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RESUMO

A infertilidade se trata de um problema de saude publica que afeta uma parcela
relevante da populacdo mundial, o0 que compromete a capacidade reprodutiva,
causando impactos sociais e emocionais. Diversos fatores podem estar associados a
este quadro, porém, uma fracdo significativa dos casos ainda continuam sem etiologia
aparente, sendo classificados como idiopaticos. Diante do crescente interesse pelo
papel da microbiota vaginal nos desfechos reprodutivos, esta revisdo sistematica com
meta-analise buscou avaliar, com base nos estudos disponiveis, se existem
diferencas significativas na composicao da microbiota vaginal entre mulheres férteis e
inférteis. Partiu-se da hipotese de que mulheres férteis apresentariam maior
abundancia de Lactobacillus spp., enquanto mulheres inférteis exibiriam maior
presenca de géneros bacterianos associados a disbiose. Foram incluidos estudos de
caso-controle realizados com mulheres férteis e inférteis, publicados em inglés nos
altimos quinze anos. O protocolo da revisao foi previamente registrado na plataforma
PROSPERO (n° CRD420251059918). As buscas foram realizadas nas bases PubMed
e Embase, utilizando descritores baseados na estratégia PICO. A extracdo dos dados
foi feita de forma independente por dois pesquisadores. A heterogeneidade foi
avaliada pelo teste Q de Cochran e pela estatistica 12. A sintese quantitativa foi
conduzida no software RevMan 5.3, com aplicagcdo de modelos de efeito fixo ou
aleatério. Dez estudos foram incluidos na revisdo sistemética, totalizando 992
participantes, sendo cinco utilizados na meta-analise. A andlise agrupada revelou
maior abundéancia bacteriana no grupo fértil (MD = 4,64; IC 95%: 0,55-8,74; p = 0,03;
I2=98%). A estratificagdo por géneros mostrou niveis mais elevados de Lactobacillus
spp. (p = 0,27), Gardnerella spp.(p = 0,02) e Prevotella spp. (p = 0,03) no grupo fértil,
com significancia para os dois ultimos. Apesar da auséncia de significancia para o
género Lactobacillus spp., uma analise estatistica individual indicou niveis
significativamente menores de trés espécies de Lactobacillus em mulheres inférteis (p
<0,00001). A avaliagcao do risco de viées, conduzida pela ferramenta ROBINS-I, indicou
risco sério em grande parte dos estudos, sobretudo por auséncia de controle para
fatores de confuséo. A confianga da evidéncia, julgada segundo o sistema GRADE,
foi considerada como muito baixa e moderada. Logo, apesar da confirmacdo da
associacao entre Lactobacillus e fertilidade, os achados inesperados de Gardnerella

spp. e Prevotella spp. no grupo fértil, contrariando a literatura, podem estar



relacionados a falta de padronizacdo metodoldgica, reforcando a necessidade de

estudos mais homogéneos e robustos.

Palavras-chave: Microbiota vaginal; Infertilidade feminina; Comunidade microbiana;

Saude reprodutiva; Mulheres.



ABSTRACT

Infertility is a public health issue that affects a significant portion of the global
population, compromising reproductive capacity and causing social and emotional
impacts. Various factors may be associated with this condition; however, a
considerable proportion of cases still lack an apparent etiology and are classified as
idiopathic. Given the growing interest in the role of vaginal microbiota in reproductive
outcomes, this systematic review with meta-analysis aimed to evaluate, based on the
available studies, whether there are significant differences in the composition of the
vaginal microbiota between fertile and infertile women. It was hypothesized that fertile
women would present a greater abundance of Lactobacillus spp., while infertile women
would exhibit a higher presence of bacterial genera associated with dysbiosis. Case-
control studies involving fertile and infertile women, published in English over the past
fifteen years, were included. The review protocol was previously registered on the
PROSPERO platform (registration number: CRD420251059918). Searches were
conducted in the PubMed and Embase databases using descriptors based on the
PICO strategy. Data extraction was performed independently by two researchers.
Heterogeneity was assessed using Cochran’s Q test and the I* statistic. The
guantitative synthesis was carried out using RevMan 5.3 software, applying fixed- or
random-effects models. Ten studies were included in the systematic review, totaling
992 participants, with five studies used in the meta-analysis. The pooled analysis
revealed a higher bacterial abundance in the fertile group (MD = 4.64; 95% CI: 0.55—
8.74; p = 0.03; 12 = 98%). Stratification by bacterial genera showed higher levels of
Lactobacillus spp. (p = 0.27), Gardnerella spp. (p = 0.02), and Prevotella spp. (p =
0.03) in the fertile group, with statistical significance for the latter two. Despite the lack
of significance for the Lactobacillus genus, individual statistical analysis indicated
significantly lower levels of three Lactobacillus species in infertile women (p <
0.00001). The risk of bias assessment, conducted using the ROBINS-I tool, indicated
a serious risk in most studies, mainly due to the lack of control for confounding factors.
The quality of the evidence, evaluated using the GRADE system, was considered very
low to moderate. Thus, despite the confirmation of the association between
Lactobacillus and fertility, the unexpected findings of Gardnerella spp. and Prevotella

spp. in the fertile group, contrary to the existing literature, may be related to



methodological inconsistencies, reinforcing the need for more homogeneous and

robust studies.

Keywords: Vaginal microbiota; Female infertility; Microbial community; Reproductive

health; Women.
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1 INTRODUCAO

A compreensao da incapacidade reprodutiva feminina tem se expandido para
além dos fatores anatdmicos e hormonais tradicionais, incorporando a analise da
microbiota vaginal (MV) como um elemento emergente e potencialmente determinante
na saude reprodutiva. Estudos recentes tém demonstrado que a composi¢do e o
equilibrio da MV podem influenciar significativamente as chances de concepcéo, tanto
em contextos naturais quanto em técnicas de reproducao assistida (Benner et al.,
2023). No entanto, os resultados ainda se apresentam de forma contraditéria e
conflitante visto que, a malha de estudos disponiveis traz evidéncias heterogéneas
que dificultam a formulacdo de conclusdes confiaveis.

A composi¢cdo da MV ainda € um dilema no campo da microbiologia clinica, por
se tratar de um ecossistema varidvel e altamente complexo. Dados atualmente
encontrados na literatura apontam para um ambiente vaginal saudavel geralmente
associado com a predominancia de Lactobacillus spp. Por outro lado, a presenca de
outras bactérias, como Gardnerella spp. e Prevotella spp. tém sido relacionadas a
disbiose e consequentemente com o0 comprometimento da saude reprodutiva
feminina.

O desequilibrio no perfil microbiano além de poder resultar em infertilidade,
também vem sendo atrelado a uma série de distlurbios ginecolégicos, como
endometriose e Sindrome dos Ovérios Policisticos (SOP). O mapeamento microbiano
vaginal, pode se tornar uma ferramenta essencial para auxiliar inova¢des no
diagnéstico de casos de infertilidade idiopatica e outros distlrbios associados. Diante
disso, a sistematizacdo das evidéncias por meio de uma revisdo sistematica com
meta-analise se justifica por possibilitar a organizacéo dos achados disponiveis, além
de oferecer maior robustez as conclusdes e direcionar futuras investigacgoes.

Tendo isso em vista, 0 presente estudo € uma revisao sistematica com meta-
analise que tem como objetivo principal investigar se ha diferencas significativas na
composi¢cdo da microbiota vaginal entre mulheres férteis e inférteis. A partir dessa
comparacao, busca-se compreender se e como essas alteragcdes microbianas podem
estar associadas a um maior risco de infertilidade. Identificar padrdes distintos de
colonizagdo microbiana pode oferecer pistas valiosas sobre possiveis mecanismos

patolégicos subjacentes a falha reprodutiva.



15

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Infertilidade feminina: uma condicdo multifatorial

A infertilidade feminina configura-se como uma condicdo multifatorial e de
elevada complexidade, caracterizada pela incapacidade de uma mulher conceber
apos um ano de relagbes sexuais regulares, sem o0 uso de métodos contraceptivos.
Essa condicao € convencionalmente classificada em duas formas clinicas: infertilidade
primaria, quando a gestacdo nunca foi previamente alcancada, e infertilidade
secundaria, quando ha dificuldade em conceber novamente apdés uma ou mais
gestacdes prévias (OMS, 2024).

A prevaléncia da infertilidade € de dificil mensuracéo, pois envolve fatores
culturais, socioeconémicos e até metodoldgicos na definicdo dos casos. Estudos mais
recentes mostram que as taxas de infertilidade variam amplamente entre regides do
mundo, com grandes diferencas entre paises desenvolvidos e em desenvolvimento
(Borumandnia et al., 2022). Ainda assim, ha estudos que indicam que uma em cada
quatro mulheres pode enfrentar dificuldades reprodutivas ao longo da vida. Segundo
Weiss e Clapauch (2014), estimativas globais sugerem que entre 10% e 15% dos
casais enfrentam algum grau de dificuldade para engravidar — seja na forma primaria
ou secundaria — comprometendo, inclusive, o alcance do numero desejado de filhos.

De acordo com dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), baseados em
estudos conduzidos em paises desenvolvidos, a infertilidade feminina responde por
cerca de 37% dos casos de infertiidade conjugal. Destaca-se, ainda, que
aproximadamente 28% dos casais sdo acometidos por infertiidade sem causa
aparente, denominada infertilidade inexplicada, caracterizada pela auséncia de
anormalidades detectaveis apos investigacao clinica e laboratorial adequada (Kamath
et al., 2012).

A infertilidade é considerada um problema de saude publica, chegando a afetar
individuos em todas as regibes e contextos socioecondmicos. No contexto latino-
americano, aproximadamente 15% dos casais enfrentam dificuldades reprodutivas,
namero semelhante ao observado em paises desenvolvidos, mas com menor
cobertura assistencial, o que amplia as desigualdades no diagnéstico e tratamento, e
reforca que a infertilidade ndo faz discriminacdo geografica ou econdmica (OMS,
2024).
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A infertilidade feminina pode ser causada por uma pluralidade de fatores,
incluindo distarbios hormonais, condicdes médicas como endometriose ou SOP,
danos as tubas uterinas, idade avancada, certos polimorfismos genéticos e até
mesmo alteracdes na microbiota vaginal e/ou cervical (Weiss e Clapauch, 2014).

Os distarbios hormonais representam uma das principais causas de
infertilidade feminina, uma vez que o equilibrio endocrino é fundamental para a
regulacdo do ciclo menstrual, ovulacdo e manutencdo de um ambiente uterino
receptivo. Alteracdes nos niveis de horménios gonadotropicos, tireoidianos e
esteroides sexuais podem comprometer a funcao ovariana e a liberacado adequada de
odcitos. Os distarbios ovulatorios figuram como a principal causa de infertilidade em
mulheres, e muitas dessas alteracdes estdo associadas a disfungbes no eixo
hipotalamo-hipoéfise-ovario — responséavel pela integracdo entre sinais hormonais do
sistema nervoso central e a resposta ovariana. Esse tipo de disfuncdo pode ser
observado em condicbes como a SOP, a faléncia ovariana prematura e o
hipogonadismo hipogonadotrofico, exemplificando como desordens enddcrinas
impactam diretamente na fertilidade (Naeem et al., 2019; Aghayeva et al., 2023;
Unuane et al., 2020; Jia et al., 2022).

As alteracfes anatbmicas no sistema reprodutor feminino constituem um fator
relevante na etiologia da infertilidade, interferindo diretamente na concepc¢éo. Danos
as tubas uterinas, figuram entre as principais causas dentro desse grupo. Essas
estruturas desempenham papel essencial no processo reprodutivo, ao facilitarem o
encontro entre o espermatozoide e o 6vulo e transportarem o embrido até o Utero.
Quando ha obstrucdes ou lesBes nas tubas, seja por infec¢des prévias, aderéncias
pélvicas, endometriose ou complicacbes cirurgicas, esse trajeto € comprometido,
dificultando a fecundacéo ou a implantacdo do embrido (Rebar, 2024; Broi et al., 2019;
Boucher et al., 2022; Li et al., 2023).

Conforme aponta Rebar (2024), problemas tubarios, como obstru¢des ou
danos estruturais, podem impedir tanto a chegada do espermatozoide ao 6évulo quanto
o deslocamento do 6vulo fertilizado até o utero. Além disso, anomalias pélvicas, como
0s miomas uterinos, também podem interferir na fixacdo do embrido na parede uterina.
Um estudo recente de El-Kharoubi (2023) refor¢ca essa perspectiva, destacando que
as patologias tubarias, especialmente quando associadas a fatores inflamatérios ou
estruturais, comprometem significativamente os desfechos reprodutivos e continuam

sendo um desafio importante no manejo clinico da infertilidade.
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Entre os fatores mais impactantes da infertilidade feminina, a idade exerce
papel preponderante. Com o avanco da idade, ha uma reducdo natural da reserva
ovariana e da qualidade dos 6évulos, o que compromete significativamente a
fecundidade. Steiner e Jukic (2016), em um estudo prospectivo, observaram que
mulheres entre 40 e 41 anos apresentaram uma reducdo de 53% na fecundidade
qgquando comparadas as de 30-31 anos, enquanto aquelas entre 42 e 44 anos
apresentaram uma queda ainda mais acentuada, de 61%. Por outro lado, mesmo
com todos os avancos nos métodos diagndsticos, estima-se que aproximadamente
10% a 30% dos casos de infertiidade permanecam sem causa definida, o que
caracteriza a infertilidade idiopatica (Ehsani et al., 2019). Nesses casos, embora a
ovulagéo, as tubas uterinas e 0 sémen do parceiro estejam normais, a gestagcao ainda
assim nao ocorre, 0 que evidencia as limitagdes do conhecimento atual sobre a
fisiopatologia da fertilidade.

Além dos fatores ja estabelecidos, evidéncias recentes tém apontado a MV
como um possivel elemento modulador da fertilidade feminina. Alteragbes em sua
composicdo podem impactar negativamente o ambiente reprodutivo, interferindo em
processos essenciais a concepcao. Essa possivel associacao tem sido cada vez mais
explorada na literatura, refletindo a complexidade e a diversidade dos mecanismos

envolvidos na saude reprodutiva feminina (Wang et al., 2024).

2.2 Microbhiota humana

Ha evidéncias crescentes de que a microbiota humana desempenha um papel
crucial no equilibrio entre saude e doenca. Esse conjunto de microrganismos, que
inclui bactérias, fungos e virus, coexiste com o corpo humano em uma relacdo
dindmica, influenciando fungcdes imunoldgicas, metabdlicas e até comportamentais
(Gilbert et al., 2018; Requena et al., 2021; Ogunrinola et al., 2020).

Logo apds o nascimento, inicia-se o processo de colonizagdo microbiana, que
se estabelece com caracteristicas proprias e varia conforme o ambiente anatémico.
Inicialmente, a pele do recém-nascido é colonizada, seguida pela orofaringe, trato
gastrointestinal e superficies mucosas como a mucosa vaginal. Ao longo da vida,
esses microrganismos se distribuem de forma heterogénea, constituindo a chamada
"microbiota normal”, presente em regiées como a cavidade oral, trato respiratério, trato

gastrointestinal, pele e sistema reprodutor (Younge, 2024).
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A composicao e a distribuicdo dessa microbiota sdo determinadas por fatores
como umidade, pH, temperatura local e disponibilidade de nutrientes. Em
contrapartida, o conjunto de microrganismos que colonizam o hospedeiro de forma
temporéaria é classificado como "microbiota transiente”. De modo geral, conforme
Schaechter et al (2002), os microrganismos da microbiota residente sdo considerados
comensais ou mutualistas e, portanto, ndo patogénicos. No entanto, essa
caracteristica ndo impede que, sob determinadas condigbes — como desequilibrios
locais e alteracdes imunes —, esses microrganismos se tornem oportunistas e
estejam envolvidos no desenvolvimento de processos infecciosos ou inflamatérios.
Esse aspecto é especialmente relevante ao se considerar sua possivel influéncia em
contextos clinicos especificos, como a infertilidade feminina. Um exemplo claro disso
é discutido por Silvestre e Capel (2024), que destacam como desequilibrios na
microbiota vaginal, mesmo envolvendo bactérias que ndo sdo classicamente
patogénicas, podem contribuir para desfechos clinicos negativos, como a infertilidade
feminina. Dessa forma, compreender a composi¢ao, fungéo e possiveis alteracbes da
microbiota humana € essencial para interpretar suas implicacbes em funcdes

fisiol6gicas criticas, como a reproducéo.

2.3 Microbiota vaginal e saude reprodutiva

A MV é um dos principais componentes biolodgicos envolvidos na protecéo e no
funcionamento adequado do sistema reprodutivo feminino. Diferente de outros sitios
anatémicos, como o intestino, a vagina apresenta uma composi¢cao microbiana unica,
gue se distingue por sua baixa diversidade e pela predominancia de espécies
especificas de Lactobacillus spp. em mulheres saudaveis. A compreensdo dessa
microbiota tem ganhado relevancia nos ultimos anos, sobretudo diante de evidéncias
gue sugerem que alteracbes nesse ecossistema podem comprometer a fertilidade e
aumentar o risco de infecgBes e outras complicacbes ginecoldgicas (Smith e Ravel,
2017; Hong et al., 2020; Zhao et al., 2025; Saraf et al., 2021; Plummer et al., 2024).

A composicdo da microbiota individual esta positiva ou negativamente
associada as suas atividades biologicas, desempenhando um papel importante no
metabolismo de nutrientes, na manutengcdo da integridade estrutural da barreira
mucosa, na imunomodulacdo e na protecdo contra patégenos. Essa funcdo é

particularmente relevante porque a microbiota vaginal ndo apenas previne a
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colonizacdo de certos microrganismos na vagina, como também reduz o risco de
esses patdégenos ascenderem ao Utero. Os microrganismos que habitam esse
ambiente representam uma porcentagem significativa do peso corporal total de um
individuo e estabelecem uma relagdo harmoniosa com o hospedeiro, beneficiando
ambos os lados, 0 que caracteriza uma associacao simbiotica (Smith e Ravel, 2017,
Plummer et al., 2024).

Durante muito tempo, o Utero foi considerado um o6rgdo estéril, sendo a
presenca de microrganismos no endométrio interpretada como indicativo de infeccéo.
No entanto, tornou-se possivel identificar uma microbiota especifica na cavidade
endometrial de mulheres saudaveis. Essa microbiota, embora menos abundante do
que a vaginal, desempenha funcdes importantes na modulagcdo do sistema imune
local e na regulagéo da receptividade uterina (Ichiyama et al., 2021).

A composicao do microbioma endometrial esta intimamente ligada a microbiota
vaginal, sugerindo que a ascensao de microrganismos a partir da vagina pode alterar
0 ambiente intrauterino. Quando ha disbiose vaginal, essa migracédo bacteriana pode
comprometer a implantacdo embrionéria e o desenvolvimento gestacional (Saraf et
al., 2021). Estudos como o de Ichiyama et al. (2021) demonstraram que mulheres
inférteis com histérico de falhas de implantacdo apresentam padrées semelhantes de
disbiose tanto na vagina quanto no endométrio, corroborando a hipétese de
comunicacao microbiana entre esses dois compartimentos.

Estudos baseados em técnicas moleculares indicam que, em mulheres
saudaveis, a microbiota vaginal € predominantemente colonizada por espécies como
Lactobacillus crispatus, que atuam na producdo de &cido latico, perdéxido de
hidrogénio e bacteriocinas, promovendo um ambiente acido e inospito a proliferacao
de microrganismos patogénicos. Essa composicao pode ser influenciada por diversos
fatores fisiolégicos e comportamentais, como a idade, menstruacao, atividade sexual,
gravidez, uso de contraceptivos hormonais e higiene intima (Dutra al., 2024). Apesar
da natureza variavel da microbiota vaginal, a saude reprodutiva feminina tem sido
fortemente associada a baixa diversidade bacteriana e a predominancia de
Lactobacillus spp. nesta regido. Essas bactérias criam uma barreira natural contra
patégenos reconhecidamente nocivos, interferindo no crescimento e na disseminagao
de microrganismos oportunistas por meio da producédo de acido latico, que ajuda a

manter um ambiente acido (Rosca et al., 2020).
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O dominio por Lactobacillus spp. esta intimamente associado, por exemplo, a
um dos aspectos fisioldgicos descritos anteriormente, sendo ele a regulacdo hormonal
do ciclo menstrual. Durante a fase estrogénica do ciclo, principalmente no periodo que
antecede a ovulacdo, h4 um aumento expressivo na producdo de estrogénio. Esse
horménio estimula a maturacéo das células epiteliais vaginais, promovendo o acumulo
de glicogénio nessas células, e entdo, a medida que descamam, o glicogénio é
liberado e metabolizado pelos Lactobacillus spp. ali presentes em &cido latico por meio
de fermentacao. Esse processo é o responsavel por acidificar o meio vaginal, o que
mantém o pH em torno de 3,8 a 4,5. A concentracdo de estrogénio, e
consequentemente de glicogénio, varia conforme o ciclo, elucidando as flutuacdes
naturais na composicao do microbioma vaginal ao longo do més (Silva Neto, 2020;
Rosca et al., 2020; Reznichenko et al., 2020).

Sendo assim, o0s lactobacilos vaginais sdo considerados importantes
impulsionadores da saude vaginal, por participarem da protecdo contra vaginose
bacteriana e infec¢cdes sexualmente transmissiveis (Jiménez et al., 2021).

Lactobacillus iners € o membro mais prevalente do microbioma vaginal, sendo
frequentemente identificado tanto em microbiotas estaveis quanto em estados de
disbiose. Diferente de outras espécies do género, como L. crispatus, que possuem
maior capacidade biossintética e producédo robusta de metabdlitos antimicrobianos, L.
iners apresenta um genoma altamente reduzido, com repertorio limitado de genes
associados a defesa do hospedeiro. Essa caracteristica sugere uma adaptacao a
ambientes instaveis, sendo muitas vezes interpretado como um marcador de transicao
entre estados de saude e desequilibrio da microbiota. Além disso, L. iners produz
apenas o isbmero L do acido latico — ao contrario de outras espécies que produzem
também o isdmero D, considerado mais eficaz na protecdo contra patdgenos
oportunistas (Holm et al., 2023; Petrova et al., 2017).

Outra peculiaridade de L. iners é a expressao de proteinas como a inerolisina,
uma citolisina que pode contribuir para a permeabilidade epitelial e facilitar a
colonizagdo por microrganismos patogénicos, o que contribui para sua associacao
com maior suscetibilidade a infec¢des sexualmente transmissiveis, como as causadas
por Chlamydia trachomatis, além de partos prematuros e menores taxas de sucesso
em técnicas de reproducao assistida. Embora esteja classificado no mesmo género

de espécies amplamente protetoras, L. iners exibe um comportamento ambiguo e
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contexto-dependente, podendo contribuir tanto para a manutencdo quanto para a
perturbacdo do ecossistema vaginal (Holm et al., 2023; Petrova et al., 2017).

Em contraste com L. iners, a espécie Lactobacillus crispatus tem sido
amplamente reconhecida por exercer um papel protetor mais consistente na
manutencdo da saude vaginal e reprodutiva. Dotada de um genoma mais robusto e
de maior capacidade biossintética, L. crispatus € capaz de produzir quantidades
elevadas de acido latico, incluindo o isdmero D, além de perdxido de hidrogénio e
bacteriocinas. Essa composicédo favorece a integridade da mucosa genital e cria
condicbes mais estaveis para a implantacdo embrionaria. Um estudo longitudinal
conduzido por Raisdnen et al. (2023) demonstrou que mulheres com MV dominada
por L. crispatus apresentaram maiores taxas de sucesso em fertilizag&o in vitro, sendo
essa espécie significativamente mais prevalente entre as que atingiram gravidez
clinica. Ainda segundo os autores, a presenca de L. crispatus tende a se estabilizar e
predominar mesmo em fases iniciais da gestacao, sugerindo que sua colonizacao esta
associada ndo apenas a concepc¢do, mas também a manutencdo de um ambiente
gestacional saudavel.

Embora menos estudado em comparacdo a outras espécies do género,
Lactobacillus vaginalis também integra a microbiota vaginal saudavel e tem sido
identificado em perfis dominados por Lactobacillus spp., que estdo associados a
fertilidade feminina, sendo também capaz de produzir acido latico e peréxido de
hidrogénio. Segundo Souza et al. (2023), a presenca de Lactobacillus vaginalis,
guando em equilibrio com outras espécies benéficas, pode favorecer um ambiente
vaginal mais estavel e menos propenso a colonizagéo por microrganismos associados
a disbiose. Logo, devido a sua capacidade metabolica semelhante a das demais
espécies, L. vaginalis tende a exercer um papel complementar na fertilidade feminina.

Entretanto, nem todas as mulheres apresentam uma microbiota vaginal
dominada por Lactobacillus spp.. Em alguns casos, a comunidade microbiana é
predominantemente composta por uma ampla gama de anaerObios estritos e
facultativos, uma condi¢do associada a um risco aumentado de infeccédo, doenca e
resultados reprodutivos e obstétricos ruins. Ainda assim, essas mulheres podem
permanecer assintomaticas em relagdo a quaisquer distarbios relacionados ao
sistema reprodutivo. Além disso, nem todas as espécies de Lactobacillus séo
consideradas protetoras, pois algumas sao classificadas como patogénicas e podem

contribuir para danos cervicovaginais por ndo serem capazes de conferir a defesa do
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ambiente vaginal, a exemplo, L. rhamnosus e L. casei, as quais apresentam-se mais
predominantes em mulheres inférteis e que mesmo sendo consideradas
tradicionalmente probidticas, podem apresentar eficicia limitada na inibicdo da
formacao de biofilmes de Gardnerella spp. (He et al., 2021; Pouresmaeili et al, 2023;
Linhares et al., 2011).

Diante do exposto, torna-se plausivel a relevancia da MV na reproducao
humana, a qual pode afetar ndo apenas a saude da mée e do filho antes e depois do
parto, mas também as chances de concepcao. Embora ainda ndo haja consenso, a
sua influéncia pode ser atribuida a um mecanismo de associacao aceitavel, sendo ele

a ascensao microbiana (Balla et al., 2024; Su et al., 2024).

2.4 Bactérias associadas a disbiose e infertilidade

Entre os microrganismos comumente associados a disbiose vaginal, destaca-
se Gardnerella vaginalis, uma bactéria anaerdbia facultativa ndo esporulada, cuja
morfologia e propriedades bioquimicas contribuem diretamente para sua
patogenicidade. Um dos principais mecanismos de viruléncia desta espécie é sua
notavel capacidade de aderéncia ao epitélio vaginal, formando biofilmes densos e
estruturados que dificultam a acdo do sistema imune local e de terapias
antimicrobianas. Além disso, G. vaginalis € capaz de produzir enzimas degradativas,
como sialidases e proteases, bem como a vaginolisina — uma citotocina que lesa
células epiteliais e compromete a integridade da barreira mucosa vaginal. Esses
fatores contribuem significativamente para a disbiose do ambiente vaginal e tém sido
amplamente associados a ocorréncia de VB (vaginose bacteriana). De acordo com
Vick et al. (2014), a presenca elevada de G. vaginalis esta correlacionada a processos
inflamatorios cronicos, podendo interferir negativamente nas atividades desenvolvidas
pelo trato genital superior feminino e, consequentemente, resultar em infertilidade.

Contudo, evidéncias recentes sugerem que G. vaginalis apresenta grande
variabilidade genética e fenotipica, o que interfere em seu potencial patogénico. Morrill
et al. (2020) apontam que a simples deteccéo de G. vaginalis em amostras clinicas
nao € suficiente para predizer disbiose ou infec¢do, uma vez que essa bactéria pode
estar presente na microbiota vaginal de mulheres assintomaticas. Os autores
ressaltam que a patogenicidade de G. vaginalis parece depender de uma série de

fatores contextuais, incluindo a presenca concomitante de outras bactérias anaerébias
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associadas a VB, além de elementos genéticos especificos como a capacidade de
formar biofilmes robustos e produzir sialidases.

Outra bactéria com potencial impacto sobre a fertilidade feminina é a Prevotella
spp., um género de bactérias gram-negativas, anaerdbias obrigatorias, comumente
encontrado nas mucosas oral, gastrointestinal e genital humana. Uma das principais
caracteristicas desse género € a producdo de enzimas como sialidases, que
degradam mucinas e outros componentes glicoproteicos do muco, comprometendo a
integridade da barreira mucosa e favorecendo a colonizacdo por patégenos e a
inducao de inflamacdes locais (Gilbert et al., 2020). Essas propriedades estruturais e
bioquimicas também contribuem para sua patogenicidade, especialmente quando
Prevotella spp. esta presente em altos niveis na MV (Liu et al., 2024; George et al.,
2024; Fasoulakis et al., 2025).

No contexto reprodutivo, estudos apontam que a presenca elevada de
Prevotella spp. pode estar associada a infertilidade feminina, particularmente em
casos de infertilidade idiopética. Fu et al. (2021) identificaram uma maior abundancia
de Prevotella spp. em mulheres inférteis em comparacdo com mulheres férteis,
sugerindo que alteracdes na composicdo da MV podem impactar negativamente a
fertilidade, mesmo na auséncia de causas clinicas aparentes. Além disso, Prevotella
spp. é frequentemente detectada em associacdo com outras bactérias potencialmente
patogénicas, como Gardnerella vaginalis, com as quais formam biofilmes complexos
que dificultam a acao de tratamentos antimicrobianos e contribuem para o estado de
disbiose (Gilbert et al., 2020).

Apesar dessas evidéncias, ainda ndo esta claro se a presenca isolada de
Prevotella spp. é suficiente para causar danos reprodutivos. De acordo com Han et al.
(2021), a participacdo deste género bacteriano em processos patoldgicos parece
depender de interagbes sinérgicas com outros microrganismos e fatores do
hospedeiro. Logo, a influéncia de Prevotella spp. sobre a fertilidade pode ocorrer por
meio da inducéo de inflamacdes crénicas e do comprometimento da receptividade
endometrial, especialmente quando inserida em uma comunidade microbiana
desregulada. Assim, a simples presenca dessa bactéria ndo deve ser interpretada
como determinante patoldgica.

Uma parcela significativa das infec¢des pélvicas que afetam o trato reprodutivo
feminino, causadas por bactérias patogénicas bem reconhecidas, esta principalmente

associada a Chlamydia trachomatis e a Neisseria gonorrhoeae. Esses patdégenos sédo
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amplamente considerados responsaveis por casos de infertilidade. Esse fato justifica
o grande numero de estudos que enfatizam a correlacdo entre essas duas espécies
de microrganismos e a falha reprodutiva. No entanto, devido a alta porcentagem de
casos de infertilidade inexplicada, é necesséario desenvolver tdpicos de pesquisa que
abordem nao apenas a relagao entre bactérias potencialmente “nocivas”, mas também
toda a estrutura da MV (Souza et al., 2023).

2.5 Inflamacéo reprodutiva como consequéncia da disbiose vaginal

Conforme Smith e Ravel (2017), o fendmeno conhecido como disbiose vaginal,
tipificado como o rompimento do equilibrio entre os microrganismos ali presentes e 0s
fatores inerentes ao proprio hospedeiro, € potencialmente capaz de comprometer a
integridade da barreira epitelial da regido e propiciar processos inflamatérios locais e
sistémicos.

A presenca de espécies bacterianas como Gardnerella vaginalis e de fungos
como Candida albicans pode induzir a ativacdo do sistema imune inato por meio de
PRRs (Receptores de reconhecimento de padrdo) — receptores existentes na
superficie de uma série de células vaginais —, como os TLRs (Receptores Toll-like),
levando a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias, como IL-13 (Interleucina 1 beta),
IL-6 (Interleucina 6), IL-8 (Interleucina 8) e TNF-a (Fator de necrose tumoral alfa). Esse
ambiente inflamatério persistente resulta em dano tecidual, aumento da
permeabilidade epitelial e recrutamento de neutréfilos e macréfagos para a éarea,
promovendo um ciclo continuo de inflamacdo e desequilibrio (Figura 1). Esse
microambiente inflamatério crbnico compromete processos  reprodutivos
fundamentais, como a receptividade endometrial. Além disso, a inflamacdo pode
alterar a composicdo do muco cervical e favorecer infecgbes ascendentes,
aumentando o risco do surgimento de condi¢cdes associadas a infertilidade (Smith e
Ravel, 2017; Kroon et al., 2018; Oliver et al., 2020).

Os mecanismos descritos podem ser compreendidos a partir do entendimento
do processo desencadeado no contexto gestacional oriundo de um desbalanco da
microbiota. Um exemplo disso estaria concatenado a presenca de Candida albicans.
A colonizagdo do trato genital feminino por Candida albicans esta associada a
elevacdo do risco de parto prematuro, uma vez que, a levedura em questdo é

responsavel por desencadear cascatas de sinalizacéo envolvendo a secrecéo de IL-6
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diretamente na placenta, levando a um aumento de NF-kB (Fator nuclear kappa B), o
gue resulta em uma resposta inflamatoria exacerbada e ocasiona o inicio precoce do
trabalho de parto. Uma situag&o similar ocorre devido a agéo de C. trachomatis. Em
uma infeccdo causada por esta bactéria existe a possibilidade da mesma ascender ao
colo do utero e para além dele. Diante desse acontecimento, tal infec¢cdo no trato
genital superior pode levar a formacédo de cicatrizes tubarias e potencialmente a
infertilidade tubaria, em virtude do efeito que esse microrganismo exerce sobre

citocinas vaginais (Oliver et al., 2020; Gholiof et al., 2022).

Figura 1 — Mecanismo inflamatério decorrente da disbiose vaginal
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Fonte: Adaptado de Smith e Ravel (2017), elaborada com a verséo gratuita do BioRender.

A esquerda, a microbiota vaginal saudavel é dominada por Lactobacillus spp., que produzem &cido
latico e mantém o pH < 4,5, contribuindo para a integridade da mucosa e auséncia de inflamacdo. A
direita, a disbiose é caracterizada pela presenca de Gardnerella vaginalis e/ou Candida albicans,
reducdo de acido latico, aumento do pH (> 4,5), ativacédo de receptores TLRs e producao de citocinas
pré-inflamatoérias, resultando em inflamacao e formacao de biofilme, contribuindo para o
acometimento da porcéo superior do trato reprodutor feminino.
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2.6 Analise microbiana por 16S rRNA (RNA ribossémico 16S)

De acordo com Fettweis et al. (2012), ao considerar o impacto da microbiota
vaginal na defesa do hospedeiro e na fisiologia reprodutiva, € importante colocé-la no
contexto de relagbes dinamicas e individualizadas. Diante disso, a fung&o de muitas
bactérias frequentemente presentes em mulheres assintomaticas, portanto,
consideradas normais na vagina, passou a ser redefinida.

Perante o exposto, para a identificagdo do padrao microbiano do ecossistema
vaginal, o sequenciamento do gene 16S rRNA tem se tornado uma das abordagens
mais utilizadas. Essa técnica possibilita o reconhecimento de bactérias a nivel de
espécie sem a necessidade de isolamento e cultivo prévio (Fettweis et al., 2012).

Importante destacar que, esse gene, exclusivo de procariontes, é responsavel
por codificar 0 16S rRNA, um componente essencial da subunidade 30S do ribossomo
em procariontes, sendo altamente conservado entre diferentes espécies bacterianas.
E essa conservacdo a encarregada por permitir o uso do 16S rRNA como marcador
molecular para identificacdo e classificacao filogenética de bactérias, uma vez que
possui regides altamente conservadas e intercaladas por regides hipervariaveis que
fornecem assinaturas especificas de cada espécie. Adicionalmente, o fato de néo
estar presente em células humanas possibilita a detec¢éo especifica de bactérias em
amostras clinicas sem que haja interferéncia do DNA (Acido desoxirribonucleico) do
hospedeiro (Yang et al., 2024).

Portanto, o sequenciamento do gene 16S rRNA é uma abordagem de amplo
espectro, que permite a definicdo de uma grande diversidade bacteriana, sendo
responsavel por proporcionar um perfil microbiano mais abrangente, sem requerer

conhecimento preliminar.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O presente estudo teve como objetivo geral investigar se h& diferencas
significativas na composicao da microbiota vaginal entre mulheres férteis e inférteis,
com o intuito de compreender se e como essas alteragcbes microbianas podem

corroborar para a elevacgao do risco de infertilidade feminina.

3.2 Objetivos especificos

Comparar a abundancia de géneros bacterianos predominantes entre mulheres

férteis e inférteis nos estudos realizados.

e Analisar a associacdo entre a presenca de espécies especificas de

Lactobacillus e a infertilidade feminina nestes estudos.

e Avaliar a heterogeneidade metodoldgica entre os estudos incluidos na revisdo

e seu impacto nos resultados.

e Identificar limitagcdes, inconsisténcias e necessidades de padronizagdo nos

estudos atuais sobre a MV e infertilidade feminina.
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4 METODOLOGIA

O presente estudo refere-se a uma abordagem com foco na andlise quantitativa
de dados retirados de estudos anteriores, caracterizando uma revisdo sistematica com
meta-analise. A metodologia de escolha tem como finalidade uma analise criteriosa
de artigos a fim de diminuir vieses, além de uma sintese estatistica dos estudos
incluidos. Esta revisdo sistematica foi desenvolvida de acordo com as diretrizes
PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews). A
sistematizacao das evidéncias por meio de uma revisao sistemética com meta-analise
se justifica por possibilitar a organizacdo dos achados disponiveis, além de oferecer
maior robustez as conclusbes e direcionar futuras investigacdes. Esta revisdo
sistematica foi registrada e publicada na plataforma PROSPERO sob o ndmero
CRD420251059918. O registro pode ser acessado em:
https://www.crd.york.ac.uk/PROSPERO/view/CRD420251059918. Nenhuma emenda

foi realizada no protocolo até a finalizacdo deste trabalho.

4.1 Estratégia de busca

A questdo fundamental que norteou esta revisao sistematica com meta-analise
foi: “Existem diferencas significativas na composicdo da MV entre mulheres férteis e
inférteis?”.

Foi realizada uma busca bibliografica abrangente por estudos publicados nos
ultimos 15 anos e que abordassem a relagéo entre MV e infertilidade feminina. A busca
foi realizada sistematicamente por dois pesquisadores, utilizando as bases de dados
PubMed e Embase. A estratégia PICO (P - populagéo; | — intervencédo; C —
comparacao; O — desfechos), conforme descrito na Figura 2, orientou toda a busca
em todas as bases de dados, por meio da seguinte combinacdo de descritores:
[((Microbial Community OR) AND (Infertility OR Infertility, Female) AND (Woman OR
Girls OR Women Groups OR Women's Group OR Women's Groups))]. Os descritores
foram selecionados apés consulta ao DeCS (Descritores em Ciéncia e Saude). Os

artigos foram analisados e selecionados apos a leitura do titulo e do resumo.


https://www.crd.york.ac.uk/PROSPERO/view/CRD420251059918
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Figura 2 - Estratégia de pesquisa

Mulheres em idade
reprodutiva

P (Populagao)

Composi¢do da microbiota
vaginal

I (Intervencao)

Mulheres férteis versus

C (Compa ragao) inférteis

O (Desfecho) Diferenca na abundancia de

géneros e espécies bacterianas

Fonte: Autoria propria, 2025.

Estratégia PICO com componentes utilizados na pesquisa.

4.2 Critérios de inclusdo e exclusao

Os critérios de inclusdo adotados para este estudo restringiram-se
exclusivamente a estudos comparativos que apresentassem grupos caso e controle
bem definidos (estudos transversais, de caso-controle e piloto), que fossem
conduzidos em seres humanos e com dados nos ultimos quinze anos, a fim de
alcancar a maxima relevancia e aplicabilidade dos resultados para a populacao
humana em questdo. Além dos critérios de inclusédo previamente estabelecidos,
também foi determinado que apenas estudos publicados em inglés seriam
considerados para esta revisao sistematica, a fim de maximizar a acessibilidade e a
disseminagédo dos resultados cientificos.

Estudos de caso-controle foram incluidos para permitir comparacdes diretas
entre mulheres férteis e inférteis, enquanto estudos piloto foram aceitos desde que
apresentassem dados relevantes para a analise. Do mesmo modo, foram incluidos
também estudos transversais comparativos que, apesar de seu delineamento, exibiam
grupos caso e controle fixos e comparaveis, viabilizando a analise entre as populagcbes
de interesse. Por outro lado, estudos que ndo atenderam aos requisitos especificos,
como revisdes de literatura, estudos experimentais conduzidos exclusivamente em

animais, e estudos sem grupo controle bem definido, foram excluidos da andlise. Além
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disso, durante a etapa de triagem e leitura dos artigos, também foram excluidos
estudos que abordavam microbiotas distintas da vaginal, como a microbiota
endometrial, intestinal ou retal, por ndo estarem de acordo com o0 escopo da presente

revisao.

4.3 Extracéo de dados

A extracdo de dados foi realizada inicialmente por AM e NF, de forma
independente, por meio da leitura do titulo e do resumo. As seguintes informag6es
foram coletadas: ano de publicacdo, autores, delineamento do estudo, populagéo
analisada, tamanho da amostra, métodos utilizados para identificar a microbiota
vaginal e os desfechos avaliados relacionados a fertilidade feminina. Dentre os
estudos incluidos na revisédo, 8 deles utilizaram o sequenciamento do gene 16S rRNA
para andlise da microbiota, permitindo a identificacdo e classificacdo das
comunidades bacterianas presentes. Por outro lado, os estudos dos autores Full et al.
(2020) e Pouresmaeli et al. (2023) utilizaram a técnica de PCR convencional ou gPCR
para uma analise mais direcionada dos géneros e espécies bacterianas.

Os dados extraidos foram organizados em uma planilha, e quaisquer

discrepancias foram resolvidas apos consulta com dois revisores AC e FR.

4.4 Analise de dados

A andlise estatistica dos dados foi realizada utilizando o software Revman
(Review Manager) verséo 5.3, amplamente utilizado em revisdes sistematicas e meta-
analises. Para extrair os dados necessarios a meta-analise, quando n&o foi possivel
encontrar os valores de média e desvio-padrao presentes no texto dos estudos, foi
utilizada a ferramenta WebPlotDigitizer, que proporciona a extracdo de dados
representados graficamente. O potencial de heterogeneidade entre os estudos foi
avaliado por meio do teste Q de Cochran e da estatistica I2.

De acordo com o grau de heterogeneidade identificado em cada estudo, foram
adotados dois modelos estatisticos: o0 modelo de efeito fixo e 0 modelo de efeito
aleatdrio. O modelo de efeito fixo foi utilizado para calcular a diferenca média quando
o valor de I2 foi menor que 50% e p > 0,05 (indicando baixa ou moderada

heterogeneidade). Em contrapartida, o modelo de efeito aleatério foi estabelecido
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quando 12 foi maior que 50% e p < 0,05 (sugerindo alta heterogeneidade entre os
estudos).

O valor de significancia estatistica adotado em todas as analises foi de p < 0,05.
Além disso, os gréficos Forest Plot foram utilizados para apresentar os resultados das
metanalises. A avaliacdo do risco de viés dos estudos incluidos foi realizada por meio
da ferramenta ROBINS-I (Risk Of Bias In Non-randomized Studies — of Interventions),
e a qualidade da evidéncia foi julgada de acordo com a abordagem GRADE (Grading
of Recommendations, Assessment, Development and Evaluation).

4.5 Triagem e Selecao de Estudos para Meta-Analise

Para garantir a consisténcia entre os dados a triagem e selecédo dos estudos
para a metandlise, fundamentou-se em critérios metodolégicos previamente definidos,
com o objetivo de reduzir possiveis vieses e limitar os resultados a dados que de fato
correspondam a proposta deste trabalho.

De inicio, foi estabelecido como critério a verificacdo de estudos que
explorassem a composi¢cdo da MV de mulheres férteis e inférteis com foco nos
géneros bacterianos Gardnerella spp., Prevotella spp. e Lactobacillus spp. Ademais,
estudos que permitissem a comparacdo entre 0s grupos através de dados
guantitativos, principalmente valores de média e desvio padrao, foram considerados
para a integrar a metanalise.

Entretanto, nem todos os estudos apresentaram dados de forma explicita em
formato tabular ou descritos no corpo do texto, e com isso recorreu-se a ferramenta
WebPlotDigitizer, a qual fornece através de representacdes graficas a extracdo de
valores numéricos.

Os parametros coletados, foram convertidos em dados quantitativos atraves de
calculos. Para garantir a fidedignidade dos valores obtidos, os calculos foram

realizados em duplicata, de forma independente.

4.6 Avaliacdo do risco de Viés

A avaliacao do risco de viés dos estudos incluidos nesta revisao foi executada
através da ferramenta ROBINS-I que executa uma analise padronizada de dominios

que podem pactuar com a eficacia dos estudos. Este modelo de avaliacdo €
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recomendada pela Cochrane para estudos ndo randomizados, a exemplo, os de caso-
controle.

A ferramenta ROBINS-I avalia sete dominios especificos de viés, dentre 0s
quais encontram-se, viés por confuséo, viés na sele¢cdo das participantes, viés na
classificacdo da exposicao, viés devido a desvios na intervencao, viés por dados
faltantes, viés na mensuracdo dos desfechos e viés na selecdo dos resultados
relatados.

Cada estudo foi avaliado individualmente com base na leitura completa dos
artigos, sendo atribuidas a eles a classificagdo de risco como baixo, moderado, alto,
critico ou sem informacéo suficiente, conforme os critérios estabelecidos para cada
dominio, sendo valido ressaltar que, para este fim, os artigos foram analisados por
dois revisores (AM e NF) de forma conjunta e quaisquer divergéncias foram

minimizadas entre si.



33

5 RESULTADOS
5.1 Selecéo de estudos

Inicialmente, a busca resultou em 106 estudos potenciais. Os artigos foram
analisados e selecionados apos a leitura do titulo e resumo, dos quais 10 foram
selecionados para compor a revisao sistematica apés a aplicacdo dos critérios de
elegibilidade. Destes, 5 foram considerados adequados para a meta-analise,
considerando que apresentavam dados estatisticos compativeis com a sintese

quantitativa (Figura 3).

Figura 3 - Resumo das estratégias utilizadas para buscas e selecéo bibliografica.
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P
5] 106 arggg:ﬂ:?ggm 4 artigos excluidos por serem
[ - - R
5 Embase: 19 duplicatas
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do titulo 8 se tratavam de uma revisao
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19 artigos selecionados para 9 artigos excluldes pela leitura do
leitura do texto completo ’ texto completo

¥
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Fonte: Autoria prépria, 2025.

O fluxograma apresenta de forma sistematizada o processo de identificacdo, triagem, elegibilidade e
inclusdo dos estudos conforme os critérios PRISMA.
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5.2 Caracterizacéo dos estudos

Neste segmento da pesquisa (Tabela 1) constam, os 10 artigos que
direcionaram a formulagéo textual da reviséo sistematica e meta-analise organizados
em ordem cronologica de publicacdo. Para sintese e contextualizacdo dos estudos,
informacdes introdutdrias foram dispostas sendo elas referentes a autoria/ano de
publicacéo, tipo de estudo, pais, nimero amostral, métodos de analise e principais
achados relacionados a composi¢cdo microbiana e sua possivel relagdo com os
desfechos reprodutivos.

Tabela 1 - Caracteristicas dos estudos incluidos na revisao

Autor e ano Método de
de Tipo de estudo Pais N° Amostral andlise da Principais achados
publicacéo microbiota

96 amostras

- mulheres
com
'T‘f?”",'qad,e Lactobacillus spp.
idiopatica;
apresentaram
mulheres R
sem distribuicao distinta
o . . o entre mulheres com
Campisciano, Observacional infertilidade . . - AN
- o, 7 Sequenciamento infertilidade idiopética e
G.etal, transversal Italia idiopética; .
. 16S rDNA com causa conhecida,
2017 comparativo mulheres
destacando-se as
com > X
) especies L. iners, L.
vaginose ; .
o crispatus e L. gasseri
bacteriana; !
como mais frequentes.
mulheres
saudaveis
como
controle.
Houve uma tendéncia
31 mulheres de PP
que mulheres inférteis
- 16 delas apresentam mais
Wee B. et al., Piloto .. constituiam o Sequenciamento p
. Australia frequentemente
2017 retrospectivo grupo 16S rRNA .
Ureaplasma na vagina
controle
(mulheres ©
férteis). Gardnerella spp. no

colo do utero.
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pacientes
inférteis (79
Kyono, K. et

al., 2018 Piloto

Japdo “yrve 23
nao FIV)e 7
voluntarias

saudaveis.

67 amostras

analisadas -

27 com RIF
e 40 do
controle.

Fu, M. et al.,

Estudo
2020

. China
observacional

287
mulheres
inférteis com
falhas em
fertilizac&o in
vitro e 20
mulheres
férteis.

Azpiroz, M.
A. etal.,
2021

Caso-Con

torole Argentina

145
mulheres
com falhas
de
implantacéo
(105
forneceram
amostras
vaginais) e
21 mulheres
saudaveis.

Caso-Con
torole

Ichiyama, T.

Japéo
et al., 2021

26 mulheres
inférteis e 26
mulheres
férteis.

Estudo
observacional
transversal

Sezer, O. et

al., 2021 Turquia

submetudos Sequenciamento

16S rRNA

Sequenciamento
16S rRNA

Sequenciamento
16S rRNA

Sequenciamento

16S rRNA
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Lactobacillus spp. se
manteve estavel em
mulheres saudaveis,
mas foi menos
dominante em
pacientes inférteis.

Lactobacillus spp.
correlacionaram-se
positivamente com
taxas de gravidez.
Pacientes com RIF

apresentaram maior
diversidade microbiana
e alteracdes
metabdlicas associadas
a perfis distintos de
microbiota

Pacientes inférteis
apresentaram maior
abundéancia de
Lactobacillus
(brevis/iners) e niveis
desregulados de
miRNAs inflamatérios
em comparacao ao
grupo controle.

Pacientes com falha
recorrente de
implantacdo (RIF)

apresentaram maior
diversidade bacteriana
vaginal com menor taxa

de Lactobacillus

vaginais em relagéo ao
controle; ndo diferiram

PCR

entre 0s grupos.

Pacientes inférteis
apresentaram maior

proporcéo de

microbiota vaginal

comprometida por baixa

presenca de

Lactobacillus spp.
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L. iners AB-1 foi a
espécie predominante,
enguanto controles

Estudo 11 mulheres apresentaram excesso
Patel, N. et observacional india férteis e 20 Sequenciamento  de anaerdbios como
al., 2022 transversal e mulheres 16S rRNA Leptotrichia spp. e
comparativo inférteis. Snethia spp.,
indicativos de disbiose.
A proporc¢éao de
microbiota prejudicada
Pouresmaeili 29 mulheres or Lactobacillus s
Caso-Controle Ira férteis e 24 gPCR P SPb.
etal., 2023 PR em amostras vaginais
inférteis. S
foi significativamente
maior
40 férteis e A reducéo de
Chobra et al Observacional ) 40 com Sequenciamento  Lactobacillus spp. na
P " S India infertilidade do gene 16S microbiota vaginal foi
2024 prospectivo .
sem causa rRNA mais comum em
aparente. mulheres inférteis.

Fonte: Autoria propria, 2025.

Nota(s): A tabela apresenta um resumo das principais informac¢des sobre 0s autores e ano de
publicacao, tipo de delineamento adotado, local de realizagdo, tamanho da amostra analisada, além
dos principais resultados relacionados a composicao microbiana e sua associacdo com a fertilidade
feminina; falha recorrente de implantacéo (RIF);

Conforme apresentado na Tabela 1, observa-se uma consideravel variagcao no
ndamero de participantes avaliadas entre os estudos incluidos nesta revisdo. Tal
discrepancia no tamanho amostral pode influenciar diretamente o peso dos achados
individuais e, consequentemente, a robustez da anéalise comparativa. A fim de ilustrar
de forma mais clara essa heterogeneidade amostral, a Figura 4, apresenta
graficamente o numero de participantes em cada estudo. A visualizacdo reforca a
assimetria entre os tamanhos das amostras, evidenciando a predominancia de
estudos com amostras reduzidas e poucos com maior representatividade
populacional.
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Figura 4 - Distribuicdo do numero de participantes entre os estudos incluidos
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A figura apresenta o numero total de participantes de cada estudo analisado, destacando a
heterogeneidade amostral entre os trabalhos. Essa variagdo pode impactar diretamente a
representatividade estatistica dos achados.

5.3 Resultados da Triagem dos Estudos Selecionados para Metanalise

Durante a selecéo inicial de estudos para a meta-analise foram eleitos 6 artigos

gue abordassem a analise quantitativa da composicdo da MV em mulheres férteis e

inférteis (Tabela 2).

Tabela 2 - Resumo das Condi¢des de Inclusdo dos Estudos na Meta-Analise

Autor e ano de publicacéo

Status na

Meta-Andlise

Justificativa

Ichiyama et al., 2021

Azpiroz et al., 2021

Fu et al., 2020

Campisciano et al., 2017
Wee et al., 2017

Kyono et al., 2018

Incluido

N&o Incluido

Incluido

N&o Incluido

Incluido

Nao Incluido

Valores claramente apresentados em

tabela
Sem valores de média e desvio padrao

Valores de média e desvio padrédo no

corpo do texto
Sem valores de média e desvio padrao
Gréaficos traziam valores individuais

Sem valores de média e desvio padréao
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N&ao apresentou valores para 0 grupo

Patel et al., 2022 N&o Incluidos )
experimental
Sezer et al., 2021 N&o Incluidos Método de quantificacéo distinto (PCR)
Chopra et al., 2024 Incluido Gréficos traziam valores por paciente
B ) Analise especifica para espécies de
Pouresmaeili et al., 2023 Incluido

Lactobacillus.

Fonte: Autoria propria, 2025.

Nota(s): A tabela exibe a lista dos estudos incialmente considerados para inclusdo na metanalise,
detalhando o status final, bem como a justificativa correspondente, com o objetivo de demonstrar a
aplicacdo dos critérios metodoldgicos exigidos para a sintese quantitativa.

Para o delineamento de uma meta-analise estatisticamente robusta, torna-se
imprescindivel que o estudo obtenha os parametros de média e desvio padrédo para a
realizacdo do calculo, ou seja, a omissdo desses valores pode comprometer a
integridade dos resultados.

Assim, somente estudos que obtinham valores de média e desvio padréo de
forma direta — descritos no texto, ou representados por meio de tabelas passiveis de
extracdo — ou indiretamente, foram considerados apropriados para a analise
estatistica. No caso dos estudos classificados como com dados indiretos, os autores
nao forneceram os valores de média e desvio padrdo de forma explicita, mas
apresentaram graficos que demonstravam a abundancia relativa dos géneros
bacterianos de forma individualizada para cada participante. A partir desses dados, foi
possivel extrair os valores numéricos correspondentes a abundancia de cada
paciente, permitindo o célculo da média aritmética (somando-se os valores individuais
e dividindo pelo numero total de participantes) e, posteriormente, o calculo do desvio
padrao, utilizando a formula estatistica padréo para essa medida de dispersédo. Foram
excluidos desta etapa estudos que obtinham dados com auséncia de grupo
experimental, estudos sem distingdo por paciente ou com graficos que apontavam
apenas a abundancia relativa da populag&o geral, bem como aqueles que expunham
metodologias incompativeis com as dos demais — como PCR (Reacdo em cadeia da
polimerase) em vez de sequenciamento do gene 16S rRNA —.

Ao final, apenas cinco estudos foram escolhidos para a meta-analise, pois

atendiam plenamente aos critérios metodoldgicos exigidos, conduzindo-se, entédo, a
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etapa de conversdo dos dados visuais em informag¢des quantitativas por meio de
meétodos estatisticos através da utilizacdo dos calculos para média e desvio padrao.
Em um primeiro momento foi estabelecida a conducdo de uma meta-analise
para especificar de forma distinta os géneros bacterianos Gardnerella spp., Prevotella
spp. e Lactobacillus spp. com a finalidade de analisar possiveis disparidades na
abundancia relativa no microbioma de mulheres férteis e inférteis. O estudo do autor
Pouresmaeili et al. (2023), foi contemplado com uma meta-anélise separada com foco
na avaliacdo individualizada de trés espécies do género Lactobacillus — Lactobacillus
iners, Lactobacillus crispatus e Lactobacillus vaginalis — na tentativa de corroborar

com uma analise mais abrangente do ecossistema vaginal a nivel de espécie.

5.4 Resultados da avaliacdo do risco de viés

A avaliacado do risco de viés dos estudos incluidos nesta reviséo revelou que a
maioria dos artigos apresentou risco de viés classificado como sério ou critico, sendo
o dominio 1 (viés por confuséo) o principal responsavel por essa classifica¢do de risco

elevada (Tabela 3).

Tabela 3 - Andlise do risco de viés dos estudos incluidos

Classificacd Selecdo Intervencd Medicéo

Devido a o das de es Falta de do Selecéo do
Autor ~ ~ g . resultado Geral
confusdo interven¢de participa pretendida dados resultad
relatado
[S ntes S 0
. L . Baixo Baixo Baixo Baixo Baixo Sério
Ichiyama etal.  Sério Baixo
. Sério Baixo Baixo Baixo Baixo Baixo Moderado Sério
Azpiroz et al.
Sério Baixo Baixo Baixo Baixo Baixo Moderado Sério
Fu et al.
Campisciano Sério Baixo Baixo Baixo Baixo Baixo Moderado Sério
et al.
Sério Baixo Baixo Baixo Baixo Baixo Moderado Sério
Wee et al.
. Baixo Baixo Baixo Modera Baixo Critico Critico
Kyono et al. Critico do
Critico Baixo Baixo Baixo Baixo Baixo Baixo Critico
Patel et al.
Sério Baixo Baixo Baixo Baixo Baixo Sério

Sezer et al. Moderado
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Critico Baixo Baixo Baixo Baixo Baixo Moderado Critico
Chopra et al.
Pouresmaelli Sério Baixo Baixo Baixo Baixo Baixo Baixo Sério
et al.

Fonte: Autoria prépria, 2025.

Nota(s): Cada estudo recebeu uma classificagao individual por dominio, variando de “baixo risco” a “critico”.
Nota(s) especifica(s): O risco de viés geral de cada estudo foi determinado com base no dominio com a
classificacdo mais grave. Assim, mesmo que a maioria dos dominios tenha mostrado baixo risco, a
identificacdo de risco moderado, sério ou critico em pelo menos um dos dominios avaliados levou a
classificacdo global correspondente.

Apesar de muitos estudos terem aplicado critérios clinicos de incluséo e
exclusado bastante rigorosos — como exclusdo de mulheres com endometriose ou
anormalidades endocrinoldgicas e o uso de anticoncepcional —, houve falhas
sistematicas no controle estatistico, tal como, da variavel idade. Em varios estudos, a
idade diferia significativamente entre os grupos férteis e inférteis, sem que isso fosse
corrigido por meio de estratificacdo por faixas etarias, pareamento entre 0os grupos ou
outros métodos de ajuste (Tabela 4). A mesma situacdo ocorreu com variaveis

diversas, a titulo de exemplo, o uso prévio de antibiéticos.

Tabela 4 - Faixa etaria aproximada das participantes dos estudos incluidos na revisao

Faixa etaria das

Autor e ano Total de mulheres incluidas L

participantes

Campisciano, G. et al. 2017 96 mulheres 32 - 40 anos
Férteis: 35 - 48 anos
Wee B. et al., 2017 31 mulheres Inférteis: 28 - 45 anos

Kyono, K. et al., 2018 109 mulheres 25 - 44 anos

Fu, M. et al., 2020 67 mulheres 27 a 37 anos
. Férteis: 29 - 38 anos
Azpiroz, M. A. et al., 2021 307 mulheres Inférteis: 27 - 52 anos
. Férteis: 28 - 36 anos
Ichiyama, T. et al., 2021 166 mulheres Inférteis: 38 - 42 anos
Sezer, O. et al., 2021 52 mulheres Ferteis: 20 - 36 anos

Inférteis: 38 - 42 anos



Férteis: 24-32 anos
Patel, N. et al., 2022 31 mulheres Inféteis (RIF): 30 - 39 anos
Inférteis (UE): 27 - 34 anos

Pouresmaeili et al., 2023 53 mulheres 20 - 40 anos

Férteis: 22 - 30 anos

Chopra et al., 2024 80 mulheres Inférteis: 19 - 32 anos

Fonte: Autoria propria, 2025
Faixas etarias considerada com base nos valores de média + desvio padrdo mencionados nos estudos

analisados.
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De modo semelhante, outros dois dominios contribuiram para a elevacao do
risco mensurado, dentre 0s quais encontram-se viés devido a falta de dados e viés na
selecdo do resultado relatado, por efeito de um reporte seletivo dos resultados
adquiridos pelos autores dos artigos apoés afericdo dos dados descritos.

Ao negligenciar o controle adequado dessas variaveis, os estudos tornam-se
suscetiveis a conclusfes enviesadas sobre a associagdo entre o perfil da MV e a
infertilidade. As limitaces metodologicas explanadas devem ser consideradas na
interpretacdo dos achados e na generalizacéo dos resultados.

De maneira geral, os estudos de Ichiyama et al. (2021), Azpiroz et al. (2021),
Fu et al. (2020), Campisciano et al. (2017) e Wee et al. (2017) apresentaram padréao
analogo de risco de viés: todos foram classificados como de risco sério de viés,
sobretudo em razdo da auséncia de regulagem para os fatores de confuséo
relevantes, como idade, caracteristicas clinicas e historico reprodutivo. Essa limitacao
compromete a validade interna das estimativas de efeito, reduzindo a confiabilidade
das associagfes observadas entre MV e infertilidade. Nos demais dominios avaliados
— classificacdo da intervencéo, selecdo de participantes, desvios da intervengao,
dados faltantes e medicéo do desfecho —, o risco de viés foi consistentemente baixo
em todos os estudos. Entretanto, em alguns casos, como nos estudos de Azpiroz et
al. (2021), Fu et al. (2020) e Wee et al. (2017), a selecéo de resultados relatados foi
classificada como de risco moderado, sugerindo possibilidade de viés de publicacdo
ou reporte seletivo de resultados, uma vez que esses estudos demonstraram auséncia
de protocolo pré- registrado bem como, a falta de transparéncia quanto a escolha das
amostras de miRNAs (microRNAS) a serem a exploradas.

Os estudos de Kyono et al. (2018), Patel et al. (2022), Sezer et al. (2021),

Chopra et al. (2024) e Pouresmaelli et al. (2023) apresentaram risco critico ou sério
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de viés, especialmente no que diz respeito ao dominio de confusdo, também devido a
auséncia de controle adequado para fatores de confusdo importantes, sendo eles,
além da idade, o histérico de falhas de fertilizacdo, uso de antibiéticos e condi¢cbes
ginecoldgicas prévias. Os demais dominios foram, em sua maioria, classificados como
de baixo risco, refletindo a objetividade e a padronizacdo dos métodos laboratoriais
utilizados. Dentre os estudos citados, em alguns casos, observou-se novamente risco
moderado ou critico na selecao dos resultados relatados, reforcando a possibilidade

de um reporte seletivo.

5.5 Associacao geral entre concentracdo de géneros bacterianos especificos e

infertilidade

A Figura 4, que avalia os trés géneros bacterianos (Lactobacillus spp.,
Gardnerella spp. e Prevotella spp.) em conjunto, mostrou diferenca significativa na
maior concentracao de bactérias no grupo de mulheres férteis em comparacdo ao
grupo de mulheres inférteis (IC 95%: 0,55-8,74; p = 0,03). Esse resultado foi calculado
com base no modelo de efeitos aleatérios devido ao alto indice de heterogeneidade
entre os estudos (1?2 = 98%; p < 0,00001). A maioria dos estudos apresentou
estimativas em linha com o controle, embora alguns estudos tenham apresentado
estimativas divergentes, contribuindo para a alta variabilidade observada. Portanto, os
resultados obtidos sugerem que a alta concentracdo dos géneros bacterianos

avaliados esta associada a fertilidade.

Figura 5 - Andlise estatistica geral sobre a concentracdo dos géneros bacterianos

Experimental Control Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup  Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Rand 95% CI IV, R: 95% CI
Chopra, 2024 3286 6.01 36 39.01 001 38 1.9% -6.15[-8.11,-4.19] ®
Chopra, 2024 (Il) 1335 83 40 535 525 40 115% 5.00 [4.96, 11.04] -
Chopra, 2024 (IIl) 83 641 40 B73 89 40 11.3% 1.57 [-1.83, 4.97) &
Fu, 2020 16.55 11.28 27 3428 1148 40 10.0% -17.73[23.28,-12.1§] S
Ichiyama, 2021 78.69 40.06 103 1927 47 21 B4%  59.42[51.43 67.41] =
Ichyama, 2021 (Il) 1033 249 103 065 1.81 21 105% 9.68 [4.81, 14.55] 2
Ichyama, 2021 Il 195 968 103 0 0.021 21 120% 1.95[0.08, 3.82) "
Wee, 2018 9.8 033 12 1314 233 14 121% -3.34 [4.61,-2.07) 8
Wee, 2018 (Il) 3.7 0.007 15 172 0.014 16 12.3% 1.88[1.97,1.99]
Wee, 2018 (lIl) 0.68 0 15 0,027 0 16 Not estimable
Total (95% CI) 494 268 100.0% 4.64[0.55, 8.74] l‘

Heterogeneity: Tau®= 35.55; Chi® = 405.30, df=8 (P < 0.00001); F= 98%

Testfor overall effect Z= 2.22 (P = 0.03) -100 -50 0 50 100

Favours [experimental] Favours [control]

Fonte: Revman 5.3

A figura retrata a associacdo geral entre a concentracdo dos géneros bacterianos Lactobacillus spp.,
Gardnerella spp. e Prevotella spp. e a fertilidade feminina.
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5.6 Andlise de sensibilidade por estratificacdo de géneros bacterianos

Para explorar em detalhes a associacdo entre a MV e o estado de infertilidade,
foram realizadas analises estratificadas para os trés géneros bacterianos especificos.
Essa abordagem teve como objetivo reduzir a heterogeneidade geral observada na
analise combinada dos trés géneros e proporcionar uma compreensao mais clara do
impacto individual de cada género nos grupos controle e experimental, auxiliando na
identificacdo da significancia estatistica individual.

Os dados resultantes das analises de subgrupos séo apresentados nas Figuras
5, 6 e 7. Todas as analises foram realizadas utilizando modelos de efeitos aleatorios,
propondo que os estudos sdo inconsistentes. A excecédo foi no grafico referente ao
género Prevotella spp., que apresentou heterogeneidade nula (12 = 0) e optou-se por
aplicar o modelo do efeito fixo, assumindo como principio de que todos os estudos
sao similares entre si e que toda diferenca observada advenha de um erro aleatorio.

O gréfico de floresta para Lactobacillus spp. (Figura 5) apresentou um valor
médio maior no grupo controle (DM = 7,13; IC 95%: -5,43, 19,70, p = 0,27); no entanto,
ndo apresentou significAncia estatistica. A heterogeneidade permaneceu alta (12 =
99%, p < 0,00001), refletindo a variabilidade entre os estudos. O amplo intervalo de
confiancga e o valor de “p” nao significativo sugerem que nao ha evidéncias estatisticas
robustas para afirmar claramente uma associacdo entre altas concentracdes de
Lactobacillus spp. e infertilidade. Estudos com metodologias mais homogéneas
poderiam fornecer maior clareza sobre esse aspecto.

Os resultados para Gardnerella spp. (Figura 6) indicaram um aumento médio
significativo no grupo controle (DM: 6,21; IC 95%: 0,88, 11,54, p = 0,02). A analise
mostrou alta heterogeneidade (12 = 92%, p < 0,00001), sugerindo varia¢ao substancial
entre os estudos incluidos.

A avaliagao de Prevotella spp. (Figura 7) apresentou resultados semelhantes
aos de Gardnerella spp., com valores médios significativamente maiores no grupo
controle (DM: 1,86; IC 95%: 0,22; 3,50; p=0,03). Diferentemente dos demais géneros,
nao foi observada alta heterogeneidade (12 = 0%; p=0,85), sugerindo maior
consisténcia entre os estudos analisados.

Os dados descritos indicam correlacdo negativa entre a abundancia de
Gardnerella spp. e Prevotella spp. e a infertilidade. Fatores como os intervalos de

confianga e os valores de “p” relacionados a esses géneros indicam robustez
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estatistica. No entanto, esses achados contradizem a literatura existente, que associa
0s géneros mencionados a processos inflamatorios e desequilibrio da MV — fatores
que podem interferir diretamente na saude reprodutiva feminina —, atuando como

potenciais condi¢gdes de risco.

Figura 6 - Meta-analise do género Lactobacillus spp.

Experimental Control Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup  Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, R 95% CI N, F 95% CI
Chopra, 2024 3286 6.01 36 39.00 001 39 25.8% -6.15[-8.11,-4.19] -
Fu, 2020 16.55 11.28 27 3428 1148 40 247% -17.73[-23.28,-12.18) -
Ichiyama, 2021 78.69 40.06 103 19.27 47 21 235% 59.42[51.43 67.41] T
Wee, 2018 98 033 12 1314 239 14 259% -3.34 [-4.61,-2.07) =
Total (95% CI) 178 114 100.0% 7.13[-5.43, 19.70]

Heterogeneity: Tau®= 158.17; Chi®= 270.35, df= 3 (P < 0.00001); F= 99%

Testfor overall effect Z= 1.1 (P = 0.27) -100 -50 0 50 100

Favours [experimental] Favours [control]

Fonte: Revman 5.3
Meta-analise do género Lactobacillus spp. O grupo fértil apresentou média mais alta, porém sem

significancia estatistica (DM = 7,13; IC 95%: -5,43, 19,70; p = 0,27), e com alta heterogeneidade (12 =
99%; p < 0,00001).

Figura 7 - Meta-andlise do género Gardnerella spp.

Experimental Control Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup  Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, R , 95% CI IV, Rand 95% CI
Chopra, 2024 1335 83 40 535 525 40 336%  S.00[4.96,11.04] =
Ichiyama, 2021 10,33 249 103 065 1.81 21 287% 9.68 [4.81,14.55] -
Wee, 2018 3.7 0.007 15 1.72 0.014 16 37.7% 1.98 [1.97,1.99] (1
Total (95% CI) 158 77 100.0%  6.21[0.88, 11.54] &
Heterogeneity: Tau®*=19.62; Chi*= 2463, df= 2 (P < 0.00001); F=92%

100 -50 0 50 100

Testfor overall effect Z=2.28 (P = 0.02) Favours [experimental] Favours [control]

Fonte: Revman 5.3

Andlise estatistica do género Gardnerella spp. O grupo fértil apresentou média significativamente maior
(DM = 6,21; IC 95%: 0,88, 11,54; p = 0,02), com alta heterogeneidade (12 = 92%; p < 0,00001).

Figura 8 - Meta-analise do género Prevotella spp.

Experimental Control Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup  Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Fixed, 95% CI IV, Fixed, 95% CI
Chopra, 2024 83 641 40 B73 89 40 232% 1.57[1.83,4.97)
Ichiyama, 2021 195 968 103 0 0.021 21 76.8% 1.95([0.08,3.82]
Wee, 2018 0.68 0 15 0.027 0 16 Not estimahle
Total (95% CI) 158 77 100.0% 1.86 [0.22, 3.50]

Heterogeneity: Chi*= 0.04, df=1 (P = 0.85); F=0%
Test for overall effect Z=2.23 (P = 0.03)

L L L )
-100 -50 0 50 100
Favours [experimental] Favours [control]

Fonte: Revman 5.3

Meta-andlise da relacdo entre o género Prevotella spp. e a fertilidade em mulheres. Assim como com
Gardnerella spp., 0 grupo fértil apresentou média mais alta (DM = 1,86; IC 95%: 0,22, 3,50; p = 0,03),
mas sem heterogeneidade detectavel entre os estudos (12 = 0%; p = 0,85).
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5.7 Andlise especifica das espécies de Lactobacillus e sua relagédo com a

infertilidade

Além da estratificacdo por género bacteriano, foi realizada uma meta-analise
individual baseada em um Unico estudo, avaliando espécies especificas do género
Lactobacillus, a saber: Lactobacillus crispatus, Lactobacillus iners e Lactobacillus
vaginalis. A analise (Figura 8) revelou niveis significativamente menores dessas
espécies no grupo experimental (DM: -7,06; IC 95%: -10,13; -3,99; p < 0,00001), sem
evidéncia de alta heterogeneidade (12 = 0%; p = 0,52).

Esses resultados sugerem uma associacao inversa entre a abundancia dessas
espécies especificas de Lactobacillus e a infertilidade, indicando que mulheres férteis
apresentam maiores concentracfes dessas bactérias em comparacdo com as
mulheres do grupo experimental. A diminuicéo significativa dessas espécies no grupo
experimental sugere que uma menor concentracdo pode estar relacionada a uma
maior suscetibilidade a possiveis infec¢des, inflamag¢des ou disfuncbes na
estabilidade da MV, comprometendo a qualidade desse ambiente e,
consequentemente, a fertilidade feminina. A auséncia de heterogeneidade
significativa refor¢ca a consisténcia dos achados, indicando que a presenca dessas

espécies pode ser um fator importante para a saude reprodutiva feminina.

Figura 9 - Meta-andlise das espécies Lactobacillus crispatus, Lactobacillus iners e
Lactobacillus vaginalis

Experimental Control Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Fixed, 95% CI IV, Fixed, 95% CI
Pouresmaeili, 2023 724 534 24 1534 879 29 B38% -8.10[11.95-425) =]
Pouresmaeili, 2023 ()  19.25 13.24 24 2216 1656 29 147% -2.91[-1093 511] ol
Pouresmaeili, 2023 ()  14.25 7.88 24 2105 16.02 29 21.5% -6.80[13.43,-017] =
Total (95% CI) 72 87 100.0% -7.06[-10.13,-3.99] ¢
Heterogeneity: Chi*=1.31, df=2 (P =0.52); F=0%

t + + |
-100 -50 50 100

Testfor overall effect Z= 4.50 ( < 0.00001) Favours [experimental] Favours [control]

Fonte: Revman 5.3

Meta-andlise da prevaléncia das espécies Lactobacillus crispatus, Lactobacillus iners e Lactobacillus
vaginalis em mulheres férteis e inférteis. O grupo infértil apresentou concentra¢des significativamente
menores dessas espécies (DM = -7,06; IC 95%: -10,13, -3,99; p < 0,00001), sem evidéncias de alta
heterogeneidade (12 = 0%; p = 0,52).
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5.8 Avaliacdo da confianca da evidéncia

A confianca da evidéncia foi avaliada com auxilio da ferramenta GRADEpro
GDT, utilizada para classificar a confianga da evidéncia dos resultados da metanalise
em 4 niveis: alto, moderado, baixo ou muito baixo, considerando cada desfecho
investigado nas metanalises realizadas neste trabalho. O nivel de confianca varia, ou
seja, pode aumentar ou diminuir dependendo dos critérios metodoldgicos e
contextuais dos estudos.

Para a andlise geral da MV em nivel de géneros bacterianos, a evidéncia foi
classificada como de muito baixa confianca, devido ao risco de viés sério nos estudos
incluidos, decorrente de um reporte seletivo dos resultados e da auséncia de controle
dos fatores de confusdo, bem como a imprecisdo dos resultados, os quais
apresentavam IC amplos e alta heterogeneidade.

Por outro lado, a analise das trés espécies de Lactobacillus apresentou
evidéncia de confianca moderada, representando o nivel de evidéncia mais robusto
deste trabalho. Esse resultado se deve ao fato de ter sido baseado em um Unico
estudo, que apresentou heterogeneidade nula (12 = 0%), auséncia de inconsisténcia
entre os resultados e baixa imprecisao nos efeitos estimados. Além disso, a evidéncia
indireta e o risco de viés de publicacdo foram avaliados como nao graves, reforcando
a confiabilidade relativa desse achado.

As Figuras 9 e 10 detalham os motivos para rebaixar ou manter a confianca da
evidéncia, considerando todos os dominios sugeridos pela ferramenta GRADE pro
gdt. Logo, recomenda-se cautela durante a interpretacdo dos resultados,
especialmente para a andlise geral de géneros bacterianos, onde a evidéncia

permanece limitada.
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Figura 10 - Andlise geral da confianca da evidéncia em nivel de géneros bacterianos

Certainty assessment Ne de pacientes “
composicao s
i da comr:’oslgao Relati Certainty Importancia
" Risco 1A el " " a elativo
Ne dos | Delineamento do Inconsisténcia E.V|d'enc|a Imprecisao q:tms L ml:r"obmta microbiota (95% Absoluto
estudos do estudo viés indireta consideracées | vaginal de vaginal de cn (95% CI)
DhBres in%érteis
férteis

Composicao da microbiota vaginal em mulheres férteis vs. inférteis

5 estudo a b nao grave c viés de 494 268 - MD 4.64 CRITICO
observacional graNe grave gEaxe publicagao Abundancia 639"(900

altamente relativa e

suspeito mais alto baixa®®

todos os (0.55 mais

potenciais alto para

fatores de 8.74 mais

confuséo alto)d

sugeririam um
efeito espurio
e, mesmo
assim,
nenhum efeito
foi observado.

Cl: Confidence interval; MD: Mean difference
Explanations

a. Segundo a ferramenta ROBINS-I, a maioria dos estudos tinham alto risco de viés, especialmente por viés de confusao

b. Alta heterogeneidade (I = 98%), com resultados contraditérios e ICs divergentes

c. Algumas analises apresentaram ICs amplos e p-valor nao significativo

d. Nao se aplica porque o método utilizado se baseia na média das diferengas, ndo representando uma medida de risco propriamente

Fonte: GRADE pro gdt.

A Figura 9 exp0@e a analise da qualidade da evidéncia para os trés géneros bacterianos, resultando na
categorizagéo da qualidade geral da evidéncia em “muito baixa”. Essa avaliagao fornece suporte para
a interpretacdo dos resultados, indicando o grau de confianca que se pode ter nas estimativas dos
efeitos observados em relacdo a associacdo entre a microbiota vaginal e infertilidade feminina.

Figura 11 - Analise da confianca da evidéncia em nivel de espécies do género

Lactobacillus
Certainty assessment Ne de pacientes m
composicao | composicao
da da s v s
Delineamento P isténcia Evidéncia Ennrerisk Outras microbiota | microbiota R‘:!I’ast,,'/vo Absoluto CeLantyy | eenoraeia
do estudo A R indireta Atk consideracoes | vaginal de vaginal de Cl)n (95% CI)
mulheres mulheres
férteis inférteis
cas na ia das écies de L. cr L.iners, L. na microbiota vaginal de mulheres férteis e inférteis
1 estudo a nao grave nado grave | nao grave viés de 72 87 - MD 7.06 @@ CRiTICO
observacional grave publicacdo Abundancia @ Q
altamente relativa | Moderada
suspeito menor
todos os (10.13
potenciais menor para
fatores de 3.99
confusao menor)

sugeririam um
efeito espurio
e, mesmo
assim,
nenhum efeito
foi observado.

Cl: Confidence interval; MD: Mean difference
Explanations

a. Estudo observacional, sem grupo randomizado ou controle de todos os confundidores

Fonte: GRADE pro gdt.

A Figura 10 resume a andlise da qualidade da evidéncia para trés espécies do género Lactobacillus —
L. crispatus, L. iners e L. vaginalis —, resultando em uma classificagéo do tipo “moderada”,
corroborando com a ideia de uma maior confiabilidade dos resultados encontrados nessa analise.
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6 DISCUSSAO

A analise conjunta dos estudos revelou padrdes microbianos distintos entre os
grupos avaliados, mas também indicou incoeréncias em comparagdo com evidéncias
anteriores. A incoeréncia entre 0s estudos pode estar ligada a variagbes
metodoldgicas, critérios de inclusdo, condi¢des clinicas e entre critérios que nao foram
controlados pelos autores. Logo, isso contribui com uma alta heterogeneidade e
consequentemente a baixa confianga nos resultados.

Durante a sintese dos dados, observou-se certa contradicdo entre o0s
resultados descritos nos estudos e agueles consolidados nos graficos de floresta. Os
artigos relatam predominancia de certos géneros bacterianos no grupo infértil
(Gardnerella spp. e Prevotella spp.), ho entanto, os graficos demonstram uma
predominéancia inesperada desses microrganismos apenas no grupo controle. Como
mencionado anteriormente, essas observacdes contradizem a maioria dos estudos
anteriores que descrevem o papel patogénico dessas bactérias e sua associacdo com
a disbiose vaginal e condicdes como vaginose bacteriana, condicdes que podem
contribuir para a infertilidade feminina por causar processos inflamatérios intensos.
Essa discrepancia pode ser esclarecida por uma limitagdo importante identificada
nesta meta-analise, que esta relacionada a forma como os dados foram apresentados
nos estudos incluidos.

Muitas das informacg0es sobre a abundancia dos géneros Lactobacillus spp.,
Gardnerella spp. e Prevotella spp. foram fornecidas por meio de graficos de barras,
sem a disponibilidade de valores numéricos exatos. I1sso exigiu o uso de ferramentas
especificas para extragdo de dados dos graficos, o que pode introduzir margens de
erro na obtencao dos valores necessarios para calculos estatisticos. A forma como os
resultados foram apresentados pelos autores pode ter impactado diretamente as
estimativas calculadas nesta meta-analise, especialmente quando se consideram
pequenas variagfes na abundancia relativa entre os grupos estudados.

Esses achados sugerem que Gardnerella spp. e Prevotella spp. podem néo ser,
por si sO, determinantes exclusivos da infertilidade, mas podem atuar sinergicamente
com outros fatores ambientais, imunolégicos ou com a presenca de outros
microrganismos, desencadeando um impacto negativo na fertilidade. Também é

importante considerar que esses géneros podem estar presentes em individuos
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saudaveis, mas somente quando associados a alteracfes especificas no ambiente
vaginal ou em determinadas abundancias se tornam patogénicos (Sousa et al., 2024).

Além disso, os resultados desta meta-andlise corroboram a ideia de que uma
MV saudavel, caracterizada pela predominancia de espécies especificas de
Lactobacillus, desempenha um papel crucial na manutencdo da saude reprodutiva
feminina. E importante destacar que nem todas as espécies de Lactobacillus oferecem
0s mesmos beneficios. Por exemplo, enquanto L. crispatus estd amplamente
associado a producéo de acido latico, bacteriocinas e @ manutencao de um pH vaginal
acido, criando um ambiente protetor contra patbgenos oportunistas, L. iners exibe um
comportamento mais ambiguo, podendo estar associado tanto a saude quanto a
disbiose, dependendo do contexto ecolédgico. Esses achados reforcam a hipétese de
que ndo é apenas a presenca de Lactobacillus spp. que importa, mas sim a
predominéncia da espécie correta para garantir um equilibrio microbiano adequado e
um ambiente favoravel a fertilidade (Holm et al., 2023; Petrova et al., 2017).

Embora os estudos incluidos tenham contribuido para a compreensdo da
tematica, é importante destacar algumas limitaces metodolégicas que devem ser
consideradas na interpretacéo dos resultados. Entre elas se destacam o delineamento
de cada estudo, que incluiram critérios diferentes na escolha das participantes, a
auséncia no controle das variaveis de confusado e condicao clinica muitas vezes nao
relatada. Todos esses fatores comprometeram a analise, dificultando a sintese de
informagdes mais precisas.

No que diz respeito ao método de analise da microbiota vaginal adotado pelos
pesquisadores, foi possivel observar uma variagdo expressiva entre as abordagens
empregadas. Enquanto parte dos estudos optou por fazer a utilizacado da técnica de
Sequenciamento do gene 16S rRNA, outros optaram por utilizar somente a técnica de
PCR para identificagcdo do perfil microbiano do ambiente vaginal. Essa divergéncia
metodoldgica representa um importante fator de heterogeneidade entre os estudos,
podendo influenciar a acuracia dos resultados. Sendo assim, na tentativa de contornar
essa limitacao e levando em consideracdo que a maioria fez uso do Sequenciamento
16S rRNA, para a andlise estatistica bacteriana foram eleitos apenas os estudos que
empregaram exclusivamente uma dessas duas abordagens de andlise do perfil
microbiano, de modo a minimizar os vieses decorrentes da variacao analitica.

Os estudos implicados nesta metanalise revelaram uma variacéo consideravel

no numero de participantes entre os grupos controle e experimental. Por exemplo, o
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estudo de Ichiyama et al. (2021) utilizou um grupo experimental composto por 103
mulheres, enquanto o grupo controle continha apenas 21 mulheres. Diferencas
semelhantes foram observadas em outros estudos, evidenciando um desequilibrio
amostral entre os grupos analisados.

Alguns estudos apresentaram valores extremos (outliers) do IC, responséaveis
por influenciar a estimativa geral, tais como, o estudo de Ichiyama et al. (2021), o qual
revelou um grande nimero de amostras avaliadas. No entanto, apesar disso, teve
baixo peso na meta-anélise devido a um IC extremamente amplo.

Além do tamanho da amostra, a analise dos critérios adotados nos estudos
revelou diferencas metodologicas na categorizacdo das participantes como férteis ou
inférteis. Ichiyama et al. (2021) classificaram como férteis todas as mulheres cujos
parceiros foram diagnosticados com azoospermia, enquanto Fu et al. (2020)
consideraram férteis apenas aquelas que obtiveram sucesso no primeiro ciclo de
transferéncia de embrides; caso contrario, eram classificadas como inférteis

A classificacao da infertilidade como priméria (nunca engravidar) ou secundaria
(dificuldade para engravidar novamente) nao foi totalmente considerada em alguns
estudos, o que pode ter impactado a analise dos dados, especialmente devido a
auséncia de subdivisdo dentro do grupo experimental, dificultando a interpretacdo
precisa da relacdo entre MV e infertilidade. Além disso, a discrepancia no tamanho da
amostra aumentou a variabilidade estatistica e reduziu a precisdo das estimativas,
enquanto variagbes nos critérios de inclusdo e diferencas demograficas,
particularmente a idade, podem ter influenciado a composi¢cédo da microbiota feminina
e os resultados observados.

Alem das diferencas metodologicas, a faixa etaria das participantes variou
significativamente entre os grupos avaliados e entre 0s proprios estudos. Em Ichiyama
et al. (2021), as mulheres do grupo experimental tinham entre 38 e 42 anos, enquanto
no grupo controle, a idade variou de 32 a 40 anos. Um padrdao semelhante foi
observado em Wee et al. (2017), onde as participantes inférteis tinham entre 28 e 45
anos, enquanto as mulheres férteis tinham entre 35 e 48 anos.

Os achados desta revisdo sisteméatica com meta-analise reforcam o papel
potencial da MV na fertilidade feminina, sobretudo em contextos onde ndo hé causas
aparentes de infertilidade. Os resultados alcancados sugerem a relevancia de
considerar o perfil microbiano vaginal como parte da investigacdo diagndstica de

infertilidade.
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Estudos futuros devem apresentar dados numéricos exatos, considerar o
contexto ecoldgico de Gardnerella spp. e Prevotella spp., estratificar subgrupos por
gravidade da disbiose e explorar os mecanismos moleculares envolvidos, garantindo

maior qualidade e precisédo na analise da relacdo entre MV e infertilidade.
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7 CONCLUSAO

A atual revisdo sistematica com meta-analise, diante dos achados, conclui que
mulheres férteis expuseram maior abundancia relativa de Lactobacillus spp.,
Gardnerella spp. e Prevotella spp., onde somente os dois Ultimos exibiram valores
meédios significativos. De mesmo modo, a andlise estatistica para espécies especificas
de Lactobacillus também revelou concentracdes significativamente maiores e L.
crispatus, L. iners e L. vaginalis no grupo fértil, destacando o papel potencial dessas
bactérias na promoc¢ado de um ambiente vaginal favoravel a fertilidade.

Os desfechos contrastantes associados a predominancia dos géneros
Gardnerella spp. e Prevotella spp. em mulheres sem problemas de infertilidade devem
ser considerados com cautela, dando importancia ao conjunto de evidéncias oriundas
do processo de verificagcao do risco de viés e da evidéncia final dos estudos avaliados,
o qual revela um compilado de limitagcdes metodoldgicas.

As apuracdes desta revisdo contribuem para a compreensao da complexa relacao
entre MV e infertilidade feminina, e sugerem que o perfil microbiano pode representar
um biomarcador promissor em casos de infertilidade idiopatica. No entanto, estudos
com maior grau de padronizacdo metodolégica e com controle rigoroso de variaveis
Sa0 necessarios para que se chegue a um consenso a respeito dos mecanismos

capazes de impactar na saude reprodutiva feminina.
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