acreditando-se que o cérvix atuava como uma barreira para a ascensdo de bactérias'®. No entanto,
com o desenvolvimento das técnicas de sequenciacdo genética, este paradigma foi mudado,
demonstrando-se a existéncia de comunidades microbianas também no trato reprodutivo
superior®, Estas comunidades caracterizam-se por apresentarem uma maior diversidade e menor
biomassa, em comparag¢do com a, até entdo, conhecida microbiota vaginal'”!. Atualmente, acredita-
se que o microbioma do TRF represente cerca de 9% da carga bacteriana total do corpo humano®®,

e que desempenhe importantes fungdes fisioldgicas e fisiopatoldgicas'®.

Microbioma Vaginal

O microbioma vaginal é um dos ecossistemas microbianos mais estudados do corpo
humano e o mais estudado do TRF, ndo apenas pela facilidade de obtengao de amostras, mas
também pela sua relevancia para a satde reprodutiva e geral da mulhert 19,

Na maioria das mulheres sauddveis em idade reprodutiva, a microbiota vaginal é
caracterizada por uma baixa diversidade bacteriana, sendo predominantemente composta por
espécies do género Lactobacillus, com uma concentracdo estimada de cerca de 107-10° unidades
formadoras de coldnias (UFC) por grama de fluido vaginall*¥, Este género é responsével pela
producdo de acido lactico, que mantém o ambiente vaginal acido (pH entre os 3,8 e os 4,5), o que
inibe o crescimento de microrganismos patogénicos e protege contra uma variedade de infe¢des!**
131 De forma complementar, exerce uma fun¢do imunomoduladora essencial, suprimindo citocinas
inflamatdrias (como IL-6 e TNF-a), estimulando a producdo de anti-inflamatdrios (IL-1RA) e inibindo
a ativacdo da via NF-kB, mantendo, assim, um meio eubiético!**.

No entanto, cerca de 25% das mulheres sauddveis e assintomaticas apresentam uma
microbiota vaginal mais diversificada, composta por uma ampla variedade de outras espécies

gl13, 15].

microbiana Esta descoberta desafiou a nogdo tradicional de que um microbioma vaginal



saudavel deve ser exclusivamente dominado por Lactobacillus, sugerindo que a definicdo de
"saudavel" pode variar significativamente entre individuos e populagdes.

Perante isto, em 2011, Rave et al. propuseram pela primeira vez uma classificacao para a
microbiota vaginal com base na sua composi¢do e na abundancia relativa das diferentes espécies
bacterianas presentes!”. Utilizando a sequenciacdo de alta capacidade do gene 16S rRNA,
demonstraram a existéncia de pelo menos cinco tipos principais de microbiota vaginal,
denominados Community State Types (CST)?* 16, Mais recentemente, em 2020, France e
colaboradores expandiram esta classificagdo para 13 CSTs, criando o sistema VALENCIA (VAginal
community state typE Nearest Centrold clAssifier)” 7). Apesar do surgimento desta nova
classificacdo, a classificacdo original ainda é mais amplamente utilizada na comunidade cientifica.

Os CSTs sdo classificados com base na espécie dominante de Lactobacillus (CST |, 11, lll e V)
ou, na auséncia de uma espécie dominante deste género, pela presenca de uma comunidade
polimicrobiana (CST IV), composta principalmente por anaerdbios estritos e facultativos. O CST|, II,
Ill e V sdo dominados pelas espécies L. crispatus, L. gasseri, L. iners e L. jensenii, respetivamente,
apresentando uma baixa heterogeneidade bacteriana*" >, Por sua vez, o CST IV subdivide-se em
CST IV-A e CST IV-B!®, O CST IV-A é caracterizado pela coexisténcia de quantidades moderadas de
Lactobacillus (geralmente, da espécie L. iners) com anaerdbios estritos ou facultativos,
nomeadamente espécies dos géneros Anaerobacteria, Peptobacteria, Corynebacterium, Prevotella,
Fingoldia e Streptococcus*®. J& o CST IV-B apresenta uma auséncia quase total de Lactobacillus
spp. e é caracterizado pelo dominio de espécies dos géneros Atopobium, Prevotella, Parvimonas,
Sneathia, Gardnerella, Mobiluncus, e Peptoniphilus, entre outros*® !,

Ao longo da vida, as mulheres podem experimentar transicbes entre as diferentes
comunidades bacterianas!®®, dada a natureza altamente dindmica dos CSTs. Ha estudos que,
referem que em alguns casos, estes padrdes transitorios podem ser desencadeados por fatores
como a menstruagdo e comportamentos sexuais, enquanto em outros casos podem ndo ter um
fator precipitante conhecido*!.

A composi¢do da microbiota vaginal é, na verdade, influenciada por uma diversidade de
fatores, tanto intrinsecos como extrinsecos* *> 2% que poder3o explicar a existéncia de diferentes
CSTs, bem como estas transi¢cdes entre estes.

As alteracbes na composicdo da flora vaginal estdo diretamente relacionadas com as
flutuagdes hormonais, nomeadamente as variagcGes dos niveis de estrogénio, que ocorrem ao longo
das diferentes fases da vida da mulher?®. Acredita-se que apds o nascimento e por um curto
periodo, as recém-nascidas tenham um microbioma vaginal dominado por Lactobacillus

[21]

semelhante ao da mde, devido a presenca de estrogénio materno residual'*’. Posteriormente,

durante a infancia, ja sem a influéncia das hormonas maternas, este passa a ser dominado por



bactérias anaerdbicas Gram-positivas (géneros Actinomyces, Bifidobacterium, Peptococcus,
Peptostreptococcus e Propionibacterium), bactérias anaerdbicas Gram-negativas (géneros
Bacteroides, Fusobacterium e Veillonella), bem como por bactérias aerdbicas (Staphylococcus

)2 221 Com o

aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus viridans e Enterococcus faecalis
aumento dos niveis de estrogénio na puberdade, o microbioma vaginal das adolescentes comeca a
aproximar-se daquele que serd o microbioma das mulheres em idade reprodutiva, descrito
anteriormentel?> 23], Por fim, com o inicio da menopausa, os niveis de estrogénio diminuem, assim
como a quantidade de glicogénio no epitélio vaginal, o que leva a uma redugdo da prevaléncia de
Lactobacillus e a um aumento do pH vaginal, o que promove a colonizacdo da vagina por
microrganismos nocivos como Escherichia coli, Candida, Enterobacter e Gardnerella. Alids, é
importante destacar que a baixa abundancia deste género tem sido consistentemente associada
ao aparecimento de sintomas caracteristicos da menopausa, tais como secura e atrofia vaginal®®
24]_

O tipo de comunidade bacteriana da microbiota vaginal parece também ser influenciado
pela origem étnica e geografica da mulher®. Estudos demonstraram que 90% das mulheres
caucasianas e 80% das asidticas possuem uma microbiota vaginal dominada por Lactobacillus,
enquanto apenas 60% das mulheres africanas e latino-americanas apresentam este perfil
microbiano®!. Isto é, os CST-I, I, lll e V s3o mais frequentemente encontrados em mulheres
caucasianas e asiaticas, enquanto o CST-IV é predominantemente observado em mulheres de
origem africana e hispanicas!*!. Estas diferencas poderdo estar relacionadas com fatores
genéticos, ambientais e comportamentais, que ainda ndo sdo completamente compreendidos.

Adicionalmente, estudos com gémeos monozigdticos e dizigdticos sugerem que a
composicdo deste microecossistema é influenciada por fatores genéticos?®, que modificam a sua
composicdo e estabilidade, apesar das evidéncias ainda serem escassas. No entanto, cré-se que
alguns polimorfismos genéticos, capazes de interferir na sinalizagdo do sistema imunolégico inato,
possam estar ligados a uma flora vaginal menos equilibradal®®. Num estudo foi observado que um
polimorfismo alélico no intrdo de um gene da familia da interleucina-1, especificamente o ILIRN2,
esta relacionado a um aumento do pH vaginal e, em mulheres negras, a uma redugdo na presenca
de Lactobacillus Y.

O microbioma vaginal é igualmente modificado por uma variedade de fatores relacionados
com o estilo de vida, incluindo a dieta, a atividade sexual, as praticas de higiene, o uso de
antibidticos, a utilizacdo de contracetivos, o tabagismo, o stress e a obesidadel?®. Entre estes
fatores, a dieta tem sido alvo de particular interesse, uma vez que ja foi demonstrado que é um dos
principais modeladores do microbioma intestinal, supondo-se assim que podera ter, de igual forma,

impacto importante na microbiota vaginal. Alguns estudos sugerem que uma dieta rica em amido



pode promover a secrecao de glicogénio vaginal, favorecendo a dominancia de Lactobacillus,
enguanto uma dieta rica em gordura pode aumentar os niveis de estradiol sérico, e contribuir para
efeitos semelhantes!?® 26, No entanto, estas hipdteses carecem de evidéncias robustas,
destacando-se a necessidade de mais estudos intervencionais que explorem diretamente esta
relagdo. O tabagismo, por outro lado, tem sido consistentemente associado a disbiose vaginal e a
prevaléncia de vaginose bacteriana (VB). Um estudo piloto mostrou que mulheres com um
microbioma CST-IV tinham 25 vezes mais probabilidade de serem fumadoras do que aquelas com
um microbioma CST-1 ?®!, Estes dados suportam a hipdtese de que o tabagismo reduz os niveis de
L. crispatus e L. iners **, contribuindo para um desequilibrio deste microssistema. As praticas de
higiene intima também desempenham um papel crucial na manutencdo do equilibrio do
microbioma vaginal. A lavagem vaginal, frequentemente designada por "ducha vaginal", tem sido
associada a diminuicdo da percentagem de Lactobacillus e ao aumento da presenca de bactérias
patogénicas™. No que diz respeito aos métodos contracetivos, os dispositivos intrauterinos (DIU)
mostraram um impacto direto na composicdo deste microbioma, podendo alterar a presenca de
bactérias especificas, como L. gasseri e Sneathia, levando a reducdao de microrganismos benéficos
e ao aumento do risco de VB/*? ¥/, A atividade sexual é outro fator determinante, havendo alguns
autores que tém demonstrado que a disbiose vaginal estd relacionada com a frequéncia de relacGes
sexuais vaginais e com o nimero de parceiros sexuais, tendo sido comprovado o efeito protetor do

uso do preservativo!?®,

Microbioma Cervical

Em mulheres em idade fértil, o microbioma cervical tende a apresentar uma composicao
similar & do microbioma vaginal” 2"}, mantendo-se uma clara dominancia pelo género Lactobacillus.

Estudos demonstraram que o microbioma cervical em mulheres saudaveis apresenta uma
elevada percentagem de Lactobacillus, podendo este género representar até 97,56% das
comunidades microbianas detetadas em amostras de muco cervical, com especial destaque para
as espécies L. crispatus e L. inners®?® %, Embora o género Lactobacillus seja amplamente
reconhecido como o género dominante, alguns estudos relatam uma codominancia com o género
Prevotella®, enquanto outros realcam a presenca de Gardnerella, Veillonella, Sneathia e
Fusobacterium como os géneros mais frequentes apds o Lactobacillus®®. Curiosamente, houve um
estudo Unico que descreveu o género Acinetobacter como dominante, seguido pelos géneros
Pseudomonas, Comamonadaceae, Cloacibacterium e que o Lactobacillus representaria uma menor
percentagem (19,24%)%. Esta diferenca poderd ser explicada por diferentes abordagens

metodoldgicas ou por condicGes fisioldgicas distintas.



Curiosamente, observou-se também que existe uma forte correlacdo microbiana entre as
amostras vaginais, cervicais, endometriais e da cavidade peritoneal no mesmo individuo®®. Com
base nisto, pressupdem-se que a partir da analise da microbiota cervical se podera avaliar o estado

do Utero e até mesmo da cavidade de peritoneal®?.

Microbioma Endometrial

Historicamente, acreditava-se que a cavidade uterina era estéril, no entanto, na ultima
década, gracas ao advento da tecnologia de Sequencia¢do de Nova Geragao (NGS), nomeadamente
através da sequenciacdo do gene 16S rRNA, diversos estudos propuseram que o endométrio
apresenta um microbioma Unico e funcional® 3% 34, E frequentemente descrito como sendo
heterogéneo e de baixa biomassa, estimando-se que sua carga bacteriana seja 100 a 10.000 vezes
inferior & encontrada no microbioma vaginal 3%,

Esta descoberta levantou multiplas questdes no que diz respeito a via de colonizacdo do
Utero. A teoria mais amplamente aceite é que a colonizacdo deste érgao resulte da ascensdo dos
microrganismos presentes na vagina e no colo do Gtero!” 3. Qutra hipdtese igualmente debatida
é a colonizagdo por via hematoldgica, segundo a qual, os microrganismos presentes nos intestinos,
cavidade oral e trato respiratério alcancariam o Utero através da circulagio sanguineal®.
Hipotetiza-se que outras vias possam influenciar esta colonizagdo, nomeadamente procedimentos
médicos®* e a transmiss3o vertical do microbioma materno durante o parto®®.,

Apesar do interesse crescente no potencial do microbioma endometrial em diversas areas
da ginecologia e da obstetricia, a sua composi¢do continua a ser alvo de discussdo e investigacao,
dado que até ao momento, ainda ndo se conseguiu chegar ao consenso do qual serd a sua

IM

constituicdo “saudavel” ou “normal”’). No entanto, com base nos estudos atuais, poder-se-3o ja
realizar algumas generalizagdes, nomeadamente, que os principais filos encontrados na microbiota
endometrial s3o o Firmicutes, Bacteriodetes, Proteobacteria e Actinobacteria®®.

Uma grande parte da comunidade cientifica defende que o microbioma endometrial é
dominado pelo género Lactobacillus, tal como acontece no microbioma vaginal, havendo ja varios
estudos que apoiam esta perspetiva 133343738 Num destes estudos, Mitchell et al. analisaram os
swabs endometriais de 58 mulheres submetidas a histerectomia por causas benignas e concluiram
qgue 95% das mulheres estava colonizada e que as espécies mais abundantes eram L. iners, L.
crispatus, seguidos, de Prevotella spp.®3. De forma semelhante, Moreno et al., num estudo
realizado em 13 mulheres férteis, constataram que o género Lactobacillus era o mais

frequentemente encontrado nas amostras de fluido endometrial desta popula¢do. Com base nesta

descoberta, este estudo propds classificar a microbiota endometrial em Lactobacillus-dominated



(LD, >90% de Lactobacillus spp.) e Non-Lactobacillus-dominated (NLD, <90% de Lactobacillus spp. e
>10% de outras bactérias), com base na abundancia relativa deste género bacteriano®®¥. Esta
classificacdo demonstrou-se, mais tarde, valiosa na avaliacio dos desfechos reprodutivos®.
Posteriormente, Kyono e colaboradores avaliaram o microbiota do fluido endometrial de sete
voluntarias saudaveis e observaram, novamente, que a maioria (6/7) apresentavam uma alta
abundancia de Lactobacillus, chegando este género a representar mais de 90% da composi¢do
microbiana deste nicho!3®.

Contudo, esta perspetiva ndo é consensual. Existem autores que argumentam que o
microbioma endometrial podera ser mais heterogéneo e ndo dominado apenas por um género
bacteriano, sem que isso seja sinénimo de doenca ou disbiose?® 3% 49 Chen et al. verificaram que
as amostras endometriais de 80 mulheres submetidas as cirurgias ginecoldgicas possuiam um
microbioma constituido predominantemente pelos géneros Pseudomonas, Acinetobacter,
Vagococcus e Sphingobium e que o género Lactobacillus ndo era dominante®”. Um estudo
posterior de Winters et al. corrobora estes achados, afirmando que o género mais representado
nas amostras de swabs endometriais era o Acinetobacter, seguido pelos géneros
Escherichia e Pseudomonas e que a percentagem de Lactobacillus era inferior a 1%Y. Também Li
et al., apods a avaliagcdo de amostras de 137 mulheres chinesas submetidas a cirurgia ginecolégica,
descreveram que este microssistema apresentava uma composi¢ao predominantemente formada
por membros das familias Moraxellaceae, Propionibacteriaceae, Pseudomonadaceae e
Streptococcaceae'®. Mais recentemente, uma andlise de bidpsia endometriais de mulheres
saudaveis revelou uma composi¢do ainda mais complexa, incluindo ndo sé bactérias(85%), mas
também fungos(10%) e virus(5%) e até arqueas(0,3%); e descrevendo espécies como Clostridium
botulinum, Klebsiella pneumoniae e Pasteurella multocida como as mais abundantes!®?.

Esta diversidade de resultados podera ser, em pequena parte, explicada por alteragdes
fisiolégicas que ocorrem ao longo da vida da mulher. De forma semelhante ao que acontece no
microbioma vaginal, hipotetiza-se que também o microbioma endometrial possa ser modulado por
fatores tais como a idade, etnia, altera¢des hormonais, atividade sexual e a utilizacdo de
dispositivos intrauterinos® %, Um estudo realizado em 2021, por Wang e colaboradores
comprovou que a composicao desta flora varia com a idade. Foi constatada uma redugao gradual
na diversidade alfa (diversidade intraindividual) com o avancar da idade, enquanto a diversidade
beta (diversidade interindividual) aumentou com o envelhecimento, sendo menor em mulher com
20 anos ou menos*?. O aumento da diversidade beta em mulheres mais velhas, sugerindo uma
maior heterogeneidade na composicdo uterina entre individuos, poderad ser explicado pela
influéncia de fatores ambientais, nomeadamente relacionados com o estilo de vida e historia

obstétrica (nimero de abortos e partos vaginais!*® 43).



Um outro fator descrito como potencial modificador do microbioma endometrial sdo as
alteragdes hormonais associadas as diferentes fases do ciclo menstrual. De facto, estd descrito por
alguns autores que a abundancia de bactérias, virus e arqueas, difere significativamente entre as

al*® 431 Estudos distintos identificaram uma maior abundancia de

fases secretora e proliferativ
Prevotella spp. na fase proliferatival® 3! e um incremento de Sneathia spp. na fase secretora,
reforcando esta diferenga da composicdo nas diferentes fases do ciclo menstrual®?.
Anteriormente, um outro estudo demonstrou igualmente que os géneros Propionibacterium,
Pseudomonas e Sphingobium, também sofriam flutuag¢Ges no decorrer do ciclo, apresentando uma
regulagdo positiva na fase proliferativa®. Foram também relatadas variagdes na abundancia de
Lactobacillus, ao longo do ciclo, com valores inferiores 50% apds a menstruacdo e aumentando até
70% na fase luteal®®. Por outro lado, o microbioma uterino parece manter-se relativamente estavel
nas fases endometriais pré-recetivas e recetivas (2 e 7 dias apds o pico da hormona luteinizante
(LH))B4.

Também o tratamento com hormonas exégenas, nomeadamente associados a PMA,
parece alterar a constituicdo do microssistema uterino. Um estudo piloto avaliou o impacto da
estimulacdo ovaérica e da suplementacao com progesterona na microbioma endometrial e concluiu
gue estas interveng¢des induzem mudancgas significativas neste microssistema durante a janela de
implantacdo. Os resultados demonstraram que, apds estes procedimentos, ha um aumento da
biodiversidade local, acompanhado por uma diminuicdo da proporcdo relativa de Lactobacillus
endometriais e por um aumento de bactérias como Atopobium, Escherichia-
Shigella e Prevotella/*.

Neste nicho anatémico é de especial relevancia considerar que a variabilidade encontrada
entre os diversos estudos podera nao ser apenas fruto das alteragdes fisioldgicas e ambientais
discutidas anteriormente, mas podera ser também resultante da utilizagcdo de diferentes técnicas
e metodologias de analisel®. O microbioma endometrial, como todos os microbioma de baixa
biomassa, é particularmente desafiante a nivel técnico dado ser muito suscetivel a
contaminagdes* e limitagdes metodoldgicas ao longo de todo processo analitico, desde a sua
colheita até & sequenciacdo e andlise dos dados*®. O risco de contaminagdo estd, em grande parte,
associado ao método de colheita utilizado em cada estudo, sendo que as vias de colheita
transcervicais aumentam a possibilidade de contaminantes vaginais e cervicais na amostra em
comparacdo com a colheita pds-histerectomia, que permite um ambiente estéril e mais
controlado!®. Por outro lado, a escolha dos primers da regido V do gene 16S rRNA, os métodos de
extracdo de DNA utilizados e a classificacdo das unidades taxondmicas operacionais também foram
identificados como possiveis causas de variabilidade®!. De igual forma é importante relembrar que

a sequenciacdo do 16S rRNA ndo permite distinguir entre bactérias vidveis e fragmentos



bacterianos, o que pode levar a uma sobrestimativa dos microrganismos presentes no

endométriol®®.

Microbioma das Trompas de Falépio e do Ovario

O conhecimento sobre o microbioma das trompas de Falépio e dos ovarios permanece
limitado, em grande parte devido ao numero reduzido de ensaios dedicados a estes 6rgdos
reprodutivos. Esta lacuna é atribuida a dificuldade e ao risco de acesso a estas estruturas em
mulheres saudaveis ®, assim como, as limitagdes metodoldgicas dos estudos ja disponiveis, tais
como pequeno tamanho amostral e diferentes modos de colheita da amostra. Contudo, assim
como no Uutero, ja foi demonstrado que estas estruturas se encontram colonizadas, por
comunidades microbianas enddgenas e que estas sdao afetadas por mudancas hormonais, pela
utilizacdo de antibidticos e que exibem tropismo biogeografico & 28 47],

O microbioma das trompas de Falépio tem demonstrado apresentar uma baixa biomassa,
mas uma diversidade microbiana consideravel, similar aquela observada no endométrio®?. Em um
estudo conduzido por Chen et al. foi observado que os géneros Acinetobacter, Comamonas,
Pseudomonas, Dysgonomonas eram os que apresentavam maior abundancia relativa na microbiota
tubdria, em contraste com o género Lactobacillus que representava apenas 1,69% 2. Numa
investigacdo subsequente, a microbiota das trompas de Faldpio foi avaliada em 16 mulheres
concluindo-se que Staphylococcus, Enterococcus e Lactobacillus eram os géneros predominantes,
seguidos pelos Pseudomonas, Burkholderia, Propionibacterium e Prevotella. Curiosamente,
observaram-se diferencas constitucionais entre as trompas direitas e esquerdas com
Staphylococcus spp. sendo mais abundante a direita e, Lactobacillus spp., Enterococcus spp. e
Prevotella spp. mais prevalentes a esquerda’). Estas diferencas podem estar relacionadas com
variagdes anatdmicas, fisiolégicas ou até mesmo com fatores externos, como infe¢des ou
inflamagdes localizadas.

Miles e colaboradores analisaram a composi¢cdo das comunidades microbianas nas trompas
de Falépio e nos ovarios de 10 mulheres submetidas a histerectomia com salpingo-ooforectomia
bilateral. As amostras das trompas relevaram a presenga de espécies dos géneros Bacteroides,
Corynebacterium, Lactobacillus, Coprococcus e Hymenobacter, enquanto nas amostras ovaricas
foram identificados os géneros Lactobacillus, Corynebacterium, Escherichia e Blautia ®. Analises
subsequentes do fluido folicular ovarico revelaram a presenca de L. iners, Corynebacterium

auromuosum e dos géneros Actinomyces, Fusobacterium, Prevotella e Staphylococcus spp.?..
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DISBIOSE, INFERTILIDADE E PROCRIAGAO MEDICAMENTE ASSISTIDA

A infertilidade é, segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), definida como a
incapacidade em engravidar apds 12 meses ou mais de relagdes sexuais regulares desprotegidas.
Estima-se que cerca de uma em cada seis pessoas enfrente problemas de infertilidade em algum
momento das suas vidas® %],

As principais causas de infertilidade feminina identificadas incluem os disturbios da
ovulacdo, endometriose, anomalias estruturais uterinas e fatores tubdrios?. No entanto, cerca de
30% dos casos de infertilidade, ainda permanecem sem uma causa identificada, sendo
comummente classificados como infertilidade inexplicada ou idiopatica.

Atualmente, um dos principais desafios para a comunidade cientifica e médica é identificar
as causas ocultas da infertilidade e aprimorar a eficiéncia e a efetividade das técnicas de PMA?.
Neste contexto, e com os avangos recentes na area, o microbioma do TRF tem emergido como um
tema de grande relevancia no estudo da infertilidade.

De facto, estudos recentes tém evidenciado uma ligacdo significativa entre a composicao
desta microbiota e casos de infertilidade, destacando a necessidade de aprofundar a investigacado

nesta area para otimizar os resultados reprodutivos*® 8,

Microbioma Vaginal

O microbioma vaginal desempenha um papel fundamental na saude reprodutiva das
mulheres. Com o aumento global dos casos de infertilidade, torna-se crucial compreender de que
forma o desequilibrio na homeostase deste microssistema, isto é, a sua disbiose, influencia os
resultados reprodutivos e o sucesso das técnicas de PMA. S3o exemplos conhecidos de disbiose
vaginal a VB, vaginite aerdbica, candidiase vaginal e tricomoniase. Entre eles, a forma mais comum,
e mais estudada neste contexto, é a VB, que se caracteriza por uma diminui¢do na quantidade de
Lactobacillus e uma maior diversidade de outras bactérias’®?. Este desequilibrio da microbiota
vaginal afeta 20-50% das mulheres em idade reprodutiva, muitas vezes de forma assintomatica, e
representa um fator de risco conhecido para a fertilidade!?.

Esta descrito na literatura que a composicdo do microbioma vaginal é consideravelmente
diferente entre mulheres saudaveis/férteis e mulheres inférteis, hipotetizando-se que, nestas
ultimas, a prépria etiologia da fertilidade possa ser também um fator diferenciador entre elas'?. De
uma forma geral, estudos indicam, que as mulheres com infertilidade apresentam uma microbiota
mais heterogénea, caracterizada por uma diminuicdo do género Lactobacillus e um aumento de
outras bactérias*, ou seja, que apresentaram um microbioma que em tudo se aproxima daquele
descrito como VB. Isto foi observado, num estudo transversal realizado por Babu et al., em que a

presenca de um microbioma LD foi inferior no grupo de mulheres com infertilidade quando
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comparada com a o grupo de mulheres saudaveis (3,5% vs. 27,8%). Além disso, observou-se
também uma quantidade elevada de bactérias associadas a VB no grupo de mulheres inférteis,
nomeadamente Enterococcus, E. Coli e Staphylococcus®™. De forma similar, um estudo mais
recente, constatou que mulheres com infertilidade idiopdtica apresentavam um aumento da
diversidade da microbiota vaginal, associada a uma diminuicdo do género Lactobacillus e a
presenca aumentada de Gardnerella, Prevotella, Enterobacteria e Atopobium'?. De acordo com
uma revisdao sistematica de 2023, as mulheres inférteis apresentam, frequentemente, no seu
microbioma vaginal espécies dos géneros Gardnerella, Atopobium, Prevotella, Escherichia coli,
Streptococcus, Sneathia, Staphylococcus e Enterococcus, tendo também sido relatados com menor
frequéncia os géneros Candida e Ureaplasma e as espécies Chlamydia trachomatis e Mycoplasma
hominis™,

Adicionalmente, a microbiota vaginal parece influenciar os resultados das técnicas de
PMAP53 Diferentes pesquisas tém revelado que a dominancia do género Lactobacillus tem um
efeito benéfico no microbioma vaginal, estando associada a melhores resultados reprodutivos, tais
como o aumento das taxas de gravidez e um aumento do nimero de nados-vivos®®* !, Por outro
lado, a presenca de outras bactérias tais como Escherichia coli, Staphylococcus, Streptococcus,
Enterobacteriaceae, Atopobium vaginae e G. vaginalis tem sido descrita como prejudicial,
encontrando-se associada a diminuicdo das taxas de implantacdo, gravidez e nimero de nados-
vivos e a um aumento de taxas de perda gestacional precoce®* 53¢, Num estudo realizado por
Haahr et al., foi analisada a microbiota vaginal de 84 mulheres submetidas a tratamentos de FIV.
Os resultados demonstraram uma forte correlagdo entre a composi¢do da microbiota vaginal e as
taxas de sucesso na gravidez. Do total de participantes, 22 mulheres apresentavam uma
composi¢do alterada da microbiota (com alta percentagem de G. vaginalis e/ou A. vaginae), e
destas apenas 9% alcangaram uma gravidez clinica. Por outro lado, entre as 62 mulheres com uma

Ill

composi¢do “sauddvel” da microbiota, isto é, com alto teor de Lactobacillus, 47% obtiveram uma
gravidez clinical®. Posteriormente, Bernabeu et al. obtiveram resultados semelhantes. Num
estudo em que avaliaram a microbiota vaginal de 31 mulheres submetidas a PMA, concluiram que
um maior indice de diversidade alfa foi encontrado em mulheres que nao engravidaram, em
comparagdo com aquelas que engravidaram, embora esta diferenga ndao tenha atingido
significancia estatistica. Além disso, observaram que as amostras de mulheres que engravidaram
apresentavam uma maior presenca de Lactobacillus spp.®Y. Estes dados indicam que uma
microbiota vaginal menos heterogénea e dominada por Lactobacillus podera estar associada tanto
ao sucesso reprodutivo e como ao sucesso dos procedimentos de PMAPY 58],

Ha, no entanto, um estudo da autoria de Koedooder et al. que refere que apesar de uma

alta abundancia de Lactobacillus a nivel vaginal parece ser vantajosa para o resultado de FIV e FIV-
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ICSI, diferentes espécies de Lactobacillus (L. crispatus, L. iners e L. gasseri) podem exercer efeitos
distintos na recetividade endometrial. Os resultados deste estudo demonstraram que mulheres
com microbioma eubidtico com alta abundancia relativa (260%) de L. crispatus tinham 24% de
chance de engravidar apés a primeira transferéncia embriondria, enquanto aquelas com alta
abundancia relativa (260%) de L. iners tinham 50% de chance de engravidar. Sugerem que esta
diferenca entre espécies esteja associada as suas caracteristicas metabdlicas, tais como como a
capacidade de produzir dcido lactico a partir da degradagdo da conversdo de glicogéniol.
Aconselham, entdo, que em investiga¢Oes futuras ndo se generalize o efeito benéfico do género
Lactobacillus, mas sim, que se tenha em conta que diferentes espécies de Lactobacillus.

Com base nestes resultados, diversos autores propdem que se avalie a microbiota vaginal
a todas as mulheres que vao ser submetidas a técnicas de PMA, e se necessdrio, fornecer

tratamentos para corrigir desequilibrios antes de iniciar estes procedimentos.

Microbioma Cervical

Até ao momento, apenas um estudo avaliou o potencial impacto que o microbioma cervical
podera ter nos resultados reprodutivos da PMA. A investigacdo de Villani et al. demonstrou que
existe uma associacdo entre a composicao da microbiota cervical e os desfechos reprodutivos de
mulheres submetidas a técnicas de PMA. Os resultados detetaram, ao nivel de género, um aumento
significativo de Bifidobacterium no grupo favordvel, enquanto no grupo desfavoravel se observou
uma maior abundancia relativa de Atopobium. Para além disso, ao nivel de espécie, verificaram que
um aumento de abundancia relativa de L. inners e uma diminuicdo do L. crispatus estava associada
a desfechos negativos. Concluiram, assim, que o microbioma do colo do utero podera ter um papel

nos resultados da PMAB7),

Microbioma Endometrial

Apds a descoberta de que a cavidade uterina apresenta um microssistema endégeno, o
microbioma endometrial tem sido cada vez mais reconhecido como um potencial fator
determinante na saude reprodutiva feminina. Desta forma, a sua disbiose tem sido alvo de grande
numero de investigacdesB® 4Y. Estudos recentes demonstram que a composi¢do microbiana do
endométrio podera ser um elemento importante para o sucesso reprodutivo, influenciando a
implantacdo embrionaria, a manutenc3o da gravidez e, ainda, o resultado das técnicas de PMAB®
41].

Algumas investigacOes revelaram diferencas na composi¢do microbiana do endométrio

entre mulheres férteis e inférteis'® 38, tal como acontece na microbiota vaginal. Acredita-se que
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mulheres inférteis apresentem, com maior frequéncia, um microbioma com uma abundancia
relativa de Lactobacillus spp. inferior aquela encontrada em mulheres férteis®®. De facto, Moreno
et al. constataram que 52,6% das mulheres inférteis avaliadas em um estudo, que visava analisar o
impacto da comunidade microbiana endometrial nos resultados reprodutivos de doentes inférteis
submetidas a FIV, apresentavam um microbioma NLD. Em contraste, apenas 36,3% das mulheres
férteis apresentavam uma microbiota NLD®*. De forma semelhante, Kyono et al. observaram que
62% das doentes inférteis submetidas a FIV apresentavam uma composicao bacteriana endometrial
anormal, ou seja, definida como NLD. Os autores constataram, também, que a percentagem de
Lactobacillus nesta flora diferia entre mulheres inférteis submetidas a FIV, mulheres inférteis ndo
submetidas a FIV e voluntarias saudaveis (63,90 % vs. 96,20% vs. 99,50 %), sendo significativamente
menor naquelas submetidas a FIV. Concordantemente, a percentagem de mulheres com
microbioma LD foi significativamente menor no grupo submetido a FIV, quando comparado com
mulheres inférteis ndo submetidas a FIV e voluntarias saudaveis (38% vs. 73,9% vs. 85,7%)1%. A
discrepancia na percentagem de Lactobacillus entre as mulheres inférteis submetidas e nao
submetidas a FIV podera ser explicada por diversos fatores, nomeadamente, um periodo de
infertilidade mais longo, exames transvaginais frequentes, histdria passada de inseminacdes
intrauterinas, administracdo frequente de antibidticos, flutuacGes hormonais devido a estimulacado
ovarica, entre outros.

A analise do microbioma endometrial em mulheres inférteis submetidas a técnicas de PMA
revelou, ndo s uma composicdo microbiana distinta da observada em mulheres férteis, conforme
referido anteriormente, mas, permitiu também caracterizar este microssistema durante a
transferéncia embriondria (ET), uma momento chave no sucesso destas técnicas. Isto é possivel
através da andlise de amostras de cateter de transferéncia®. Atendendo a este potencial, diversos
autores investigaram de que forma o microbioma uterino no momento da transferéncia
embrionaria pode influenciar os resultados reprodutivos das técnicas de PMA.

Neste contexto, o microbioma LD tem sido frequentemente associada a melhores
resultados reprodutivos. Moreno et al. foram pioneiros ao demonstrar esta relagdo, num estudo
que classificou a microbiota endometrial de mulheres submetidas a FIV em dois grupos, microbiota
LD e microbiota NLD, correlacionando-os com os desfechos reprodutivos. Os resultados mostraram
gue mulheres com microbiota LD apresentaram taxas de implantacdo significativamente maiores
(60,7% vs. 23,1%), assim como taxas mais elevadas de gravidez (70,6% vs. 33,3%) e de nascidos
vivos (58,8% vs. 6,7%). Além disso, o grupo NLD teve taxas de aborto mais altas, embora esta
diferenga nao tenha atingido significancia estatistica (16,7% vs. 60%, p = 0,07). A percentagem de
Lactobacillus foi considerada, por estes autores, um fator preditivo para o sucesso reprodutivo na

FIV, e o valor de 90% foi estabelecido como o ponto de corte adequado para esta classificagdo®*.
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De forma complementar, Kyono et al. realizaram um estudo preliminar que reforca estas
observacdes. Neste estudo, a percentagem mediana de Lactobacillus no endométrio em 18 casos
de gravidez foi de 96,45%, sugerindo que um endométrio LD pode favorecer a implanta¢ao!®®.
Como referido anteriormente, acredita-se que os Lactobacillus presentes no microbioma
vaginal sejam responsaveis por manter a hemostasia local através da producdo de acido latico,
promovendo a acidificacdo do ambiente vaginal e, assim, inibindo o crescimento de bactérias
potencialmente patogénicas®. Pensou-se que, a nivel uterino, este género bacteriano pudesse
desempenhar uma fun¢do semelhante, ajudando a manter um estado eubiético*!. Um estudo
propds, assim, que uma microbiota LD produziria valores de pH mais baixos em comparacdo a
microbiota NLD. Contudo, a avaliacdo do pH das amostras constatou uma ampla gama de valores,
sem qualquer correlagdo com a composicdo bacteriana deste nicho®*. Estes resultados sugerem
gue a regulacdo do pH endometrial pode ndo ser o principal mecanismo pelo qual o género
Lactobacillus influencia a eubiose endometrial, pelo que mais estudos sdo necessarios para
entender completamente de que forma a dominancia deste género favorece a implantacdo e o

sucesso reprodutivo.

Por outro lado, a disbiose endometrial, caracterizada pela presenca de bactérias
patogénicas como, por exemplo, Atopobium, Bifidobacterium, Chryseobacterium, Gardnerella,
Streptococcus, Klebsiella e Neisseria, foi relacionada a desfechos reprodutivos desfavoraveis®®. De
facto, Moreno et al. compararam os perfis endometriais de mulheres com gravidez bem-sucedida,
resultando num nado-vivo, e aquelas que apresentaram resultados adversos, como gravidez
bioquimica, aborto espontdneo e auséncia de gravidez. Os investigadores observaram que a
auséncia de gravidez e a gravidez bioquimica estavam associadas a uma maior abundancia dos
géneros Gardnerella, Klebsiella, Streptococcus e Enterococcus. Por outro lado, o aborto esponténeo
foi relacionado com o aumento da presenca de Neisseria e Klebsiella™. Varios estudos relatam
pontualmente o isolamento de outras espécies bacterianas também elas possivelmente
relacionadas com maus desfechos reprodutivos, tais como: Kocuria dechangensis®'; Romboutsia,
Psychrobacter e Roseiflexaceae (correlacdo negativa com gravidez clinica)®™; Enterobacter,
Nocardioides, e Corynebacterium (associadas a abortos espontaneos)r?.

Além de analisar de forma isolada a dominancia de Lactobacillus e a presenca de bactérias
patogénicas, pesquisas mais recentes tém explorado a interacdo entre estes dois fatores de
maneira simultanea. Miyagi et al. realizaram um estudo com 35 mulheres inférteis submetidas a
transferéncias de embrides de boa qualidade. As doentes foram divididas de acordo com a
abundancia de Lactobacillus spp.(L) e bactérias patoldgicas (PB), em quatro grupos: Alta L + Baixa

PB, Alta L + Alta PB, Baixa L + Baixa PB e Baixa L + Alta. Os valores de corte foram de 46% para
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Lactobacillus spp. e 18,7% para bactérias patoldgicas. O estudo revelou que as gestacdes foram
significativamente mais frequentes no grupo de Alta L + Baixa PB (17/22; 77,3%), enquanto as
mulheres ndo gravidas estavam significativamente mais presentes no grupo de Baixa L + Alta PB
(5/6; 83,3%)°Y. Estes resultados corroboram a hipdtese de que um ambiente endometrial
dominado por Lactobacillus e com baixa presenca de bactérias patogénicas poderd estar associado
ao sucesso reprodutivo.

Apesar de varios estudos sugerirem uma associagao clara entre a microbiota LD e um
sucesso das técnicas de PMA, ha também outros que apresentam resultados que desafiam esta

al®® 62641 por exemplo, Franasiak et al. examinaram a microbiota de 33 mulheres

relacdo diret
submetidas a FIV no momento da transferéncia embriondria e identificaram diferencas nas espécies
microbianas presentes consoante o sucesso reprodutivo. No entanto, estas diferencas nao
atingiram relevancia estatistical®?. De forma semelhante, Hashimoto et al. avaliaram o impacto da
disbiose endometrial naimplantacdo de blastocistos em 99 mulheres submetidas FIV. Os resultados
revelaram que as taxas de gravidez por transferéncia (52,9% vs. 54,8%) e de aborto espontaneo
(11,1% vs. 5,9%) foram semelhantes entre mulheres com endométrio eubidtico (Lactobacillus e
Bifidobacterium spp. 280%) e disbidtico (Lactobacillus e Bifidobacterium spp. <80% com >20% de
outras bactérias). Além disso, os perfis bacterianos endometriais das gestantes com disbiose ndo
diferiram significativamente dos observados em casos sem gravidez!®3.

Outro estudo relevante, conduzido por Diaz-Martinez et al., focou-se na diversidade
microbiana (alfa e beta) de amostras endometriais recolhidas durante a fase secretdria do ciclo
menstrual anterior a transferéncia de embrides congelados. Os investigadores ndo detetaram
diferencas estatisticamente significativas entre mulheres que alcancaram gravidez e aquelas que
nao obtiveram sucesso. A analise taxondmica das amostras mostrou, todavia, que as mulheres que
engravidaram apresentavam maior abundancia dos géneros Lactobacillus, Gardnerella,
Burkholderia e Anaerobacillus. Por outro lado, os géneros Streptococcus, Ralstonia, Prevotella e
Delftia foram mais prevalentes em mulheres que n3o engravidaram(®*,

Riganelli et al. avaliaram as bidpsias endometriais de 34 mulheres submetidas a
estimulagdo hormonal e constataram que ndo havia diferenca significativa entre a microbiota
endometrial entre mulheres gravidas e ndo gravidas. No entanto, os autores referem diferencgas
entre os dois grupos estudados: nas mulheres gravidas verificou-se uma auséncia total do
género Lactobacillus, predominancia de Lachnospiraceae e Enterobacteriaceae e uma diversidade
alfa reduzida, ja nas n3o gravidas houve um aumento de espécies de Lactobacillus’®, o que se
afasta significativamente do observado nos estudos anteriores.

Ha, também, relatos de casos de gravidez bem-sucedidas em mulheres com microbiota NLD

gue conceberam sem intervencao direcionada para a microbiota endometrial, indicando que a
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auséncia de dominancia de Lactobacillus ndo é necessariamente um impedimento absoluto para a
concecdol3® 83,

Apesar dos avangos que houve no conhecimento do microbioma endometrial, ainda ndo
se chegou a um consenso sobre a sua composi¢do, como referido anteriormente, e
consequentemente ainda ndo se consegui estabelecer qual a composicao ideal para a implantacdo
embrionadria e para o sucesso das técnicas de PMA. Por um lado, alguns estudos apontam para uma
associagdo entre a dominancia do género Lactobacillus e resultados reprodutivos favoraveis™ 3% 38
¢l por outro, diversos estudos n3o suportam esta associa¢do!® 2 I, De igual forma, a presenca
de bactérias potencialmente patogénicas tem sido associada a diversos desfechos negativos, mas
0s mecanismos envolvidos permanecem pouco compreendidos.

O microbioma uterino revela-se, assim, um possivel elemento importante na fertilidade,
atuando em conjunto com fatores hormonais e imunolégicos, pelo que sdo necessarios mais
estudos para entender melhor o papel deste microssistema, qual a sua relevancia clinica e qual o

seu potencial diagndstico e terapéutico.

Microbioma Endometrial e Patologias Causadoras de Infertilidade

Como supracitado, alguns estudos tem sugerido uma associacdo entre o microbioma
endometrial e a infertilidade, no entanto, ha também estudos que indicam que este possa estar
associado a outras patologias ginecoldgicas, tais como, endometrite crdnica, a endometriose,
pdlipos endometriais, entre outros!®. Muitas destas doengas tém implicagdes clinicas conhecidas
na fertilidade, pelo que perceber de que forma o microbioma endometrial influencia o
desenvolvimento/progressdo destas patologias podera ser fundamental para a compreensdo dos
mecanismos subjacentes a infertilidade. No entanto, a relagdo de causalidade tem sido dificil de
estabelecer, n3o estando claro se a disbiose uterina é causa ou consequéncia da doenca!®®. !

Um exemplo classico de uma patologia associada as alteragbes do microbioma
endometrial é a endometrite crénica (EC) que se caracteriza pela inflamagdo continua do
endométrio, de etiologia desconhecida®®. Acredita-se, no entanto que poderd ser causada por
infecdes bacterianas, desequilibrios hormonais e disttrbios autoimunes!®®.,

Varios tem sido os microrganismos associados a EC, sendo os mais comuns Escherichia coli,
Enterococcus faecalis e Streptococcus agalactiae, em 77,5% dos casos, seguidos por
Mycoplasma/Ureaplasma, em 25%, e Chlamydia em 13%®”). Num estudo, onde se avaliaram
biopsias endometriais de mulheres inférteis com e sem EC, constatou-se que a microbiota
endometrial das mulheres com EC exibia um aumento significativo dos géneros Anaerococcus,

Bifidobacterium, Dialister, Gardnerella e Prevotella e uma reducdo significativa do género

17



Lactobacillus (especialmente de L. crispatus), quando comparado com as mulheres sem EC (1,89%
vs 80,7%)!4% 681,

Clinicamente, a EC pode se manifestar por dor pélvica, hemorragia uterina anémala e
vaginitel®®, porém, a grande maioria das mulheres afetadas é assintomaética, o que faz que o seu
diagnostico seja dificil e a sua prevaléncia subestimadal®®. Atualmente estima-se que a prevaléncia
de EC seja de 19% na populagdo geral, mas que esta aumente para mais do dobro nas mulheres
com infertilidade, estando consistentemente associada a desfechos obstétricos adversos como
falha recorrente da implantagdo (RIF) e perda gestacional recorrente (RPL)™. Perante isto torna-se
fundamental melhorar a eficacia de detecdo e tratamento desta patologia de forma a melhorar os
outcomes reprodutivos das técnicas de PMA. Apesar da etiologia multifatorial desta patologia, um
estudo demonstrou que apds o tratamento com antibioterapia as taxas de gravidez e de nados-
vivos aumentou em mulheres com EC, o que demonstra que o microbioma podera ter um papel
importante nesta patologial®*.

Outra patologia cuja relacgdo com o microbioma tem sido amplamente estuda é a
endometriose. Esta doenca é caracterizada pela presenca de glandulas e estroma endometrial fora
da cavidade uterina. Clinicamente, o espetro de apresentacdo é muito variado e dependente da
localizagdo dos endometriomas, mas tipicamente, manifesta-se por dismenorreia, dor pélvica,
dispareunia e infertilidade™.

Apesar de se estimar que afete 10% das mulheres em idade reprodutiva, atualmente, a sua
etiologia permanece desconhecida, crendo-se ser multifatorial®®®!. Recentemente, a presenca de
agentes patogénicos no endométrio tem emergido como novo fator predisponente ao
estabelecimento da endometriose!* 3, Esta teoria emergiu apds um estudo ter demonstrado que
o sangue menstrual de mulheres com endometriose apresentava uma elevada percentagem de
E.coli™,

Desde entdo, diversas investigacdes tem demonstrado que microbiota uterina das
mulheres com endometriose é significativamente diferente das mulheres saudaveis®!. De facto,
verificou-se que mulheres com endometriose apresentavam um aumento significativo de
colonizagdo por Gardnerella, Enterococcus, Streptococcus,  Staphylococcus, Actinomyces,
Corynebacterium, Fusobacterium, Prevotella e Propionibacterium, bem como, uma diminui¢do na
proporcdo de Lactobacillus na microbiota endometriall®®.

Adicionalmente, observou-se também que mesmo as lesdes ectdpicas de endometriose
apresentam um microbioma prdprio caracterizado por concentracdes reduzidas de Lactobacillus e
elevadas de Alishewanella, Enterococcus e Pseudomonas, em comparacdo com o endométrio

normal®. Um outro estudo descreve, ainda, a composicio bacteriana do fluido de um
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endometrioma ovarico, referindo que estao presentes bactérias das familias Staphylococcaceae e
Streptococcaceae’®!.

Tanto na EC, como na endometriose parece existir uma alteracdo do equilibrio do
microbioma endometrial, com uma reducdo da percentagem de Lactobacillus e um aumento de
outros géneros potencialmente patdgenos. Apesar de mais estudos serem necessarios nesta area
para determinar de que forma estas alteracGes contribuem para a progressdo das doengas, ha
evidéncias crescentes de que o microbioma podera ter um papel relevante na sua fisiopatologia e

gue a sua modulagdo podera ter impacto em terapéuticas futuras.

Microbioma e Falhas Recorrentes da Implantagao

ARIF continua a ser um dos grandes desafios da Medicina da Reproduc3o. E definida como
a incapacidade de alcancar uma gravidez clinica apds a transferéncia de pelo menos quatro
embrides de boa qualidade em, no minimo, trés ciclos, frescos ou congelados, em uma mulher com
menos de 40 anos!”?. Apesar de se estimar que a sua prevaléncia seja de cerca de 15%, os
mecanismos fisioldgicos por detras da sua patogénese mantém-se desconhecidos!*”.

Também aqui, com os recentes avancos no estudo do microbioma do TRF, se debate se
alteragGes neste microssistema poderdo contribuir para este desfecho nas técnicas de PMA. Sabe-
se que uma implantacdo embriondria bem-sucedida requer uma complexa sincronizacdo entre um

embrido saudavel e um endométrio recetivo!'”!

, ho entanto, este delicado equilibrio pode ser
comprometido por multiplos fatores, especulando-se sobre o possivel efeito disruptor da disbiose
do TRF.

Apesar de poucos, alguns estudos tem explorado esta hipdtese. Fu et al., por exemplo,
caracterizaram a microbiota vaginal de mulheres com RIF sem causa aparente, utilizando como
controlo mulheres que alcangaram uma gravidez bem-sucedida no primeiro ciclo de FIV e observam
diferengas significativas entre os dois grupos. O grupo RIF, comparativamente ao grupo controlo,
apresentava maior diversidade a nas amostras vaginais, caracterizada por uma diminui¢cdo da
propor¢do de Lactobacillus e um aumento de outros géneros, nomeadamente bactérias
anaerdbias, tais como Gardnerella, Prevotella e Atopobium (associados a VB) e aerdbias
como Escherichia e Streptococcus (relacionados a vaginite aerdbica e infecdes urinarias)’Y. De
forma semelhante, um estudo subsequente, que avaliou o microbioma vaginal e endometrial de
mulheres com RIF e controlos saudaveis com infertilidade por fator masculino, reforca esta mesma
associacdao, demonstrando que mulheres com RIF apresentavam uma percentagem baixa de

Lactobacillus, a nivel vaginal (76.4% vs. 91,8%) e uma maior prevaléncia de Atopobium,

Megasphaera, Gardnerella, e Prevotella, que o grupo controlo. No que concerne a microbiota

19



endometrial, a percentagem de Lactobacillus foi equivalente em ambos os grupos, no entanto o
grupo RIF apresentou niveis superiores de Atopobium, Megasphaera, Gardnerella, Prevotella,
Enterococcus Schlegelella, Delftia, Burkholderia, Sphingobacterium, Dietzia, Micrococcus, Ralstonia,
Leucobacter e Hydrogenophaga, sendo estas classificadas como como possiveis fatores de risco
para RIF2. Dada o potencial risco destas bactérias e dado que algumas tem representatividade
tanto na vagina como no Utero, como é o caso de Atopobium, Megasphaera, Gardnerella, e
Prevotella, os autores sugerem que a detecdo destas bactérias no canal vaginal possa ser um
biomarcador de RIF e que a sua triagem nestas doentes podera ser promissora’?. Curiosamente,
ja anteriormente Kitaya et al. tinha detetado niveis significativos de Burkholderia nas amostras
vaginais de mulheres com RIF, apontando que também esta possa ser um possivel biomarcador de

RIF e um possivel alvo terapéutico!”.

Microbioma e Perda Gestacional Recorrente

A RPL corresponde a duas ou mais perdas gestacionais consecutivas antes das 24 semanas
de gestacdo e pode ser classificada como secundaria ou primaria, dependendo se a mulher ja teve
ou ndo uma gravidez anterior que fosse viadvel apds as 24 semanas de gestacdol’. A prevaléncia
exata da RPL é dificil de estimar, mas um estudo sugere que esta varie entre 1-2% quando definida
como trés perdas gestacionais consecutivas antes de 20 semanas’* 7°!. Atualmente, j& varios
fatores de risco foram identificados para esta patologia, tais como, idade materna avancada,
obesidade, sindrome antifosfolipidica, anomalias uterinas, anomalias cromossémicas parentais ou
embriondrias, entre outras!”> 7®, contudo, mais de metade dos casos ndo tem uma etiologia
identificada™!.

Tém surgido cada vez mais evidéncias que alteragdes no microbioma, tanto vaginal como
endometrial, est3o relacionadas com a RPL”). No que diz respeito & microbiota vaginal, estudos
frequentemente descrevem uma associa¢do positiva entre a presenca de Atopobium e a RPLU%,
Este género encontra-se, de facto, em maior prevaléncia em mulheres com RPL” e, hd pesquisas
gue sugerem que uma abundancia relativa de Atopobium superior a 0,01% podera ser um possivel
preditor de aborto espontaneo no primeiro trimestre. Foi proposto que este microrganismo possa
comprometer a integridade da barreira fisico-quimica da mucosa vaginal, desencadeando a
producdo de mediadores pré-inflamatérios e facilitando a proliferacdo de outras bactérias
anaerdbias!”!. Constatou-se, também, a microbioma vaginal de mulheres com RPL inexplicada
apresentava uma incidéncia aumentada de outras bactérias potencialmente patogénicas tais como,
Prevotella, Gardnerella vaginalis, Streptococcus, Pseudomonas, Roseburia, Collinsella

aerofaciens e Arthrobacter, quando comparada com os controlos!’> 771,
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Também, no endométrio, se observaram diferencas significativas nas mulheres com RPL
guando comparadas com os controlos, apresentando as primeiras, reducdao na abundancia de
Lactobacillus spp. e aumento da diversidade do microbioma endometrial”!. Um estudo, conduzido
por Liu et al., concluiu que o fluido endometrial destas mulheres tem uma maior prevaléncia de
Anaerobacillus, Erysielothrix e Hydrogenophilus'’®, enquanto que um estudo anterior ja tinha
determinado que os géneros Aliihoeflea, Acinetobacter, Staphylococcus e Serratia se encontravam
em maior abundancia nas mulheres RPL®. Para além disso, um outro estudo demonstrou que as
amostras endometriais, obtidas por curetagem, do grupo com RPL apresentavam um predominio
de L. iners, em contraste com o grupo controlo que apresentava maior abundancia de L. crispatus,
sendo que o primeiro ja tinha sido associado a disbiose endometrial e a desfechos obstétricos
adversos, noutras pesquisas’®. Adicionalmente, um estudo coorte que avaliou bidpsias
endometriais de 67 mulheres com RPL afirmou que o aumento da abundancia relativa de
Ureaplasma na flora endometrial destas mulheres é um fator de risco independente para um
aborto espontdneo e parto prematuro em gestagGes subsequentes, sugerindo que nestes casos
seria benéfico uma intervencdo terapéutica preconcecional que diminua a prevaléncia deste

género bacteriano!”.

ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Como referido anteriormente, alteragdes do microbioma do TRF podem influenciar tanto
a fertilidade como os resultados das técnicas de PMA, tornando se assim importante investigar e

debater potenciais estratégicas terapéuticas para modular e restaurar este microbioma**- 3%,

Antibidticos

A utilizacdo de antibidticos é uma das terapéuticas mais discutidas, dado esta ja ser
comummente usada para o tratamento de varias patologias ginecolégicas e obstétricas, como por
exemplo a VB e a CE. No entanto, o seu uso durante as técnicas de PMA, nomeadamente antes da
transferéncia de embriGes, permanece controverso, pois ndo é claro se este tipo de intervencdo
tem um impacto significativo nos desfechos reprodutivos!> 8,

Especula-se que a administracdo profilatica de antibidticos por via oral, antes da
transferéncia embriondria, possa influenciar as taxas de gravidez, ao diminuir colonizagao
microbiana do trato reprodutor superior. No entanto, os dados disponiveis sdo inconsistentes. Um
ensaio clinico aleatorizado demonstrou que a diminuicdo da colonizacdo do TRF apds a

administracdo de doxiciclina ndo se correlacionava com um aumento a taxa de gravidez clinica.
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Contrariamente, outros estudos relataram um aumento significativo nas taxas de implantacao e
gravidez clinica com a utilizacdo de ceftriaxone e de metronidazol de forma profilatica, 48 horas
antes da recolha dos ovdcitos!*Y,

Importa destacar que, a antibioterapia, embora seja eficaz na eliminacdo de
microrganismos potencialmente patogénicos no TRF, pode também afetar negativamente a
microbiota residente e benéfica, nomeadamente o género Lactobacillus, dado este ser também
sensivel ao espetro de antibidticos utilizados!** 2%, Perante este risco e o risco de desenvolvimento
de resisténcias, o uso sistematico de antibidticos, neste contexto, ndo é atualmente
recomendado®® 3, sendo necessario aprofundar o conhecimento sobre a composi¢do do
microbioma TRF saudavel e patolégico, especialmente do endometrial, de maneira a se poder

identificar com maior precisdo as situacdes em que esta intervencdo possa ser eficaz!®® ¢,

Probidticos e Prebidticos

Outra estratégia terapéutica utilizada para a modulacdo e restauro do microbioma do TRF
sdo os probidticos, que correspondem a microrganismos vivos que, quando administrados em
quantidades adequadas, conferem um beneficio a satide do hospedeiro!®®. Atualmente, existem no
mercado diversos probidticos orais e vaginais, a maioria deles contendo as espécies L. crispatu, L.
gasseri, L. plantarum, L. reuteri e L. rhamnosus!®.

Os probidticos tém-se vindo a destacar como um possivel complemento a terapéutica
antibidtica, mais do que como uma terapéutica isolada® 2. Com referido anteriormente, os
antibidticos, embora eficazes na eliminagdo de agentes patogénicos, ndo sdo seletivos e podem
também comprometer a flora comensal, tornando o ambiente propicio a disbiose, pelo que a
administracdao concomitante de probidticos favorece a reposi¢do e restauro desta. No entanto, a
eficacia dos tratamentos exclusivamente com recurso a probidticos é incerta, ndo havendo
evidencia direta do efeito deste tipo de tratamento nos outcomes reprodutivos®'. Sabe-se, no
entanto, que determinadas estirpes probidticas, nomeadamente L. rhamnosus e L. fermentum,
administradas por via oral, foram eficazes em restaurar a flora vaginal em mulheres com
desequilibrios prévios, promovendo um aumento da presenca de Lactobacillus spp.. Estes achados
demonstram o potencial que este tipo de intervencdo poderd ter num periodo pré e
periconcecional, ajudando a estabelecer um ambiente favoravel a implantacdo!**. Porém, ainda
sdo necessarias mais pesquisas para elucidar quais os melhores esquemas terapéuticos e vias de
administracdo desta estratégia terapéutica.

Por sua vez, os prebidticos sdo um substrato alimentar n3o digerivel que beneficia o

hospedeiro ao promover o crescimento de um grupo limitado de bactérias!**. Um exemplo
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promissor nesta area é a lactoferrina. Num estudo recente, este prebidtico foi administrado
oralmente apds um ciclo antibioterapia em mulheres em tratamento de infertilidade, verificando-
se que apods 3 meses de tratamento 67% das mulheres com microbiota NLD converteram para uma
microbiota LD®2. A lactoferrina demonstrou, também, eficdcia no tratamento da VB e foi associada

a melhores outcomes gestacionais!®.

Transplantes de microbianos

O transplante de microbioma vaginal surgiu, muito recentemente, como uma nova possivel
arma terapéutica na area da saude reprodutiva, apds o sucesso do transplante de microbiota fecal
para tratar a infe¢do recorrente por Clostridium difficile/®. Consiste, como o préprio nome indica,
na transferéncia de fluido cervicovaginal de uma dadora saudavel para uma recetora doente, com
o intuito de restaurar o seu microbiomal®. Até ao momento, apenas um estudo relatou os
resultados desta técnica. Lev-Sagie et al. testaram o uso de TMV em doentes com VB, sintomatica,
recorrente e refratdria ao tratamento, relatando resultados promissores e sustentados a longo
prazo!® &9,

Acredita-se que esta técnica, para além de modelar o microbioma vaginal, poderd também
vir a ser utilizada para reparar o microbioma endometrial, utilizando o conhecido mecanismo de
colonizagdo ascendente. Ha também autores que idealizam a possibilidade de no futuro préximo

se vir a falar de um transplante de microbiota uterina!®,

CONCLUSAO

O microbioma do TRF emergiu, nos ultimos anos, como um potencial fator critico na
fertilidade feminina e nos resultados das técnicas de PMA. Até a data, ndo existe um consenso
sobre qual serd a composicdo ideal deste microbioma, especialmente no que concerne ao
microbioma endometrial, existindo ainda muitas discrepancias nos estudos disponiveis. Torna-se,
assim, dificil determinar que microrganismos sdo verdadeiros comensais ou patdgenos e qual o seu
papel na fertilidade.

No entanto, existem evidéncias crescentes que uma microbiota dominada pelo género
Lactobacillus esta associada a melhores desfechos reprodutivos, enquanto a presenca de outras
bactérias especificas parece relacionar-se com a diversas patologias ginecoldgicas, infertilidade, a
RIF e a RPL.

A avaliagdo do microbioma do TRF podera vir a ser uma valiosa ferramenta na medicina da
reprodugdo, tanto a nivel diagndstico como terapéutico, permitindo uma abordagem mais

individualizada e centrada na doente. No entanto, atualmente, a avaliacdao deste microbioma nao
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é, rotineiramente, recomendada dada todas as divergéncias que rondam a sua constituicdo e a falta
de critérios padronizados para a sua interpretagao.

Diversas terapéuticas modeladoras do microbioma encontram-se em investigacao, tais
como a antibioterapia, os pré e probidticos e o TMV. Contudo, a evidencia clinica ainda é limitada,
sendo escassos 0s ensaios que comprovem a sua eficacia e efetividade, pelo que a sua
implementacdo e uso na pratica médica ainda exige mais investigacao.

Futuramente, é fundamental que haja uma uniformizacdo das metodologias, desde a
colheita até a andlise da amostra, de forma a diminuir o risco de contaminagdo e a assegurar a
comparabilidade entre diferentes estudos. Adicionalmente, é necessdrio alargar os estudos a maior
numero de participantes, para assegurar a significancia estatistica dos dados, mas também a
garantir uma maior representatividade populacional e uma validade geografica. Por fim, seria ainda
de grande relevo, integrar dados de outras dreas, como a gendmica e a metaboldmica, para
compreender melhor como estes microrganismos e os seus metabolitos interagem com os diversos

processos fisioldgico que ocorrem no TRF, como por exemplo a implantacdao embriondria.
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APENDICE

Identificacdo dos estudos através de bases de dados

Total de artigos identificados (n=

2519)

Identificacdo de estudos através de outros métodos

Pubmed (n =1512)

Identificacdo

Scopus (n =1007)

!

Artigos avaliados por titulo e

resumo (n =2013)

Triagem

v

Artigos avaliados por texto

completo (n =123)

|

Total de artigos incluidos na

A

Artigos removidos antes da triagem (n = 506)
Duplicados (n =388)
Fora do periodo temporal elegivel (n =91)

N&o disponiveis em inglés ou portugués (n=27)

Total de artigos identificados (n = 2)

Organizagdes (n = 2)

Artigos excluidos (n = 1890)

Foram retirados artigos cuja populagdo fosse
exclusivamente veterindria, artigos que incluam
exclusivamente populagdes ndo reprodutivas,
artigos focados no microbioma de outras regides
do corpo que ndo o TRF, artigos sobre fertilidade
masculina ou microbioma masculino, artigos em

que apenas esta disponivel o abstract.

Artigos excluidos (n = 43)
Foram retirados os artigos que ndo atendiam

aos critérios de elegibilidade ou que ndo se

enquadravam nos objetivos da revisao.
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revisdo (n = 82)

Anexo 1: Fluxograma da pesquisa bibliografica.
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