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Resumo

Durante muito tempo, o utero foi considerado um ambiente estéril. Atualmente
sabe-se que existe uma comunidade diversa de microrganismos residentes na cavidade
uterina. Ao contrario do microbioma vaginal, altamente estudado e caracterizado, o
microbioma uterino estd apenas recentemente a suscitar interesse na comunidade
cientifica. E considerado que este microbioma tenha um papel importante na
manutencdo da homeostasia uterina, e que tenha influéncia na atividade inflamatéria

e imune das células do utero.

Desta forma, alteragdes do microbioma uterino poderdao influenciar
negativamente o ambiente uterino, levando a condi¢des patoldgicas, como
endometrite crénica, que poderdo afetar os processos fisioldgicos da reproducao,
como a implantacdo e a manutencao da gravidez. Adicionalmente, a disbiose uterina
podera estar relacionada com piores resultados nos tratamentos de procriacdao

medicamente assistida.

Dado estimar-se que 1 em cada 6 pessoas adultas sofra de infertilidade ao
longo da vida, torna-se premente otimizar as solucdes que a medicina pode oferecer.
Entender a composicdo do microbioma uterino pode abrir novos caminhos na
compreensdo dos mecanismos de infertilidade, e permitir novas abordagens

terapéuticas a esta condigao.

Este trabalho tem como objetivo rever a composi¢cdao do microbioma uterino e
as suas relagdes com o Utero, assim como entender de que forma a disbiose uterina
pode influenciar a fertilidade feminina e os resultados dos tratamentos de procriacdo
medicamente assistida. Pretende-se, também, perceber se existem beneficios

terapéuticos da utilizacdo de antibidticos e probidticos em casos de disbiose uterina.
Palavras-chave: microbioma uterino; endometrite crénica; infertilidade; procriagao
medicamente assistida; probidticos

O Trabalho Final é da exclusiva responsabilidade do seu autor, ndo cabendo qualquer

responsabilidade a FMUL pelos contelddos nele apresentados.



Abstract

For a long time, the uterus was considered a sterile environment. It is now
known that there is a diverse community of microorganisms residing in the uterine
cavity. Unlike the vaginal microbiome, which has been highly studied and
characterized, the uterine microbiome has only recently been of interest to the
scientific community. It is thought that this microbiome plays an important role in
maintaining uterine homeostasis and influences the inflammatory and immune activity

of uterine cells.

Thus, alterations in the uterine microbiome could negatively influence the
uterine environment, leading to pathological conditions such as chronic endometritis,
which could affect the physiological processes of reproduction, such as implantation
and the maintenance of pregnancy. In addition, uterine dysbiosis may be related to

poorer outcomes in assisted reproduction treatments.

Given that it is estimated that 1 in 6 adults suffer from infertility throughout
their lives, there is an urgent need to optimize the solutions medicine can offer.
Understanding the composition of the uterine microbiome could open up new ways of
understanding the mechanisms of infertility and allow for new therapeutic approaches

to this condition.

The aim of this study is to review the composition of the uterine microbiome
and its relationship with the uterus, as well as to understand how uterine dysbiosis can
influence female fertility and the results of assisted reproduction treatments. The aim
is also to understand whether there are therapeutic benefits to using antibiotics and

probiotics in cases of uterine dysbiosis.

Key words: uterine microbiome; chronic endometritis; infertility; assisted reproductive

technology; probiotics
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Lista de Abreviaturas

AMPs - Peptideos Antimicrobianos

EC - Endometrite crdnica

FIV - Fertilizagao in Vitro

LD - Lactobacillus Dominante

NGS - Sequenciac¢ao de Nova Geragao
NLD - Nao-Lactobacillus Dominante

PMA - Procriagdao Medicamente Assistida
rRNA - Acido Ribonucleico Ribossomal
RIF - Falha Recorrente de Implantagao
Treg - Células T reguladoras

uNK - Células natural killers uterinas



Introducao

A microbiota humana corresponde a comunidade de microrganismos que
reside nos diferentes tecidos do corpo humano, enquanto que o termo microbioma é
mais abrangente, referindo-se aos seus genomas, assim como metabolitos e a sua
interacdo com o meio (Berg et al., 2020). Sabe-se que o microbioma humano é vasto e
gue as suas relagGes com o organismo sdo imprescindiveis para a manutencdo da
homeostasia. Um exemplo disso é a microbiota intestinal, que produz enzimas e outros
metabolitos que auxiliam na digestdao e protege contra microrganismos patdgeneos,
entre outras func¢des (Thursby & Juge, 2017). Com os desenvolvimentos na area da
metagendmica, através da andlise de uma amostra é possivel caracterizar todo o
genoma de uma comunidade de microrganismos, sem a necessidade de realizacdo de
culturas. Desta forma, tem sido possivel caracterizar o microbioma humano de forma
mais rapida e com menores custos (Malla et al., 2019), abrindo novas possibilidades
para explorar a microbiota de locais previamente considerados estéreis (Vemuri &
Herath, 2023), e permitindo avancos no estudo do microbioma que elucidam sobre as

suas interagBes com o organismo.

O microbioma do trato genital feminino tem sido um desses alvos de estudo,
para melhor se entender a sua relagao com a saude reprodutiva e a fertilidade. O trato
genital feminino alberga cerca de 9% da populacdo de microrganismos do corpo
humano (Moreno & Simon, 2019), e compreende a vagina, o colo do utero, o
endométrio, as trompas de faldpio e os ovarios. O microbioma vaginal,
predominantemente composto por Lactobacillus, e a sua funcdo no equilibrio do
ambiente vaginal sdo ja conhecidos (Wee et al., 2018), contudo, o restante trato genital

permanece pouco estudado.

O utero, em particular, foi considerado um local estéril durante muito tempo.
Pensava-se que o muco cervical serviria de barreira a ascensdo de bactérias pela
vagina, no entanto, essa barreira ndo é totalmente impermeavel (Baker et al., 2018).
Acredita-se que a colonizacdo do Utero possa ocorrer através de ascensao pelo canal
vaginal ou disseminagao hematogénea de locais como o intestino e a cavidade oral, e
gue microrganismos transportados por espermatozéides ou procedimentos invasivos

como a colocagdo de dispositivos intrauterinos, histeroscopias e técnicas de procriagao


https://www.zotero.org/google-docs/?oX3doK
https://www.zotero.org/google-docs/?5s5FCO
https://www.zotero.org/google-docs/?CtoplM
https://www.zotero.org/google-docs/?mEHgt9
https://www.zotero.org/google-docs/?mEHgt9
https://www.zotero.org/google-docs/?VUFNq1
https://www.zotero.org/google-docs/?s9n7Ve
https://www.zotero.org/google-docs/?P9i4RE

medicamente assistida (PMA), possam contribuir para esta colonizagdo (Moreno &

Simon, 2018; J. Wang et al., 2021).

Atualmente, ndo sé se reconhece a existéncia do microbioma uterino, como
também se tem tentado chegar a um consenso relativamente a microbiota uterina
considerada “normal”. Este estudo é dificultado, dado que a recolha de material para
analise do microbioma endometrial é um processo invasivo, predominantemente
realizado através da via transcervical, o que resulta em estudos com uma amostra
reduzida de doentes. O estudo do microbioma uterino €, na sua maioria, realizado em
mulheres sujeitas a técnicas de PMA, fazendo-se a recolha de material para analise

durante o procedimento (Molina et al., 2021).

Apesar de ainda nao estar estabelecido qual a microbiota uterina considerada
“normal”, parece poder identificar-se bactérias potencialmente patogénicas, como
Gardnerella spp., Streptococcus spp., Prevotella spp. e Atopobium spp., entre outras
(Lozano et al., 2021; Moreno et al., 2016). A disbiose uterina aparenta estar
relacionada com processos inflamatdrios e patoldgicos do uUtero, podendo estar
envolvida no desenvolvimento de condicées como infertilidade, cancro do endométrio,
endometriose, entre outras patologias (Kaluanga Bwanga et al., 2023; Punzén-Jiménez

& Labarta, 2021).

A infertilidade é definida como a incapacidade de conceber uma gravidez apds
12 meses de relagbes sexuais regulares sem uso de métodos contracetivos, sendo
considerada um problema de saude publica. A sua prevaléncia tem vindo a aumentar
nas ultimas décadas e, atualmente, 1 em cada 6 pessoas sofre de infertilidade (Harris,
2023). A infertilidade pode ser provocada por diferentes fatores, tanto masculinos
como femininos, porém em cerca de 30% dos casos ndo se consegue explicar a sua
causa (The Guideline Group on Unexplained Infertility et al., 2023). Os tratamentos de
PMA s3o cada vez mais requisitados por casais a experienciar dificuldade em
engravidar (Lazzari et al., 2023), com taxas de eficacia varidveis e dependentes de
multiplos fatores. Frequentemente, é necessaria a realizacdo de mais de um ciclo de

tratamentos, resultando em efeitos psicoldgicos negativos na mulher que pretende


https://www.zotero.org/google-docs/?s5u2jJ
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engravidar, para além de representar um encargo econémico tanto para os sistemas de

saude como para as pessoas afetadas (W. Chen et al., 2021).

Varios estudos revelam que o processo de implantagdo, tanto nas tentativas de
conceber uma gravidez como em técnicas de PMA, parece ser influenciado pelo
microbioma uterino, e que a presenga de microrganismos potencialmente patogénicos
pode estar relacionada com falhas nesse processo (Gao et al., 2022). Torna-se, assim,
relevante a compreensdao deste microbioma, dada a dimensdo de pessoas afetadas
pela problematica da infertilidade e a crescente procura de tratamentos para esta

condicao.

Este trabalho pretende rever e compilar a informacdo publicada acerca da
relagdo entre o microbioma uterino e a fertilidade, com quatro objetivos principais: 1)
identificar a composicdo do microbioma uterino, 2) entender a relacdo entre o
microbioma, o ambiente uterino e a fertilidade, 3) relacionar alteragGes da microbiota
uterina com a infertilidade feminina e piores resultados nos tratamentos de PMA e 4)
perceber se existe evidéncia para, em casos de disbiose uterina, utilizar antibidticos

e/ou probidticos como adjuvantes nos tratamentos de fertilidade.


https://www.zotero.org/google-docs/?RUxWJv
https://www.zotero.org/google-docs/?wds1BM

Metodologia

Foi realizada uma pesquisa no motor de busca PubMed, com as palavras-chave
"uterine microbiome”, "uterine microbiota", "endometrial microbiome", "endometrial
microbiota", “uterine dysbiosis", "endometrial dysbiosis” e “reproduction”, com o filtro
definido para publicacdes em portugués e inglés. Surgiram 161 resultados, todos em
lingua inglesa, de outubro de 2012 a setembro de 2023.

Foram inicialmente excluidos 87 artigos, apds a leitura do titulo e do abstract,
onde se incluem artigos sobre estudos em animais, artigos que focavam apenas em
patologia uterina, sem abordar o tema da fertilidade, e artigos que focavam apenas em
complicagBes da gravidez e pds-parto. Apds exclusao inicial de artigos, foram lidos na
integra 74 artigos, dos quais foram excluidos 2 artigos por ndo terem open access e 11
artigos por nao se adequarem ao tema desta revisao, apds a sua leitura.

No total, foram incluidos 61 artigos nesta revisdo. Foram ainda consultados

artigos retirados das referéncias bibliograficas dos artigos incluidos neste trabalho.



Discussao

Caracterizacdo do microbioma uterino

O microbioma uterino pode ser caracterizado de duas formas distintas: através
de analise por cultura ou de andlise metagendmica por sequenciagdao. O método de
cultura é cada vez menos utilizado na andlise do microbioma, dado que muitos
microrganismos nao podem ser identificados por cultura, ndo traduzindo uma correta
analise da diversidade da microbiota em determinado ecossistema (Franasiak et al.,
2016). Desta forma, a vasta maioria dos estudos do microbioma humano utilizam
técnicas de sequenciacdo do genoma independentes de cultura. E, atualmente,
amplamente utilizada a andlise das regides hipervaridveis do rRNA 16S, por
Sequenciacdo de Nova Gerag¢dao (NGS) para caracterizagdo do microbioma humano,

incluindo o do trato genital feminino (Punzén-Jiménez & Labarta, 2021).

A forma de recolha do material para sequenciacdo também varia consoante o
estudo, podendo ser feita recolha de fluido endometrial e/ou bidpsia de tecido
endometrial. Um estudo de Y. Liu et al. comparou os dois métodos e concluiu que a
analise do fluido endometrial ndo reflete na totalidade a composicio do tecido
endometrial, e que a utilizagdo de ambos os métodos pode ser benéfica na analise do
microbioma uterino (Y. Liu et al.,, 2018). A maioria dos estudos desta revisdo utiliza
amostras de tecido endometrial para andlise, recolhidas a partir de cateteres de duplo
[imen, para tentar minimizar a contaminacdo pelo contacto da mucosa vaginal e

cervical com a parte interna do cateter, que realiza a recolha da biépsia.

Para se poder tecer conclusdes quanto ao papel do microbioma uterino na
fertilidade, é necessario conhecer-se a composicdao do microbioma uterino considerada
“normal” numa mulher saudavel. Esta ndo é, no entanto, consensual entre os varios
estudos, até a data. Sabe-se que o microbioma vaginal é constituido quase na
totalidade por Lactobacillus, e varios estudos reportam que o Utero dispée de uma
maior diversidade de bactérias que a vagina, apesar de apresentar uma menor
biomassa microbiana (Garcia-Grau et al., 2019). Seria de esperar que a vagina tivesse
uma maior comunidade de microrganismos, devido a fatores como uma maior

exposicao ao ambiente exterior e a contacto direto com liquido seminal durante as


https://www.zotero.org/google-docs/?baZnB5
https://www.zotero.org/google-docs/?baZnB5
https://www.zotero.org/google-docs/?9U773A
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relagGes sexuais. Diaz-Martinez et al. pde a hipdtese de que este facto se deva a uma
ndo dominancia de um Unico género no Utero, o que potencia a coloniza¢do por outras
bactérias e uma comunidade mais heterogénea de microrganismos que na vagina

(Diaz-Martinez et al., 2021).

Apesar de ndao haver um consenso, a maioria dos estudos relata uma
predominancia de Lactobacillus no microbioma uterino saudavel, com percentagens de
prevaléncia variaveis (Franasiak et al., 2016; Ichiyama et al., 2021; Lozano et al., 2023;
Vomstein et al., 2022; Wee et al., 2018). Esta semelhanca com o microbioma vaginal
parece corroborar a teoria de translocacdo de microrganismos entre os dois locais (J.
Wang et al., 2021). S3do igualmente relatados dezenas de outros microrganismos na
analise de amostras uterinas, sendo que os mais comumente encontrados no Utero
incluem bactérias dos filos Bacteroidetes, Proteobacteria e Actinobacteria (Tomaiuolo
et al., 2020). Winters et al. ndo reportou uma dominancia de Lactobacillus no Utero
sauddvel, pondo mesmo em questdo a existéncia de um microbioma uterino “normal”,
dado nos seus achados ter encontrado Acinetobacter, Pseudomonas,
Comamonadaceae e Cloacibacterium, previamente reportados como possiveis

contaminantes (Winters et al., 2019).

Existe, portanto, uma grande variabilidade entre os achados da microbiota
uterina nos diferentes estudos. Esta pode dever-se a diferencas entre estudos dos
métodos de recolha e andlise, das caracteristicas da populagao analisada, entre outras

limitagdes que serao melhor abordadas noutra secgao deste trabalho.

Para além da variabilidade de resultados entre diferentes estudos, considera-se
que o microbioma uterino possa sofrer mudangcas com altera¢cdes enddgenas e/ou
exdgenas. Wang et al. demonstrou que os microbiomas uterino e vaginal sofrem
alteragdes com o avangar da idade, relatando uma diminui¢ao da diversidade de
microrganismos com o envelhecimento (J. Wang et al., 2021). Também outro estudo
reportou uma diminuicao da predominancia de Lactobacillus em mulheres mais velhas,
em comparagdao com mulheres mais jovens (Fujii & Oguchi, 2023). Chen et al. verificou
gue a quantidade de bactérias nas amostras era significativamente inferior em

mulheres com excesso de peso ou obesas (P. Chen et al., 2022).
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As hormonas também aparentam ter influéncia sobre o microbioma do trato
reprodutor feminino. Carosso et al. estudou os efeitos de estimulagdo ovarica com FSH
recombinante e suplementacdo com progesterona no microbioma vaginal e
endometrial, e concluiu que em ambos os locais a biodiversidade aumentou, 6 meses
apds os tratamentos (Carosso et al., 2020). Relativamente a alteracGes hormonais
endégenas, um estudo reportou que o microbioma uterino permaneceu estavel
durante o ciclo menstrual, ao analisar amostras nas fases pré-recetiva e recetiva
(Moreno et al., 2016). Kyono et al. também reportou uma estabilidade da microbiota
uterina ao longo do ciclo menstrual (Kyono, Hashimoto, Nagai, et al., 2018). Ja outro
estudo contrariou esse achado, relatando um aumento da percentagem de
Lactobacillus no utero com o avancar do ciclo menstrual da fase folicular para a fase

lutea, e uma diminuicdo de Proteobacteria (Vomstein et al., 2022).

Foram, ainda, analisadas amostras do Utero e das trompas de falépio de
diferentes mulheres, e verificou-se que o microbioma dos dois tecidos da mesma
mulher partilhavam mais semelhancas do que o mesmo tecido entre duas mulheres
distintas (Canha-Gouveia et al., 2023). Estes dados parecem apoiar a hipdtese de que
cada pessoa tem um microbioma caracteristico e individual, adaptado ao ambiente do

I”

hospedeiro, o que torna complexa a tarefa de definir um microbioma uterino “norma

Microbioma uterino e recetividade uterina

A implantacdo do embrido é considerada o passo mais critico do processo de
reproducdo, e estd intimamente relacionada com a recetividade uterina, definida como
o periodo da maturacdao endometrial durante o qual o blastocisto pode aderir as
células epiteliais do endométrio e, subsequentemente, invadir o mesmo. Para que o
processo da implantacdo decorra sem intercorréncias, € necessaria uma comunica¢ao
sincrona entre o embrido e o endométrio (Sehring et al., 2022). A fase recetiva do
Utero ocorre entre os dias 20 a 24 de um ciclo menstrual regular, e a correta maturagao
uterina estd dependente de diversos fatores, entre os quais a secrecdo de hormonas

esterdides pelos ovarios, a correta ativacdo de eventos de sinalizacdao, e mediadores
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moleculares como citocinas, fatores de crescimento, moléculas de adesdo, entre outros

(Achache & Revel, 2006).

A resposta imunitaria a nivel celular é particularmente importante nos
processos de implantacdo e inicio de gravidez. E caracterizada pela ativacdo de
macrofagos e células dendriticas, e pela libertacao de células natural killers uterinas
(uNK) e de certos subtipos de células T, como células T reguladoras (Treg). As células
uNK sdo os linfécitos mais abundantes da interface materno-fetal e estdao envolvidas na
invasdo do trofoblasto e no remodeling vascular placentar. As células Treg tém um
papel muito relevante na produgdo de citocinas anti-inflamatdrias como TGF- e IL-10,
gue reduzem a rejeicdo do embrido pelo tecido uterino materno. A desregulacdo nas
proporc¢des das células imunes contribuem para um comprometimento da recetividade
uterina, pelo que uma correta ativagdo imunitaria € um passo essencial para uma

implantacdo adequada (Sojka et al., 2019; Zhu et al., 2022).

Com o estudo do microbioma uterino surgiu a hipétese de que este poderia
influenciar o ambiente uterino e a recetividade endometrial. Foi proposto que a
microbiota uterina interaja com as células epiteliais endometriais, o que culmina na
libertacdo de peptideos antimicrobianos (AMPs) na cavidade uterina, que constituem
das principais defesas contra agentes patogénicos. Pensa-se, igualmente, que as
bactérias comensais interajam com as células dendriticas e macréfagos,
desencadeando a resposta imune ja descrita acima (Al-Nasiry et al., 2020). Os
mecanismos exatos das interacGes entre a microbiota e o Utero, bem como a forma
como afetam a resposta imune materna durante a implantacdo ainda ndo sao

completamente compreendidos.

Moreno et al. demonstrou num estudo piloto que o microbioma uterino tem
influéncia no sucesso ou falha da implantacdo. Separou os resultados da andlise com
base na dominancia de Lactobacillus, dividindo a microbiota em: Lactobacillus
Dominante (LD), quando 2=90% das bactérias detetatas eram Lactobacillus, e
Ndo-Lactobacillus Dominante (NLD), nas amostras em que havia >10% de outros
géneros de bactérias. Ao relacionar as amostras LD e NLD de 35 pacientes a realizar

Fertilizacdo in Vitro (FIV) com os seus resultados reprodutivos, constatou que Uteros
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NLD se relacionaram negativamente com as percentagens de implantagdes, gravidez e
partos bem sucedidos. Reportou, ainda, que todas as mulheres que apresentavam
percentagens elevadas de Gardnerella spp. ou Streptococcus spp. ndo engravidaram ou
tiveram um aborto, o que leva a acreditar que estas bactérias possam ser
possivelmente patogénicas, e ter efeitos negativos no processo de implantacao

(Moreno et al., 2016).

Em 2022, Moreno et al. conduziu um outro estudo, com uma amostra maior
composta por 342 mulheres com problemas de fertilidade, e reportou que a
diminuicdo de Lactobacillus nas amostras e a presenca de bactérias patogénicas como
Atopobium, Bifidobacterium, Chryseobacterium, Gardnerella, Streptococcus e Klebsiella
estavam associadas a menor sucesso nos outcomes reprodutivos. Observou, ainda, que
0 que pareceu interferir com a fertilidade foi a presenca de agentes patogénicos, e ndo
a deplecdo de certos géneros, dado que em amostras em que nao foram detectadas
bactérias, incluindo Lactobacillus, se atingiu também a gravidez. Estes dados parecem
reforcar a evidéncia que apoia o papel das bactérias patogénicas como fator de risco na
reproducdo, e foi colocada a hipdtese de que o principal papel de Lactobacillus spp.
consiste em evitar a colonizacdo da cavidade uterina por bactérias potencialmente

patogénicas (Moreno et al., 2022).

O estudo de Bui et al. verificou que mulheres com gravidezes de termo
apresentavam maior abundancia de Lactobacillus, e observou, ainda, que mulheres
com infertilidade secundaria tinham uma menor quantidade de Lactobacillus e um
aumento na percentagem de Gardnerella vaginalis no Utero (Bui et al., 2023). Outro
estudo de 2023 corroborou estes achados, relatando um impacto positivo de
Lactobacillus na taxa de mulheres que engravidaram. Em oposi¢ao, relatou que a
presenca de bactérias das familias Staphylococcaceae e Enterobacteriaceae estava

associada a pior progndstico da técnica de FIV (Cariati et al., 2023).

No entanto, outros estudos ndo obtiveram as mesmas conclusdes.
Diaz-Martinez et al. reportou ndo haver diferencas com significancia estatistica no
microbioma vaginal e uterino entre mulheres que atingiram a gravidez e mulheres que

nao engravidaram, apds tratamentos de PMA (Diaz-Martinez et al., 2021). Riganelli et
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al. e Reschini et al. ndo confirmaram os achados de Moreno et al., relatando nao
identificar uma relacdo entre a presenca de Lactobacillus e resultados positivos dos

tratamentos de PMA (Reschini et al., 2022; Riganelli et al., 2020).

Outro estudo reportou que os outcomes reprodutivos foram comparaveis entre
mulheres com endométrios eubidticos ou disbidticos. Neste estudo, foi também posta
em causa a classificacdo de Moreno et al. em LD e NLD, com o cut-off de 90% de
abundancia de Lactobacillus, pelo que foi admitida disbiose uterina em mulheres com
uma percentagem de Lactobacillus + Bifidobacterium spp. inferior a 80%, dada a
suspeita de que Bifidobacterium constitua uma das bactérias comensais uterinas, e

seja parte de um ambiente aceitavel para implanta¢do (Hashimoto & Kyono, 2019).

Admite-se, assim, que possa existir uma associagdo entre o microbioma
uterino, a recetividade uterina e as taxas de implantacdo, ndo ficando claro se existe
um papel positivo das bactérias do género Lactobacillus, com resultados discrepantes
entre os diferentes estudos. Tal como apontado por Hashimoto & Kyono, parece ser

III

necessario reavaliar a quantidade de Lactobacillus considerada “normal” e como tendo
um impacto positivo em outcomes reprodutivos. A classificacdo proposta por Moreno
et al. de amostras LD e NLD, e admitida por alguns dos estudos abordados nesta
revisdo, pode ndo traduzir uma analise dos dados obtidos que corresponda a realidade
da influéncia da abundancia de Lactobacillus no meio uterino. Fica por esclarecer,

também, que bactérias sdo efetivamente consideradas possivelmente patogénicas, e

guais fazem apenas parte da microbiota comensal uterina.

Microbioma uterino e falha recorrente de implantacdo (RIF)

Com o crescente aumento da procura de tratamentos de Procriagdo
Medicamente Assistida (PMA), é também crescente a quantidade de falhas nestes
tratamentos, com necessidade de repetir estes procedimentos mais do que uma vez. A
falha recorrente de implantacdo (recurrent implantation failure, RIF) pode ser definida
como a nao obtengao de uma gravidez clinica apds transferéncias de embrides

multiplas. Uma definicdo de 2014 especifica que a RIF se define apds a transferéncia
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falhada de quatro ou mais embrides com boa qualidade, em pelo menos 3 ciclos, numa
mulher com menos de 40 anos (Coughlan et al., 2014). A gestao desta condicdo foca-se
em dois aspetos, a qualidade do embrido e a recetividade uterina, sabendo-se que a
implantacdo no endométrio é o evento determinante de sucesso na transferéncia de

embriées na PMA (Fanchin et al., 1998).

Varios autores estudaram a possivel relacdo entre o microbioma uterino e a RIF.
Nos estudos prospetivos de Vomstein et al., Lozano et al. e Chen et al. foram analisadas
e comparadas amostras de Uteros de um grupo controlo de mulheres saudaveis e de
mulheres com histdéria de RIF, verificando-se que nos grupos controlo a quantidade de
Lactobacillus era significativamente superior, comparativamente aos grupos de
mulheres com histdria de RIF (P. Chen et al., 2022; Lozano et al., 2023; Vomstein et al.,

2022).

Um estudo em particular pretendeu analisar a relacdo entre um utero
disbidtico e fatores inflamatérios em mulheres com histéria de RIF, e verificou que as
amostras do grupo de mulheres com disbhiose uterina, classificado como tendo uma
percentagem de Lactobacillus <90% (NLD), apresentaram uma maior propor¢ao de
marcadores inflamatérios como IL-1B, IL-6, HIF-1a e COX-2 e niveis inferiores de fatores
anti-inflamatérios como IL-10 e IFG-1. Reportou, também, que a presenca de
Lactobacillus estava relacionada negativamente com concentracdes elevadas de
moléculas inflamatdrias e que, por sua vez, a presenga de microrganismos patogénicos
como Streptococcus e Gardnerella se relacionaram positivamente com as
concentragBes de IL-13 e IL-6. Relacionou, ainda, a presenga de maiores concentragdes
de marcadores inflamatdrios com piores outcomes apds a transferéncia de embrides

(Cela et al., 2022).

J& Ichiyama et al. ndo verificou uma clara diferenca das percentagens de
Lactobacillus entre o grupo controlo e o grupo com histdria de RIF. Relata, ainda, que
apenas 1/3 das mulheres do grupo controlo apresentavam um utero LD de acordo com
a classificacdo de Moreno et al. de 2016, pelo que prop6s que fosse reanalisado o

cut-off de predominancia de Lactobacillus que pareca ter efeitos positivos nos
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outcomes reprodutivos, tal como anteriormente proposto por Hashimoto & Kyono

(Ichiyama et al., 2021).

Outro estudo ndo encontrou evidéncia de que a presenca dominante de
Lactobacillus no utero tenha um impacto positivo em resultados reprodutivos, e ndo
verificou que a presenga de microrganismos oportunistas afetasse a taxa de gravidez
(Keburiya et al., 2022). Kitaya et al. também ndo verificou significancia estatistica na
diferenca de quantidades de Lactobacillus entre o grupo controlo e o grupo com
historia de RIF, mas reportou que a bactéria Burkholderia, considerada potencialmente

patogénica, estava apenas presente no grupo com RIF (Kitaya et al., 2019).

Constata-se, novamente, uma nao concordancia de resultados entre os varios
estudos que analisaram o microbioma de mulheres com histéria de RIF. Continua a
parecer que, mais importante que a presenca de Lactobacillus no microbioma uterino,
a presenca de bactérias potencialmente patogénicas possa estar relacionada com
piores outcomes reprodutivos. Esta disparidade de resultados pode ser atribuida a
diversos fatores, incluindo a divisao de mulheres pelos grupos de acordo com a
percentagem de Lactobacillus presente no Utero, o que, como j& mencionado

anteriormente, pode enviesar os resultados dos estudos.

Microbioma uterino e endometrite cronica (EC)

A endometrite crénica (EC) é uma condigdo caracterizada pela inflamagao
persistente da mucosa endometrial, sendo frequentemente assintomatica, ainda pouco
reconhecida e, por isso, subdiagnosticada. Em mulheres com EC, existe uma infiltragao
de linfécitos B no estroma do endométrio, pelo que o método de diagndstico com
maior sensibilidade e mais utilizado para identificacdo desta patologia é a avaliacao
histopatoldgica por imunohistoquimica para o marcador de plasmécitos CD138+,
através de histeroscopia (Kitaya et al., 2018). A prevaléncia desta condi¢do ndo estd
ainda bem estabelecida, com diferentes estudos a estimar uma prevaléncia entre 10%

e 57.8%, em mulheres com histdria de problemas de fertilidade (Park et al., 2016).

16


https://www.zotero.org/google-docs/?zHKTMN
https://www.zotero.org/google-docs/?9f1NuY
https://www.zotero.org/google-docs/?JzWLm7
https://www.zotero.org/google-docs/?ZuheG0
https://www.zotero.org/google-docs/?uKDtgk
https://www.zotero.org/google-docs/?tij6qy

Como ja abordado anteriormente, sabe-se que uma resposta imunitaria
adequada a nivel uterino é importante para um endométrio recetivo e uma
implantacdo correta do embrido. Verificou-se que existe uma diminuicao da expressao
de IL-10 e TGF-B nas mulheres com EC, sugerindo uma disfun¢do das células Treg,
comprometendo o processo de implantacdo do embrido (W. Wang et al., 2019). Li et al.
demonstrou que a quantidade de células imunes no Utero em mulheres com EC esta
aumentada, o que pode significar que esta condicdo esteja associada a uma
desregulacdo da ativacdo da resposta imunitaria (Li et al., 2020). Assim, esta condicao

tem vindo a ser associada a piores outcomes reprodutivos.

Foi sugerida a teoria de que alteracGes da microbiota endometrial podem
despoletar processos inflamatérios, perturbar a resposta imunitaria e condicionar
negativamente a recetividade uterina. Pode supor-se que a endometrite crénica e o
seu efeito na diminuicdo das taxas de implantacdo e gravidez estejam relacionadas com

a disbiose uterina (W. Chen et al., 2021).

Y. Liu et al. procurou estabelecer uma relacdo entre o microbioma uterino e a
endometrite crdénica, pelo que comparou o microbioma entre mulheres com EC e
mulheres sem EC. Verificou que no grupo de mulheres com EC a quantidade de
Lactobacillus era muito inferior ao grupo de mulheres saudaveis, e reportou, ainda,
que Acinetobacter foi encontrado apenas no grupo com EC (Y. Liu et al., 2019). Lozano
et al. conduziu um estudo semelhante, no qual concluiu que no grupo de mulheres
com EC havia uma menor dominancia de Lactobacillus, e maior quantidades de
Ralstonia spp. e Gardnerella spp., em oposi¢ao ao grupo de mulheres sem EC, que
apresentavam uma dominancia clara de Lactobacillus (Lozano et al., 2021). Em
oposicdo, um estudo de 2023 que analisou a composi¢cao do microbioma uterino em
mulheres inférteis com e sem EC, relatou uma maior prevaléncia de Lactobacillus no

grupo de mulheres com EC, face ao grupo controlo saudavel (Liang et al., 2023).

Outro estudo pretendeu relacionar os achados da disbiose uterina e da
endometrite crénica com os outcomes reprodutivos por técnicas de PMA. Chen et al.
reportou que, no grupo de mulheres estudadas com EC, a taxa de gravidez foi menor

que no grupo de mulheres sem EC. Verificou, ainda, que bactérias oportunistas como

17


https://www.zotero.org/google-docs/?Rhhsil
https://www.zotero.org/google-docs/?h2aTRM
https://www.zotero.org/google-docs/?OG6Usu
https://www.zotero.org/google-docs/?HvkNsQ
https://www.zotero.org/google-docs/?mCWBLL
https://www.zotero.org/google-docs/?7vYH50

Actinobacteria e Fusobacteria tinham maior prevaléncia no grupo com EC, e aferiu que
um utero disbidtico teria um impacto negativo na taxa de sucesso dos tratamentos de
PMA. Curiosamente, reportou que apesar de o género mais prevalente no microbioma
uterino analisado ser Lactobacillus, este ndo se relacionou com os outcomes

reprodutivos (W. Chen et al., 2021).

Um outro estudo pretendeu investigar a relacdo entre a endometrite crénica
provocada por disbiose uterina e as alteragdes no ambiente imune, em mulheres com
historia de RIF. Chen et al. concluiu que, no grupo de mulheres com EC, havia uma
maior prevaléncia de Phyllobacterium e Sphingomonas e que estas bactérias estavam
positivamente relacionadas com a infiltracdo de células B no estroma do endométrio.
Verificou, ainda, que Sphingomonas estava diretamente relacionada com uma

diferenciacdo anormal de células uNK (P. Chen et al., 2022).

Estes resultados parecem confirmar a existéncia de uma relagdao entre bactérias
possivelmente patogénicas e mecanismos de desregulacdo imune e de processos
inflamatérios, que possam condicionar o desenvolvimento de endometrite crénica e,
consequentemente, resultar em piores outcomes reprodutivos de técnicas de PMA.

Continua a verificar-se relatos de distintas bactérias como potencialmente patogénicas.

Armas terapéuticas: antibioticos e probidticos

Os antibidticos sdao dos farmacos mais utilizados na pratica da medicina, e
permitem erradicar agentes patogénicos responsaveis por infecdes dos mais variados
sistemas. Os probidticos sdao definidos como microrganismos vivos que contribuem
para a saude do hospedeiro, ao melhorarem o equilibrio da microbiota, quando
administrados em doses adequadas. Os beneficios dos probidticos na saude humana
sdo varios, desde o seu uso para melhorar a digestdo e prevenir a diarreia no trato
gastrointestinal, aos seus efeitos de fortalecimento do sistema imune, nomeadamente
em condicOes alérgicas (Bodke & Jogdand, 2022). J4 os prebidticos sdo componentes
nao digeriveis que promovem o crescimento e atividade bacteriana, com beneficios

para o hospedeiro.
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Particularmente no trato genital feminino, tém sido estudados os efeitos da
utilizagdo de probidticos, nomeadamente em situagdes de disbiose vaginal, tendo sido
demonstrado o beneficio da utilizacdo de Lactobacillus no tratamento e prevencao de
vaginose bacteriana, ajudando na reposi¢cdo da microflora comensal da vagina (R. Chen
et al., 2022). O facto de os probidticos parecerem ter um bom perfil de seguranca, com
minimos efeitos adversos, torna-os uma opc¢do terapéutica muito atrativa (Corbett et
al., 2021). Com os recentes avancos no estudo do microbioma e o provavel
envolvimento da disbiose uterina nos mecanismos de infertilidade feminina, tem
surgido a questdo de se o tratamento desta alteracdo da microbiota pode condicionar
uma melhoria dos resultados reprodutivos nos tratamentos de PMA, e ajudar a

resolver situacoes de infertilidade.

Um estudo de 2020 analisou 392 mulheres com histéria de RIF, e dividiu-as em
dois grupos, com base na classificacdo de Moreno et al., em LD com Lactobacillus 290%
(216 mulheres) e NLD (176 mulheres). As mulheres do grupo NLD foram divididas por
testes terapéuticos distintos, entre prebidticos orais (lactoferrina), probidticos orais ou
vaginais (compostos por Lactobacillus e Bifidobacterium), antibidtico (metronidazol),
ou utilizados em combinacdo. A escolha de metronidazol deveu-se a elevada
prevaléncia de Gardnerella no grupo NLD, pelo que foi utilizado o mesmo tratamento
gue na vaginose bacteriana. Uma das conclusées deste estudo foi que o tratamento em
combinacdo com probidticos, prebidticos e metronidazol foi bastante eficaz na
reposicao de Lactobacillus no microbioma uterino, em comparagao com a utilizacdo de
apenas probidticos e prebidticos. Concluiu, também, que a administracdo vaginal de
probidticos teve mais efeito que a administracdo oral, sugerindo que o tratamento da
microbiota vaginal é importante para o tratamento da microbiota uterina (Kadogami et
al., 2020). E de notar que este estudo apenas analisou 0 microbioma uterino antes e
apos os tratamentos, sem estudar se o aumento da quantidade de Lactobacillus estaria

relacionada com uma melhoria nos outcomes reprodutivos destas mulheres.

Noutro estudo, foi analisado o microbioma de mulheres a realizar FIV, e foram
tratadas mulheres com uteros NLD, de acordo com a classificagdo de Moreno et al.,
com prebidticos, probidticos e antibidtico (levofloxacina). As mulheres tratadas que

transitaram de um Utero NLD para LD, foram adicionadas ao grupo LD. Verificou-se que
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a taxa de gravidez foi mais elevada no grupo LD do que no grupo NLD, mas sem
significancia estatistica. Observou-se, ainda, que mulheres classificadas como NLD mas
que apresentavam >80% de Lactobacillus ou um utero com predominancia de
Bifidobacterium mostraram bons outcomes reprodutivos (Kyono, Hashimoto, Kikuchi,
et al.,, 2018). Pode-se aferir que uma classificacdo diferente dos dois grupos de
mulheres poderia ter tido resultados estatisticamente significativos quanto ao papel de

um Utero eubidtico nas taxas de gravidez.

Iwami et al. realizou um estudo piloto prospetivo, em que avaliou se o
tratamento de mulheres com Uteros NLD teve impacto nas taxas de implantacao e
gravidez, em mulheres com histdria de RIF. Foram analisados os microbiomas de 131
mulheres, e foram administrados metronidazol a mulheres com elevada prevaléncia de
Gardnerella no microbioma uterino, amoxicilina e acido clavulanico a mulheres com
>10% de Streptococcus, e ainda probiodticos a todas as mulheres com disbiose uterina
ou uma biomassa muito baixa. Comparou-se os outcomes reprodutivos destas
mulheres com os do grupo controlo, composto por 64 mulheres com histéria de RIF,
que ndo realizaram anadlise do microbioma, nem qualquer tipo de tratamento.
Concluiu-se que o grupo de estudo, composto por mulheres com eubiose uterina ou
disbiose sujeita a tratamento, obtiveram taxas superiores de gravidez clinica (64.5% vs.
33.3%), de gravidez de curso (48.9% vs. 32.8%, p = 0.028), e de partos (48.9% vs.
31.2%) (lwami et al., 2022). Neste estudo, ndo foi analisado o microbioma uterino das
mulheres do grupo controlo nem das mulheres com disbiose apds os tratamentos, pelo
que é dificil tecer conclusdes relativamente as composicdes dos microbiomas e a sua

relagdo com os outcomes reprodutivos.

Outro estudo de 2022 analisou o microbioma de 141 mulheres com histéria de
RIF, sendo que 125 mulheres apresentavam bactérias potencialmente patogénicas,
tendo sido tratadas com 14 dias do antibidtico oral, de acordo com o recomendado
para a bactéria predominante no microbioma. Verificou-se que as taxas de gravidez
clinica e gravidez de curso foram superiores no grupo tratado com antibiético que no
grupo controlo, mas sem significancia estatistica (50.40% vs. 37.50%, P>0.05; 42.40%
vs. 25%, P>0.05) (Zou et al., 2022).
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Também foram realizados estudos para perceber o impacto do tratamento com
antibiético de endometrite crénica nos outcomes reprodutivos. O tratamento
preconizado para EC é realizado com antibidtico durante 14 dias, sendo comumente
utilizado doxiciclina, metronidazol ou ciprofloxacina. Uma revisdo sistemdtica e
meta-andlise de 2022 analisou um total de 2154 mulheres em 12 estudos, e concluiu
gue a taxa de gravidez e partos aumentou de forma significativa no grupo curado de
EC, em comparagdo com o grupo sem tratamento. Os autores sugerem que deve ser
realizada uma bidpsia apds o antibidtico, para confirmar a eficacia de tratamento e

cura da EC (J. Liu et al., 2022).

Apesar de ser uma darea recente de estudo, parece haver evidéncia de que
mulheres com disbiose uterina e/ou endometrite crénica podem beneficiar de
terapéutica com prebidticos, probidticos e antibidticos. Contudo, os poucos estudos
realizados até a data apresentam metodologias muito heterogéneas, que dificultam
uma analise comparativa dos seus resultados. Serdao necessarios mais estudos para
perceber com certeza se a erradicacdo de certas bactérias patogénicas leva a uma
microbiota uterina saudavel, e se esta se relaciona com uma melhoria franca dos
outcomes reprodutivos. Ja a evidéncia de que o tratamento de endometrite crénica

leva a maiores taxas de gravidez e partos aparenta ser mais robusta.

Desafios e limitac6es do estudo do microbioma uterino

Apesar de o estudo do microbioma uterino ja ter alguns anos, a investigacdo
sobre a sua relacdo com a saude reprodutiva e mecanismos de infertilidade feminina é
relativamente recente, sendo que a vasta maioria dos estudos abordados nesta revisao
foram publicados nos ultimos 5 anos. Isto leva a que ndo exista, ainda, um protocolo
padrao no desenho dos estudos, com uma heterogeneidade na metodologia que

dificulta a comparacao de resultados.

Uma grande limitacdo é o tamanho das amostras dos estudos do microbioma
uterino, sendo poucos os estudos com popula¢gdes de acima de 200 mulheres, e

havendo estudos com amostras t3o baixas como 19 mulheres (Carosso et al., 2020). E
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importante notar que a demografia das mulheres selecionadas é muito variavel, desde
diferencas nas idades, etnias, IMC, habitos sexuais e fases do ciclo menstrual. Como
abordado anteriormente, todos estes fatores podem contribuir para varia¢des na

microbiota uterina.

Neste seguimento, é também relevante mencionar que, em particular nos
estudos da microbiota uterina “normal”, o grupo de estudo raramente é composto por
mulheres com um utero verdadeiramente sauddvel. Um estudo caracterizou o
microbioma de mulheres ndo gravidas, mas com subfertilidade (Verstraelen et al.,
2016), enquanto outro estudo analisou o microbioma em mulheres que iam realizar
uma transferéncia de embrido (Franasiak et al., 2016). Dado muitas das recolhas serem
realizadas em mulheres que ja iriam ser sujeitas a um procedimento invasivo, é
necessario desenhar estudos em que as mulheres sdo recrutadas especificamente para
analise do microbioma, sem terem uma patologia de base, caso se pretenda chegar a

IlI

um consenso quanto ao microbioma uterino “norma

Relativamente aos métodos de recolha, estes também nao estdo uniformizados,
sendo na sua maioria realizada recolha de fluido e/ou tecido endometrial através da via
transcervical. Idealmente, poderiam ser utilizadas abordagens que retirassem
diretamente uma amostra uterina, tarefa dificultada dado o reduzido numero de
cirurgias em que o Utero é aberto, resultando em estudos com amostras pouco
significativas. Além disso, as histerectomias sdao normalmente realizadas a mulheres
gue possuem alguma patologia uterina, ndo se podendo retirar conclusGes sobre um

Utero saudavel (Verstraelen et al., 2016).

Adicionalmente, existe um elevado risco de contamina¢ao das amostras, dada a
baixa biomassa de microrganismos no Utero, que pode ser facilmente contaminada por
bactérias ou DNA bacteriano presentes no ar, no equipamento de laboratdrio, ou
mesmo nos reagentes utilizados nas amostras (Moreno & Simon, 2018). Um artigo de
2021 teceu recomendacdes para uma boa pratica no que toca ao estudo do
microbioma, e os autores recomendam a inclusdo de controlos negativos, para detetar

a presenca de contaminantes (Molina et al., 2021).
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Quanto aos métodos de andlise, apesar de difundida a NGS como método mais
eficaz, rapido e com menor custo, existe uma variabilidade entre estudos da escolha
das regides hipervariaveis analisadas do rRNA 16S, que pode ter influéncia nos
resultados dos microrganismos obtidos. Além disso, a NGS apenas determina a
presenca de material genético microbial na amostra, ndo informando sobre a
viabilidade das bactérias analisadas, nem aferindo com certeza qual a microbiota

daquele ecossistema (Franasiak & Scott, 2017).
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Conclusoes

O estudo do microbioma uterino parece ser uma drea promissora naquilo que é
o entendimento dos mecanismos que levam a infertilidade feminina. Parece haver uma
relagdo entre as bactérias comensais e os componentes do sistema imune na protegao
do utero contra agentes invasivos, e uma influéncia das bactérias patogénicas no
desencadear de processos inflamatdrios e de desregulacdo imune, que contribuam

para uma diminui¢ao das taxas de implantagdo e gravidez.

Contudo, ndo existe ainda um consenso relativamente a qual o microbioma
uterino considerado “normal”, nem a quais sdo efetivamente as bactérias
potencialmente patogénicas, nem como se pode classificar a disbiose uterina.
Acredita-se que exista uma predominancia de Lactobacillus no Utero saudavel e que
este tenha um papel importante na prevengao do aparecimento de microrganismos
patogénicos, ndo havendo uma evidéncia robusta desta hipétese, com resultados

heterogéneos nos estudos conduzidos.

A evidéncia da influéncia da endometrite crénica na infertilidade feminina é
mais forte, bem como do impacto do tratamento com antibiéticos desta condigao nos
resultados reprodutivos das técnicas de PMA. Parece, também, existir um potencial
efeito positivo na utilizacdo de prebidticos, probidticos e antibidticos nos casos de

disbiose uterina, sendo este um campo de estudo ainda muito recente.

No futuro, podera equacionar-se a analise do microbioma uterino antes da
realizacdo de técnicas de PMA. Esta andlise requer um procedimento invasivo e
acarreta custos, pelo que nao fard sentido, a luz do conhecimento atual, realizar esta
andlise a todas as mulheres. No entanto, podera ser interessante em certos casos,
particularmente em mulheres com histdria de varios ciclos de transferéncia de
embrides ou com um diagndstico de endometrite crénica. Os resultados da analise, ao
elucidarem quanto a composi¢cdo do microbioma, e se revelarem um Utero disbidtico,
poderdo orientar os médicos assistentes na administracao de terapéutica que podera

ter efeitos benéficos e resultar, em ultima instancia, numa maior chance de gravidez.
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E, portanto, necessdrio realizar-se mais estudos, com um maior niumero de
amostras e com menos fatores confundentes, para que existam resultados
comparaveis, e que permitam que se compreenda inteiramente o papel do microbioma
uterino na infertilidade feminina. Este maior entendimento podera abrir novos

caminhos na prevencgado, diagndstico e terapéuticas futuras da infertilidade.
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