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RESUMO 
 

Amorim Filho AG. Efeito do pessário de Arabin e da progesterona natural na 
microbiota vaginal [tese]. São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de 
São Paulo; 2023. 

 
OBJETIVOS: O presente estudo visou verificar a ocorrência de modificações na 
composição da microbiota vaginal decorrentes do uso do pessário de Arabin ou 
da progesterona natural por via vaginal como tratamento em gestantes com colo 
uterino curto diagnosticado entre 20 e 24 semanas de gestação. Os objetivos 
secundários foram a correlação entre diferentes tipos de análise da microbiota 
vaginal e a associação das modificações com a ocorrência do parto prematuro. 
MÉTODOS: Análise prospectiva de 44 gestantes acompanhadas no período de 
janeiro de 2016 a dezembro de 2018 devido ao achado de colo curto (≤25 mm) 
ao USTV e tratadas com pessário de Arabin (n=22) ou progesterona vaginal 
(n=22). A secreção vaginal foi coletada no segundo trimestre, no momento do 
diagnóstico do colo curto, e no terceiro trimestre, 4 semanas após o início do 
tratamento. Foram realizadas análises microbiológicas convencionais nesse 
material para determinação do escore de Nugent e pesquisa de outros micro-
organismos específicos. Usando técnicas de sequenciamento do gene rRNA 
16S bacteriano por NGS foi caracterizada a composição da microbiota vaginal 
nas 88 amostras colhidas. RESULTADOS: Não foi observada diferença 
associada ao tratamento em termos do escore de Nugent e outras análises 
microbiológicas, bem como com a composição, diversidade e abundância dos 
táxons majoritários pela análise metagenômica. A microbiota da maioria das 
amostras analisadas mostrou baixa diversidade, dominância de Lactobacillus e 
estabilidade entre os 2 tempos de coleta. O escore de Nugent alterado (>3) 
associou-se à maior diversidade da microbiota, bem como à maior abundância 
de bactérias anaeróbias, como a Gardnerella. O parto prematuro abaixo de 37 
semanas foi associado com a maior dissimilaridade da microbiota e com a 
diminuição da abundância de Lactobacillus iners. Não houve associação de 
outros desfechos gestacionais, RPMO e corioamnionite, bem como da presença 
de slugde cervical com a composição e diversidade da microbiota. 
CONCLUSÃO: Pessário e progesterona são equivalentes em relação à 
estabilidade da microbiota vaginal. 

 

Palavras-chave: Trabalho de parto prematuro. Colo do útero. Vaginose 
bacteriana. Metagenoma. Microbiota. Descarga vaginal. Progesterona. 
Pessários. Sequenciamento de nucleotídeos em larga escala.  
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ABSTRACT 
 

Amorim Filho AG. Effect of the Arabin pessary and natural progesterone on the 
vaginal microbiota [thesis]. São Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de 
São Paulo”; 2023. 

 

OBJECTIVES: The aim of the present study was to investigate possible changes 
in vaginal microbiota composition due to the use of an Arabin pessary or vaginal 
progesterone in pregnant women with a short cervix (≤25 mm) diagnosed at 20-
24 wk. Secondary objectives were the comparison between different types of 
microbiota analyses and the correlation between changes in vaginal microbiota 
composition and the occurrence of preterm labor. METHODS: Prospective 
analysis of 44 pregnant women followed between Jan 2016-Dec 2018 for a short 
cervix (≤25 mm) observed on TVUS and treated with an Arabin pessary (n=22) 
or vaginal progesterone (n=22). Vaginal swabs were collected at the 2nd trimester, 
upon short cervix diagnosis, and 4 weeks after treatment initiation. Microbiologic 
analyses were performed to determine the Nugent score of vaginal fluid as well 
as test for the presence of other specific microorganisms. Using high throughput 
16S rRNA gene amplicon sequencing techniques the microbiota of all 88 samples 
was determined. RESULTS: No treatment-associated difference in the Nugent 
score or other conventional microbiologic analysis was observed. Most samples 
were characterized by a low-diversity, lactobacilli-dominated microbiota 
composition that remained stable after the onset of treatment. An altered Nugent 
score (>3) was associated with higher diversity and abundance of anaerobes, like 
Gardnerella. Premature birth before 37 wk was associated with a higher 
dissimilarity and lower abundance of Lactobacillus iners, but no other association 
was found with PROM, chorioamnionitis or the presence of cervical sludge. 
CONCLUSION: Pessary and progesterone treatment for a short cervix appear to 
be equivalent regarding stability of the vaginal microbiota. 

 

Keywords: Obstetric labor, premature. Cervix uteri. Vaginosis, bacterial. 
Metagenome. Microbiota. Vaginal discharge. Progesterone. Pessaries. High 
throughput nucleotide sequencing. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

O parto prematuro é definido como aquele que ocorre antes de 37 

semanas completas de gestação e representa, nos dias atuais, uma importante 

causa de morbidade e mortalidade neonatal, com taxas em torno de 12-13% nos 

EUA (1). Um levantamento da Organização Mundial de Saúde estimou que a 

taxa de partos prematuros no Brasil em 2010 foi de 9,2%, resultando em 

aproximadamente 280 mil nascimentos prematuros (2). Os dados mais recentes 

disponibilizados pelo Ministério da Saúde mostram um incremento, com taxa de 

11,6% no período 2012 a 2016 sendo que, somente no ano de 2016, houve 

316.245 nascimentos antes das 37 semanas de gestação (3). Da mesma forma, 

analisando uma amostra representativa da população brasileira, o estudo Birth 

in Brazil estimou uma taxa de prematuridade de 11,5% no período 2011 a 2012 

(4). 

O parto prematuro pode ser classificado como espontâneo, quando as 

contrações se iniciam espontaneamente, podendo ser precedidas ou não pela 

rotura prematura de membranas ovulares, ou eletivo, quando realizado por 

indicações médicas maternas ou fetais. Estima-se que a prematuridade seja 

responsável por até ¾ da mortalidade neonatal e em torno de metade da 

morbidade a longo prazo, ou seja, embora muitos recém-nascidos prematuros 

sobrevivam, é grande o risco de atraso no desenvolvimento neuropsicomotor e 

de complicações respiratórias e gastrointestinais. A gravidade das sequelas da 

prematuridade é inversamente proporcional à idade gestacional no parto e, 

dessa forma, o parto prematuro pode ser também classificado como precoce, 

quando ocorre antes das 34 semanas de gestação, e tardio, quando ocorre entre 

34 e 37 semanas (5). 

A fisiopatologia do parto prematuro não foi completamente elucidada, mas 

acredita-se que possa resultar tanto da ativação idiopática e precoce dos 

mecanismos normais de parturição quando de algum evento patológico 

desencadeante. Nesse sentido, sabe-se que processos inflamatórios na 

interface materno-fetal, coletivamente denominados de ativação decidual, 

constituem um importante mecanismo de iniciação do trabalho de parto, através 

de uma via comum envolvendo a liberação de prostaglandinas e proteases, a 
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qual resulta em alterações cervicais, rotura de membranas ovulares e contrações 

uterinas. Nas gestações de termo essa ativação é mediada por interações 

parácrinas materno-fetais. Por outro lado, no trabalho de parto prematuro, 

fenômenos patológicos cursando com distensão uterina, sangramento decidual 

ou a ocorrência de uma infecção intrauterina oculta seriam ser fatores 

desencadeantes da ativação decidual (1, 5, 6). 

O fator de risco mais importante para a prematuridade é o antecedente de 

parto prematuro em gestação anterior. Outros fatores incluem os extremos de 

idade materna, etnia afrodescendente, abuso de drogas e tabaco, gestações 

múltiplas, anomalias uterinas, incompetência istmo-cervical e infecções 

sistêmicas ou genitais (1). Nesse último caso, estima-se que entre 25 e 40% dos 

casos de partos prematuros estejam associados à colonização da cavidade 

amniótica. Os micro-organismos mais comumente encontrados são os 

micoplasmas genitais, como, por exemplo, Ureaplasma urealyticum e 

Mycoplasma hominis, além de outros colonizadores do trato gastrointestinal e 

genital inferior considerados como de baixa virulência, como Streptococcus 

agalactiae e Fusobacterium nucleatum (7). Embora tenham sido propostos 

vários mecanismos de colonização da cavidade amniótica, como, por exemplo, 

a via hematogênica a partir de foco periodontal (8), a rota certamente mais 

importante é a ascendente, a partir de infecções do trato genital inferior. Dessa 

forma, aparentemente, o processo inflamatório é crônico, progredindo 

lentamente na ausência de sinais e sintomas exuberantes de infecção (1). 

Sabe-se ainda que a maioria dos partos prematuros ocorre em pacientes 

sem fatores de risco identificáveis, dificultando o desenvolvimento de estratégias 

de prevenção (5, 9). Por outro lado, atualmente, o achado de colo uterino curto 

à ultrassonografia transvaginal no segundo trimestre (entre 20 e 24 semanas de 

gestação) pode ser considerado como o mais importante preditor do risco de 

parto prematuro, independentemente de outros fatores clínicos. Assim, o risco 

aumenta conforme o comprimento do colo diminui no segundo trimestre, por 

exemplo, o risco associado ao comprimento do colo abaixo do percentil 10 (25 

mm) fica entre 25 e 30%, podendo chegar até a 50% quando o comprimento do 

colo está abaixo do percentil 3 (10). Resultados semelhantes foram obtidos em 

um estudo realizado no Hospital das Clínicas da Universidade de São Paulo, 
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tendo sido demostradas taxas de parto prematuro abaixo de 34 semanas entre 

26 e 50% quando o comprimento do colo encontrava-se abaixo de 20 mm (11). 

Dessa forma, em gestações únicas, a medida do comprimento do colo uterino 

no segundo trimestre deve ser considerada como importante intervenção para a 

identificação de gestantes com risco de parto prematuro (12, 13), as quais podem 

se beneficiar de algumas medidas terapêuticas disponíveis, tais como o uso de 

progesterona natural por via vaginal (10, 13, 14, 15), a cerclagem uterina, nos 

casos onde há suspeita de incompetência cervical (16) e, como proposto mais 

recentemente, o uso do pessário vaginal (17, 18, 19). Recentemente foi também 

explorada a associação de pessário e progesterona na prevenção da 

prematuridade (20). Na prática clínica, mesmo que os resultados desses estudos 

sejam ainda conflitantes, em parte devido à heterogeneidade das populações 

estudadas (21, 22, 23), em nosso meio o uso de pessário vaginal para prevenção 

do parto prematuro é uma terapêutica difundida, comercialmente disponível e 

autorizada pelos órgãos de vigilância. Além disso, o uso do pessário é bem 

aceito pelas pacientes, embora tenha sido descrito o surgimento ou aumento da 

secreção vaginal, por vezes abundante, associado a esse tratamento (19), 

confirmando uma observação da prática rotineira com pacientes em uso de 

pessário. 

No sentido de melhor esclarecer essa questão, está em curso no Hospital 

da Clínicas da FMUSP (NCT02511574, clinicaltrials.gov) um estudo clínico 

randomizado visando comparar o uso do pessário de Arabin com a progesterona 

natural por via na prevenção do parto prematuro numa população de gestantes 

com gestação única e colo uterino curto (≤25 mm) no segundo trimestre da 

gestação. Considerando que a prematuridade é um fenômeno multifatorial e 

pode haver contribuição de infecções vaginais, foi elaborado o presente estudo 

a partir da população mencionada acima, cuja proposição foi verificar se ocorrem 

alterações da microbiota vaginal associadas ao uso da progesterona ou do 

pessário. Tais tratamentos poderiam ter efeitos deletérios, por perturbar a 

composição da microbiota vaginal, seja pela ação do medicamento, no caso da 

progesterona, ou pela presença do corpo estranho vaginal, no caso do pessário, 

expondo a gestante a um maior risco de infecções vaginais.  
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2. OBJETIVOS 
 
 Os objetivos deste estudo, que avalia uma população de gestantes com 

gestação única e colo uterino curto (≤25 mm) entre 20 e 24 semanas, são: 

 

Objetivo principal: 

• Verificar, através de técnicas microbiológicas e metagenômicas, se 

ocorrem modificações na microbiota vaginal decorrentes do uso do 

pessário ou da progesterona natural via vaginal; 

Objetivos secundários: 

• Comparar a composição da microbiota vaginal com os resultados 

de testes convencionais para avaliação da microbiota vaginal 

(bacterioscopia e culturas específicas); 

• Verificar a associação entre possíveis alterações da microbiota 

vaginal e a ocorrência do parto prematuro, bem como de outros 

eventos obstétricos adversos, como a rotura prematura de 

membranas ovulares e a corioamnionite. 

 

 



  

R E V I S Ã O  D E  L I T E R A T U R A  
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3. REVISÃO DE LITERATURA 
 

Infecções vaginais estão associadas ao colo uterino curto e à 
prematuridade 

 

Classicamente, a flora vaginal normal é descrita como sendo constituída 

predominantemente por lactobacilos, cuja presença inibe a proliferação de 

outros micro-organismos patogênicos através da formação de um biofilme 

protetor, além da secreção de ácido láctico, que diminui o pH vaginal (24). A 

alteração da flora vaginal mais frequente é a vaginose bacteriana (VB), na qual 

a flora normal constituída predominantemente de lactobacilos é substituída por 

uma flora bacilar Gram-variável, não associada a resposta inflamatória local. Do 

ponto de vista microbiológico, a VB pode ser diagnosticada através da 

bacterioscopia da secreção vaginal com coloração de Gram (25). 

Dessa maneira, foi demonstrado um aumento no risco de parto prematuro 

associado à presença de VB, definida através da bacterioscopia (26, 27, 28). Por 

exemplo, Carvalho et al. (28), estudando uma população de 611 gestantes 

acompanhadas no HCFMUSP, mostraram que a VB aumenta o risco de parto 

prematuro (RR) em 1,8 vezes. Apesar de ainda não completamente esclarecida, 

a fisiopatologia da VB no parto prematuro deve envolver a ascensão de bactérias 

à cavidade uterina no início ou mesmo antes da gestação (29, 30). Outra 

alteração da flora vaginal também associada a risco aumentado de parto 

prematuro é a vaginite aeróbia (VA), na qual, de maneira semelhante à VB, 

também se observa uma diminuição marcante do número de lactobacilos, porém 

com predomínio de flora cocóide facultativa e associada a resposta inflamatória 

intensa ao nível do epitélio (31, 32). De forma semelhante, outras infecções 

genitais foram associadas ao aumento do risco de parto prematuro, porém com 

estudos menos consistentes, por exemplo a tricomoníase (risco relativo – 

RR=1,3) (33), Chlamydia (RR=2) (34), sífilis e gonorreia (RR=2) (35).  

Como já dito anteriormente, os micro-organismos mais comumente 

identificados no interior da cavidade uterina de mulheres com parto prematuro 

associado à infecção intra-amniótica são constituintes da flora do trato genital 
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inferior e gastrointestinal, o que favorece a hipótese de uma via ascendente de 

infecção (7).  

Por outro lado, essa hipótese implica na transposição, por parte desses 

micro-organismos, da barreira química e mecânica constituída pelo tampão de 

muco cervical. Nesse sentido, presume-se que, na presença de colo uterino 

curto, devido à menor distância a ser percorrida e à menor quantidade de muco 

cervical, a cavidade amniótica estaria mais suscetível à colonização bacteriana. 

De fato, estudos envolvendo a análise microbiológica do líquido amniótico em 

gestantes com incompetência cervical e colo dilatado mostraram que a 

colonização bacteriana da cavidade amniótica é frequente, com taxas ao redor 

de 50% (36, 37). Nesse sentido, Romero et al. (38), através de análises 

microbiológicas e moleculares, demonstraram efetivamente que há coincidência 

entre as bactérias identificadas no líquido amniótico e na vagina de gestantes 

com corioamnionite clinicamente diagnosticada. 

Dessa maneira, a presença de infecções genitais seria um elo importante 

de ligação na fisiopatologia do parto prematuro, ou seja, o colo uterino dilatado 

precocemente permitiria a colonização da cavidade amniótica por bactérias 

patogênicas, levando a processo inflamatório, ativação decidual e 

desencadeamento de contrações uterinas (39). Por outro lado, Donders et al. 

(40), em estudo examinando a evolução do comprimento do colo uterino entre o 

primeiro e o segundo trimestres da gestação e correlacionando com a presença 

de microbiota vaginal anormal e desfecho de parto prematuro numa população 

de 1026 gestantes, propuseram que a infecção vaginal no início da gestação 

pode não ser apenas um fator de risco para prematuridade quando associada ao 

colo uterino curto, como descrito acima, mas também representar uma causa 

direta do encurtamento do colo nessa fase. 

 

A introdução de técnicas de metagenômica melhorou a 
compreensão das alterações da flora vaginal 

 

Embora esteja documentada a associação entre o parto prematuro e 

presença de infecções genitais e/ou intra-amnióticas, sobretudo em casos de 

prematuridade extrema, os estudos mais antigos apresentam limitações. Por 
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exemplo, estudos baseados na identificação de micro-organismos por cultura 

necessitam de uma quantidade exaustiva de análises e, frequentemente, geram 

resultados incompletos. Nesse sentido, a introdução de técnicas moleculares 

para detecção do DNA de bactérias específicas, como a reação em cadeia de 

polimerase (PCR), permitiu a identificação de micro-organismos minoritários ou 

de difícil crescimento em cultura (41). 

Mais recentemente, o advento dos sequenciadores de DNA de nova 

geração, que permitem a leitura simultânea de uma enorme quantidade de dados 

de sequências de DNA, a um custo relativamente baixo, incrementou ainda mais 

os estudos de metagenômica, definida como a identificação de micro-

organismos em uma amostra complexa diretamente através do DNA extraído, 

sem a necessidade de cultura. Dessa forma, sequenciando genomas 

bacterianos completos ou apenas regiões específicas, como as regiões 

hipervariáveis dos genes ribossomais 16S (rRNA 16S), e comparando as 

sequências obtidas com bancos de dados existentes, é possível a identificação 

e quantificação de todas as bactérias que compõem uma determinada amostra, 

o que é denominado análise de microbioma ou microbiota. Desde 2008, o 

National Institutes of Health americano financia o Projeto Microbioma Humano 

(Human Microbiome Project) (42), cuja intenção é definir a composição do 

microbioma de vários sítios do corpo humano, em indivíduos normais e em 

condições patológicas, como o parto prematuro (43), por exemplo. O conceito 

atual derivado dessa abordagem é de que a homeostase dependeria de 

interações complexas entre o indivíduo e seu microbioma, e cuja perturbação, 

denominada disbiose, estaria associada ao desenvolvimento de doenças. 

Portanto, a melhor compreensão da microbiota vaginal associada à 

prematuridade, poderia auxiliar na compreensão da fisiopatologia do parto 

prematuro, bem como no desenvolvimento de melhores estratégias de 

prevenção e tratamento (43, 44, 45, 46, 47). 
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A microbiota vaginal normal de mulheres em idade reprodutiva pode 
ser classificada em 5 tipos principais e apresenta variação temporal e de 
acordo com a etnia 

 

Estudos iniciais em populações não selecionadas de mulheres não 

grávidas e em idade reprodutiva mostraram grande variabilidade na composição 

da microbiota vaginal, sendo que em aproximadamente metade dos casos havia 

predominância de lactobacilos, como seria esperado em situações não 

patológicas (41, 45, 48).  

Analisando populações de mulheres norte-americanas de várias etnias, 

assintomáticas e não grávidas, Ravel et al. (49) (n=396) observaram que a 

microbiota vaginal podia ser classificada em 5 grupos fundamentais, ou CSTs 

(community state types), de acordo com a sua composição. Dessa forma, em 4 

grupos havia predominância de espécies de Lactobacillus, CST-I (L.crispatus), 

CST-II (L.gasseri), CST-III (L.iners) e CST-V (L.jensenii), e um último grupo 

(CST-IV), caracterizado por uma composição heterogênea, sem predomínio de 

lactobacilos e maior presença de bactérias anaeróbias, incluindo espécies 

associadas à VB. Além disso, foi demonstrada diferença significativa na 

distribuição dos CSTs segundo a etnia, sendo o CST-IV mais frequente nas 

pacientes de origem hispânica e negra. Nesse estudo também foi demonstrada 

a correlação entre o CST e o respectivo escore de Nugent e pH vaginal. Dessa 

forma, os grupos com predominância de Lactobacillus (CSTs I, II, III e V) estavam 

associados ao escore de Nugent mais baixo e menor pH vaginal, enquanto o 

CST-IV apresentava escores de Nugent e pH vaginal mais altos, sugerindo uma 

associação com a VB, ainda que sem correlação clínica, já que as mulheres 

eram assintomáticas. 

Adicionalmente, Gajer et al. (50) mostraram que o CST-IV podia ser 

subdividido em 2 grupos, o CST-IV-A, e o CST-IV-B, este último contendo uma 

proporção maior de gêneros associados à VB, como Atopobium, Gardnerella e 

Mobiluncus, além de associado a escores de Nugent altos. Esse estudo 

comparou a composição da microbiota vaginal de 32 mulheres ao longo de um 

período de 16 semanas, demonstrando que algumas mulheres apresentam 

grande estabilidade da microbiota, enquanto outras apresentam mudanças 
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marcantes ao longo do tempo, e que tais transições dependiam 

fundamentalmente da composição inicial da microbiota vaginal, da fase do ciclo 

menstrual e da atividade sexual.  

Outras correlações entre a composição da microbiota vaginal e 

determinados estilos de vida ou antecedentes clínicos, tais como tabagismo, 

obesidade, presença de doença associada e uso de antibióticos, embora 

plausíveis, ainda carecem de demonstração mais consistente (45). 

 

A microbiota vaginal em gestantes apresenta alta estabilidade, baixa 
diversidade e aumento da predominância de Lactobacillus 

 

Utilizando o sequenciamento de regiões hipervariáveis do gene rRNA 

16S, uma série de estudos em populações de gestantes norte-americanas e 

europeias mostrou que a microbiota vaginal também podia ser classificada nos 

5 grupos fundamentais quanto à composição (CSTs I a V). Dessa maneira, 

Aagaard et al. (51) (n=24, predomínio caucasiano), Romero et al. (52) (n=22, 

predomínio afrodescendente), Digiulio et al. (53) (n=34) e MacIntyre et al. (54) 

(n=42, predomínio caucasiano) demonstraram que, em comparação com 

mulheres não gestantes, a composição da microbiota vaginal em gestações não 

complicadas mostrava uma diminuição acentuada da diversidade de espécies, 

com predomínio ainda maior de Lactobacillus, sendo menor a frequência do 

CST-IV. Além disso, numa análise longitudinal dessas gestações foi 

demonstrada grande estabilidade da microbiota, com crescente diminuição da 

diversidade de espécies e aumento da abundância de Lactobacillus com a 

evolução da gestação. 

Por outro lado, Romero et al. (52) observaram ao longo da gestação 

algumas transições entre composições dominadas por Lactobacillus, porém em 

nenhum caso houve mudança de CST com predominância de Lactobacillus para 

o grupo com alta diversidade (CST-IV).  

De maneira interessante, Digiulio et al. (53) observaram que a 

estabilidade da microbiota durante a gestação ocorria em outros sítios do corpo, 

como a cavidade oral e trato intestinal. Todavia, segundo esses autores e, 
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também MacIntyre et al. (54), no período pós-parto ocorre aumento da 

diversidade e diminuição do predomínio de Lactobacillus. 

A influência da etnia sobre a microbiota vaginal em gestantes foi 

investigada de maneira mais robusta por Serrano et al. (55). Comparando a 

microbiota vaginal de 613 gestantes não complicadas, amostradas nos 3 

trimestres da gestação, com 1.969 controles não gestantes, esse estudo 

confirmou as observações anteriores de que, durante a gestação, diminui a 

diversidade da microbiota e aumenta a prevalência de tipos de composição 

dominados por Lactobacillus. Adicionalmente, foi observada uma predominância 

maior de Lactobacillus iners na gestação, em detrimento de outros táxons, como 

a Gardnerella e outras espécies de Lactobacillus. Ainda, considerando um 

subgrupo de 300 gestantes e 300 controles pareados por etnia, idade e status 

socioeconômico, essas mudanças na microbiota foram mais pronunciadas nas 

gestantes afrodescendentes do que nas populações de origem hispânica e 

europeia. Neste último grupo, inclusive, a diferença entre a microbiota de 

gestantes grávidas ou não foi mínima. 

 

Há associação entre mudanças na microbiota vaginal e o risco de 
parto prematuro, sendo descritos padrões específicos, ou assinaturas, as 
quais variam de acordo com a origem étnica da gestante. O risco do parto 
prematuro também está associado à perda da estabilidade do ecossistema 
vaginal. 

 

A associação entre a composição da microbiota vaginal e a ocorrência de 

parto prematuro tem sido abordada em uma série de estudos prospectivos, com 

coleta da secreção vaginal ao longo da gestação (56, 57, 58, 59, 60, 61, 62). A 

proposição seria a de que a disbiose associada à mudança da composição 

original ou a proliferação de algum micro-organismo em particular estivesse 

associada ao evento. Inicialmente, embora tenham sido demonstradas 

associações, alguns estudos obtiveram resultados divergentes, dificultando a 

identificação de uma assinatura específica da microbiota associada ao parto 

prematuro (63, 64). 
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Dessa forma, considerando a estrutura da microbiota vaginal (CSTs I a 

V), em estudos caso-controle, Romero et al. (56) (casos=18; controles=72; 

população de etnia predominantemente afro-americana) e Freitas et al. (62) 

(casos=46; controles=170; população de etnia predominantemente caucasiana), 

não foi demonstrada associação entre algum tipo específico de CST e o parto 

prematuro. Adicionalmente, o estudo de Romero et al. (56) não demonstrou 

associação entre a diminuição do conteúdo de Lactobacillus ou de aumento do 

conteúdo de Gardnerella, e o parto prematuro. De maneira semelhante, Hyman 

et al. (57) (n=88, predomínio caucasiano) e Stout et al. (60) (n=77, predomínio 

afrodescendente) também não demonstraram tal associação. No entanto, o 

estudo de Stout et al. (60) demonstrou, analisando amostras sequenciais ao 

longo da gestação, que o parto prematuro foi correlacionado com a perda da 

estabilidade e aumento da diversidade da microbiota. 

Por outro lado, DiGiulio et al. (58), analisando a microbiota vaginal de 

maneira seriada, em uma coorte de 49 gestantes predominantemente de etnia 

caucasiana, demonstraram algumas assinaturas associadas ao parto prematuro: 

persistência de CST-IV, diminuição da abundância Lactobacillus e aumento da 

abundância de Gardnerella e Ureaplasma. Considerando que a relação entre a 

composição da microbiota vaginal e o risco de parto prematuro deveria refletir as 

características específicas da população estudada, como, por exemplo, a origem 

étnica, o mesmo grupo de pesquisa realizou outro estudo, dessa vez analisando 

2 coortes de gestantes norte-americanas, uma de origem predominantemente 

caucasiana (30 partos de termo; 9 prematuros), derivada do estudo inicial de 

DiGiulio et al. (58), e outra de origem afrodescendente (55 partos de termo; 41 

prematuros). Assim, Callahan et al. (59) demonstraram que as assinaturas 

anteriormente descritas foram replicadas na coorte caucasiana, mas não na 

coorte afrodescendente. Adicionalmente os autores observaram que a 

diminuição na abundância de L.crispatus foi associada ao maior risco de parto 

prematuro em ambas as coortes. Ao contrário, não foi observada associação do 

parto prematuro com a abundância de L.iners. A associação da Gardnerella com 

o parto prematuro restringiu-se a uma variante específica identificada, a G2, na 

coorte caucasiana. Os autores observaram ainda que as 2 coortes estudadas 

diferem significativamente quanto à abundância de alguns táxons, assim, na 
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coorte caucasiana há maior frequência de L.crispatus e menor frequência de 

Garderella em relação à coorte afrodescendente e vice-versa. Outro achado 

interessante é que foram observados 2 padrões de associação entre 

Lactobacillus e a Garderella: nas amostras de secreção vaginal com dominância 

de L.crispatus geralmente não há associação com Gardnerella, ou seja, esses 

micro-organismos são mutuamente excludentes; por outro lado, frequentemente 

foi observada a coexistência, mesmo com alta abundância, entre L.iners e 

Gardnerella em ambas as coortes estudadas, o que indicaria uma contribuição 

de L.iners para o risco de parto prematuro. 

 Nesse sentido, Kindinger et al. (61), analisando prospectivamente 161 

gestantes, com predomínio de etnia caucasiana, mostraram que a dominância 

de L.iners (CST-III) na microbiota vaginal na idade gestacional de 16 semanas 

foi preditor do parto prematuro abaixo de 34 semanas (sensibilidade=67%; 

especificidade=71%; VPN=94%). Ao contrário, a dominância de L.crispatus 

(CST-I) foi preditora do parto acima de 34 semanas (sensibilidade=44%; 

especificidade=89%; VPP=97%). Os autores mostraram que a predominância de 

L.iners na secreção vaginal apresentava uma taxa de detecção do parto 

prematuro de 67%, o que seria comparável ao rastreamento do colo uterino no 

segundo trimestre da gestação, sugerindo que esta poderia no futuro representar 

um marcador importante na predição do parto prematuro. 

 Outros estudos reforçaram a ideia de que a associação entre a microbiota 

vaginal e o risco de parto prematuro difere conforme a origem étnica da 

população. Como dito anteriormente, Stout et al. (60) demonstraram que, em 

uma população afrodescendente (53 partos a termo; 24 partos prematuros), 

onde normalmente se observa uma composição com alta diversidade de 

espécies, esse risco estaria associado à diminuição da riqueza e diversidade da 

microbiota. Ao contrário, Freitas et al. (62), estudando uma população 

predominantemente caucasiana (170 partos a termo; 46 partos prematuros), 

onde normalmente predomina a composição com baixa diversidade e 

dominância de Lactobacillus, o parto prematuro foi associado à maior riqueza e 

diversidade da microbiota. Ou seja, sob um ponto de vista ecológico, seria 

possível concluir que, mais do que a presença de um micro-organismo em 

particular ou de uma composição específica, a disbiose e, por consequência, o 
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risco do parto prematuro estaria associada à perda da estabilidade da microbiota 

vaginal. 

 Recentemente, Fettweis et al. (65), partindo do banco de dados do Human 

Microbiome Project, estudaram uma coorte de 135 gestantes (90 partos a termo; 

45 partos prematuros) de etnia predominantemente afrodescendente. A análise 

longitudinal da microbiota vaginal nessa coorte mostrou que o parto prematuro 

está associado a uma redução marcada na abundância de L.crispatus no 

primeiro trimestre da gestação. Ao contrário, o conteúdo de L.iners não 

apresentou diferença entre os 2 grupos. Adicionalmente, o estudo identificou 

uma série de táxons cuja abundância no primeiro trimestre se relacionou 

positivamente com o parto prematuro, como a Gardnerella vaginalis, por 

exemplo. Em particular, foram identificados 4 táxons preditivos do parto 

prematuro: Sneathia amnii, BVAB1, TM7-H1 e Prevotella cluster2. 

 Em outro estudo recente, Feehily et al. (66) utilizaram uma metodologia 

de sequenciamento massivo (shotgun sequencing) para estudar a microbiota 

vaginal de uma população europeia, de origem caucasiana (90 partos a termo; 

45 partos prematuros), e observaram que, embora não houvesse diferença entre 

os grupos quanto à diversidade da microbiota, houve correlação entre o 

conteúdo de L.crispatus e o grupo que evoluiu para parto a termo. 

 

 A dominância de Lactobacillus iners na secreção vaginal pode estar 
associada à disbiose devido à instabilidade da composição e à maior 
produção de L-lactato 
 

 Alguns estudos atuais suportam a hipótese de que a microbiota vaginal 

com dominância de L.iners seria uma composição instável e, portanto, 

representaria uma flora de transição, seja na progressão para uma composição 

normal ou para uma situação patológica, como a VB (67). 

 Por exemplo, Kindinger et al. (61), demonstraram que as gestantes em 

cuja microbiota vaginal havia dominância de L.iners no início do segundo 

trimestre foram mais propensas a apresentar mudanças na composição ao longo 

da gestação, ou seja, a microbiota associada ao CST-III foi mais instável. 
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Acredita-se que a função protetora dos Lactobacillus contra micro-

organismos patogênicos seja exercida em grande parte pela produção de ácido 

láctico, com consequente acidificação do ambiente vaginal (24). Por outro lado, 

bactérias produtoras de ácido láctico secretam ambos os isômeros ópticos D- e 

L-lactato, os quais podem ter efeitos diversos. Por exemplo, foi demonstrado que 

em mulheres com microbiota vaginal com predominância de L.iners ocorre 

preferencialmente a produção do L-lactato, o qual tem efeito ativador de 

metaloproteinases da matriz extracelular da mucosa vaginal, com potencial 

envolvimento nos mecanismos de alteração cervical. Ao contrário, esse efeito 

não foi observado em mulheres com flora vaginal com predominância de 

L.crispatus, nas quais, além da maior produção de ácido láctico total, ocorre 

preferencialmente a secreção do D-lactato (68). De maneira semelhante, 

estudos in vitro demonstraram que na presença de altas concentrações de D-

lactato associadas ao L.crispatus ocorre maior retenção de partículas virais do 

vírus da imunodeficiência humana (HIV) no muco cervical, enquanto que em 

baixas concentrações associadas ao L.iners ocorre maior difusão do vírus pela 

mucosa cérvico-vaginal (69). Por fim, também foi demonstrado que o L.iners 

induz a secreção de uma série de fatores pró-inflamatórios em células epiteliais 

vaginais em cultura enquanto que o L.crispatus não tem esse efeito (70, 71). 

 Portanto, essas evidências sugerem que a dominância de L.iners na 

secreção vaginal poderia estar associada a mecanismos modulatórios que 

perturbariam a barreira química e mecânica do muco cervical, expondo o colo à 

infecção ascendente e consequente risco de parto prematuro (72). 

 Essa hipótese foi examinada por Witkin et al. (73), estudando 340 

gestantes brasileiras, de etnia mista, no segundo trimestre da gestação, no 

momento do exame de rastreio do comprimento do colo uterino. Examinando as 

associações entre o CST e a dosagem de biomarcadores na secreção vaginal, 

os autores propuseram um modelo em que os CSTs III e IV são preditores 

indiretos do encurtamento do colo uterino, via alteração nas concentrações de 

D-lactato e do inibidor de tissular de metaloproteinases-1 (TIMP-1). 

 Outros estudos também reportaram associações semelhantes entre a 

microbiota e vias bioquímicas. Por exemplo, Fettweis et al. (65) observaram que 

a disbiose da microbiota associada ao parto prematuro está também associada 



 

 
 

18 

à maior expressão de citocinas pró-inflamatórias. De maneira semelhante, 

Feehily et al. (66) descreveram várias associações de processos bioquímicos e 

com a microbiota vaginal relacionada ao parto prematuro. 

  

 

A disbiose da flora vaginal está associada e pode, inclusive predizer 
a ocorrência de rotura prematura de membranas ovulares (RPMO) 
 

 Aproximadamente 1/3 dos partos prematuros é precedido pela RPMO e 

esse evento foi correlacionado a alterações da microbiota vaginal em alguns 

estudos. Por exemplo, Jayaprakash et al. (74), analisando uma população 

canadense, de predomínio caucasiano (n=36), e Brown et al. (75), estudando 

uma população semelhante de gestantes inglesas (n=39), demonstraram que 

em gestantes com RPMO era mais frequentemente observada microbiota 

vaginal com diminuição da abundância ou mesmo depleção de Lactobacillus, 

além do aumento da diversidade da composição. De forma semelhante, alguns 

gêneros foram mais frequentemente observados na vigência de RPMO, por 

exemplo, Mycoplasma, Ureaplasma e Prevotella (74, 75). Essa disbiose 

mantinha-se após a RPMO e, curiosamente, era exacerbada pela profilaxia de 

infecção ascendente com eritromicina, inclusive, sendo relacionada ao maior 

risco de sepse neonatal (75). Analisando a microbiota vaginal sequencialmente, 

Brown et al. (76) mostraram ainda, na mesma população (n=60), que a RPMO 

associa-se à instabilidade da composição da microbiota e que a transição para 

uma composição com maior diversidade pode ser detectada já a partir do 

segundo trimestre da gestação. 
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 Foi demonstrada disbiose da secreção vaginal associada à 
cerclagem do colo uterino, porém o uso do pessário de Arabin e da 
progesterona parece não ter influência na composição da microbiota 
vaginal 
 

 Como já descrito anteriormente, a proposição inicial deste estudo foi 

verificar se havia alteração da microbiota vaginal em gestantes decorrente da 

administração de progesterona por via vaginal ou uso do pessário de Arabin. A 

hipótese de disbiose da microbiota vaginal relacionada à presença de um corpo 

estranho foi inicialmente levantada em gestantes submetidas à cerclagem do 

colo uterino por incompetência cervical. Dessa forma, Kindinger et al. (72) 

demonstraram em uma população inglesa que, em gestantes submetidas a 

cerclagem por encurtamento do colo uterino no segundo trimestre, a utilização 

de fio de sutura multifilamento (n=25) está relacionada à redução da abundância 

de Lactobacillus, aumento da diversidade da microbiota, aumento da secreção 

de citocinas pró-inflamatórias e aumento da vascularização do colo num período 

de até 16 semanas após a cirurgia. No entanto, a utilização de fio monofilamento 

(n=24) não teve a mesma influência na composição da microbiota vaginal, 

indicando um possível benefício no uso desse tipo de sutura. 

De maneira semelhante, em outro estudo com gestantes inglesas, com 

predomínio de etnia afrodescendente, submetidas à cerclagem de emergência 

(n=20), onde foi observada a dilatação do colo uterino ao exame físico e 

consequente exposição das membranas ovulares ao ambiente vaginal, Brown et 

al. (77) observaram que, embora houvesse redução da abundância de 

Lactobacillus associada à dilatação precoce do colo uterino, a inserção de uma 

sutura monofilamento no colo uterino não alterou significativamente a 

composição da microbiota vaginal. Foi ainda observado que altos níveis de 

Gardnerella na secreção vaginal associavam-se à presença de sintomas e ao 

insucesso da cerclagem. 

 Recentemente, Vargas et al. (78), analisando uma população europeia de 

etnia mista, com predomínio caucasiano, submetida ao uso do pessário (n=24) 

ou cerclagem (n=19) por encurtamento do colo uterino no segundo trimestre, e 

comparando com um grupo controle com colo normal (n=35), demonstraram que 
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a cerclagem está associada com a diminuição da abundância de Lactobacillus e 

aumento da diversidade da microbiota. Por outro lado, o uso do pessário não 

teve o mesmo impacto na microbiota vaginal. 

Quanto ao uso de progesterona vaginal, Kindinger et al. (61) 

demonstraram em uma população semelhante ao estudo acima que, em 

comparação com um grupo controle (n=42), gestantes que fizeram uso de 

progesterona vaginal por achado de colo curto no segundo trimestre (n=25), não 

apresentaram mudanças significativas na composição e diversidade da 

microbiota vaginal e, inclusive, sugeriram um efeito benéfico desse tratamento 

nos casos com disbiose da secreção vaginal devido à ação anti-inflamatória do 

medicamento. 

 



  

M É T O D O S  
 

 

 

  



 

 
 

22 

4. MÉTODOS 
 

4.1. Delineamento da pesquisa 
 
 O presente estudo foi um braço do estudo clínico randomizado, 

atualmente em curso na Clínica Obstétrica do HCFMUSP (NCT02511574, 

clinicaltrials.gov), visando comparar o uso do pessário de Arabin com o da 

progesterona natural por via vaginal para prevenção de prematuridade em 

gestantes com colo uterino curto no segundo trimestre da gestação. Trata-se de 

um estudo descritivo, com amostra de conveniência, incluindo 44 gestantes 

acompanhadas no período de janeiro de 2016 a dezembro de 2018. 

 

4.2. Ética 
 

O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética e Pesquisa do Departamento 

de Obstetrícia e Ginecologia e pela Comissão de Ética para Análise de Projetos 

de Pesquisa (CAPPesq) do HCFMUSP em 06/11/2013, sob o número CAAE 

20611813.0.0000.0068 e parecer número 470.095 (Anexo A). 

 Todas as gestantes incluídas no estudo assinaram o Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo B). 

 

4.3. Casuística 
 

4.3.1. Seleção de casos e critérios de inclusão 
 

 Por ocasião da ultrassonografia morfológica entre 20 e 24 semanas de 

gestação, gestantes referidas ao ambulatório de ultrassonografia da Clínica 

Obstétrica do HCFMUSP, provenientes do pré-natal da instituição ou da rede 

pública de saúde, foram submetidas à avaliação do comprimento do colo uterino 

pela ultrassonografia transvaginal (USTV). Aquelas com medida do colo uterino 
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≤25 mm e que se enquadravam nos critérios de inclusão foram convidadas a 

participar do estudo e, após a assinatura do TCLE, realizaram seguimento pré-

natal no grupo de abortamento habitual da Clínica Obstétrica HCFMUSP, de 

acordo com a rotina do serviço. 

 Os critérios de inclusão foram: 

• Datação correta da gestação, com ultrassonografia de 1º trimestre ou 
duas ultrassonografias entre 16 e 20 semanas confirmando a idade 
gestacional; 

• Gestantes entre a 20 e 24 semanas de gestação; 

• Feto único; 

• Integridade das membranas ovulares; 

• Ausência de malformações fetais maiores, definidas como malformações 

letais ou aquelas que necessitem de cirurgia peri ou pós-natal, ou óbito 

fetal; 

• Ausência de suspeita clínica de incompetência cervical, como 

malformações uterinas, antecedentes de cirurgia do colo uterino e 

antecedente de abortamentos de repetição no segundo trimestre. 

 

4.3.2. Randomização e grupos de estudo 
 

 As gestantes selecionadas para o estudo foram alocadas em 2 grupos, na 

proporção de 1:1, utilizando-se um algoritmo de randomização desenvolvido com 

o software estatístico R (79), o grupo Pessário (n=22), em cujas participantes foi 

inserido o pessário de Arabin (Medical Software, RS), e o grupo Progesterona 

(n=22), cujas participantes receberam 200 mg de progesterona natural 

micronizada (EvocanilTM, Zodiac, SP) ao dia. O tratamento foi iniciado no 

momento da randomização e continuado até 37 semanas de gestação ou até o 

parto, o que primeiro ocorresse. 
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4.4. Coleta de dados e variáveis clínicas estudadas 
 

 Os dados pessoais, antecedentes e demais variáveis da gestação foram 

anotados em formulário eletrônico padronizado (Excel, Microsoft Corporation, 

USA). Os dados de parto foram obtidos mediante busca no prontuário médico do 

HCFMUSP, busca nos bancos de dados eletrônicos da Clínica Obstétrica do 

HCFMUSP e telefonemas às gestantes, quando o parto ocorria em outro serviço.  

 As variáveis estudadas foram: 

Características da população: 

• Idade materna (anos); 

• Cor (branca/não branca); 

• Nível educacional (fundamental/médio/superior); 

• Índice de massa corpórea (IMC); 

• Tabagismo (sim/não); 

• Doença associada. 

Antecedentes obstétricos: 

• Nuliparidade (sim/não) 

• Antecedente (sim/não) e número de abortamentos; 

• Antecedente (sim/não) e número de partos prematuros abaixo de 

34 semanas; 

• Antecedente (sim/não) e número de partos prematuros entre 34 e 

37 semanas; 

• Antecedente (sim/não) e número de partos a termo. 

Variáveis da gestação: 

• Idade gestacional (IG) na coleta da secreção vaginal (semanas); 

• Comprimento do colo uterino (mm); 

• Presença de sludge intra-amniótico (sim/não); 

• Uso de antibióticos precedendo a coleta em até 2 semanas 

(sim/não); 

• Manipulação vaginal (exames de toque ou USTV) precedendo a 

coleta em até 1 dia (sim/não); 
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• Escore de Nugent da secreção vaginal (normal/intermediário/VB ou 

normal/alterado); 

• Presença de fungos e Trichomonas vaginalis na secreção vaginal 

(sim/não); 

• Presença de Chlamydia tracomatis e Neisseria gonorrhoeae na 

secreção endocervical (sim/não); 

• Presença de Streptococcus agalactiae na mucosa vaginal e 

perianal (sim/não). 

Desfecho da gestação: 

• Idade gestacional do parto (semanas); 

• Via de parto (vaginal/cesárea); 

• Trabalho de parto espontâneo (sim/não); 

• Rotura prematura de membranas ovulares (sim/não); 

• Diagnóstico de corioamnionite (sim/não); 

• Peso do recém-nascido (g). 

 

4.5. Medida do Comprimento do Colo Uterino 
 

A medida do comprimento do colo uterino foi realizada de acordo com as 

recomendações da Fetal Medicine Foundation (80), utilizando aparelhos de 

ultrassonografia dos modelos Voluson E8 Expert TM ou Voluson 730 Expert TM 

(GE, Áustria), e transdutor endocavitário de 6mHz com 90o de campo visual. 

Brevemente, após esvaziamento vesical e com a gestante em posição 

ginecológica, o transdutor, protegido com preservativo contendo gel interna e 

externamente, foi posicionado no terço externo da vagina para obtenção do corte 

sagital do colo uterino. Foram identificados os orifícios cervicais interno e 

externo, o canal e a mucosa endocervical (linha hiperecogênica no canal 

cervical). O comprimento do colo foi então medido linearmente entre os orifícios 

externo e interno, delimitados pelo início e fim da mucosa endocervical 

ecogênica, evitando pressão excessiva no colo uterino para não provocar falso 

alongamento do colo. 
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4.6. Coleta e processamento das amostras de secreção vaginal  
 

De maneira semelhante ao descrito acima, foram coletadas amostras de 

secreção vaginal em 2 ocasiões, a primeira logo após a randomização, na 

primeira consulta de pré-natal e imediatamente antes da inserção do pessário ou 

do início do tratamento com a progesterona (T0), e a segunda com intervalo de 

4 semanas da primeira coleta (T1), na segunda visita ao pré-natal. 

As gestantes foram submetidas ao exame especular com espéculo 

vaginal estéril e lubrificado com solução salina estéril, sendo colhida uma 

amostra da secreção vaginal com escova plástica compreendendo as paredes 

laterais, o fundo de saco posterior e o canal endocervical. A amostra foi 

transferida para tubo coletor estéril tipo Falcon contendo 2 ml de solução salina 

a 0,9%, mantida a 4 ºC por até 4 horas e então dividida em 2 alíquotas de 1 ml, 

estocadas a -70 ºC para posterior extração do DNA.  

Paralelamente, foram coletadas outras amostras da secreção vaginal para 

realização das análises microbiológicas convencionais, conforme a rotina do 

serviço: 

• Secreção do fundo de saco posterior, com haste de ponta de 

algodão, em meio de transporte sólido (Stuart), para realização da 

bacterioscopia; 

• Secreção do fundo de saco posterior, com escova plástica, em 1 

ml de solução salina a 0,9%, para pesquisa de fungos e 

Trichomonas vaginalis; 

• Secreção do canal endocervical, com haste de ponta de algodão 

ou escova plástica, em meios de transporte sólido (Stuart) ou 

líquido (Qiagen, USA ou Abbott, USA) apropriados, para pesquisa 

de Chlamydia trachomatis e Neisseria gonorrhoeae.  

Adicionalmente, na 35ª semana de gestação, foi coletado swab da 

mucosa do introito vaginal e da região perianal em meio de transporte sólido 

(Stuart), para pesquisa de Streptococcus agalactiae. 
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4.7. Análises convencionais da secreção vaginal 
 

 A bacterioscopia da secreção vaginal foi realizada pelo esfregaço e 

coloração de Gram, com atribuição do escore de Nugent (25), sendo a amostra 

classificada como Normal (escore 0-3), Intermediária (escore 4-6) e compatível 

com VB (escore ≥7), conforme descrito no Quadro 1. 

 

Quadro 1- Classificação de Nugent para esfregaço de secreção vaginal 
corado pelo Gram 

 

 

  

A pesquisa de fungos e Trichomonas vaginalis foi realizada por exame a 

fresco da secreção em solução salina (81). 

 A pesquisa de Chlamydia trachomatis foi realizada pela pesquisa do DNA 

bacteriano por captura híbrida, usando o teste Digene HC2 CT-ID (Qiagen, USA) 

(82) ou por reação de polimerase em cadeia em tempo real (RT-PCR), usando 

o ensaio Abbott RealTime CT/NG (Abbott, USA) (83). 

Tipo morfológico Lactobacillus Gardnerella Mobiluncus
 (bacilo G+ grande) (bacilo Gv pequeno) (bacilo Gv curvo)

Bacterioides

(bacilo G- pequeno)

Escore a 0 para >30 0 para 0 0 para 0

1 para 15 a 30 1 para <1 1 para <5

2 para 1 a 14 2 para 1 a 4 2 para ≥5

3 para <1 3 para 5 a 30

4 para 0 4 para >30

Ecore total b 0 a 3 normal

4 a 6 intermediário

≥7 VB

Adaptado de Nugent et al. (1991). J Clin Microbio l. 29 (2):297-301.
a média da contagem do número de tipos morfológicos por campo de magnificação x1.000
b soma dos 3 escores individuais por tipo morfológico
G+, Gram positivo; G-, Gram negativo; Gv, Gram variável; VB, vaginose bacteriana
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 Finalmente, a pesquisa de Neisseria gonorrhoeae foi realizada por 

método molecular, usando o ensaio Abbott RealTime CT/NG (Abbott, USA) (83), 

ou pela semeadura em meio de cultura Thayer-Martin ou ágar-chocolate (81). 

 Todas as análises acima foram realizadas pela Divisão de Laboratório 

Central do HCFMUSP. 

 

4.8. Sequenciamento 16S 
  

A caracterização da microbiota vaginal foi realizada pela amplificação e 

sequenciamento do domínio hipervariável V4 do gene rRNA 16S bacteriano a 

partir das amostras de secreção vaginal previamente estocadas, de acordo com 

protocolos descritos anteriormente (50, 52, 58, 84), com algumas adaptações. 

Dessa forma, para a amplificação do fragmento-alvo por PCR, foram utilizados 

os oligonucleotídeos iniciadores (primers) F515 (5′-

CACGGTCGKCGGCGCCATT-3′) e R806 (5′-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-

3′), sendo esses modificados para conter as sequências dos adaptadores de 

sequenciamento da plataforma Ion Torrent PGM (ThermoFisher, USA), técnica 

denominada primer fusion. Além disso, o primer F515 foi ainda acoplado a uma 

série de sequências identificadoras (barcodes), permitindo o sequenciamento 

simultâneo de até 32 amostras. As sequências completas dos primers utilizados, 

incluindo adaptadores e barcodes, estão descritas no Anexo C. 

A etapa de extração de DNA foi realizada no Laboratório de Fisiologia 

Obstétrica (LIM-57) da FMUSP e as etapas seguintes de sequenciamento e 

análise de dados no Núcleo de Sequenciamento de DNA da Rede PREMiUM 

FMUSP, localizado no Laboratório de Parasitologia da FMUSP (LIM-46). 

 

4.8.1. Extração do DNA bacteriano 
 

 Para extração do DNA bacteriano foi utilizado o kit PowerSoil (MoBio 

Laboratories, USA) (85). Uma alíquota de 1 ml de secreção vaginal previamente 

estocada a -70 ºC foi descongelada, centrifugada a 14.000 rpm por 1 min em 

microcentrífuga (Eppendorff, Alemanha) e o pellet ressuspenso no tubo de lise 

celular. Foi realizada uma etapa inicial de lise térmica a 65 ºC por 10 min, seguida 
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das etapas de lise mecânica e química e de purificação do DNA, conforme as 

orientações do fabricante, até a eluição do DNA em 100 µl do tampão de eluição 

fornecido. O DNA eluido foi quantificado e a pureza verificada por 

espectrofotometria a 260 e 280 nm, utilizando o equipamento Nanodrop 

(ThermoFisher, USA). As concentrações obtidas variaram entre 4 e 30 ng/µl. 

 

4.8.2. Amplificação e purificação das sequências-alvo (amplicons) 
 

Inicialmente, foram preparadas misturas de primers, combinando volumes 

iguais das soluções-estoque dos primers R806 e F515 a 10µM, sendo que, para 

cada amostra a ser analisada, foi utilizado um primer F515 com um barcode 

diferente. 

A etapa de amplificação do gene rRNA 16S foi então realizada utilizando-

se o kit PlatinumR PCR SuperMix High Fidelity (ThermoFisher, USA), de acordo 

com o quadro abaixo: 

 

Quadro 2- Preparação da reação em cadeia de polimerase 

 
 

Nas amostras com baixa concentração de DNA foi utilizado o volume 

máximo para a reação (4 µl), sem prejuízo do rendimento da reação. Em seguida, 

foi realizada a reação de PCR em termociclador convencional (Applied 

Biosystems, USA), programado com os seguintes parâmetros:  

  

Componente Volume

PlatinumR PCR SuperMix High Fidelity 45 µl

20–50 ng de DNA bacteriano 4 µl

Mistura de primers a 10 µM 1 µl

Total 50 µl
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Quadro 3- Etapas da reação em cadeia de polimerase 

 
 

Seguiu-se então uma etapa de purificação dos amplicons, no sentido de 

remover fragmentos inespecíficos e de baixo peso molecular, os quais poderiam 

resultar em uma baixa qualidade de sequenciamento. Foi utilizado o reagente 

Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter, USA), seguindo as recomendações 

do fabricante, em duas etapas. Na primeira etapa, 30 µl do reagente foram 

adicionados a cada amostra, misturado vigorosamente e incubado a temperatura 

ambiente por 5 min. A mistura foi então mantida em estante magnética por 2 min, 

sendo o sobrenadante transferido para um tubo novo e o pellet descartado. 

Foram então adicionados 60 µl do reagente AMPure ao sobrenadante, repetida 

a incubação e a precipitação em estante magnética e o sobrenadante, dessa 

vez, descartado. Após 2 etapas de lavagem com Etanol a 70%, o pellet foi seco 

e o DNA eluído em 20 µl de tampão TE (10 mM Tris-HCl, 0,1 mM EDTA, pH 8,0), 

sendo estocado a -20 ºC. 

A qualidade dos amplicons foi verificada pela eletroforese de 4 µl do eluato 

em gel de agarose a 3%, observando-se uma banda de aproximadamente 350 

bp, que corresponde à amplificação da região desejada (Anexo D).  

  

Estágio Passo Temperatura Tempo

Único Ativação da Enzima 94ºC 3 min

Desnaturação 94ºC 30 s

Anelamento 58ºC 30 s

Extensão 68 ºC 1 min

Único 4ºC ∞

Ciclos(n=30)
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4.8.3. Preparo das bibliotecas e sequenciamento do DNA 
 

 Para o sequenciamento do DNA foi utilizada a plataforma de 

sequenciamento de nova geração (next generation sequencing, NGS) Ion 

Torrent PGM (ThermoFisher, USA), baseada no uso de chips com tecnologia de 

semicondutor para detecção da mudança de pH durante o processo de 

incorporação de nucleotídeos na cadeia de DNA.  

Para o preparo das bibliotecas de sequenciamento, inicialmente foi 

realizada a quantificação dos amplicons por fluorimetria com o equipamento 

Qubit (Invitrogen, USA), sendo utilizado 1 µl de cada amostra, seguindo o 

protocolo recomendado pelo fabricante (86). Em seguida, 1 µl de cada amostra 

foi diluído em H2O para uma concentração final de 100 pM. Em seguida, 5 µl de 

cada amostra a 100 pM, foram misturados, compondo então um pool de 

amostras equimolares. Dessa forma, foram obtidos pools contendo 16 ou 32 

amostras identificadas individualmente por um barcode específico (barcodes 1 a 

32) (Anexo C).  

As etapas seguintes de acoplamento das moléculas de DNA nas esferas 

de sequenciamento, Ion Spheres ou ISPs (ThermoFisher, USA), amplificação 

das bibliotecas por PCR em emulsão, enriquecimento das bibliotecas e 

carregamento dos chips de sequenciamento foram conduzidas por protocolo 

automatizado no equipamento Ion PGM Hi-Q View Chef (ThermoFisher, USA), 

seguindo as instruções fornecidas pelo fabricante para sequências de 

comprimento ≥ 300 bp (87). Uma etapa intermediária de controle de qualidade 

da amplificação das bibliotecas foi realizada com o kit Ion Sphere Quality Control 

(ThermoFisher, USA). As bibliotecas foram carregadas em pares de chips Ion 

318 (ThermoFisher, USA), 16 ou 32 amostras por chip, sendo um deles inserido 

imediatamente no equipamento Ion Torrent PGM (ThermoFisher, USA) para 

sequenciamento e o outro lacrado e estocado a 4 ºC por 24 h, até o final da 

primeira corrida, para então completar a rodada de sequenciamento. 

A análise de qualidade do sequenciamento mostrou que houve 

carregamento satisfatório dos chips, tamanho adequado das cadeias 

sequenciadas, em torno de 292 bp, bem como uma boa profundidade de 
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sequenciamento, com o número de sequências (reads) por amostra variando 

entre 55.000 e 752.000 (Anexo F). 

 

4.8.4. Análise dos dados de sequenciamento 
 

 As sequências de DNA obtidas foram inicialmente processadas com o 

pipeline Ion Torrent Browser (ThermoFisher, USA) para separação entre as 

amostras individuais e remoção de sequências de adaptadores, primers, 

barcodes e sequências pequenas (<50 bp), poli clonais ou de baixa qualidade. 

A análise bioinformática foi realizada com o pipeline Qiime2 (q2) (88, 89). 

Inicialmente foi checada a qualidade das sequências, para garantir que todas 

possuíam o escore Phred mínimo de 33, bem como a profundidade do 

sequenciamento, sendo observada uma média de 232.965 sequências por 

amostra (mínimo 55.588 - máximo 544.234). Em seguida, as sequências foram 

truncadas em 240 bp, de acordo com a análise de qualidade, foram removidos o 

ruído e as sequências quiméricas e geradas variantes de sequências de 

amplicons (ASVs) como o software DADA2 (q2-dada2) (90). Foi então construída 

uma árvore filogenética para análises de diversidade inserindo as sequências na 

árvore de referência Greengenes 13_8 pelo método SEPP. (q2- fragment-

insertion plugin) (91). Adicionalmente, a análise de rarefação atingiu um platô, 

demonstrando boa representação da comunidade microbiana. As ASVs foram 

classificadas em unidades taxonômicas operacionais (OTUs) com o q2-feature-

classifier (92), utilizando como referência o banco de dados Greengenes 13_8 

(93, 94) e considerando uma similaridade mínima de 97%. Ao final, os dados 

foram sumarizados em uma tabela de abundância relativa dos táxons 

observados em cada amostra estudada, nos níveis taxonômicos de reino, filo, 

ordem, classe, família, gênero e espécie. 
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4.9. Análise Estatística 
 

4.9.1. Análise Descritiva 
 

  Na análise descritiva, as variáveis categóricas foram apresentadas como 

frequência absoluta e relativa, n (%). Para a comparação entre os grupos de 

estudo foi aplicado o teste chi-quadrado ou, quando observadas frequências 

inferiores a 5%, teste exato de Fisher. As variáveis contínuas foram descritas 

como média ± desvio padrão (valor mínimo - valor máximo), e para a 

comparação entre os grupos foi aplicado o teste t de Student, quando houve 

normalidade, ou alternativamente, o teste não paramétrico de Mann-Whitney.  

Para os cálculos estatísticos foi usado o programa SPSS v24.0 (IBM, 

USA). Em todos os casos o nível de significância adotado foi de 95%, ou seja, 

valores p inferiores a 0,05 foram considerados significativos. 

 

4.9.2. Análise do conteúdo vaginal por métodos convencionais 
 

 Para as comparações entre os 2 tempos de coleta de secreção vaginal 

(T0 e T1) foram aplicados o modelo de equações de estimação generalizadas 

(GEE) por distribuição binomial, com logit como função de ligação, para as 

variáveis categóricas e o modelo one-way ANOVA, para as variáveis contínuas 

(95, 96). Da mesma forma como descrito acima, os cálculos estatísticos foram 

obtidos com o programa SPSS v24.0 (IBM, USA), adotando nível de significância 

de 95%. 

 

4.9.3. Análise da composição da microbiota vaginal e classificação das 
amostras em tipos de comunidade (CSTs) 
 

 Para a análise da composição da microbiota vaginal nas amostras 

sequenciadas foram construídos gráficos utilizando as os programas online 

Qiime2 view (https://view.qiime2.org) e Microbiome Analyst (97, 98). Para o 

agrupamento (clustering) e classificação das amostras em tipos de composição 
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(CSTs) foi construído um dendrograma utilizando o algoritmo de ligação 

completa (complete linkage) e a dissimilaridade de Bray-Curtis (99, 100) como 

métrica de distância entre as amostras, através do programa Microbiome 

Analyst. Para comparação dos grupos de estudo segundo o tipo de composição 

foi utilizado o teste de McNemar-Bowker (101), adotando nível de significância 

de 95%. 

 

4.9.4. Análise da diversidade da microbiota vaginal 
 

A análise da diversidade individual de cada amostra, ou diversidade alfa, 

foi realizada com o auxílio do programa Qiime2 (q2-diversity) (89), através da 

determinação da riqueza (observed features) e do índice de Shannon (102) e, 

para determinação da significância estatística, foi utilizado o teste de Kruskall-

Wallis, adotando nível de significância de 95%. Adicionalmente, com o objetivo 

de controlar o viés relacionado à diferença de número de sequências analisadas 

em cada amostra, a diversidade alfa foi computada pela análise de composição 

com correção de viés (ANCOM-BC) (103). Para comparação entre grupos foi 

obtido o valor p pelo teste de Kruskal-Wallis. A análise da interação entre os 2 

grupos de estudo em 2 tempos de coleta foi realizada com o programa R, usando 

a sintaxe descrita no estudo de Chen et al. (104). 

De forma semelhante, a dissimilaridade entre as amostras, ou diversidade 

beta, foi computada pelo q2-diversity (89), após rarefação em 45.679 sequências 

por amostra, utilizando as métricas de Jaccard (105), Bray-Curtis (99, 100), 

UNIFRAC não ponderado e UNIFRAC ponderado (106, 107). Como método de 

ordenação na matriz de dissimilaridade foi utilizada a PCoA (Principal 

Coordinates Analysis) (108) e para a construção de gráficos foi utilizado o 

programa online EMPeror (109). A determinação da significância estatística dos 

agrupamentos foi realizada pelo método PERMANOVA pareado (110), também 

adotando nível de significância de 95%. 

Com o objetivo de controlar a ocorrência de erros do tipo I nas análises 

estatísticas de diversidade alfa e beta foi utilizado o teste post hoc de Benjamini-
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Hochberg, ou correção pela false discovery rate (FDR) (111), com obtenção do 

valor q. 

 

4.9.5. Análise de táxons específicos 
 

Para comparação da abundância de táxons específicos entre os grupos 

de estudo foi utilizada a ferramenta online Microbiome Analyst (97, 98), 

inicialmente com obtenção da abundância ao nível taxonômico de gênero e 

espécie em cada uma das amostras. Foi então realizada a análise univariada 

dos dados de abundância quantitativos pelo teste não paramétrico de Mann-

Whitney, com valor p corrigido pela FDR, e nível de significância de 95%. 

Adicionalmente, foi realizada a análise de composição (ANCOM) (112) 

para determinação de táxons com abundância diferencial em relação às 

variáveis categóricas usando o programa Qiime2 (89), com determinação do 

valor W e do resultado do teste de hipótese (H0). 
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5. RESULTADOS 
 

5.1. Caracterização da população 
 

5.1.1. História clínica e obstétrica 
 

 Como dito anteriormente, foram estudadas 44 gestantes com colo uterino 

curto (≤25 mm) no segundo trimestre, 22 que fizeram uso do pessário de Arabin 

e 22 da progesterona natural por via vaginal, em 2 tempos de coleta, T0 – antes 

do tratamento, e T1 – depois do tratamento. 

 Conforme descrito na Tabela 1, os grupos de estudo foram semelhantes 

quanto aos dados demográficos e de história clínica, incluindo as variáveis que 

pudessem interferir na composição da flora vaginal, como o IMC, o tabagismo e 

a associação com doenças clínicas, sobretudo aquelas que poderiam cursar com 

imunossupressão, alterações endócrinas ou uso crônico de antibióticos. 
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Tabela 1 - Dados demográficos e história clínica da população em estudo 
– HCFMUSP – janeiro 2016 a dezembro 2018 

 

 

 

Quanto aos antecedentes obstétricos, como mostra a Tabela 2, só houve 

diferença estatisticamente significante entre os grupos de estudo em relação ao 

antecedente de parto a termo, sendo mais frequente no grupo Progesterona do 

que no grupo Pessário.  

Para comparação com as taxas de prematuridade observadas, no estudo 

Birth in Brazil (4) a taxa de prematuridade na população geral brasileira foi de 

12,1%. 

Grupo Pessário (n=22) Progesterona (n=22) p

Idade 30 ± 7 (15 - 42) 28 ± 6 (17 - 37) 0,315 1

Cor

     Branca 15 (68,2) 16 (72,7) 0,741 2

     Não branca 7 (31,8) 6 (27,3)

Nível educacional

     Fundamental completo 2 (9,1) 6 (27,3) 0,293 3

     Médio completo 13 (59,1) 9 (40,9)

     Superior completo 7 (31,8) 7 (31,8)

IMC 26,5 ± 4,3 (18,6 - 36,1) 27,7 ± 5,1 (20,5 - 37,7) 0,453 4

Tabagismo 1 (4,5) 3 (13,6) 0,294 2

Doença associada

     Hipertensão 1 (4,5) 2 (9,1) 1,000 3

     Trombose/Trombofilia 0 (0,0) 1 (4,5) 1,000 3

     Diabetes 3 (13,6) 3 (13,6) 1,000 3

     Hipotiroidismo 2 (9,1) 2 (9,1) 1,000 3

     Doença auto-imune 2 (9,1) 0 (0,0) 0,488 3

     Infecção urinária de repetição 1 (4,5) 0 (0,0) 1,000 3

     Outras 5 (22,7) 4 (18,2) 1,000 3

1 Teste t de Student

3 Teste exato de Fisher
4 Teste de Mann-Whitney

As variáveis categóricas são apresentadas como frequências absoluta e relativa n (%); 
As variáveis contínuas são descritas como média ± desvio padrão (valor mínimo - valor máximo)

2 Teste chi-quadrado
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Por outro lado, analisando os antecedentes obstétricos segundo o número 

de eventos de abortamentos e partos a termo (Tabela 2), não houve diferença 

estatisticamente significante entre os 2 grupos. 

 

 

Tabela 2 - Antecedentes obstétricos da população em estudo – HCFMUSP 
– janeiro 2016 a dezembro 2018 

 
 

 

5.1.2. Coleta da secreção vaginal e medida do comprimento do colo uterino 
 

 Como mostra a Tabela 3, a única variável de coleta com diferença 

significante entre os 2 grupos foi a presença de sludge cervical, este ocorrendo 

em 3 casos (13,6%) no grupo Pessário e em 9 casos (40,9%) no grupo 

Progesterona.  

 

 

  

Grupo Pessário (n=22) Progesterona (n=22) p

Nulíparas 13 (59,1) 8 (36,4) 0,131 1

Abortamento 7 (31,8) 8 (36,4) 0,750 1

Número de abortamentos 1 (1 - 3) 1 (1 - 2) 0,688 2

Parto prematuro < 34 semanas 2 (9,1) 1 (4,5) 1,000 3

Parto prematuro 34-37 semanas 2 (9,1) 2 (9,1) 1,000 3

Parto a termo 3 (13,6) 9 (40,9) 0,042 1

Número de partos a termo 0 (0 - 2) 1 (0 - 3) 0,201 2

1 teste chi-quadrado
2 Teste de Mann-Whitney
3 Teste exato de Fisher

Variáveis categóricas apresentadas como frequências absoluta e relativa n (%)
Variáveis contínuas apresentadas como mediana (mínimo - máximo)
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Tabela 3 - Variáveis associadas à coleta da secreção vaginal e medida do 
colo uterino em T0 - – HCFMUSP – janeiro 2016 a dezembro 2018 

 
 

 

5.1.3. Desfecho das gestações 
 

 Como descrito na Tabela 4, a média de IG no parto foi semelhante nos 2 

grupos de estudo. Da mesma forma, não houve diferença entre os grupos quanto 

às outras variáveis de desfecho da gestação. 

 

 

  

Grupo Pessário (n=22) Progesterona (n=22) p

IG na coleta (semanas) 22,3 ± 1,1 (20,6 - 23,9) 22,9 ± 0,8 (21,6 - 24,9) 0,107 1

Uso prévio de antibióticos 3 (13,6) 0 (0,0) 0,233 2

Manipulação prévia 2 (9,1) 2 (9,1) 1,000 2

Comprimento do colo (mm) 16,0 ± 6,0 (5,0 - 24,0) 17,0 ± 5,0 (7,0 - 23,0) 0,494 1

Presença de sludge 3 (13,6) 9 (40,9) 0,042 3

3 Teste do chi-quadrado
IG: idade gestacional

2 Teste exato de Fisher

As variáveis categóricas são apresentadas como frequências absoluta e relativa n (%); 
As variáveis contínuas são descritas como média ± desvio padrão (valor mínimo - valor máximo)
1 Teste de Mann-Whitney
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Tabela 4 - Desfechos das gestações na população estudada – HCFMUSP – 
janeiro 2016 a dezembro 2018 

 
 

 

5.2. Caracterização da microbiota vaginal pelas análises convencionais e 
comparação entre os grupos de estudo 
 

 A Tabela 5 mostra os resultados das análises de rotina realizadas na 

secreção vaginal. Quanto à bacterioscopia, foi observado que a maioria das 

gestantes apresentava flora bacteriana normal (escore de Nugent entre 0 e 3), 

90,9% (T0 e T1) no grupo Pessário, 90,9% (T0) e 95,5% (T1) no grupo 

Progesterona, sem diferença significativa entre os grupos e tempos de coleta. 

No sentido de facilitar a análise, foram agrupadas numa só categoria, Alterado, 

as pacientes com escore de Nugent entre 4 e 10, também sem diferença 

estatística entre os tempos de coleta nos 2 grupos. Do mesmo modo, 

comparando os resultados do escore de Nugent em valores absolutos (1 a 10), 

Grupo Pessário (n=22) Progesterona (n=20) * p

IG no parto (semanas) 37,4 ± 4,0 (25,4 - 40,3) 37,4 ± 3,4 (25,9 - 40,7) 0,677 1

Peso do RN (g) 2748 ± 790 (735 - 4010) 3006 ± 725 (850 - 3820) 0,099 1

Via de parto vaginal 14 (63,6) 15 (75,0) 0,426 2

Trabalho de parto espontâneo 13 (59,1) 17 (85,0) 0,063 2

Parto prematuro espontâneo (<37 sem) 2 (9,1) 6 (30,0) 0,123 3

RPMO 2 (9,1) 2 (10,0) 1,000 3

Corioamnionite 2 (9,1) 1 (5,0) 1,000 3

As variáveis categóricas são apresentadas como frequências absoluta e relativa n (%); as
variáveis contínuas são descritas como média ± desvio padrão (valor mínimo-valor máximo)

1 Teste de Mann-Whitney

3 Teste exato de Fisher

* 2 gestantes sem informações do parto

2 Teste chi-quadrado

IG, idade gestacional; RN, recém-nascido; RPMO, rotura prematura de membranas ovulares
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não foi detectada diferença significante entre os tempos T0 eT1 em nenhum dos 

grupos. 

 

 

Tabela 5 - Bacterioscopia e pesquisa de microorganismos específicos na 
secreção vaginal – HCFMUSP – janeiro 2016 a dezembro 2018 

 
 

 

Com relação à pesquisa de micro-organismos específicos, não foi 

observada diferença quanto à presença de fungos no exame a fresco entre os 2 

grupos de estudo, nos 2 tempos de coleta, bem como quanto à presença de 

S.agalactiae no terceiro trimestre (Tabela 5). Por fim, na população estudada 

não houve detecção de Trichomonas vaginalis ou de Neisseria gonorrhoeae em 

nenhuma coleta e a pesquisa de C.trachomatis só foi positiva em uma gestante, 

impossibilitando a análise referencial.  

 

  

T 0 T 1 T 0 T 1

Escore de Nugent

     Normal (0 - 3) 20 (90,9) 20 (90,9) 20 (90,9) 21 (95,5) 0,570 1

    Alterado (4 - 10) 2 (9,1) 2 (9,1) 2 (9,1) 1 (4,5)

Escore mediano 1 (0 - 6) 1 (0 - 7) 1 (0 - 7) 1 (0 - 5) 0,058 2

Fungos 7 (20,6) 6 (17,6) 5 (14,7) 5 (16,1) 0,954 1

Chlamydia trachomatis 0 (0,0) 0 (0,0) 1 (5,6) 1 (5,6) -

Streptococcus agalactiae * 3 (13,6) 2 (10,0) 1,000 3

Pessário (n=22) Progesterona (n=22)

Variável contínua apresentada como mediana (mínimo - máximo)
T 0 coleta antes do tratamento
T 1 coleta após o tratamento
* coleta única no terceiro trimestre
1 Modelo de equações de estimação generalizadas (GEE)

3 Teste exato de Fisher

p

2 one-way ANOVA

Variáveis categóricas apresentadas como frequência absoluta e relativa n (%)

Grupo
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5.3. Caracterização da microbiota vaginal pelo sequenciamento 16S e 
comparação entre os grupos de estudo 
 

5.3.1. Composição e estabilidade da microbiota vaginal 
 

A Figura 1 mostra a representação gráfica da abundância relativa dos 

gêneros de bactérias detectados nas 88 amostras analisadas, sendo observada, 

como esperado, dominância de Lactobacillus na maioria delas. Por outro lado, 

nas amostras AF37, AF74 e AF88 (em T0) e AF10, AF74 e AF88 (T1), do grupo 

Pessário, bem como nas amostras AF54 e AF99 (T0) e AF71 (T1,), do grupo 

Progesterona, foi observada uma composição mista, sem dominância de 

Lactobacillus e incluindo anaeróbios. Adicionalmente, na maioria das amostras 

houve correlação entre a composição da microbiota e o escore de Nugent, 

exceto nas amostras AF37 (T0), AF10, AF55 e AF71 (T1). De forma semelhante, 

na maioria dos casos a microbiota apresentou-se estável entre os 2 tempos de 

coleta. Ao contrário, nas amostras AF10 (grupo Pessário) e AF71 (grupo 

Progesterona) houve transição de uma composição com dominância de 

Lactobacillus para uma composição com maior diversidade e presença de 

anaeróbios, e nas amostras AF37 (grupo Pessário), AF54 e AF99 (grupo 

Progesterona) houve modificação da microbiota no sentido oposto (Figura 1). 
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Figura 1 - Composição da microbiota vaginal nos grupos Pessário e 
Progesterona. 

Abundância relativa dos principais gêneros presentes na microbiota das 
amostras estudadas e correlação com o escore de Nugent observado. Painéis 
esquerdos: grupo Pessário; painéis direitos: grupo Progesterona; painéis 
superiores: tempo de coleta T0; painéis inferiores: tempo de coleta T1. 
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O sequenciamento da região V4 do gene rRNA 16S, como realizado no 

presente estudo, permite a classificação taxonômica acurada até o nível de 

gênero. Para uma classificação mais abrangente, ao nível de espécie, seria 

necessário o sequenciamento de múltiplas regiões hipervariáveis do 16S. Em 

vista disso, não foi inicialmente possível agrupar as amostras de secreção 

vaginal nos tipos fundamentais, as CSTs I, II, III e V, com dominância de 

L.crispatus, L.gasseri, L.iners e L.jenseni, respectivamente, e a CST-IV, 

caracterizada pela ausência de dominância de Lactobacillus e presença de 

microbiota diversificada, incluindo bactérias estritamente anaeróbias associadas 

à VB, como a Gardnerella. No entanto, mesmo sem a distinção entre todas as 

espécies de Lactobacillus foi possível a identificação de L. iners, bem como a 

determinação de sua abundância relativa, como mostra a Figura 2, onde pode 

ser notada a dominância de L. iners em grande parte das amostras. 
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Figura 2 - Dominância de Lactobacillus na microbiota vaginal 

Abundância relativa dos táxons identificados na microbiota vaginal, após 
reclassificação até o nível de espécies. As amostras foram ordenadas na ordem 
decrescente da abundância relativa de Lactobacillus iners, que é o táxon 
dominante em aproximadamente metade das amostras. Painel inferior: legenda 
para os táxons observados. 
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5.3.2. Classificação das amostras em tipos de comunidade (CSTs) 
 

 Utilizando a classificação taxonômica ao nível de espécies e aplicando 

uma série de algoritmos e métricas de dissimilaridade, foi possível observar 

agrupamentos, ou clusters, de amostras segundo a semelhança da composição. 

A métrica que melhor distinguiu entre os tipos fundamentais de composição 

(CSTs) nas amostras estudadas foi a dissimilaridade de Bray-Curtis, melhor 

detalhada adiante. Dessa forma, como demonstrado no dendrograma da Figura 
3, foi possível classificar as amostras em 3 tipos de composição: CST-I/II/V, 

englobando as comunidades com dominância de Lactobacillus não-iners; CST-

III, com dominância de L.iners; e CST-IV, sem dominância de Lactobacillus. 
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Figura 3 - Classificação da microbiota vaginal em tipos de comunidades 
(CSTs) 

Dendrograma das 88 amostras analisadas, construído com o algoritmo de 
ligação completa (complete linkage) e utilizando a dissimilaridade de Bray-Curtis 
como métrica de distância entre as comunidades. É possível distinguir 3 
agrupamentos (CSTs), conforme indicado à direita. No canto superior esquerdo: 
Legenda para os grupos de estudo. 
 

 

 Com o objetivo de verificar se ocorreram mudanças na composição da 

microbiota vaginal entre os 2 tempos de coleta, particularmente no sentido de 

CST-IV

CST-III

CST-I/II/V
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composições associadas à disbiose, foi realizada uma comparação das CSTs 

nesses 2 tempos, conforme mostrado na Figura 4. Embora tenham ocorrido 

mudanças na composição da microbiota vaginal após o início do tratamento em 

alguns casos, não foi observada diferença estatisticamente significante entre os 

2 tempos de coleta, em ambos os grupos de estudo. Portanto, é possível concluir 

que, na população estudada, a microbiota vaginal se manteve estável após o 

tratamento com pessário ou progesterona. 

 

 

 

Figura 4 - Estabilidade da composição da microbiota vaginal 

Matriz de distribuição do número de amostras classificadas nas CSTs I/II/V, III e 
IV, respectivamente, nos grupos de estudo Pessário e Progesterona e nos 
tempos de coleta T0 e T1. Nas cores verde (grupo Pessário) e laranja (grupo 
Progesterona) está destacado o número de amostras que permaneceram na 
mesma CST entre os 2 tempos de coleta. 

 

 
5.3.3. Diversidade intra-amostra da microbiota vaginal (Diversidade Alfa) 
 

A diversidade de um ecossistema tem 2 componentes, a riqueza e a 

uniformidade. A riqueza expressa unicamente o número de espécies diferentes 

presentes no ecossistema, sendo que quanto maior esse número, maior a 

I/II/V III IV Total I/II/V III IV Total

I/II/V 6 1 0 7 10 0 0 10

III 3 9 0 12 0 9 2 11

IV 1 0 2 3 1 0 0 1

Total 10 10 2 22 11 9 2 22

T 0 T 0

T 1

Pessário (p=0,368) * Progesterona (p=0,223) *

* Teste de McNemar-Bowker
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diversidade. Por outro lado, a uniformidade refere-se à distribuição relativa do 

número de indivíduos de cada espécie, quanto maior a uniformidade, maior a 

diversidade. Dessa forma, em ecossistemas onde haja dominância numérica de 

um determinado táxon, como é o caso da microbiota vaginal, onde há 

predominância de Lactobacillus, a uniformidade é menor e, portanto, a 

diversidade é menor (102). Por exemplo, considerando a composição da 

microbiota na Figura 1, comparando a amostra AF10 nos tempos T0 e T1, pode-

se dizer que, no tempo T1, tanto o número de táxons presentes (riqueza) quanto 

a uniformidade da contribuição desses táxons para composição aumentaram e, 

consequentemente, aumentou a diversidade. 

Nesse sentido, há uma série de métricas descritas para a análise da 

diversidade alfa, cada qual atribuindo um peso maior ou menor aos 2 

componentes da diversidade, conforme o tipo de inferência desejado. Dessa 

forma, utilizando a metodologia de ANCOM-BC, a diversidade alfa das amostras 

estudadas foi descrita em termos da riqueza de táxons observados (observed 

features) e pela determinação do índice de Shannon, o qual leva em 

consideração tanto a riqueza quanto a uniformidade da composição (Figura 5). 
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Figura 5 - Diversidade alfa ao nível de gênero da microbiota vaginal na 
população de estudo.  

ANCOM-BC comparando a diversidade alfa pelas métricas de riqueza e índice 
de Shannon nos diferentes grupos de estudo. A e B: comparação entre os 
tempos de coleta T0 (cor verde) e T1 (cor violeta) nos grupos Pessário (A) e 
Progesterona (B); C e D: comparação entre os grupos Pessário (cor vermelha) 
e Progesterona (cor azul) nos tempos de coleta T0 (C) e T1 (D). PE: grupo 
Pessário; PR: grupo Progesterona; nas caixas em destaque o valor p pelo teste 
de Kruskal-Wallis. 

 

 
 Embora tenha sido observada maior riqueza no tempo T0 do grupo 

Progesterona (Figura 5, B e C), a comparação com o grupo Pessário não foi 

estatisticamente significante. De maneira semelhante, comparando os 2 tempos 

de coleta dentro de cada grupo de estudo (Figura 5, A e B), bem como os 2 

grupos de estudo em cada tempo de coleta (Figura 5, C e D), não foi observada 

diferença significativa na diversidade alfa entre os grupos, ou seja, o tratamento 

não teve influência sobre a diversidade alfa da microbiota vaginal 
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5.3.4. Diversidade da microbiota entre as amostras estudadas (Diversidade 
Beta) 
 

 A diversidade beta é conceituada como a dissimilaridade da composição 

da microbiota entre 2 comunidades separadas espacialmente, temporalmente ou 

por algum outro fator experimental. Como descrito anteriormente para a 

diversidade alfa, a diversidade beta pode ser calculada por diferentes métricas, 

de acordo com a interpretação pretendida. De maneira geral, essas métricas 

podem ser classificadas em qualitativas, onde apenas a presença ou ausência 

de determinado táxon é levada em consideração, e quantitativas, onde também 

é considerada a abundância relativa de cada táxon. Pode-se dizer que métricas 

qualitativas são mais adequadas quando a intenção é analisar a presença de 

táxons raros, enquanto as métricas quantitativas são adequadas à comparação 

de comunidades com predominância de determinados táxons, como, por 

exemplo, no caso da microbiota vaginal. Adicionalmente, existem métricas que 

incorporam a distância filogenética entre os táxons observados na análise da 

dissimilaridade e são consideradas mais robustas para a análise de sequências 

de 16S por incorporar o grau de divergência dessas sequências na análise. Do 

ponto de vista matemático, diferentemente da diversidade alfa, onde a cada 

amostra é atribuído um índice numérico, a diversidade beta é computada como 

uma matriz contendo a distância, ou dissimilaridade, entre cada amostra 

individual e as outras que compõem a análise. Consequentemente, para facilitar 

a visualização dos dados é necessária a ordenação dos dados em um espaço 

multidimensional. 

 Dessa forma, a diversidade beta das amostras estudadas foi descrita 

pelas métricas de Jaccard (qualitativa, sem distância filogenética), Bray-Curtis 

(quantitativa, sem distância filogenética), UNIFRAC não ponderado (qualitativa, 

com distância filogenética) e UNIFRAC ponderado (quantitativa, com distância 

filogenética), como mostra a Figura 6. 
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Figura 6 - Diversidade beta ao nível de gênero da microbiota vaginal na 
população de estudo. 

Gráficos de PCoA da diversidade beta, segundo diferentes métricas. A: Jaccard; 
B: Bray-Curtis; C: UNIFRAC não poderado; D: UNIFRAC ponderado. Nos cantos 
superiores direitos o valor de p das comparações entre grupos Pessário e 
Progesterona (*), e entre os tempos T0 e T1 (**), pelo teste PERMANOVA 
pareado. Não houve mudança na significância estatística após correção do valor 
p. Na linha inferior, legenda para os parâmetros experimentais. Cor verde: grupo 
Pessário; Cor laranja: grupo Progesterona; Esferas: tempo de coleta T0; Cones: 
tempo de coleta T1. 
 

 

Considerando as diferentes métricas aplicadas, pode-se observar que, 

nas métricas qualitativas (Figura 6, A e C) a variação em cada eixo da 

ordenação foi pequena, atingindo o valor de 7,8% no eixo 2 de Jaccard (Figura 
6, A) e 22,3% no eixo 1 de UNIFRAC não ponderado (Figura 6, C), o que 

possivelmente reflete a baixa riqueza da microbiota vaginal. Ao contrário, a 

variação pelas métricas quantitativas foi maior, 56,1% e 73,6% no eixo 1 de Bray-

Curtis e UNIFRAC ponderado, respectivamente (Figura 6, B e D). Nesse último 

A B

C D

Bray-Curtis

UNIFRAC não ponderado UNIFRAC ponderado

Jaccard

Pessário, T0 Pessário, T1 Progesterona, T0 Progesterona, T1

*p=0,04

**p=1,00

*p=0,06

**p=0,90

*p=0,62

**p=0,97

*p=0,61

**p=0,56
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caso, é interessante observar que a maioria das amostras formou um 

agrupamento devido à grande abundância de Lactobacillus. As amostras 

restantes, que se distanciaram desse agrupamento, correspondem àquelas com 

composição mais variada, sem dominância de Lactobacillus (Figura 6, D). 

 Observando ainda a Figura 6, visualmente não foram identificados 

agrupamentos claros de amostras pertencentes a um grupo experimental 

específico, sejam os grupos de estudo ou os tempos de coleta. Entretanto, na 

análise estatística foi observada diferença significante entre os grupos Pessário 

e Progesterona quanto à diversidade beta pela métrica de Jaccard (Figura 6, A), 

o que pode ser interpretado como presença ou ausência de táxons minoritários 

entre esses grupos, uma vez que essa métrica é puramente qualitativa. A 

presença ou ausência de táxons minoritários, ainda que confiram algum grau de 

dissimilaridade entre amostras, podem não ser relevantes no caso da microbiota 

vaginal, onde há grande predomínio de Lactobacillus. Por outro lado, como já 

dito anteriormente, a métrica de Bray-Curtis foi a que melhor separou os 

agrupamentos correspondentes às CSTs fundamentais (Figura 6, B). 

Considerando todos esses resultados, pode-se concluir que não foi observada 

diferença significativa da diversidade beta entre os grupos de estudo ou os 

tempos de coleta, ou seja, o uso do pessário ou da progesterona não parece 

estar associado à dissimilaridade das amostras estudadas (Figura 6). 

 

 

5.3.5. Correlação entre a abundância de táxons específicos e os grupos de 
estudo 
 

Como já descrito anteriormente, a microbiota das amostras estudadas 

apresentou grande predominância de Lactobacillus, notadamente L.iners, sendo 

também observada predominância de Gardnerella em algumas amostras. Foi 

então realizada uma comparação dos grupos de estudo por análise univariada 

em relação à abundância desses 3 táxons, conforme mostrado na Figura 7. É 

possível observar que o L.iners foi mais prevalente no grupo Pessário e, ao 

contrário, a Gardnerella foi mais prevalente no grupo Progesterona. De forma 

semelhante, comparando os tempos de coleta T0 e T1, houve aumento de L.iners 
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no tempo T1 em ambos os grupos e diminuição de Gardnerella no tempo T1 no 

grupo Progesterona. No entanto, do ponto de vista estatístico, não foi observada 

diferença significativa na abundância desses táxons entre os tempos de coleta 

T0 e T1 em ambos os grupos de estudo (Figura 7). Portanto, o tratamento para 

o colo curto não foi associado a uma mudança significativa no conteúdo dos 

táxons mais relevantes presentes na microbiota vaginal. 

 

 

 

Figura 7 - Comparação da abundância dos táxons majoritários entre os 
tempos de coleta T0 e T1 nos grupos Pessário e Progesterona 

Análise univariada comparando a abundância de Lactobacillus sp (painéis 
esquerdos), L.iners (painéis centrais) e Gardnerella (painéis direitos) entre os 
tempos de coleta T0 (cor vermelha) e T1 (cor azul) nos grupos Pessário (painéis 
superiores) e Progesterona (painéis inferiores). Nas caixas em destaque o valor 
p pelo teste de Mann-Whitney. 
 

 

 Foi também realizada uma análise de composição (ANCOM), porém não 

foram identificados táxons com abundância diferencial entre os grupos de 

estudo, Pessário e Progesterona, bem como entre os tempos de coleta T0 e T1.  

  

p=0,60 p=0,79 p=0,51

p=0,86 p=0,86 p=0,63



 

 
 

56 

5.4. Correlação entre a microbiota vaginal e o escore de Nugent 
 

De maneira semelhante ao realizado na comparação entre os grupos de 

estudo, a diversidade alfa das amostras estudadas foi analisada em relação à 

respectiva categoria do escore de Nugent, reclassificadas em Normal (0-3) e 

Alterado (>3). Dessa forma, foi observado que a categoria Alterado está 

associada à maior diversidade alfa da composição, com diferença significativa 

em relação à categoria Normal (Figura 8). 

 

 

 

Figura 8 - Correlação entre a diversidade alfa ao nível de gênero da 
microbiota vaginal e as categorias do escore de Nugent. 

Análise por ANCOM-BC da diversidade alfa ao nível de gênero em relação ao 
escore de Nugent. A: diversidade alfa descrita pela riqueza de táxons 
observados; B: diversidade alfa descrita pelo Índice de Shannon. Em destaque, 
os valores p da comparação pelo teste de Kruskal-Wallis; Cor verde: escore de 
Nugent normal (0-3); Cor violeta: escore de Nugent alterado (>3). 
 

 

Riqueza Índice de Shannon
p = 0,002 p = 0,000

A B
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 Adicionalmente, foi analisada a correlação da diversidade beta com as 

categorias do escore de Nugent (Figura 9). 

 

 

 

Figura 9 - Correlação entre a diversidade beta ao nível de gênero da 
microbiota vaginal e as categorias do escore de Nugent. 

Gráficos de PCoA da diversidade beta, segundo diferentes métricas. A: Jaccard; 
B: Bray-Curtis; C: UNIFRAC não poderado; D: UNIFRAC ponderado. Nos cantos 
superiores direitos o valor de p das comparações entre as categorias Normal e 
Intermediário (*), Normal e VB (**) e Intermediário e VB (***), pelo teste 
PERMANOVA pareado. Não houve mudança na significância estatística após 
correção post hoc. Na linha inferior, legenda para os parâmetros experimentais. 
Cor verde: grupo Pessário; Cor laranja: grupo Progesterona; Esferas: tempo de 
coleta escore de Nugent normal; Quadrados: escore de Nugent intermediário; 
Cones: vaginose bacteriana. A opacidade das amostras com escore normal foi 
reduzida para facilitar a visualização dos agrupamentos com escore alterado. 
 

 

Pessário, Nugent normal Pessário, Vaginose

Progesterona, Nugent normal Progesterona, Vaginose

A B

C D

Pessário, Nugent intermediário

Bray-Curtis

UNIFRAC não ponderado UNIFRAC ponderado

Progesterona, Nugent intermediário

Jaccard

UNIFRAC ponderado

*p=0,00

**p=0,01

***p=0,74

*p=0,01

**p=0,02

***p=0,67

*p=0,00

**p=0,01

***p=0,83

*p=0,00

**p=0,00

***p=0,40
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Em todas as métricas utilizadas ocorreram agrupamentos de amostras 

com escore alterado (>3), sendo que houve diferença significante entre a 

categoria Normal e as categorias Intermediário e VB, mas não entre as 

categorias Intermediário e Normal. 

Por fim, utilizando a análise de composição (ANCOM), foi observada 

abundância diferencial de alguns táxons sabidamente associados à VB, como a 

Gardnerella, em relação às categorias do escore de Nugent. Nessa análise a 

abundância foi plotada como uma distribuição em percentis, onde os percentis 0 

e 100 correspondem respectivamente aos valores mínimo e máximo observados 

e o percentil 50 ao valor médio. Além disso, foi computado o valor W, o qual se 

correlaciona com a significância do teste de hipóteses. Valores W acima de 100 

geralmente são considerados significantes. Dessa forma, foi demonstrado um 

aumento significativo de 6 gêneros nas categorias Intermediário e VB: 

Gardnerella, Atopobium, Dialister, Megasphaera, Anaerococcus e Prevotella 

(Figura 10). 

 Considerando todas as análises realizadas, foi possível afirmar que, como 

esperado, o escore de Nugent elevado nas amostras estudadas correspondeu a 

composições da microbiota vaginal com maior diversidade e presença de táxons 

previamente associados à VB. 
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Figura 10 - Abundância diferencial em relação às categorias do escore de 
Nugent 

ANCOM mostrando a abundância dos 6 gêneros com abundância diferencial 
entre as categorias do escore de Nugent. Entre parênteses, ao lado de cada 
táxon, o valor W correspondente. Eixo vertical: abundância (log); Eixo horizontal: 
percentis de distribuição da abundância; Cor verde: Nugent normal; Cor laranja: 
Nugent intermediário; Cor vermelha: VB. 
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5.5. Correlação entre a disbiose da secreção vaginal e o desfecho da 
gestação 
 

5.5.1. Descrição dos casos com parto prematuro na população estudada 
 

 Um dos objetivos secundários do presente estudo foi correlacionar 

possíveis alterações da microbiota vaginal ao desfecho da gestação e, dentre as 

44 gestantes estudadas houve 8 partos espontâneos com idade gestacional 

abaixo de 37 semanas, 2 no grupo Pessário e 6 no grupo Progesterona, 

conforme mostra a Tabela 6. 

 

 

Tabela 6 - Características das gestantes que evoluíram para parto 
espontâneo com idade gestacional abaixo de 37 semanas – 
HCFMUSP – janeiro 2016 a dezembro 2018 

 
 

 Nesse grupo, houve 2 casos de mudança no tipo de composição da 

microbiota vaginal, indicando uma possível instabilidade da composição. Dessa 

forma, em um dos casos (AF10) do grupo Pessário, a gestante evoluiu para um 

parto prematuro extremo, associado a corioamnionite. Curiosamente, essa 

paciente apresentou mudança na composição da microbiota vaginal após a 

inserção do pessário, de uma composição normal (CST-I/II/V) para uma 

composição possivelmente disbiótica (CST-IV). Por outro lado, na paciente 

AF54, grupo Progesterona, foi observada mudança de uma composição 

disbiótica para uma composição com dominância de L.iners. Nos demais casos, 

Amostra Grupo IG parto Colo uterino (mm) Sludge RPMO Corioamnionite CST T 0 CST T 1

AF10 PE 25,4 9,0 - - + I/II/V IV

AF9 PE 25,6 10,0 - + - I/II/V I/II/V

AF43 PR 25,9 14,0 + + - I/II/V I/II/V

AF100 PR 32,1 12,0 + - - I/II/V I/II/V

AF36 PR 35,3 7,0 + - - III III

AF72 PR 35,4 20,5 - - - III III

AF54 PR 36,4 12,0 - - - IV III

AF16 PR 36,9 22,5 - - - I/II/V I/II/V

PE: Pessário; PR: Progesterona; IG: idade gestacional; RPMO: rotura prematura de membranas ovulares
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a microbiota vaginal permaneceu estável e com composições ricas em 

Lactobacillus (Tabela 6). 

 

5.5.2. Correlação entre a diversidade da microbiota vaginal e o desfecho da 
gestação 
 

 Foi realizada a análise da diversidade alfa e beta das amostras estudadas, 

através das mesmas métricas utilizadas anteriormente na comparação entre os 

grupos de estudo, em relação ao desfecho da gestação. Dessa forma, como 

mostra a Tabela 7, após correção do valor p pelo teste de Benjamini-Hochberg, 

não foram demonstradas associações significantes entre a diversidade alfa e 

nenhum dos desfechos analisados, bem como com a presença do sludge 

cervical. 

 

Tabela 7 - Correlação entre a diversidade da microbiota vaginal e o 
desfecho da gestação – HCFMUSP – janeiro 2016 a dezembro 
2018 

 
 

Com relação à diversidade beta, foram demonstradas associações 

significantes com a ocorrência do parto prematuro, tanto abaixo de 37 como 

PPT < 37 sem 0,888 0,128 0,003 0,017 1 0,040 2 0,476

PPT < 34 sem 0,754 0,939 0,002 0,002 0,166 0,270

RPMO 0,259 0,170 0,052 3 0,026 4 0,771 0,573

Corioamnionite 0,944 0,366 0,252 0,340 0,088 0,680

Sludge 0,776 0,788 0,019 5 0,479 0,656 0,632

1 valor q=0,050
2 valor q=0,120
3 valor q=0,068
4 valor q=0,078
5 valor q=0,019

* Teste de Kruskal-Wallis pareado; ** PERMANOVA pareado;

Teste de Benjamini-Hochberg:
PPT: parto prematuro; RPMO: rotura prematura de membranas ovulares

Desfecho

Diversidade Alfa ( p  )* Diversidade Beta ( p )** 

Riqueza
Índice de 
Shannon

Jaccard Bray-Curtis
UNIFRAC 

não 
ponderado

UNIFRAC 
ponderado
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abaixo de 34 semanas de gestação, pelas métricas de Jaccard (qualitativa) e 

Bray-Curtis (quantitativa), o que pode ser explicado tanto pela presença de 

táxons minoritários como pela diminuição da dominância de Lactobacillus nas 

amostras de gestantes com parto prematuro. Por outro lado, esse resultado não 

foi confirmado pelas métricas baseadas em distância filogenética, (UNIFRAC). 

De maneira semelhante, foi observada uma associação significativa entre a 

diversidade beta e a presença de sludge cervical por Jaccard, porém não 

confirmada em métricas quantitativas (Tabela 7). 

 

5.5.3. Correlação entre a abundância de táxons específicos e o desfecho da 
gestação 
 

 Do mesmo modo como descrito anteriormente para os grupos de estudo, 

não foi demonstrada associação significativa entre os táxons majoritários na 

população estudada e o desfecho da gestação, bem como com a presença de 

sludge cervical pela análise univariada (Tabela 8). 

 

 

Tabela 8 - Comparação entre a abundância dos táxons majoritários e o 
desfecho da gestação – HCFMUSP – janeiro 2016 a dezembro 
2018 

 
 

PPT < 37 sem 0,042 0,232 0,015 0,171 0,051 0,232

PPT < 34 sem 0,177 0,437 0,004 0,059 0,190 0,437

RPMO 0,070 0,577 0,163 0,577 0,201 0,577

Corioamnionite 0,476 0,939 0,390 0,939 0,562 0,939

Sludge 0,689 0,906 0,563 0,906 0,542 0,906

* Teste de Mann-Whitney; ** Correção pela False Discovery Rate  (FDR)

Desfecho

Lactobacillus sp

p* FDR** p* FDR** p* FDR**

Lactobacillus iners Gardnerella
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 Por outro lado, na análise por ANCOM foi observado uma diminuição 

significativa de L.iners associada ao parto prematuro, tanto abaixo de 37, quanto 

abaixo de 34 semanas de gestação (Figura 11). 

 

 

 

Figura 11 – Abundância diferencial de L.iners em relação ao parto 
prematuro 

ANCOM mostrando a abundância de Lactobacillus iners em relação ao parto 
prematuro abaixo de 37 (A) e 34 semanas (B). Entre parênteses, o valor W 
correspondente. Eixo vertical: abundância (log); Eixo horizontal: percentis de 
distribuição; Cor vermelha: parto prematuro; Cor azul: parto a termo. 

 

 
 Analisados em conjunto, os resultados observados na população 

estudada sugerem que o parto prematuro esteja relacionado a composições com 

maior dissimilaridade em relação às demais, bem como com menor conteúdo de 

L.iners. 
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6. DISCUSSÃO 
 

Como dito anteriormente, a ideia central do estudo da microbiota humana 

por metagenômica é a de que determinados sítios do corpo são colonizados por 

uma população de micro-organismos selecionados, cuja interação com o 

hospedeiro garante a manutenção da homeostase do órgão e, 

consequentemente, do organismo. Perturbações fisiológicas ou não fisiológicas 

na microbiota estariam associadas, como causa ou efeito, à perda da 

homeostase e doença. Nesse sentido, uma série de associações entre a 

mudança na microbiota e estados patológicos tem sido descrita em uma 

variedade de sistemas, notadamente no intestino. Atualmente, com a evolução 

das tecnologias de metagenômica e metabolômica, o objetivo dessas pesquisas 

tem sido não somente a descrição da composição da microbiota, mas também 

dos genes e dos metabólitos que medeiam a interação entre a microbiota e o 

hospedeiro. Por exemplo, através dos esforços do Projeto Microbioma Humano 

Integrativo (iHMP) foi possível melhorar a compreensão sobre os mecanismos 

envolvidos no parto prematuro associado à colonização bacteriana da cavidade 

amniótica (113). 

Sob um ponto de vista ecológico, o microbioma, juntamente com as 

interações desses organismos entre si e com o seu meio-ambiente, pode ser 

considerado um ecossistema. Todo ecossistema funciona no sentido de manter 

uma condição de estabilidade, ou seja, de “saúde”, e cada um em particular 

reage de forma diferente a perturbações, conforme a sua composição e 

complexidade das interações entre os componentes (64). O microbioma vaginal 

é, por uma série de características, único em relação ao demais sítios do corpo. 

Em primeiro lugar, na maioria das mulheres apresenta-se com baixa diversidade 

de espécies e grande predomínio de Lactobacillus, cuja ação sobre o glicogênio 

depositado na mucosa produz ácido láctico, reduzindo o pH e conferindo 

proteção ao ambiente vaginal. Acredita-se, então, que a acidificação da vagina 

seja a função primordial desse ecossistema. Porém, a observação de que o 

ecossistema vaginal de mulheres assintomáticas pode ter maior diversidade, 

sem predomínio de Lactobacillus, indica que, pelo menos em alguns indivíduos, 

as interações que levam à homeostase podem ser mais complexas. Em segundo 
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lugar, o microbioma vaginal é dinâmico e sofre alterações temporais, 

relacionadas à idade, e em resposta a eventos fisiológicos intercorrentes, como 

a menstruação, atividade sexual e gestação. Dessa maneira, foi demonstrado 

que, na maioria das mulheres grávidas ocorre uma mudança dramática no 

microbioma vaginal, no sentido de diminuição da diversidade e aumento do 

predomínio de Lactobacillus. Adicionalmente, os estudos realizados até o 

momento sugerem que a disbiose associada ao parto prematuro está 

relacionada à mudança, ou instabilidade, da composição, bem como ao aumento 

da diversidade, ou seja, diminuição do predomínio de Lactobacillus. 

 Nesse contexto, a proposição deste estudo foi verificar se ocorre mudança 

na microbiota vaginal de gestantes em resposta à presença de um corpo 

estranho (pessário) ou estímulo químico (progesterona) que pudesse aumentar 

o risco de parto prematuro. 

 Dessa forma, a microbiota vaginal da população estudada mostrou, na 

maioria dos casos, uma composição com pouca diversidade, largamente 

dominada por Lactobacillus, e que se manteve estável entre os 2 tempos de 

coleta, concordante com os conceitos atuais sobre a dinâmica da microbiota 

vaginal na gestação (114). Analisando uma população brasileira semelhante, 

Witkin et al. (73) mostraram dados semelhantes em relação à composição da 

microbiota vaginal. 

 A análise estatística de microbiomas deve ser sempre considerada como 

uma análise exploratória, uma vez que há várias metodologias disponíveis, cada 

qual permitindo um tipo de inferência, e que podem ser mais ou menos 

informativas, de acordo com a composição do ecossistema estudado. Por 

exemplo, na análise da diversidade beta (item 5.3.4.) é possível perceber como 

as amostras estudadas agrupam-se de maneira diferente de acordo com a 

métrica aplicada, sendo a dissimilaridade de Bray-Curtis a métrica que melhor 

discriminou os tipos fundamentais de composição (CSTs). Por outro lado, a 

maioria dessas metodologias é derivada de estudos clássicos de ecossistemas 

com organismos vivos, não necessariamente adequadas à análise 

metagenômica. Nesse sentido, no presente estudo também foram usadas 

metodologias desenvolvidas especificamente para o estudo de microbiomas, por 
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exemplo, ANCOM e ANCOM-BC, que corrigem vieses relacionados à análise de 

sequências de DNA. 

 Considerando todas as análises realizadas no presente estudo, não foram 

observadas alterações significativas da microbiota vaginal com relação à 

diversidade, tipo de composição e abundância dos táxons majoritários após o 

início do tratamento com pessário ou progesterona. Esses resultados estão em 

acordo com estudos prévios, por exemplo, Kindinger et al. (61) mostraram que o 

tratamento com progesterona vaginal em gestantes com risco de parto 

prematuro não alterou a diversidade alfa e o CST da microbiota vaginal, bem 

como foi associado ao aumento da abundância de Lactobacillus. De forma 

semelhante, Vargas e al. (78) demonstraram que a microbiota vaginal de 

gestantes que fizeram uso de pessário não sofreu alterações significativas no 

CST e na diversidade em relação a um grupo controle. O presente estudo é 

comparável aos citados acima em termos de desenho e número de casos 

estudados e, dada a escassez de estudos relacionados, pode ser considerado 

como um dos primeiros a abordar o tema da influência do tratamento para o colo 

curto na microbiota vaginal. Os resultados sugerem, portanto, que o pessário de 

Arabin e a progesterona vaginal, do ponto de vista da microbiota vaginal, sejam 

seguros e equivalentes. 

 Adicionalmente, este estudo demonstrou que há correlação entre o 

aumento da diversidade e do conteúdo de bactérias anaeróbias, como a 

Gardnerella, e o escore de Nugent alterado (>3) da secreção vaginal. Embora 

seja um resultado esperado, ele reforça a ideia de que a determinação do escore 

de Nugent tem valor na avaliação de risco para o parto prematuro. De outra 

forma, também abre a possibilidade de desenvolvimento de biomarcadores para 

a detecção dessas bactérias, como sugerido por Witkin et al. (73) em relação ao 

D-lactato e TIMP-1. 

 Com relação à associação da microbiota vaginal com o parto prematuro, 

embora a taxa de prematuridade tenha sido grande (8/44), o pequeno número 

de casos observado dificultou traçar conclusões definitivas. Na maioria dos 

casos a composição era dominada por Lactobacillus e não houve perda da 

estabilidade do CST. De maneira semelhante, não foi observado um viés claro 

para os CSTs III e IV nas amostras de parto prematuro, conforme descrito em 
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outros estudos (58, 59, 61, 72, 73). Por outro lado, foi observada maior 

dissimilaridade das amostras de parto prematuro em relação às demais e os 

resultados da ANCOM mostraram que essa dissimilaridade pode ser atribuída à 

diminuição de L.iners. Esses resultados concordam com a demonstração em 

outros estudos de que o parto prematuro esteja associado à instabilidade da 

microbiota vaginal, bem como com a diminuição de Lactobacillus, conforme 

descrito anteriormente. Curiosamente, ao contrário do observado por Witkin et 

al. (73), que estudaram uma população semelhante, a associação entre a 

diminuição de L.iners e o parto prematuro sugere que essa espécie teve uma 

função protetora na população estudada. 

 Em conclusão, pode-se afirmar que o presente estudo foi pioneiro na 

comparação do efeito do uso de pessário de Arabin e progesterona natural na 

microbiota vaginal. Desse modo, uma perspectiva para a continuação desse 

estudo seria a extensão da análise, incluindo novas amostras de secreção 

vaginal colhidas no estudo em curso Pessário x Progesterona do HCFMUSP, o 

que melhoraria a compreensão desse efeito, sobretudo em relação à ocorrência 

do parto prematuro. Adicionalmente, a casuística apresentada ainda permitiria 

outras análises pouco exploradas, como a interação entre bactérias e fungos, já 

que esses últimos são componentes importantes da microbiota vaginal, bem 

como a correlação da microbiota com testes funcionais na secreção vaginal, por 

exemplo, a atividade da enzima sialidase, que está relacionada à presença de 

bactérias anaeróbias. 

 

 



  

C O N C L U S Õ E S  
 

 

  



 

 
 

70 

7. CONCLUSÕES 
 

 A análise da microbiota vaginal de gestantes com colo uterino curto no 

segundo trimestre da gestação em uso de pessário de Arabin ou de progesterona 

por via vaginal mostrou que: 

 

• A microbiota vaginal apresentou uma composição com pouca diversidade 

e predominância de Lactobacillus na maioria das amostras analisadas e 

não houve diferença estatística na diversidade, bem como na abundância 

dos táxons majoritários (Lactobacillus sp, Lactobacillus iners e 

Gardnerella) associada ao tratamento; 

• Embora tenham sido demonstradas algumas mudanças na composição 

(CST) após o tratamento, a microbiota vaginal manteve-se estável entre 

os 2 tempos de coleta; 

• O escore de Nugent alterado (>3) correlacionou-se com a maior 

diversidade da composição e maior abundância de anaeróbios, incluindo 

a Gardnerella; 

• O parto prematuro foi associado à dissimilaridade da microbiota e à 

diminuição da abundância de Lactobacillus iners; 

• Não foram observadas associações entre os demais desfechos 

gestacionais, bem como com a presença de sludge cervical e a 

composição ou diversidade da microbiota vaginal; 

• Pelos resultados observados, pessário e progesterona são equivalentes 

em relação à ocorrência de alterações da microbiota vaginal. 
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8. ANEXOS 
 

8.1. ANEXO A - Parecer consubstanciado do Comitê de Ética em Pesquisa 

 

HOSPITAL DAS CLÍNICAS DA
FACULDADE DE MEDICINA DA

USP - HCFMUSP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Pesquisador:

Título da Pesquisa:

Instituição Proponente:

Versão:
CAAE:

COMPARAÇÃO ENTRE A PROGESTERONA NATURAL E O PESSÁRIO VAGINAL
NA PREVENÇÃO DO PARTO PREMATURO ESPONTÂNEO EM GESTANTES COM
COLO UTERINO MENOR OU IGUAL A 25mm

Mario Henrique Burlacchini de Carvalho

Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da USP

1
20611813.0.0000.0068

Área Temática:

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Número do Parecer:
Data da Relatoria:

470.095
06/11/2013

DADOS DO PARECER

Trata-se de estudo envolvendo prematuridade, principal causa de morbidade e de mortalidade neonatal. Os
autores afirmam que as taxas de parto prematuro espontâneo não apresentaram variações nos últimos 10
anos e uma redução nas taxas de mortalidade e morbidade em bebês prematuros só será possível com o
desenvolvimento de uma prevenção efetiva. Mulheres assintomáticas com colo uterino curto (¿ 25 mm
medido na ultrasonografia transvaginal) têm risco aumentado de parto prematuro espontâneo. O uso
profilático de progesterona no início da gestação, em mulheres com antecedente de parto prematuro
anterior e aquelas com presença de colo curto, é uma forma de prevenção ao parto prematuro antes de 34
semanas de gestação e o pessário cervical é um dispositivo que tem sido usado para prevenção de parto
prematuro. A medida do comprimento cervical, como teste de rastreamento, é usada devido ao seu baixo
custo, curta curva de aprendizado e tolerância das pacientes. O estudo irá comparar a eficácia do pessário
cervical e da progesterona natural na redução do parto prematuro de gestantes com colo uterino medindo
25 mm ou menos, avaliada pela ultrassonografia transvaginal.

Apresentação do Projeto:

Comparar a incidência de partos abaixo de 34 semanas gestacionais na população em uso de
Objetivo da Pesquisa:

Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da USP
FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAO PAULO

Patrocinador Principal:

05.403-010

(11)2661-7585 E-mail: marcia.carvalho@hc.fm.usp.br

Endereço:
Bairro: CEP:

Telefone:

Rua Ovídio Pires de Campos, 225 5º andar
Cerqueira Cesar

UF: Município:SP SAO PAULO
Fax: (11)2661-7585
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HOSPITAL DAS CLÍNICAS DA
FACULDADE DE MEDICINA DA

USP - HCFMUSP
Continuação do Parecer: 470.095

pessário cervical ou em uso de progesterona natural.

Os riscos decorrentes dos procedimentos realizados para o estudo já foram descritos ne literatura (não há
riscos adicionais) e os autores esperam identificar qual a melhor forma de prevenção de parto prematuro em
gestantes com colo uterino medindo 25mm ou menos.

Avaliação dos Riscos e Benefícios:

O estudo é bem descrito e tem objetivo preciso, comparar dois métodos de tratamento já existentes, porém
ainda sem definição de superioridade. A introdução traz dados atuais da literatura e os métodos estão
definidos de forma clara e detalhada.

Comentários e Considerações sobre a Pesquisa:

Adequados
Considerações sobre os Termos de apresentação obrigatória:

Aprovação
Recomendações:

Aprovação
Conclusões ou Pendências e Lista de Inadequações:

Aprovado
Situação do Parecer:

Não
Necessita Apreciação da CONEP:

Em conformidade com a Resolução CNS nº 466/12 ¿ cabe ao pesquisador: a) desenvolver o projeto
conforme delineado; b) elaborar e apresentar relatórios parciais e final; c)apresentar dados solicitados pelo
CEP, a qualquer momento; d) manter em arquivo sob sua guarda, por 5 anos da pesquisa, contendo fichas
individuais e todos os demais documentos recomendados pelo CEP;  e) encaminhar os resultados para
publicação, com os devidos créditos aos pesquisadores associados e ao pessoal técnico participante do
projeto; f) justificar perante ao CEP interrupção do projeto ou a não publicação dos resultados.

Considerações Finais a critério do CEP:

05.403-010

(11)2661-7585 E-mail: marcia.carvalho@hc.fm.usp.br

Endereço:
Bairro: CEP:

Telefone:

Rua Ovídio Pires de Campos, 225 5º andar
Cerqueira Cesar

UF: Município:SP SAO PAULO
Fax: (11)2661-7585
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SAO PAULO, 27 de Novembro de 2013

Luiz Eugênio Garcez Leme
(Coordenador)

Assinador por:

05.403-010

(11)2661-7585 E-mail: marcia.carvalho@hc.fm.usp.br

Endereço:
Bairro: CEP:

Telefone:

Rua Ovídio Pires de Campos, 225 5º andar
Cerqueira Cesar

UF: Município:SP SAO PAULO
Fax: (11)2661-7585
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8.2. ANEXO B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido – grupos 
progesterona e pessário 

 

 

HOSPITAL DAS CLÍNICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE 
DE SÃO PAULO-HCFMUSP 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 
 

_____________________________________________________________________________________ 
DADOS DE IDENTIFICAÇÃO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSÁVEL LEGAL 
 
1. SUJEITO DA PESQUISA 
NOME: ............................................................................... ............................................................................ 
DOCUMENTO DE IDENTIDADE Nº : ........................................ SEXO : .M □ F □ 
DATA NASCIMENTO: ......../......../...... 
ENDEREÇO: ................................................................................. Nº: .......................... APTO: .................. 
BAIRRO: ........................................................................CIDADE: ............................................................... 
CEP: ........................................ TELEFONE: DDD (............) ....................................................................... 
 
2.RESPONSÁVEL LEGAL  
NOME: ............................................................................... ............................................................................ 
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etc.): .................................................................................. 
DOCUMENTO DE IDENTIDADE Nº : ........................................ SEXO : .M □ F □ 
DATA NASCIMENTO: ....../......./...... 
ENDEREÇO: ................................................................................. Nº ........................... APTO: .................. 
BAIRRO: ....................................................................CIDADE: ................................................................... 
CEP: .............................................. TELEFONE: DDD(............)................................................................... 
 
 
_____________________________________________________________________________________ 
DADOS SOBRE A PESQUISA 
 
TÍTULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: Comparação entre a progesterona natural e o pessário 
vaginal na prevenção do parto prematuro espontâneo em gestantes com colo uterino menor ou 
igual a 25 mm 

PESQUISADOR: Mário Henrique Burlacchini de Carvalho 

CARGO/FUNÇÃO: Professor Associado da Disciplina de Obstetrícia FMUSP 

INSCRIÇÃO CONSELHO REGIONAL: Nº 80872 
 
PESQUISADORES e COLABORADORES: Juliana Valente Codato Marinelli, Priscila Teixeira do 
Amaral, Antonio Gomes de Amorim Filho, Roberto Eduardo Bittar, Rossana Pulcineli Vieira Francisco, 
Marcelo Zugaib 
      
UNIDADE DO HCFMUSP: Divisão de Clínica Obstétrica 
 
3. AVALIAÇÃO DO RISCO DA PESQUISA: 
RISCO MÍNIMO (x)       RISCO MÉDIO ( )       RISCO BAIXO ( )       RISCO MAIOR ( ) 
 
4.DURAÇÃO DA PESQUISA : 2 anos 
 
Rubrica do sujeito de pesquisa ou responsável______________ 
Rubrica do pesquisador________________ 
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HOSPITAL DAS CLÍNICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE 

DE SÃO PAULO-HCFMUSP 
 

Estamos convidando você a participar de uma pesquisa que tem como objetivo comparar se há diferença 
entre um anel de silicone e a progesterona natural na redução do parto prematuro de gestantes com colo 
uterino medindo 25 mm ou menos, avaliado pela ultrassonografia transvaginal. O pessário cervical é um 
anel de silicone que é introduzido na vagina pelo exame de toque e posicionado próximo ao colo do útero 
durante a gravidez. Estamos estudando se esse anel pode ajudar a prevenir o parto antes de 9 meses ou 
não. O pessário não é prejudicial para você ou para seu bebê, e não deve incomodá-la. Porém, se você 
quiser, poderá retirar o anel a qualquer momento. Nas pacientes que forem usar progesterona, serão 
utilizados 2 óvulos vaginais à noite, no momento de dormir. A progesterona é uma medicação que já 
utilizamos para gestantes de risco para parto prematuro ou quando tem a medida do colo uterino menor ou 
igual a 25mm. Na 37a semana, quando diminui o risco da prematuridade, o pessário será removido e o uso 
dos óvulos de progesterona será suspenso. Todas as pacientes participantes do estudo serão 
acompanhadas mensalmente com a medida do colo uterino e avaliação das contrações utilizando o 
aparelho de tocografia durante o período de uma hora. Esse aparelho é colocado no abdome, fixado com 
uma fita e não provoca nenhum desconforto em você. Além disso, serão coletadas amostras da sua 
secreção vaginal para pesquisa de infecções. Esse procedimento é semelhante à coleta de um papanicolau, 
não traz risco à sua gestação e é normalmente feito nas gestações de alto risco. A secreção vaginal 
também será levada ao nosso laboratório, onde testaremos uma nova técnica de estudo de infecções. A 
participação nesta pesquisa não aumenta o risco para você ou seu bebê. 
Com este estudo tentaremos: verificar se há diferença entre o pessário e a progesterona na diminuição do 
risco de ter o parto antes de 9 meses nas mulheres com colo uterino curto. 
Trata-se de estudo experimental e somente no final do estudo poderemos concluir se há alguma diferença 
na utilização do anel ou da progesterona. 
Para este estudo estamos convidando gestantes entre 20 e 23 semanas e 6 dias e bolsa das águas íntegra. 
Faz parte desta pesquisa uma entrevista detalhada sobre o histórico obstétrico que deve ter duração de 
aproximadamente 15 minutos e será realizada por pesquisadores envolvidos no projeto. 
Ao participar desta pesquisa, você não terá nenhum benefício direto. No entanto, esperamos que este 
estudo traga informações importantes  para que possamos diminuir a alta taxa de prematuridade na 
população. 
Como procedimento alternativo, você pode optar em não participar da pesquisa, e faremos todos os 
exames que são necessários para o acompanhamento do seu caso. 
 
A qualquer momento você tem acesso garantido aos profissionais responsáveis pela pesquisa para 
esclarecimento de eventuais dúvidas com o Dr Mário Henrique Burlacchini de Carvalho, que pode ser 
encontrado na Clínica Obstétrica, 10º andar do Instituto Central do Hospital das Clínicas, na Av Enéas de 
Carvalho Aguiar N 255, Telefone 2661-6380 ou com a pesquisadora Juliana Valente Codato Marinelli 
(tel: 99691-1245). 
Se você tiver alguma consideração ou dúvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comitê de 
Ética em Pesquisa (CEP) – Rua Ovídio Pires de Campos, 225 – 5º andar – tel: 2661-6442 ramais 16, 17, 
18 ou 20, FAX: 2661-6442 ramal 26 – E-mail: marcia.carvalho@hc.fm.usp.br. 
Você pode retirar este consentimento e desistir de participar da pesquisa a qualquer momento, sem 
qualquer prejuízo à continuidade do tratamento na instituição. 
Todas as informações obtidas serão mantidas em sigilo, seu nome e das demais pacientes não será 
divulgado em nenhuma publicação, e os dados serão utilizados exclusivamente para os fins científicos 
desta pesquisa. 
Você poderá se manter atualizada sobre os resultados parciais desta pesquisa, podendo questionar a 
qualquer momento sobre as informações obtidas ou os resultados que sejam do conhecimento do 
pesquisador. 
Não há despesas pessoais para você caso decida participar. Também não há compensação financeira. 
Garantimos que os dados e os exames realizados serão utilizados somente com o objetivo proposto nesta 
pesquisa.  
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Acredito ter sido suficientemente informada a respeito das informações que li ou que foram lidas para 
mim, descrevendo o estudo. 
Eu discuti com o os pesquisadores sobre a minha decisão em participar desse estudo. Ficaram claros para 
mim quais são os propósitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, 
as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha 
participação é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando 
necessário. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a 
qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades, prejuízo ou perda de qualquer benefício 
que eu possa ter adquirido no meu atendimento neste serviço. 
 
 
 
 
 
 
------------------------------------------------- 
Assinatura do paciente/representante legal  
 
Data: São Paulo,    /    / 
 
 
 
 
 
 
------------------------------------------------------------------------ 
Assinatura da testemunha (em casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou 
portadores de deficiência auditiva ou visual) 
 
 
Data: São Paulo,    /    / 
 
 
 
 
 
 
Declaro que obtive de forma apropriada e voluntária o Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente 
ou representante legal para a participação neste estudo. 
 
 
------------------------------------------------------------------------- 
Assinatura do responsável pelo estudo 

 Data: São Paulo,    /    / 
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8.3. ANEXO C – Sequências dos primers utilizados para sequenciamento 
da região V4 do gene 16S 
 

 

 

  

PRIMER COMPLETO ADAPTADOR BARCODE 16S

R806_trP1_rev CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATGGACTACHVGGGTWTCTAAT

F515_16S(for)-BC-01 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCTAAGGTAACGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG CTAAGGTAA CGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA

F515_16S(for)-BC-02 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTAAGGAGAACGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TAAGGAGAA CGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA

F515_16S(for)-BC-03 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGAAGAGGATTCGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG AAGAGGATT CGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA

F515_16S(for)-BC-04 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTACCAAGATCGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TACCAAGAT CGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA

F515_16S(for)-BC-05 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCAGAAGGAACGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG CAGAAGGAA CGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA

F515_16S(for)-BC-06 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCTGCAAGTTCGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG CTGCAAGTT CGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA

F515_16S(for)-BC-07 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTTCGTGATTCGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TTCGTGATT CGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA

F515_16S(for)-BC-08 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTTCCGATAACGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TTCCGATAA CGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA

F515_16S(for)-BC-09 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTGAGCGGAACGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TGAGCGGAA CGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA

F515_16S(for)-BC-10 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCTGACCGAACGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG CTGACCGAA CGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA

F515_16S(for)-BC-11 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCCTCGAATCGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TCCTCGAAT CGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA

F515_16S(for)-BC-12 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTAGGTGGTTCGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TAGGTGGTT CGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA

F515_16S(for)-BC-13 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCTAACGGACGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TCTAACGGA CGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA

F515_16S(for)-BC-14 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTTGGAGTGTCGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TTGGAGTGT CGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA

F515_16S(for)-BC-15 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCTAGAGGTCGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TCTAGAGGT CGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA

F515_16S(for)-BC-16 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCTGGATGACGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TCTGGATGA CGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA

F515_16S(for)-BC-17 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCTATTCGTCGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TCTATTCGT CGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA

F515_16S(for)-BC-18 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGAGGCAATTGCGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG AGGCAATTG CGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA

F515_16S(for)-BC-19 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTTAGTCGGACGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TTAGTCGGA CGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA

F515_16S(for)-BC-20 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCAGATCCATCGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG CAGATCCAT CGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA

F515_16S(for)-BC-21 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCGCAATTACGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TCGCAATTA CGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA

F515_16S(for)-BC-22 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTTCGAGACGCGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TTCGAGACG CGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA

F515_16S(for)-BC-23 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTGCCACGAACGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TGCCACGAA CGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA

F515_16S(for)-BC-24 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGAACCTCATTCGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG AACCTCATT CGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA

F515_16S(for)-BC-25 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCCTGAGATACGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG CCTGAGATA CGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA

F515_16S(for)-BC-26 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTTACAACCTCGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TTACAACCT CGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA

F515_16S(for)-BC-27 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGAACCATCCGCGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG AACCATCCG CGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA

F515_16S(for)-BC-28 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGATCCGGAATCGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ATCCGGAAT CGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA

F515_16S(for)-BC-29 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCGACCACTCGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TCGACCACT CGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA

F515_16S(for)-BC-30 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCGAGGTTATCGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG CGAGGTTAT CGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA

F515_16S(for)-BC-31 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCCAAGCTGCGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TCCAAGCTG CGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA

F515_16S(for)-BC-32 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCTTACACACGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TCTTACACA CGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA
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8.4. ANEXO D – Verificação da qualidade dos amplicons do gene 16S rRNA 
 

 

 

 

  

1       2       3        4       5        6        7       8       9      10     11     12      L

350 bp
400 bp

300 bp

Construção das bibliotecas para sequenciamento. Gel de agarose a 3% mostrando a

amplificação do fragmento de 350 bp correspondente à região V4 do rDNA . Canaletas 1 a 12:

amostras de secreção vaginal; L: padrões de peso molecular
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8.5. ANEXO E – Verificação da qualidade do sequenciamento 
 

 

 

Run Report for Auto user SN2-215-chip 1 Antonio 12112018 289

Run Summary

1.61 G 62
Total Bases Key Signal

87%
ISP Loading

ISP Density

6,102,262
Total Reads

62%
Usable Reads

ISP Summary

264 bp 292 bp 292 bp
Mean Median Mode

Read Length

Addressable Wells 11,287,275

With ISPs 9,841,453 87.2%
Live 9,837,206 100.0%
Test Fragment 23,591 00.2%
Library 9,813,615 99.8%

Library ISPs 9,813,615

Filtered: Polyclonal 3,169,095 32.3%
Filtered: Low Quality 542,210 05.5%
Filtered: Adapter Dimer 48 00.0%
Final Library ISPs 6,102,262 62.2%

Barcode Name Sample Bases � Q20 Reads Mean Read Length

No barcode none 134,137,439 113,863,866 752,494 178 bp

IonXpress 001 10A 77,656,857 73,650,929 278,733 279 bp

IonXpress 002 10B 75,096,294 69,045,812 285,668 263 bp

IonXpress 003 16A 136,382,665 132,043,987 476,986 286 bp

IonXpress 004 16B 81,413,358 78,674,065 284,724 286 bp

IonXpress 005 36A 148,931,122 139,192,591 544,234 274 bp

IonXpress 006 36B 89,624,381 84,319,578 326,302 275 bp

IonXpress 007 4A 80,806,511 76,155,129 289,751 279 bp

IonXpress 008 4B 105,055,483 98,401,507 379,918 277 bp

IonXpress 009 17A 102,972,041 96,731,003 370,010 278 bp

IonXpress 010 17B 86,865,317 81,168,097 313,219 277 bp

IonXpress 011 19A 95,264,584 90,489,557 349,097 273 bp

1

Run Report for Auto user SN2-216-chip 2 Antonio 12112018 290

Run Summary

1.79 G 60
Total Bases Key Signal

87%
ISP Loading

ISP Density

6,552,890
Total Reads

67%
Usable Reads

ISP Summary

273 bp 292 bp 292 bp
Mean Median Mode

Read Length

Addressable Wells 11,287,275

With ISPs 9,819,049 87.0%
Live 9,817,047 100.0%
Test Fragment 36,396 00.4%
Library 9,780,651 99.6%

Library ISPs 9,780,651

Filtered: Polyclonal 2,803,371 28.7%
Filtered: Low Quality 424,381 04.3%
Filtered: Adapter Dimer 9 00.0%
Final Library ISPs 6,552,890 67.0%

Barcode Name Sample Bases � Q20 Reads Mean Read Length

No barcode none 122,703,689 105,498,082 636,676 193 bp

IonXpress 001 1A 119,941,417 113,277,116 424,974 282 bp

IonXpress 002 1B 96,481,563 91,271,008 343,091 281 bp

IonXpress 003 2A 125,729,327 121,699,062 439,850 286 bp

IonXpress 004 2B 75,526,973 73,024,217 263,387 287 bp

IonXpress 005 3A 130,232,463 122,700,147 461,974 282 bp

IonXpress 006 3B 91,067,275 86,175,948 326,391 279 bp

IonXpress 007 23A 96,202,139 92,101,044 342,585 281 bp

IonXpress 008 23B 97,158,361 92,916,949 344,351 282 bp

IonXpress 009 9A 91,507,447 87,349,897 322,422 284 bp

IonXpress 010 9B 102,341,011 97,084,736 362,168 283 bp

IonXpress 011 28A 112,491,403 106,106,870 400,532 281 bp

1

Relatório de qualidade do sequenciamento no Ion Torrent PGM com chips 318.
A: mapa de calor da densidade de carregamento dos chips; B: filtragem inicial das

sequências obtidas; C: distribuição das sequências obtidas de acordo com o tamanho

da cadeia.

Run Report for Auto user SN2-29-Antonio chip3 17112020 412

Run Summary

1.83 G 59
Total Bases Key Signal

85%
ISP Loading

ISP Density

6,769,741
Total Reads

71%
Usable Reads

ISP Summary

270 bp 292 bp 292 bp
Mean Median Mode

Read Length

Addressable Wells 11,287,275

With ISPs 9,637,601 85.4%
Live 9,633,342 100.0%
Test Fragment 37,897 00.4%
Library 9,595,445 99.6%

Library ISPs 9,595,445

Filtered: Polyclonal 2,432,808 25.4%
Filtered: Low Quality 392,894 04.1%
Filtered: Adapter Dimer 2 00.0%
Final Library ISPs 6,769,741 70.6%

Barcode Name Sample Bases � Q20 Reads Mean Read
Length

Read Length
Histogram

No barcode none 128,901,449 110,311,888 667,679 193 bp

IonXpress 001 AF20A 54,626,438 52,350,490 190,085 287 bp

IonXpress 002 AF20B 45,372,651 43,565,021 157,751 287 bp

IonXpress 003 AF39A 110,100,752 104,612,398 389,660 282 bp

IonXpress 004 AF39B 41,689,335 39,859,796 146,998 283 bp

IonXpress 005 AF42A 68,575,919 62,397,439 247,303 277 bp

IonXpress 006 AF42B 50,110,447 46,090,261 178,823 280 bp

IonXpress 007 AF46A 53,450,529 48,962,861 190,149 281 bp

1

Run Report for Auto user SN2-30-Antonio chip4 17112020 413

Run Summary

1.74 G 58
Total Bases Key Signal

83%
ISP Loading

ISP Density

6,505,744
Total Reads

69%
Usable Reads

ISP Summary

268 bp 292 bp 292 bp
Mean Median Mode

Read Length

Addressable Wells 11,287,275

With ISPs 9,400,521 83.3%
Live 9,396,708 100.0%
Test Fragment 26,887 00.3%
Library 9,369,821 99.7%

Library ISPs 9,369,821

Filtered: Polyclonal 2,471,157 26.4%
Filtered: Low Quality 392,920 04.2%
Filtered: Adapter Dimer 0 00.0%
Final Library ISPs 6,505,744 69.4%

Barcode Name Sample Bases � Q20 Reads Mean Read
Length

Read Length
Histogram

No barcode none 119,892,591 102,781,011 647,647 185 bp

IonXpress 001 AF38A 61,087,265 56,216,968 218,771 279 bp

IonXpress 002 AF38B 55,107,938 52,727,570 194,298 283 bp

IonXpress 003 AF41A 70,781,050 64,958,886 254,780 277 bp

IonXpress 004 AF41B 40,837,350 37,080,740 148,281 275 bp

IonXpress 005 AF43A 78,087,383 72,736,266 273,826 285 bp

IonXpress 006 AF43B 44,918,529 42,316,053 157,343 285 bp

IonXpress 007 AF92A 50,880,721 46,538,535 194,718 261 bp

1

A                           B C
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