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RESUMO

Descricdao do microbioma de neovagina construida com pele de tilapia. Muse
Santiago de Oliveira. Orientador: Prof. Dr. Leonardo Robson Pinheiro Sobreira
Bezerra. Tese de Doutorado. Programa de Poés-Graduagdo em Medicina
Translacional. Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos, Faculdade
de Medicina, UFC. Fortaleza, 2025.

Este estudo descreve o microbioma de neovaginas construidas com pele liofilizada do
peixe tilapia do Nilo em pacientes com agenesia vaginal e compara seus achados com
0 microbioma de neovaginas construidas com enxerto de pele autéloga (autoenxerto),
com o microbioma fecal das proprias pacientes e com o microbioma vaginal tipico de
grupo controle. Métodos: estudo de corte transversal com 23 pacientes atendidas na
Maternidade Escola Assis Chateaubriand da Universidade Federal do Ceara
(MEAC/UFC), sendo 18 submetidas a neovaginoplastia com pele de tilapia e 5 com
enxerto de pele autéloga (autoenxerto). Ao todo, analisaram-se 41 amostras vaginais
e fecais dos dois grupos, coletadas entre julho de 2022 e maio de 2023, armazenadas
a -80 °C no Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM/UFC) e
processadas por sequenciamento do gene 16S rRNA no Laboratoério de Investigagao
Médica 49 (LIM 49) do Hospital das Clinicas da Universidade de Sdo Paulo (HCFUSP).
Resultados: os dados revelaram a presencga dos filos Firmicutes, Actinobacteriota,
Bacteroidota, Fusobacteriota e Proteobacteria. Em nivel de género, na maioria das
amostras neovaginais (tilapia e autdloga), as analises identificaram Lactobacillus,
Prevotella e Streptococcus. Nas neovaginas com pele de tilapia, observou-se em
menor quantidade os géneros Finegoldia, Faecalibacterium e Bacteroides. As
amostras fecais coletadas de ambos os grupos apresentaram maior abundancia de
Prevotella, Faecalibacterium e Bacteroides. A predominancia de Lactobacillus iners
nas amostras de neovaginas bem como espécies anaerdbias, sugeriu semelhangas
com os tipos de comunidades bacterianas (CST) Ill e IV, segundo a classificagao de
Ravel et al. (2011) para microbiota vaginal. Conclusdes: os resultados indicam que a
pele de tilapia pode favorecer a colonizagdo por comunidades bacterianas
semelhantes as da vagina humana, o que reforga seu potencial como biomaterial

alternativo a outros enxertos.



Este é o primeiro estudo a utilizar sequenciamento de nova geragdo para
caracterizar o microbioma de neovaginas revestidas com pele de tilapia,
contribuindo de forma inédita para o entendimento das implicagdes microbiolégicas

desse procedimento cirurgico.

Palavras-chave: Anormalidades Congénitas. Vagina. Tilapia. Microbiota. RNA

Ribossémico 16S



ABSTRACT

This study describes the microbiome of neovaginas constructed with lyophilized Nile
tilapia fish skin in patients with vaginal agenesis and compares its findings with the
microbiome of neovaginas made with autologous skin grafts, the fecal microbiome of
the same patients, and the typical vaginal microbiome of a control group. Methods: A
cross-sectional study was conducted with 23 patients treated at the Maternidade
Escola Assis Chateaubriand (Assis Chateaubriand Teaching Maternity Hospital) of the
Universidade Federal do Ceara (Federal University of Ceara — MEAC/UFC), including
18 who underwent neovaginoplasty with tilapia skin and 5 with autologous skin grafts.
A total of 41 vaginal and fecal samples were analyzed, collected between July 2022
and May 2023, stored at -80 °C at the Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de
Medicamentos (Center for Research and Drug Development — NPDM/UFC), and
processed by 16S rRNA gene sequencing at the Laboratorio de Investigacdo Médica
49 (Medical Investigation Laboratory 49 — LIM 49) of the Hospital das Clinicas da
Universidade de Sé&o Paulo (Clinical Hospital of the University of Sdo Paulo —
HCFUSP). Results: The data revealed the presence of the phyla Firmicutes,
Actinobacteriota, Bacteroidota, Fusobacteriota, and Proteobacteria. At the genus level,
most neovaginal samples (tilapia and autologous) presented Lactobacillus, Prevotella,
and Streptococcus. In neovaginas with tilapia skin, Finegoldia, Faecalibacterium, and
Bacteroides were found in lower abundance. Fecal samples showed higher abundance
of Prevotella, Faecalibacterium, and Bacteroides. The predominance of Lactobacillus
iners in the neovaginal samples, along with anaerobic species, suggested similarities
with bacterial community types (CSTs) Ill and IV, according to the classification
proposed by Ravel et al. (2011) for the vaginal microbiota. Conclusions: The results
indicate that tilapia skin may support colonization by bacterial communities similar to
those found in the human vagina, reinforcing its potential as an alternative biomaterial
to other grafts. This is the first study to use next-generation sequencing to characterize
the microbiome of neovaginas lined with tilapia skin, providing novel insights into the

microbiological implications of this surgical technique.

Keywords: Congenital Abnormalities. Vagina. Tilapia. Microbiota. RNA, Ribosomal,
16S.
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1. INTRODUCAO

1.1 O Microbioma Humano

Historicamente, a microbiologia concentrou-se na identificacdo de
microrganismos patogénicos e na compreensédo de suas relagbes com doengas
humanas. Essa abordagem foi impulsionada por descobertas fundamentais, como
as de Louis Pasteur, que refutou a teoria da geracao espontanea e estabeleceu a
teoria germinal das doencas infecciosas, e Robert Koch, que formulou os
postulados que associam microrganismos especificos a doengas determinadas
(TRABULSI; ALTERTHUM, 2004).

No entanto, ao longo do século XX, tornou-se evidente que apenas uma
pequena fragdo dos microrganismos esta associada a patogenicidade. A maioria
desempenha papéis essenciais no funcionamento dos ecossistemas e na
manuteng¢do da saude dos macrorganismos. Estudos sobre a microbiota humana
revelaram que microrganismos residentes no corpo humano interagem de maneira
benéfica com o hospedeiro, contribuindo para processos como a digestdo, a
modulagao do sistema imunoldgico e a protegao contra patogenos (CHO; BLASER,
2012; GRICE; SEGRE, 2012).

Este reconhecimento levou a uma mudanga paradigmatica na microbiologia,
ampliando o foco para incluir as interagdes simbidticas entre microrganismos e seus
hospedeiros. A compreensdo dessas relagbes € fundamental para o
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas e para a promog¢ao da saude

humana.

A publicagdo da sequéncia do genoma humano em 2001 representou um
marco significativo na biologia, prometendo avangos na compreensao das bases
genéticas das doengas humanas (VENTER et al., 2001; IHGSC, 2001). Entretanto,
logo se reconheceu que 0 genoma humano, por si s6, nao fornecia uma explicagao
completa para os processos de saude e doenca. A auséncia de informacdes sobre
0s microrganismos que habitam o corpo humano limitava a compreensao integral
da fisiologia humana e das interagdes entre o hospedeiro e seus microrganismos
residentes (TURNBAUGH et al., 2007).

A descoberta do DNA, o desenvolvimento de tecnologias de
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sequenciamento, Reagcdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e técnicas de clonagem
permitiram a investigacdo de comunidades microbianas usando abordagens
independentes de cultivo, baseadas em DNA e RNA (LLOYD-PRICE et al., 2017).

Nesse contexto, emergiu o conceito de microbioma humano, referindo-se
ao conjunto de microrganismos comensais, simbioticos e patogénicos e de seu

material genético existentes no corpo humano (MOR et al., 2015; PINES, 2015).

O Projeto do Microbioma Humano ou Human Microbiome Project (HMP),
iniciado em 2007 e langado pelo National Institutes of Health (NIH) nos Estados
Unidos, teve como objetivo caracterizar a diversidade microbiana em diferentes sitios
do corpo humano, incluindo o trato gastrointestinal, cavidade oral, pele, trato
urogenital e fossas nasais (HUMAN MICROBIOME PROJECT CONSORTIUM,
2012).

Essas descobertas reforcaram a necessidade de integrar o estudo do
microbioma as pesquisas genémicas para uma compreensdo mais abrangente da
biologia humana (PETERSON et al., 2009; GRICE; SEGRE, 2012; PROCTOR et
al., 2019).

Em relagéo ao trato genital feminino, a microbiota vaginal foi caracterizada
e areas anteriormente consideradas estéreis, como o utero e a placenta, também
demonstraram possuir microbiomas proprios (FRANASIAK et al., 2017). Estudos
indicaram que a microbiota endometrial desempenha um papel fundamental na
receptividade endometrial € na implantacdo embrionaria, influenciando diretamente
a fertilidade (MORENO et al., 2017). Quanto a placenta, embora a existéncia de um
microbioma placentario ainda seja objeto de debate, algumas pesquisas sugerem
a presenca de bactérias comensais que podem impactar o desenvolvimento fetal e

as respostas imunolégicas neonatais (CHEN et al., 2017).

Tais evidéncias destacaram a importancia de compreender as complexas
interagdes entre os microbiomas desses sistemas e sua influéncia na saude

reprodutiva feminina.

1.2 A Microbiota Vaginal

Em mulheres saudaveis na idade reprodutiva, a mucosa vaginal é
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predominantemente colonizada por bactérias do género Lactobacillus, que
desempenham um papel crucial na manutengdo da saude vaginal (YOUNES et
al.,2018; VALENT et al., 2018). Essas bactérias contribuem para a homeostase local
por meio de diversos mecanismos, incluindo a produgdo de acido latico, que
mantém o pH vaginal em niveis acidos, inibindo o crescimento de patdégenos; a
producao de substancias antimicrobianas, como peréxido de hidrogénio (H,0,) e
bacteriocinas; a competigao por nutrientes e locais de adesao no epitélio vaginal; e
a modulagéo do sistema imunoldgico local (GREEN et al., 2015; VALENTI et al.,
2018).

Inicialmente identificados como Lactobacillus acidophilus, tal conhecimento
representava uma visdo simplificada destes microrganismos diante dos estudos
posteriores baseados no sequenciamento do gene 16S rRNA de alto rendimento
que observaram uma complexa estruturagdo do microambiente vaginal (WITKIN et
al., 2007).

Nesse contexto, foram identificadas na composi¢do da microbiota vaginal
diferentes espécies dominantes de Lactobacillus, tais como: L. crispatus, L. gasseri,
L. iners e L. jensenii, pertencentes ao filo Firmicutes (RAVEL et al., 2011; GREEN et
al., 2015; SMITH et al., 2017).

Com base nessas descobertas, Ravel et al. (2011) propuseram a
classificagdo das comunidades bacterianas vaginais em cinco tipos principais,

denominados Community State Types (CSTSs):
e CST-I: predominancia de Lactobacillus crispatus;
e CST-II: predominancia de Lactobacillus gasseri;
e CST-Ill: predominancia de Lactobacillus iners;

e CST-IV: ndo contém um numero significativo de Lactobacillus, mas uma
mistura polimicrobiana de anaerdbios estritos e facultativos, incluindo espécies dos
géneros Gardnerella, Atopobium e Mobiluncus (filo Actinobacteriota), Prevotella (filo
Bacteriota) e da ordem de Clostridiales;

e CST-V: predominéncia de Lactobacillus jensenii.

A frequéncia desses CSTs foi diferente nas diversas origens étnicas, com uma
parcela de mulheres saudaveis assintomaticas, particularmente negras e hispanicas,
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apresentando CST-IV mais comum (40%), sugerindo a influéncia de variagbes

genéticas no microbioma vaginal (Figura 1).



Figura 1 - Representagéo de grupos comunitarios bacterianos vaginais (CSTs) por grupo étnico.

V1%

Aslan (96) White (97) Black (104)

Observa-se o numero de mulheres de cada grupo étnico entre parénteses.
Fonte: RAVEL et al.,2011.
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A composigao da microbiota vaginal pode ser influenciada por diversos fatores,
incluindo idade, flutua¢gdes hormonais, atividade sexual, uso de antibioticos e praticas
de higiene. Durante o ciclo menstrual e a menopausa, alteragdes hormonais podem
levar a mudangas na composicdo microbiana, impactando na saude vaginal
(FRANASIAK et al., 2015; GARCIA-VELASCO et al., 2017; LEWIS et al., 2017).

Disturbios na composicdo das comunidades bacterianas (disbiose vaginal)
pode ter consequéncias clinicas significativas (AMABEBE; ANUMBA, 2018). A
vaginose bacteriana (VB) é caracterizada por um aumento de bactérias anaerdbicas
mistas, como Bacteroides, Ureaplasma, Mycoplasma, Streptococcus, Prevotella,
Mobiluncus e Gardnerella, e uma diminuicao de Lactobacillus. Embora a VB possa ser
assintomatica, pode causar corrimento anormal e reduzir a acidez do ambiente vaginal.
A vaginite aerébica (VA) é uma condi¢gao semelhante devido ao crescimento excessivo
de bactérias aerdbicas, como Escherichia coli, Enterococcus, Streptococcus
agalactiae (Grupo B) e Staphylococcus, que tendem a causar mais inflamacgao do que
a VB. Tanto a VB quanto a VA estdo associadas a um risco aumentado de aquisicao
de infecgdes sexualmente transmissiveis (IST) e complicagdes na gravidez (STOEHR,;
MOSS; JAHROMI, 2023).

Ha um crescente corpo de evidéncias de que a microbiota vaginal, que € unica
para cada mulher, desempenha um papel fundamental na determinagcao de multiplas
facetas da saude feminina. A compreensao aprofundada da microbiota vaginal e seus
impactos na saude reprodutiva sdo essenciais para o desenvolvimento de estratégias
terapéuticas e preventivas eficazes (GARCIA-VELASCO et al., 2017; YOUNES et al.,
2018).

1.3 A Microbiota Intestinal

O microbioma intestinal humano constitui um ecossistema microbiano
altamente complexo e dinamico, essencial para a manutencdo da homeostase
fisioloégica. Esse conjunto de microrganismos, que inclui bactérias, virus, fungos e
arqueias, interage intensamente com o hospedeiro, influenciando processos
digestivos, metabdlicos, imunolégicos e neurologicos. Estudos demonstram que a
microbiota intestinal € composta predominantemente pelos filos Firmicutes e

Bacteroidota, que juntos representam cerca de 90% das bactérias intestinais. Outros
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filos presentes em menor propor¢cao incluem Actinobacteria, Proteobacteria,
Verrucomicrobia e Fusobacteria (HOLLISTER; GAO; VERSALOVIC, 2014;
KOMODROMOWU et al., 2024).

A composigao da microbiota intestinal & estabelecida desde o nascimento e é
influenciada por diversos fatores, como o tipo de parto, a alimentagdo, o uso de
antibidticos e o ambiente. Bebés nascidos por parto vaginal adquirem uma microbiota
semelhante a da microbiota vaginal materna, enquanto aqueles nascidos por
cesariana apresentam uma microbiota mais semelhante a da pele materna. Essa
colonizagéo inicial tem implicagdes significativas no desenvolvimento do sistema
imunologico e na susceptibilidade a doencgas ao longo da vida (JANDHYALA et al.,
2015; RUTAYISIRE et al., 2016).

A microbiota intestinal desempenha um papel crucial na digestao de nutrientes,
na producédo de vitaminas e na modulagéo do sistema imunolégico. Ela contribui para
a fermentagcdo de carboidratos n&o digeriveis, resultando na producdo de acidos
graxos de cadeia curta, que sao importantes para a saude intestinal e metabdlica.
Além disso, a microbiota auxilia na protecdo contra patdégenos, competindo por
nutrientes e sitios de adesao, e modulando respostas inflamatérias (KHALIL et al.,
2024).

A manutencdo de uma microbiota equilibrada, conhecida como eubiose, €
essencial para a saude. Alteragdes na composigao ou fungao da microbiota, tém sido
associadas a diversas condicdes, incluindo doencgas inflamatérias intestinais,
obesidade, diabetes tipo 2 e disturbios neurolédgicos. Fatores como dieta, estresse,
uso de medicamentos e infeccbes podem contribuir para a disbiose, destacando a
importancia de estratégias que promovam a saude da microbiota intestinal
(BOULANGE et al., 2016).

Um numero crescente de estudos demonstra certos padrdes de alteracdes
microbianas intestinais em algumas doengas ginecoldgicas, sugerindo associagao
entre disbiose intestinal e genital com patologias ginecolégicas (ELKAFAS et al., 2022;
ZHOU et al., 2024).

Em suma, o microbioma intestinal € um componente vital da fisiologia humana,
com fungdes que transcendem o trato gastrointestinal. A compreensao aprofundada

de sua composic¢ao, desenvolvimento e interacdo com o hospedeiro € fundamental
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para avaliar possiveis determinacdes ou interagées do microbioma intestinal com o

microbioma vaginal.

1.4 Diferengas do Desenvolvimento Sexual

As Diferengas do Desenvolvimento Sexual (DDS), também conhecidas como
Disturbios do Desenvolvimento Sexual, compreendem um grupo heterogéneo de
condi¢cbes congénitas que resultam na discordancia entre o sexo cromossémico,
gonadal e/ou anatémico de um individuo (HUGHES, 2008).

Individuos afetados podem ser reconhecidos ao nascimento devido a
ambiguidade da genitalia externa ou genitalia atipica. Outros podem apresentar-se
mais tarde com virilizagdo pds-natal, puberdade tardia/ausente ou infertilidade
(WITCHEL, 2018).

O termo Disturbios do Desenvolvimento Sexual (DDS) ou, na lingua inglesa,
Disorder of Sex Development (DSD), foi introduzido no Consenso de Chicago em 2006
para descrever o espectro de destas condicées (HUGHES et al., 2006; LEE et al.,
2006). O objetivo principal da classificacao foi substituir termos como “intersexo,
pseudo-hermafroditismo masculino ou feminino e hermafroditismo verdadeiro”, com
o intuito de atenuar problemas de terminologias consideradas inadequadas,
duvidosas, estigmatizantes, que podem representar constrangimento para esses
pacientes, bem como para evitar confusdo com condigdes como transgéneros,
disforia de género e homossexualidade (PONTES et al., 2022).

Mais recentemente, o termo Diferencas no Desenvolvimento Sexual tem sido
defendido como menos pejorativo e ganhou aceitagéo, enfatizando uma abordagem
clinica, ética e genética integrada, visando a individualizagao do cuidado e o respeito
a identidade de género (COOLS et al, 2018).

A prevaléncia das DDS varia consideravelmente conforme o critério
diagndstico adotado. Estima-se que essas condi¢des afetem aproximadamente 1 em
cada 4.500 a 5.500 nascidos vivos quando consideradas as formas mais raras, como
a disgenesia gonadal completa, e até 1 em cada 100 quando incluidas variacdes
menos evidentes do desenvolvimento sexual (HUGHES, 2008; ARBOLEDA et al.,
2014).
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A classificacdo atual das DDS baseia-se principalmente no cari6tipo do
individuo, dividindo-se em trés grandes grupos, sendo cada categoria subdividida em

grupos secundarios que orientam para um diagnostico especifico (Quadro 1).

Quadro 1 — Classificagdo das diferencas/disturbios do desenvolvimento

sexual em trés categorias de acordo com o cariotipo.

Quadro 1. Classificagao das diferencas/distirbios do desenvolvimento sexual em trés categorias de acordo com o caridtipo

1. DDS por alteragbes cromossomicas

2. DDS 46,XY

3. DDS 46,XX

a. Sindrome de Turner (45X) e variantes
b. Sindrome de Klinefelter
(&7 300¥) & vanantes
€. Disgenesia gonadal mista (&5, /46 5Y)
d. DDS ovatesticular (66,6448 XY)
guimerismo [duas ou mais populagoes
de celulas geneticamente distintas
com origem em zigotos diferentes)

A. Distarbios do desenvolvimento
gonadal:

a. Disgenesia gonadal completa
46,XY (sindrome de Swyer)

b. Disgenesia gonadal parcial 46X

€. Sindrome de regressao testicular

d. DDS avotesticular 46,XY

A. Disturbios do desenvolvimento
gonadal:

a. Disgenesia gonadal completa 46,55
b. DD5S ovotesticular 46,XX

€ DDS testicular 46,¥X (SRY+)
no homem 465X

B. Distiirbios na sintese ou
agdo de androgénios:

Defeitos na biossintese dos and regénios
a. Deficiencia da S-o-redutase tipa 2
b. Deficiéncia da 3-B-hidroxiesteroide
desidrogenase
¢ Deficiencia da 17-a-hidroxilase
Defeitos na acio dos androgénios:
a. Sindrome de insensibilidade
completa aos androgénios
b. Sindrome de insensibilidade
parcial aos androgénios
€. Defeitos no receptar de LH (hipoplasia
ou aplasia das células de Leydig)
d. Distirbio no AMH ou no seu
receptor {sindrome do ducto
de Muller persistente]

B. Distiirbios por excesso de androgénios:

a. Hiperplasia adrenal congenita
(deficiencia e ou mutagoes
na 21 ou M-hidroxilase)

b. Deficiéncia da 3-B-hidroxiesteraide
desidrogenase

¢ Deficiéncia fetoplacentaria
da aromatase

d. Turmores maternas virilizantes
{lutearma) e androgénios exdgenas

e. Turnares fetais ou placentarios
produtores de androgénios

C. Qutras:
a. Hipospadia sewvera
b. Extrofia de cloaca

& Criptorquidisma

C. Qutras:

a. Agenesia dos ductos de Maller
tipo | & Il {sindrame de Mayer
Rokitansky-Kuster-Hauser)

b. Atresia vaginal

€. Outras malformagoes complexas

D05 diferencas /d

siorbios do desernvohimento sexwal; LH: barmdnio luteinizante AMH: hermdnio antimdlledana

Fonte: adaptado de Pontes et al., 2022.

Essa classificacdo tem sido constantemente revisada a luz de novas
descobertas genéticas e do avango das técnicas de sequenciamento de DNA, que tém
identificado novos mecanismos moleculares associados ao desenvolvimento sexual
(WITCHEL, 2018).

Considerando o impacto das DDS na qualidade de vida dos individuos, a

abordagem clinica dessas condi¢des requer um cuidado multidisciplinar, envolvendo
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endocrinologistas, geneticistas, urologistas, ginecologistas, psicologos e assistentes
sociais (ADAM et al, 2017). Além disso, a transicdo do cuidado pediatrico para a
atencdo em saude do adulto é um desafio, especialmente para garantir o
acompanhamento adequado desses pacientes ao longo da vida (GOMEZ-LOBO et al,
2016; LEE et al., 2016; COOLS et al, 2018; AHMED et al, 2021).

Entre as causas de DDS acima descritas, algumas se caracterizam por
agenesia vaginal, destacando-se a Sindrome de Mayer-Rokitansky-Kuster-Hauser
(SMRKH) ou Agenesia Mdlleriana. Dada sua importancia no presente estudo,

discorreremos mais detalhadamente sobre esta condic&o a seguir.

1.5 A Sindrome de Mayer-Rokitansky-Kister-Hauser (SMRKH) ou Agenesia

Miilleriana (Agenesia Vaginal)

A Sindrome de Mayer-Rokitansky-Kuster-Hauser € uma anomalia congénita
caracterizada por agenesia ou aplasia do utero e parte superior da vagina em
mulheres com genitalia externa normal e cariétipo feminino (46,XX). Tem uma
incidéncia de 1 por 4.500-5.000 mulheres. E causada pelo subdesenvolvimento
embrioldgico do ducto de Muller, resultando em agenesia ou atresia da vagina, do
utero ou de ambos (HERLIN et al., 2020; CHEN et al., 2022).

Pacientes com agenesia mdulleriana sdo geralmente identificadas na
adolescéncia, com quadro de amenorreia primaria, quando o diagndstico €
estabelecido com implicagdes significativas, incluindo infertilidade absoluta. Devido a
diferente origem embrioldgica, os ovarios s&o tipicamente normais em estrutura e
funcdo, embora possam ter localizagdes atipicas. Desta forma, apresentam
crescimento e desenvolvimento puberal normais. O canal vaginal € marcadamente
encurtado e pode aparecer como uma covinha abaixo da uretra (Figura 2). Na maioria
dos casos ha agenesia uterina (Figura 3), mas um utero remanescente pode estar
presente na linha média e cornos uterinos podem existir, com ou sem cavidade
endometrial (ACGO, 2018).



33

Figura 2 - Genitalia externa de paciente com SMRKH.

A) Pequenos e grandes labios sem B) Diferenciagdo do meato uretral externo e
auséncia de orificio vaginal

alteragdes

Fonte: BRUNO, Z. V. Arquivo pessoal.

Figura 3 - Imagem comparativa da pelve feminina com as alteracdes

anatdbmicas na SMRKH.

Normal Sindrome de Rokitansky
Algumas
Ovirio pacientes Revestimento
desenvolvem Ovarios peritoneal
um resquicio normmais da pélvis
de Utero nao

funcional

Fusao
da bexiga
com o reto

Vaginal Genitalia
(comprimento normal) extema

nomal "Ondulagao”

vaginal

Fonte: Disponivel em: http://doencas-raras-doem.blogspot.com/2017/03/SMRKH-Sindrome-de-Mayer-
Rokitansky-Kuster-Hauser-ou-Agenese-Vaginal-ou-Agenesia-Mulleriana.html. Acesso em: 12 maio
2025.

A SMRKH é classificada como tipo I, em que apenas a parte superior da
vagina, o colo do utero e o utero sao afetados; e tipo Il, em que, além da agenesia
vaginal, estao associadas outras alteragdes- renais, esqueléticas, cardiacas e/ou
neuroldgicas, incluindo a condicdo classificada como MURCS (Miillerian Renal
Cervical Somite), sendo esta ultima caracterizada por agenesia mulleriana, agenesia
renal e disgenesia de somitos cervicotoracicos (KUMAR et al., 2016; FONTANA et al.,


http://doencas-raras-doem.blogspot.com/2017/03/SMRKH-Sindrome-de-Mayer-Rokitansky-Kuster-Hauser-ou-Agenese-Vaginal-ou-Agenesia-Mulleriana.html
http://doencas-raras-doem.blogspot.com/2017/03/SMRKH-Sindrome-de-Mayer-Rokitansky-Kuster-Hauser-ou-Agenese-Vaginal-ou-Agenesia-Mulleriana.html
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2017; HERLIN et al., 2017).

A etiologia da SMRKH ainda permanece indefinida. Na maioria das vezes,
0s casos aparecem isolados sem historia familiar ou anomalias relacionadas. No
entanto, relatos crescentes de prevaléncia em grupos familiares apontam para
causas genéticas e o0 uso de técnicas genbmicas permitiu a identificacdo de
anormalidades genéticas recorrentes em algumas pacientes. Investigacoes
utilizando micro arranjos cromossdmicos e sequenciamento de todo o genoma
foram bem sucedidos na detecgdo de variantes genéticas associadas a SMRKH,
incluindo 17912 (LHX1, Delegbes de HNF1B) e 16p11.2 (TBX6) e variagbes de
sequéncia em GREB1L e PAX8, apontando para uma etiologia heterogénea com
varios genes envolvidos (FONTANA et al., 2017; HERLIN, PETERSEN,
BRANNSTROM, 2020; BARFFOUR et al., 2021; HERLIN, 2024).

Os passos mais importantes no manejo eficaz da agenesia mulleriana sao
o diagnéstico correto da condigdo subjacente, avaliagdo de anomalias congénitas
associadas e aconselhamento psicossocial, além de tratamento ou intervengao
para abordar os efeitos funcionais das alteragdes genitais. O efeito psicolégico do
diagnostico de agenesia mulleriana n&o deve ser subestimado. Todas as pacientes
com SMRKH devem receber aconselhamento e encorajadas a participar de grupos
de apoio (ACOG, 2018; LISZEWSKA-KAPLON, et al., 2020).

Com relacao ao futuro reprodutivo e a maternidade, a opg¢ao da adogao
deve ser abordada. Técnicas de reprodugdo assistida com uso de utero de
substituicdo tém se mostrado bem-sucedidas para mulheres com agenesia
mdulleriana (FEDELE et al., 2024).

Ensaio clinico com transplante de utero em paciente com agenesia uterina,
realizado por uma equipe sueca, seguido pelo primeiro nascido vivo em 2014,
possibilitou que mulheres com SMRKH alcancem a maternidade bioldgica através
desta técnica (BRANNSTROM et al., 2015). Desde entdo, diversos estudos e
procedimentos clinicos tém sido realizados globalmente (BRANNSTROM et al.,
2016; SOARES et al., 2016).

No Brasil, em 2016, o Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sédo Paulo (HCFMUSP) realizou o primeiro transplante de utero em

mulher de 32 anos portadora da SMRKH, a partir de uma doadora falecida, resultando
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no nascimento de um bebé saudavel em dezembro de 2017 (EJZENBERG et al.,
2019). Mais recentemente, em 2024, o HCFMUSP alcangou outro marco ao realizar o
primeiro transplante de utero entre pacientes vivas na América Latina, com a receptora

apresentando ciclos menstruais regulares apoés a cirurgia (HCFMUSP, 2024).

Apesar dos avancos, o transplante uterino ainda € considerado experimental
e levanta questbes éticas, médicas e sociais. Os riscos associados incluem
complicagbes cirurgicas, rejeicdo do o6rgdo e os efeitos a longo prazo da
imunossupressao necessaria. Além disso, debates éticos surgem em torno da selegao
de doadoras, consentimento informado e acesso equitativo ao procedimento (DA
GRACA, 2021; MARTIN; TULLIUS, 2021; D’AMICO, 2023).

Além da SMRKH, outras DDS podem se manifestar clinicamente com
caracteres sexuais secundarios femininos com auséncia de vagina. A sindrome da
insensibilidade aos andrégenos (SIA) é um disturbio genético recessivo ligado ao
cromossomo X, sendo a causa mais comum dos DDS 46, XY (MORRIS, 1953). A
genitalia interna € masculina, com auséncia das tubas uterinas, do utero e do terco
proximal da vagina. Entretanto, o desenvolvimento da genitalia externa, androgénio-
dependente, sofrera alteragdes no seu desenvolvimento e o desfecho clinico vai
depender do grau de insensibilidade androgénica, que varia de acordo com as
mutagdes no gene do receptor androgénico e suas consequéncias. Conforme o grau
de resisténcia aos androgénios, pode se apresentar clinicamente como forma
completa, denominada Sindrome de Insensibilidade Completa aos Androgénios
ou Complete Androgen Insensitivity Syndrome (CAIS), anteriormente conhecida
como Sindrome de Morris, em que as pacientes apresentam um fendtipo feminino, ou
forma parcial ou Sindrome de Insensibilidade Parcial aos Androgénios ou Partial
Androgen Insensitivity Syndrome (PAIS), que tem um amplo espectro de fendétipos,
do predominantemente feminino ao predominantemente masculino (GULiA etal., 2018;
MILLER et al., 2021; DELLI et al., 2023).

Entre os defeitos na biossintese da testosterona (DDS 46, XY), destaca-se a
deficiéncia de 5-alfa-redutase. Esta enzima promove a conversado de testosterona
(T) em dihidrotestosterona (DHT), que €& o principal horménio responsavel pela
virilizagcao da genitalia externa. Assim, os niveis de DHT s&o extremamente baixos ao
nascimento. A genitalia externa em geral € feminina e a crianca € usualmente

registrada no sexo feminino. No entanto, o diagndstico pode ser suspeitado ao
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nascimento, na presenca de genitalia atipica (hipospadia e clitoromegalia) e/ou
gbnadas palpaveis em regido inguinal ou labio escrotal. Na puberdade, por aumento
da conversao periférica de T em DHT, pode ocorrer virilizagdo e mudanga na
identidade de género (PONTES et al., 2022; MEAC, 2024).

A diferenca do desenvolvimento sexual (DDS) ovotesticular € uma
condicdo rara caracterizada pela presenca concomitante de tecido testicular e tecido
ovariano em um mesmo individuo. A forma mais classica envolve a presenca de um
ovotesticulo (estrutura contendo tanto tubulos seminiferos quanto foliculos
ovarianos), ou de um testiculo de um lado e um ovario do outro. Esta condicéo era
anteriormente conhecida como hermafroditismo verdadeiro, terminologia
atualmente em desuso por razdes éticas e cientificas. Do ponto de vista citogenético,
a maioria dos casos apresenta cariotipo 46,XX, sendo menos comuns 0sS casos com
46,XY ou mosaicismos como 46,XX/46,XY. O caridtipo 46,XX/46,XY, que
corresponde a um quimerismo, resulta da fusdo de dois embrides diferentes em
estagios iniciais do desenvolvimento - um com cariétipo 46,XX e outro com 46,XY -
originando um individuo com linhagens celulares geneticamente distintas (WEIDLER
et al., 2019; SYRYN et al. 2023).

1.6 Tratamento da agenesia vaginal e a neovaginoplastia

O principal objetivo do tratamento da agenesia vaginal é criar um canal vaginal
com diadmetro e comprimento vaginais adequados, direcdo axial e lubrificagao
apropriadas para promover uma relagao sexual satisfatoria a paciente (GEORGAS et
al., 2018).

Os métodos terapéuticos com este objetivo podem ser divididos em nao
cirargicos e cirurgicos (LISZEWSKA-KAPLON, et al., 2020; CHEN et al., 2022).

O alongamento vaginal nao cirurgico por dilatagdo (FRANK, 1938) deve ser a
abordagem de primeira linha. E uma técnica ndo invasiva e econémica, envolvendo o
uso prolongado de dilatadores vaginais pela paciente. Dilatadores de tamanhos
crescentes sdo colocados dentro da covinha vaginal com uma pressdao manual

intermitente e progressiva para criar uma cavidade vaginal (Figura 4).
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Figura 4 - Dilatadores vaginais de silicone utilizados no tratamento da

Sindrome de Rokitansky.
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Fonte: INSTITUTO ROKI (s.d.).

O sucesso do tratamento depende da autodisciplina e persisténcia da paciente.
Sua aceitacio ¢ limitada pela dor fisica e tensao psicoldgica e o resultado s6 pode ser
sustentado se ocorrer atividade sexual regular, ndo sendo e eficaz para mulheres sem
parcerias. Quando bem orientadas e preparadas emocionalmente, estima-se que
quase todas as pacientes (90-96%) serdo capazes de obter sucesso anatdmico e
funcional pela dilatacdo vaginal primaria (ACOG, 2018). No entanto, o método esta
associado a algumas desvantagens, tais como, prolapso vaginal (causado pela
auséncia de estruturas de suporte vaginal), cicatrizes locais, além de trauma acidental
da uretra durante aintrodu¢ao do molde (BRUCKER et al.,2011).

Diante da impossibilidade ou da falha do alongamento vaginal nao cirdrgico
com o uso de dilatadores vaginais, a terapéutica indicada € a cirurgia de reconstru¢ao
vaginal ou neovaginoplastia. Sdo diversas as técnicas cirurgicas de neovaginoplastia
descritas, existindo riscos e beneficios para cada técnica, sendo a estenose vaginal

uma das complicagdes mais comuns (DIETRICH, 2022).

Historicamente, o procedimento mais usado para neovaginoplastia tem sido a
cirurgia de McIindoe (McINDOE et al., 1938). O primeiro passo desta técnica & fazer
uma incisdo em forma de H no perineo. A seguir, € realizada a dissec¢ao de um espago
entre o reto e a bexiga, com a colocagao de um molde coberto com enxerto de pele
da coxa, da regiao glutea ou do abdome inferior. O molde é fixado dentro do espaco,
com a face cruenta voltada para fora com o objetivo de promover a epitelizagdo da
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neovagina criada.

O molde permanece na cavidade por cerca de 10 a 14 dias e durante este
periodo, a neovagina € irrigada com solugao salina. Apds duas semanas, este molde
e retirado e as pacientes sao orientadas a utilizar um novo molde diariamente, para

promover a dilatagao vaginal, por pelo menos 6 meses (BOMBARD et al., 2014).

A Figura 5 representa as etapas da técnica de MclIndoe utilizada para
neovaginoplastia em pacientes com condigdes que cursam com agenesia ou estenose

vaginal.
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Figura 5 - Resumo ilustrativo da técnica de Mclndoe.

A) A covinha na éarea introital é identificada. Os labios sdo afastados e uma incis&o transversal é feita no epitélio.
B) Criagdo de lumen neovaginal, através de disseccdo romba com os dedos no espago entre a bexiga e o reto.
C) Enxerto de pele fixado em molde flexivel. D e E) Fixagdo do molde na cavidade criada.

Fonte: THOMAS, 2020.

A neovaginoplastia em mulheres com agenesia vaginal pode ser realizada
utilizando diferentes enxertos e biomateriais, cada um com vantagens e desvantagens
especificas. A escolha do material impacta diretamente nos resultados anatémicos,

funcionais e psicolégicos das pacientes (CHOUSSEIN et al., 2017).

Ndo ha consenso na literatura sobre o material empregado para o
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revestimento da neovagina. Além de enxerto de pele, diversas opg¢des sé&o
mencionadas, como peritbnio (DAVYDOV et al., 1974), segmentos intestinais
(GHOSH, KWAWUKUME, 1994), aloenxertos de membrana amniética humana
(BRINDEAU, 1934), tecido vaginal autélogo cultivado in vitro (BENEDETTI et al., 2014)
e materiais sintéticos (SUETERS et al., 2023).

O uso de segmentos intestinais, como o sigmoide, oferece uma neovagina
com lubrificagao natural, mas esta associado a riscos de prolapsos mucosos, secre¢cao
excessiva e complicagdes intestinais (BOMBARD, 2014; WILLEMSEN, KLUIVERS.,
2015). Enxertos de mucosa oral e membrana amniética sdo opgdes menos comuns,
com limitagdes quanto a disponibilidade e viabilidade a longo prazo (LIN et al., 2003;
VATSA et al., 2017).

Embora amplamente utilizados, os enxertos de pele podem apresentar
desvantagens, como necessidade de area doadora, cicatrizes estigmatizantes,
faneros (pelos) vaginais, rejeicdo do enxerto, granulomas, risco de contratura
secundaria e auséncia de sensibilidade na neovagina. Além disso, ha relatos de maior
tempo de recuperagao e complicagdes associadas ao local doador, como dor local e
formacgao de queloides (CALLENS et al., 2014; AMIES, KIRBY, BREECH, 2017).

1.7 O Ambulatério de Adolescentes da Maternidade- Escola Assis Chateaubriand

(MEAC) e a Neovaginoplastia com Pele Autéloga no Ceara — Breve Historico

A Maternidade-Escola Assis Chateaubriand (MEAC) é uma unidade do
Complexo Hospitalar da Universidade Federal do Ceara (UFC), localizada em

Fortaleza, sendo vinculada a Empresa Brasileira de Servigos Hospitalares (EBSERH).

O Servico de Adolescentes da MEAC, oficialmente cadastrado como
“‘“Ambulatério de Tocoginecologia Infanto Puberal e Adolescéncia”, por atender
obstetricia e ginecologia em criangas e adolescentes. Foi fundado em 1987 pela
professora Zenilda Vieira Bruno, médica ginecologista, sendo um dos servigos
pioneiros do pais especializado no acompanhamento do publico jovem feminino (UFC,
2017).

O servigo é referéncia em orientagédo para planejamento sexual e reprodutivo, com
oferta de métodos contraceptivos reversiveis de longa duragado (LARC- long-acting

reversible contraceptives) - tais como, Dispositivos Intra-Uterinos (DIUs) nédo
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hormonais e hormonais e implante anticoncepcional de etonogestrel (Implanon®)-
anticoncepcionais hormonais injetaveis e orais, sendo destaque em pesquisas
académicas e cientificas e na assisténcia em prevengdo da gravidez na

adolescéncia e de infecgbes sexualmente transmissiveis (ISTs).

A partir dele surgiram ainda: a Comissdo de Maus Tratos a Criangas e
Adolescentes; o Programa Superando Barreiras (atendimento de mulheres em
situacdo de violéncia sexual); o Servigco de Sexualidade Humana e o Ambulatério
de Diferencas do Desenvolvimento Sexual, sendo este ultimo criado em margo de
2019 e constituido por uma equipe de profissionais da area de Psicologia, Servigo
Social, Enfermagem, Fisioterapia, Ginecologia e Obstetricia Endocrinologia e

Genética Médica.

No Ceara, o Servico de Adolescentes da MEAC foi pioneiro na cirurgia de
neovagina em pacientes com sindrome de Rokitansky e outras DDS,
independentemente da faixa etaria. Segundo registros do servigo, até 2016 foram
feitas 28 cirurgias de neovaginoplastia com enxerto de pele da propria paciente
(autdloga). Durante este periodo o procedimento era realizado pela mesma

profissional, Dra. Zenilda Vieira Bruno, utilizando a técnica de Mcindoe.

Devido ao fato de a maioria das mulheres se sentirem incomodadas com
as cicatrizes deixadas pela técnica convencional e dado o estigma associado as
DDS, a técnica de McIndoe foi modificada (BRUNO et. al, 2017), retirando-se o
enxerto de pele da regido inguinal (ao invés da regido glutea ou coxa) para evitar
cicatrizes expostas (Figura 6 - A e B). Quanto ao preparo do enxerto, retirava-se o
maximo de tecido subcutaneo para se obter uma amostra fina de pele (Figura 6 - C
e D).

Assim como na técnica original de McIindoe, as amostras de pele para enxerto
eram colocadas sobre molde rigido de acrilico e suturadas com fio absorvivel
utilizando nés cirurgicos separados. O lado queratinoso era colocado voltado para o
molde para permitir que o lado vascular se fixasse e revascularizasse (Figura 6 - E).
Em seguida, era feita uma incisdo mediana no introito vaginal criando um tunel entre
a bexiga e o reto onde se colocava o molde (Figura 6 - F e G). A area doadora do

enxerto (regido inguinal) era suturada utilizando-se fios n&o absorviveis (Figura 6 - H).
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Figura 6 - Etapas da cirurgia de neovaginoplastia com pele autdloga na MEAC.

A) B)

A) Marcacéo da pele para retirada de enxerto cuténeo; B) Incisdo em formato de folha na regi&o inguinal;
C) Pele inguinal bilateral retirada para enxerto; D) Detalhes da face externa e interna (cruenta) da pele;
E) Molde envolto pela pele com a face cruenta voltada para fora; F) Introdu¢do do molde envolto por
pele na cavidade neovaginal criada; G) Molde fixado a pele; H) Regi&o inguinal apds sutura.

Fonte: BRUNO, Z. V. Arquivo pessoal.
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No pds-operatério, a paciente permanecia deitada com sonda vesical de
demora e molde acrilico por 8 a 10 dias. Apds esse periodo, o molde era substituido
por outro molde flexivel feito com esponja coberta com preservativo, que permitia a
paciente sentar e caminhar. Na alta, a paciente era orientada a utilizar o molde flexivel
todos os dias durante um més até que houvesse cicatrizagdo completa. Em seguida,
a paciente era orientada a utilizar o molde flexivel apenas a noite, enquanto dormia
(Figura 7).

Figura 7 - Molde flexivel feito de esponja e preservativo utilizado apds a alta

da paciente.

Fonte: BRUNO, Z. V. Arquivo pessoal.

Apos trés meses, ja se orientava o inicio das relagdes sexuais, o que
contribuiria para evitar o estreitamento da abertura vaginal. O acompanhamento
ambulatorial era realizado em um, trés e seis meses apos a cirurgia. Depois disso, o
seguimento se tornava anual. Todas as pacientes recebiam apoio psicolégico na

mesma instituicdo desde o diagnédstico até o pds-operatdrio.

As figuras 8 e 9 representam resultados pds-operatorios de neovaginoplastia
com enxerto de pele da regido inguinal.
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Figura 8 - Resultado de pés-operatorio de neovaginoplastia com pele

autologa.

Fonte: BRUNO, Z. V. Arquivo pessoal.

Figura 9 - Cicatrizagdo de regido inguinal, apos retirada de pele para enxerto

de neovaginoplastia.

|

Fonte: BRUNO, Z. V. Arquivo pessoal.

A retirada da pele da regido inguinal, embora com cicatriz mais discreta que a
tradicional na técnica de MclIndoe, também leva a dor no pds-operatorio e tem

potencial de infec¢ao, formagéo de queloide ou cicatrizes mais extensas

A neovaginoplastia com pele autéloga foi realizada na MEAC até 2016. A partir
de entdo, um experimento inovador trouxe nova perspectiva para o tratamento
cirurgico da agenesia vaginal, promovendo importante melhoria na vida sexual de

muitas mulheres, ganhando repercussao nacional e internacional.

1.8 Pele de Tilapia do Nilo- A experiéncia de um novo biomaterial

Atilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) € um peixe de agua doce originario da

bacia do rio Nilo no Leste da Africa e se encontra amplamente disseminada nas
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regides tropicais e subtropicais. E frequentemente cultivada na aquicultura, sendo
conhecida por suas propriedades nutritivas e capacidade de adaptagao a diferentes
ambientes (FURUYA, CRUZ, 2023; GELETU ZHAO, 2023; XIONG et al., 2023).

No Ceara, a piscicultura da tilapia esta difundida em diversos reservatorios,
nas principais bacias hidrograficas do Estado, sendo o agude Castanhao (localizado
nos municipios de Jaguaribara, Alto Santo, Jaguaribe e Jaguaretama) seu principal
produtor (MUNOZ et al., 2015).

A pele deste peixe € um produto nobre e de alta qualidade, possuindo

caracteristicas peculiares (FRANCO et al., 2013).

O uso da pele de tilapia como biomaterial no tratamento de queimaduras
representou uma inovagao significativa na medicina regenerativa brasileira. A ideia
surgiu em 2011, quando o cirurgiao plastico pernambucano Marcelo José Borges de
Miranda percebeu o potencial terapéutico da pele de tilapia, até entdo descartada
como residuo da piscicultura. Em 2014, ele compartilhou essa visdo com o cirurgiao
plastico cearense Edmar Maciel Lima Junior, que, junto ao pesquisador Odorico
Moraes, coordenador do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos
(NPDM) da Universidade Federal do Ceara (UFC), iniciou os estudos clinicos e
laboratoriais no Ceara (LIMA JUNIOR et al., 2020a).

Esses estudos demonstraram que a pele de tilapia apresenta morfologia
semelhante a pele humana com alta resisténcia e extensao de tragao na ruptura,
evidenciando rica composigdo de colageno do tipo | (LIMA JUNIOR et al., 2016;
ALVES et al., 2018; LIMA VERDE et al., 2021). Além disso, a analise microbiolégica
de amostras de pele de tilapia antes do processo de esterilizagdo quimica indicaram

a presencga de microbiota ndo infecciosa (LIMA JUNIOR et al., 2016).

Por estas caracteristicas, a pele da tilapia liofilizada foi inicialmente
sugerida como opg¢ao de material biolégico para manejo de queimaduras, tendo
sido testada em modelos animais, apresentando boa aderéncia em feridas
causadas por queimaduras de segundo grau em ratos testados, com bons
resultados no processo de cicatrizagdo e sem alteragdes significativas nos
parametros hematoldgicos e bioquimicos (LIMA JUNIOR et al., 2017).

Ensaios clinicos randomizados avaliaram a eficacia da pele de tilapia como

curativo oclusivo de xenoenxerto para o tratamento de queimaduras em humanos
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(adultos e criangas), observando que nos participantes tratados com pele de tilapia a
reepitelizagdo completa ocorreu em um numero significativamente menor de dias, a
intensidade da dor relatada e a quantidade de anestésicos/analgésicos necessaria
foram menores, e a necessidade de troca de curativos foi significativamente reduzida
em comparagao com voluntarios tratados com sulfadiazina de prata (COSTA et al.,
2019; LIMA JUNIOR et al., 2020).

Estes resultados revelaram a atividade de cicatrizagao de feridas e auséncia
de toxicidade e antigenicidade da pele da tilapia, possibilitando futuras investigagcbes

para sua utilizagdo como curativo biolégico em outras aplicagdes.

Antes de serem disponibilizadas para o uso como biomaterial, as peles de
tilapia sao inicialmente retiradas mecanicamente dos peixes na piscicultura Bomar,
lavadas em agua corrente, armazenadas em recipientes plasticos estéreis e em gelo.
As peles armazenadas sao transportadas ao laboratério (sala limpa) do Nucleo de
Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos da Universidade Federal do Ceara
(NPDM-UFC). O processo de obtencao de pele de tilapia liofilizada consiste em varias
etapas meticulosas para garantir a qualidade e seguranca do produto final, conforme

se segue:
a) Limpeza e Preparagao

As peles sdo cuidadosamente limpas com soro fisiolégico e os bordos séo

recortados para remover qualquer impureza ou tecido indesejado.
b) Incubagao

As peles sao colocadas em um recipiente estéril, onde sao incubadas em uma
solugao de gluconato de clorexidina a 2% por 60 minutos para garantir a desinfecgao

adequada.
c) Enxague e Congelamento

Apds a incubagdo, as peles sdo enxaguadas com soro fisiolégico e
congeladas em temperaturas entre -20°C e -80°C por um periodo de 8 a 24 horas para
preservar sua integridade.

d) Liofilizagao

As peles congeladas sao submetidas a um processo de liofilizagdo a frio em

um liofilizador, onde sao expostas a temperaturas entre -30°C e -80°C com uma
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presséao interna inferior a 4,0 pHg por um periodo de 2 a 24 horas. Isso remove a agua

por sublimagao, preservando a estrutura e propriedades da pele.
e) Selagem a Vacuo

Apos a liofilizagao, as peles sdo seladas a vacuo em embalagens plasticas
com espessura de 0,15 a 0,20 ym para garantir sua integridade e prolongar sua vida
atil.

f) Esterilizagao

Finalmente, as embalagens seladas s&o esterilizadas utilizando radiagéo
Gama-Cobalto 60, com uma carga entre 5 e 50 kilograys, para eliminar quaisquer

microrganismos patogénicos e garantir a seguranga microbiolégica do produto final.

Essas etapas sdo essenciais para se obter pele de tilapia liofilizada de alta
qualidade, que pode ser utilizada em diversas aplicagdes. Apos este processo, as
peles sao fornecidas gratuitamente para os projetos de pesquisa (LIMA JUNIOR et al.,
2020).

A figura 10 resume as etapas do processo de liofilizacdo da pele de tilapia.



Figura 10 -Etapas do processamento da pele de tilapia.
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Fonte: Imagem adaptada de material cedido por Carlos Roberto Koscky Paier (UFC) e Monica Mathor (Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares- IPEN).
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Em dezembro de 2024, a Universidade Federal do Ceara (UFC) concluiu o
processo de registro da patente do biomaterial a base de pele de tilapia liofilizada e
aguarda a aprovagao da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Apos a
aprovacgao, o produto podera ser incluido em kits de curativos biologicos destinados
ao tratamento de queimaduras em humanos (UFC, 2025).

A UFC abriu um edital de licitacdo para que empresas capacitadas possam
produzir o biomaterial em larga escala, ampliando o acesso da populagéo a esse
tratamento inovador (PORTO, 2025; ZAMPIERI, 2025). A possibilidade de produgao
em escala comercial representam avancos significativos para a incorporagédo desse
biomaterial no Sistema Unico de Saude (SUS), oferecendo uma alternativa de

biomaterial acessivel, eficaz e de baixo custo.

1.9 A Neovaginoplastia com Pele de Tilapia do Nilo- Um Experimento Inovador

Apos o sucesso dos resultados do uso da pele de tilapia como curativo em
queimaduras publicados por LIMA JUNIOR et al. (2020), surgiu a ideia da utilizacdo
deste biomaterial para substituir a pele da paciente nas cirurgias de neovaginoplastia
realizadas na MEAC. A proposta se apresentava promissora na medida em que trazia
a possibilidade de oferecer importantes vantagens como a redug¢ao do tempo cirurgico,
a auséncia de cicatriz abdominal ou inguinal, diminuindo a dor da paciente e a
morbidade pds cirtrgica (DIAS et al, 2020; RODRIGUEZ et al., 2020).

O professor Leonardo Robson Pinheiro Sobreira Bezerra, em parceria com a
professora Zenilda Vieira Bruno, chefe da Divisdo Médica do hospital escola,
desenvolveram, assim, a técnica de neovaginoplastia com pele de tilapia, buscando

uma alternativa aos auto enxertos de pele humana (BASSETTE, 2018).

O experimento pioneiro foi realizado na MEAC em uma jovem de 17 anos com
quadro de amenorreia primaria e diagnostico de SMRKH (DIAS et al., 2019). A
paciente foi submetida a neovaginoplastia pela técnica de Mclndoe, sendo a pele de
tilapia liofilizada utilizada em substituicao ao enxerto de pele. O molde foi revestido
com pele de tilapia, sendo que a face externa da pele ficou em contato com o molde
acrilico (Figuras 11), enquanto a parte interna branca da pele da tilapia ficou em

contato com as paredes da neocavidade (Figura 12).
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Figura 11. - Preparo da pele de tilapia durante a neovaginoplastia.

A) Pele de tilapia liofilizada e molde de acrilico; B) Molde sendo envolvido por pele de tilapia C) Molde
preparado para procedimento cirurgico.
Fonte: BRUNO, Z. V. Arquivo pessoal.

Figura 12 -Molde vaginal acrilico antes e depois da inser¢ao no canal recém-
criado.

Fonte: Adaptado de DIAS et al, 2020.

A paciente permaneceu em repouso no leito por 9 dias, apds os quais a pele
da tilapia foi parcialmente reabsorvida. Apos esse periodo, o molde de acrilico foi
removido. Um molde de plastico maior foi inserido e a paciente foi orientada a usa-lo
dia e noite durante o primeiro més pés-operatorio. O molde vaginal teve que ser usado
todas as noites até que a relagao sexual normal fosse possivel. O comprimento final
do canal 180 dias apés a cirurgia foi entre 8 e 9 cm. Para a analise histopatoldgica,

fragmentos da parede vaginal lateral foram removidos 180 dias apds a cirurgia e
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mostraram a presenca de epitélio escamoso estratificado com cinco camadas de
células, vasos sanguineos ectasicos e, ocasionalmente, células epiteliais descamadas

semelhantes ao epitélio vaginal normal (DIAS et al., 2019a).

No ano seguinte, um estudo de série de casos, avaliou a utilizagao da pele de
tilapia como biomaterial em cirurgia de neovaginoplastia em trés pacientes do
Ambulatério de DDS da MEAC, portadoras de SMRKH, que tiveram falha nas
tentativas de dilatacédo vaginal com uso de moldes (DIAS et al., 2020).

Durante a avaliagcdo de 60 dias apds a cirurgia, ao se realizar o exame
ginecologico, observou-se a formacdo de uma neovagina com largura de

aproximadamente duas polpas digitais nas 03 pacientes estudadas (Figura 13).

Figura 13 - Exame especular apos 60 dias da cirurgia de neovaginoplastia.

Foi observado que, quando a dilatagcdo pos cirurgica foi realizada
corretamente, um comprimento vaginal maior que 6 cm foi mantido em um seguimento
de 180 dias de pés-operatdrio, oferecendo uma neovagina anatémica e funcional por

meio de um método simples e potencialmente eficaz.

Recente estudo descritivo, em busca de material acessivel, econdmico e com
baixo risco de complicagbes, avaliou o uso da pele de tilapia em 11 pacientes
submetidas a neovaginoplastia. O método ofereceu uma neovagina anatomica e

funcional de forma eficiente, rapida e segura (TORRES et al., 2022).

Foram ainda descritos relatos de casos com uso de pele de tilapia para
neovaginoplastia apds cirurgia de redesignacdo sexual (RODRIGUEZ et al., 2020;
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SLONGO et al., 2020) e na estenose vaginal induzida por radiagdo em paciente com
ocluséo total do canal vaginal apds radioterapia para cancer de vagina, com resultados
satisfatorios (DIAS et al., 2019).

1.10 A Microbiota Neovaginal

Poucos s&o os estudos que avaliaram a microbiota vaginal de pacientes apos
neovaginoplastia. Ressalte-se que a maioria deles aborda dados de microbiota
avaliada por bacterioscopia ou técnicas baseadas em cultivo (TOOLENAAR et al.,
1993; QIN et al., 2019; TEOFILO et al., 2023), sendo mais escassos estudos com
achados de analise de tecnologias de metagendmica (CHEN et al., 2024). Na maior
parte dos casos, o foco tem sido a neovagina de individuos transgéneros, onde um
ambiente polimicrobiano geralmente foi identificado (BIRSE et al., 2020;
KRAKOWSKY et al., 2022; ROJAS-VARGAS et al., 2025).

Através de técnicas de metaprotedmica, um estudo analisou 0 microbioma
neovaginal de 05 (cinco) mulheres trans, submetidas a cirurgia de redesignacao
sexual, com a construgao de neovagina com inversdo peniana ou enxerto escrotal,
com (n=01) ou sem enxerto (n= 04) de colén sigmoide, e comparou com o microbioma
vaginal de mulheres cis (n=32). Foram encontradas 541 proteinas unicas de 38 taxons.
Os taxons mais abundantes nas neovaginas foram Porphyromonas (30,2%),
Peptostreptococcus (9,2%), Prevotella (9,0%), Mobiluncus (8,0%) e Jonquetella
(7,2%), enquanto as vaginas cis (doravante denominadas vaginas normais) eram
principalmente Lactobacillus e Gardnerella. As neovaginas apresentaram maior
diversidade alfa em comparagao as vaginas cis e eram mais semelhantes as vaginas
cis de nao Lactobacillus dominantes/polimicrobianas com base na diversidade beta.
Assim, as comunidades polimicrobianas abrigadas na neovagina revestida pela pele
do pénis eram bastante distintas da microbiota da vagina de mulheres cisgénero
adultas e apresentavam semelhancas na composi¢cao com um pénis néo circuncidado
(BIRSE et al., 2020).

Outro estudo descreveu o microbioma neovaginal de individuos transgéneros
e ndo binarios de género (TGNB) utilizando técnicas ndo baseadas em cultura. Swabs
vaginais foram auto coletados de 15 participantes TGNB saudaveis auto identificadas
e 8 participantes cisgénero para comparagao. O sequenciamento de RNA ribossémico
16S de ultima geracgao foi utilizado para tragar o perfil das comunidades bacterianas
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individuais de todas as amostras do estudo. A coorte TGNB demonstrou diversidade
intra-individual (alfa) significativamente maior do que no grupo cisgénero (p = 0,0003).
Espécies microbianas comensais ao intestino e a pele foram identificadas apenas em
espécimes de participantes do grupo TGNB. As espécies de Lactobacillus foram
dominantes em todas as amostras cisgénero, enquanto apresentaram baixa
abundancia relativa (< 3%) em amostras de TGNB. Observou-se que, em contraste
com vaginas cis, as neovaginas ndo foram dominadas por Lactobacillus, mas foram

hospedeiras de muitas espécies microbianas (WINSTON et al., 2024).

Com o objetivo de realizar uma revisédo sistematica do conhecimento atual
sobre o microbioma da neovagina em mulheres transgénero, um estudo avaliou dez
artigos em que as técnicas cirurgicas incluiram vaginoplastia de inversao peniana (PIV)
e vaginoplastia intestinal/sigmoide. As neovaginas submetidas a PIV foram mais
semelhantes as cis vaginas com vaginose bacteriana, enquanto a neovaginoplastia
intestinal resultou em microbiomas comparaveis o do cdélon e reto e concluiram que o
microbioma da neovagina é distinto daquele da cis vagina e também difere de acordo
com a técnica cirurgica (STOEHR; MOSS; JAHROMY, 2023).

Recente revisido sistematica avaliou a colonizagao e os padrdes inflamatérios
vaginais de pacientes submetidas a neovaginoplastia. Foram incluidos 13 artigos, com
um total de 458 pacientes, sendo as constru¢gdes neovaginais mais comumente
realizadas com enxertos de pele peniana e escrotal (nos casos de cirurgia de
redesignacao sexual em mulheres trans), segmentos sigmoides e enxertos peritoniais
(incluindo os casos de agenesia vaginal). A microbiota neovaginal era geralmente
polimicrobiana e compartilhava semelhangas com o tecido nativo. Lactobacillus foram
identificados em 9 estudos (5 de 6 para pele peniana, 1 de 3 para sigmoide, 1 de 1
para peritdnio e 2 de 3 para outros tipos de enxerto) (MORA et al., 2022).

Com relagdo aos achados de microbiota em pacientes com agenesia vaginal,
um estudo investigou as caracteristicas micro ecolégicas de neovaginas de 54
pacientes apos neovaginoplastia peritoneal laparoscépica, através de achados de
microscopia, coloragdo de Gram e medida do pH vaginal. As pacientes foram
classificadas em dois grupos de acordo com o periodo pds-operatério: periodo pds-
operatorio = 2 anos (periodo médio de 56,7 meses, 23 pacientes), periodo pés-
operatorio < 2 anos (periodo médio de 10,1 meses, 31 pacientes). Aproximadamente
57,4% das pacientes apresentaram pH vaginal < 4,5 e ndo foram encontradas
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bactérias patogénicas nas amostras avaliadas. Um padrdo de disbiose vaginal foi
observado em 53,7% das pacientes, com maior prevaléncia no grupo com menos de
2 anos de pos-operatério (64,5%) em comparagdo ao grupo com 2 anos ou mais
(39,1%), com tendéncia a um aumento de Lactobacillus apos a epitelizagdo escamosa
(QIN et al., 2019).

Mais recentemente, utilizando técnicas de analise metagendémica, estudo
longitudinal investigou a composi¢ao da microbiota da neovagina de pacientes com
sindrome de Mayer-Rokitansky-Kuster-Hauser (MRKH) submetidas a vaginoplastia
peritoneal laparoscopica. A pesquisa longitudinal acompanhou 39 mulheres por até
quatro anos, analisando a evolugéo microbiana em diferentes periodos de seguimento,
com coletas de amostras vaginais em momentos diferentes: 0 a 2 dias antes da
cirurgia (amostras coletadas na topografia da “covinha” vaginal) e em 14 dias, 3 meses,
6-12 meses e 2-4 anos apds a cirurgia. As espécies mais comuns encontradas na
covinha vaginal no pré-operatorio foram Lactobacillus iners, Prevotella timonensis,
Atopobium vaginae, Prevotella bivia, Lactobacillus crispatus, Prevotella disiens e
Gardnerella vaginalis e representaram mais de 75% da abundancia relativa média e
também estavam entre as 10 principais espécies nas referéncias saudaveis. Na fase
inicial pos-cirurgica (0-6 meses), a colonizacdo microbiana foi aleatéria, com
predominancia de Enterococcus faecalis e Mycoplasma genital. Durante o periodo
intermediario (6-12 meses), a microbiota da neovagina comecgou a se assemelhar a
de uma vagina natural, embora com caracteristicas semelhantes a vaginose
bacteriana. Ja na fase tardia (2-4 anos) pos-cirurgica, a microbiota evoluiu para uma
composi¢cdo mais estavel, semelhante a microbiota do fundo vaginal pré-cirurgico,
periodo que coincidiu com o desenvolvimento do epitélio escamoso na neovagina
(CHEN et al., 2024).

Com relagao as analises da microbiota de neovaginas construidas com pele
de tilapia, recente estudo de corte transversal descreveu achados da citologia oncética
convencional, citologia hormonal e coloragdo de Gram de amostras de conteudo
vaginal de 07 (sete) mulheres cisgénero com diagnostico de SMRKH, submetidas a
neovaginoplastia com este biomaterial. Também foram calculados os Escores de
Nugent para a definicdo do tipo de microbiota vaginal. Nos resultados, foram
encontradas células escamosas sem atipias em todas as pacientes do estudo. Cinco
mulheres apresentaram microbiota vaginal intermediaria (pontuagdo de Nugent de 4),
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determinada pela presenga de poucos lactobacilos na coloragédo de Gram, 02 (duas)
pacientes apresentaram microbiota compativel com vaginose bacteriana (pontuagao
de Nugent de 8), havendo predominancia de Gram-negativos e cocos gram positivos
na bacterioscopia. Com relagcdo a citologia hormonal, 04 (quatro) pacientes
apresentaram resultados compativeis com a fase reprodutiva da vida da mulher
(menacme) (TEOFILO et al., 2023). As figuras 14 e 15 representam os achados de

citologia e bacterioscopia.

Figura 14 - Células escamosas visualizadas em exames citologicos de

neovagina com pele de tilapia do Nilo.

Fonte: Adaptado de TEOFILO et al., 2023.
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Figura 15 - Bacterioscopia (coloracdo de Gram) de conteudo vaginal de
neovagina construida com pele de tilapia do Nilo.

Fonte: Adaptado de TEOFILO et al., 2023.

Ainda n&o ha relatos na literatura de estudos que descrevam o microbioma
vaginal de pacientes submetidas a neovaginoplastia com pele de tilapia com base em

analises de sequenciamento do gene 16S rRNA.

1.11 JUSTIFICATIVA

Diante da auséncia de estudos que descrevam o microbioma de neovaginas
construidas com pele de tilapia e com enxerto de pele autdloga, bem como da
necessidade de conhecimento sobre risco de infecgdo estabelecido por padrdes

microbianos, se justifica esse estudo.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Descrever o microbioma vaginal de pacientes submetidas a neovaginoplastia

com pele de tilpia liofilizada.

2.2 Objetivos especificos

a) Comparar os padrbes de microbioma de neovagina determinados pelo

estudo, com os microbiomas vaginais descritos pela literatura.

b) Comparar o microbioma de neovagina de pele de tilapia com o

microbioma de neovagina feita com autoenxerto.

c) Estudar a possivel determinacdo do microbioma de neovagina de pele

de tilapia liofilizada e de autoenxerto pelo microbioma do trato gastrointestinal.
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3. METODOLOGIA

3.1 Desenho, populagao-alvo e locais do estudo

3.1.1 Desenho do estudo

Estudo de corte transversal para analise do microbioma vaginal de pacientes
submetidas a cirurgia de neovaginoplastia com pele de tilapia liofilizada ou com pele

autdloga, atendidas em ambulatorio especializado de ginecologia.

3.1.2 Populacao-alvo e periodo do estudo

Pacientes submetidas a cirurgia de neovaginoplastia utilizando a técnica de
Mcindoe modificada com pele de tilapia liofilizada, processada e esterilizada,
realizadas entre os anos de 2018 e 2023, ou com enxerto de pele autdloga, realizadas
durante o periodo de 2009 a 2016.

A amostragem utilizada foi ndo probabilistica por conveniéncia. As pacientes
eram provenientes do Ceara e de outros Estados e estavam previamente agendadas
para consultas de seguimento no Ambulatério de DDS da MEAC e, na ocasiédo do

atendimento, foram convidadas a participar da pesquisa.

O estudo foi realizado no periodo de julho de 2022 a maio de 2023, durante

as sextas feiras pela manha, turno de funcionamento regular do referido ambulatério.

3.1.3 Locais do estudo
a) Maternidade-Escola Assis Chateaubriand (MEAC)

O estudo foi realizado no ambulatério de ginecologia da Maternidade-Escola
Assis Chateaubriand (MEAC), especializado em Diferengas do Desenvolvimento
Sexual (DDS), que faz parte do Servigco de Adolescentes. A MEAC €& um hospital
terciario, universitario, vinculado ao Sistema Unico de Saude (SUS), fazendo parte do

Complexo Hospitalar da Universidade Federal do Ceara (CH-UFC).
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b) Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM)

Apos a coleta, as amostras foram encaminhadas imediatamente ao Nucleo de
Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM), onde foram conservadas em
refrigerador a 80°C negativos. No NPDM foram produzidos os curativos bioldgicos de

pele de tilapia liofilizada utilizados nas neovaginoplastias realizadas na MEAC.

c) Laboratério de Investigagcao Médica 49 do Hospital das Clinicas da

Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo

A avaliacdo laboratorial foi realizada no Laboratério de Investigacdo Médica
49 (LIM 49) do Hospital das Clinicas da Universidade de Sdo Paulo (HCFUSP). O LIM
49 se localiza no Instituto de Medicina Tropical, na Faculdade de Medicina da USP,

sendo vinculado ao Hospital das Clinicas.

3.2 Dados Sociodemograficos e Clinicos

Durante a entrevista com as pacientes em consulta ambulatorial, foi
preenchido pela pesquisadora um formulario (Apéndice A) eletrénico (Google Docs),
constando informagdes sobre dados epidemioldgicos, sociodemograficos e clinicos
das participantes (Apéndice A), apds esclarecimentos sobre o estudo e a assinatura

do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice B).

3.3 Coleta do Material

Uma amostra do conteudo vaginal foi colhida durante o exame ginecoldgico
realizado no ambulatério de DDS da MEAC, em consulta ginecolégica de rotina,
com a paciente em posicao de litotomia, através da realizagao de exame especular,
sem utilizagao de lubrificante ou solugéo salina no espéculo para ndo comprometer

a qualidade do material.

Foram coletadas 3 amostras de conteudo vaginal, obtidas do fundo de saco
vaginal e 3 amostras de fezes colhidas do canal anal, utilizando-se swab de haste
plastica, sendo o material armazenado em tubo estéril sem meio de cultura (swab

Seco).
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Ap0s a coleta, os tubos foram conduzidos ao freezer de ultrabaixa temperatura

(-80° C) localizado no NPDM para armazenamento.

3.4 Métodos laboratoriais

Apos retirada do freezer e posterior alcance da temperatura ambiente, as
amostras tiveram seu DNA extraido com o uso do kit Zymo BIOMICS™ DNA

Miniprep (Zymo Research Corp., Irvine, CA, EUA).

Os tubos contendo DNA extraido foram novamente acondicionados em

temperatura de -80° C até seu transporte.

As amostras foram enviadas, através de transporte aéreo, devidamente
acondicionadas, para o Laboratério de Investigacdo Médica 49 (LIM-49) do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (USP), onde

foram posteriormente sequenciadas.

Apos a extracdo do DNA das amostras, a caracterizagcdo da microbiota foi
realizada pela amplificagcdo do dominio V4 do segmento 16S ribossémico bacteriano,
utilizando os oligonucleotideos iniciadores F515 (5-CACGGTCGKCGGCGCCATT-3') e
R806 (5-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3).

i. Amplificagado de sequéncias-alvo

Para a amplificagdo de sequéncias— alvo, os reagentes (Primers, PlatinumR
PCR SuperMix High Fidelity) e a amostra contendo DNA gendémico de alta qualidade

foram mantidos em gelo.

Cada par de iniciadores foi misturado em volumes iguais, obtendo uma
solucao estoque de 10 uM e os reagentes da tabela abaixo foram adicionados em um
tubo de 0,2 mL na seguinte ordem: 1° 25 uL do PlatinumR PCR SuperMix High Fidelity,
2° 50 ng de DNA gendmico, 3° 1 uL da solugao estoque de primer a 10 uM, em um

volume total de 50 pL.

Os tubos foram entao colocados no termociclador com as seguintes condigdes
de amplificacao: ativacdo da Enzima 94°C por 3 minutos, desnaturagao 94°C por 30

segundos, anelamento 58°C por 30 segundos, extenséo 68 °C por 1 minutos/kb e 4°C.
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ii. Purificagao da biblioteca

Para o processo de purificagdo da biblioteca, o reagente Agencourt®
AMPure® XP Reagent foi ressuspendido e mantida a temperatura ambiente durante
aproximadamente 30 minutos, e adicionados 90 uL do reagente “Agencourt®
AMPure® XP Reagent” a cada tubo contendo o amplicom (fragmento de DNA que é
amplificado durante uma reagcdo em cadeia da polimerase). Essa mistura foi incubada

por 5 minutos a temperatura ambiente.

Apos os 5 minutos de incubacdo, os tubos foram posicionados em uma
estante magnética e incubados novamente por 2 minutos, ou até a solugcéo se
apresentar limpida. O sobrenadante foi cuidadosamente removido, sem que o
sedimento fosse desprendido, e, a seguir, foram adicionados 30 pL de etanol 70%
recém preparado, sendo essa mistura incubada por 30 segundos. Ao término da
incubacao, foi removido e desprezado o sobrenadante gerado, sem que o pellet fosse
desprendido, e esse processo de lavagem com etanol a 70%, foi repetido por mais

uma vez.

Ap0s os processos de lavagem, foi certificada a remogao de todo o etanol dos
pocos e os tubos foram mantidos em uma estante magnética para que ocorresse a
secagem das beads através da incubagao a temperatura ambiente por 5 minutos. Os
tubos foram removidos da estante magnética e adicionados 20 uL de tampédo TE
(tris—HCI 10 mM, EDTA 1 mM) a cada tubo e homogeneizados com o auxilio de uma

pipeta por cinco vezes.

O tubo foi posicionado novamente em uma estante magnética durante 1
minuto e o sobrenadante contendo a biblioteca aplicada foi transferido para um novo
tubo.

iii. Preparo do pool equimolar das bibliotecas amplificados

O agrupamento das amostras em quantidades equimolares permite a total
cobertura das regides-alvo. Cada amostra foi quantificada no equipamento Qubit®
através do kit Qubit® dsDNA HS Assay para determinar a concentragao molar (nmol/L)
de cada biblioteca. Todas as amostras foram diluidas para que se tornassem
equimolares utilizando a maior concentracdo possivel e, misturadas em um tubo

contendo volumes iguais de cada amostra, para um volume total de no minimo 25 pL.
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iv. Técnica de Sequenciamento

concentracdo de DNA das amostras foi medida utilizando o fluorémetro Qubit
(Thermo Scientific, Delaware, EUA). A caracterizacdo da microbiota foi realizada por
meio da amplificagdo do dominio V4 do gene ribossomal 16S bacteriano, utilizando os
primers F515 (5'-CACGGTCGKCGGCGCCATT-3") e R806 (5
GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3"), conforme ilustrado na Figura 16.

Figura 16 - Representacao da regiao V4 (hipervariavel) presente dentro do

gene 16S RNA ribossomal.
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As caixas azul e cinza indicam regides conservadas e regides hipervariaveis (V1-V9), respectivamente.
Fonte: Adaptado de FUKUDA et al, 2016.

As reagoes de PCR foram conduzidas com uma desnaturagao inicial a 94 °C
por 3 min, seguida de 30 ciclos de desnaturacédo a 94 °C por 30 s, anelamento a 58 °C
por 30 s, e extensdo a 68 °C por 1 min (CAPORASO et al., 2011). A eficiéncia da

amplificagao foi verificada por eletroforese em gel de agarose a 1,5%.

Apds a amplificacéo, as bibliotecas foram direcionadas ao aparelho lon Chef
System (Thermo Fisher Scientific, MA, EUA) com o lon 510™ & lon 520™ & lon 530™
Kit - Chef, conforme as instrugdes do fabricante. O sequenciamento foi executado no

lon GeneStudio™ S5 System utilizando o Chip 530, de acordo com os protocolos
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fornecidos pela Thermo Fisher Scientific.

A anadlise bioinformatica do microbioma foi realizada com o software
Quantitative Insights Into Microbial Ecology (QIIME 2), versao 2024.2. Os dados de

sequenciamento foram de multiplexados e desnoisados utilizando o pipeline DADAZ2.

ApOs o0 sequenciamento, as sequéncias obtidas s&o comparadas a bancos
de dados com sequéncias de referéncia. Cada sequéncia € agrupada em Unidades
Taxond6micas Operacionais (OTUs) ou, mais recentemente, em Sequéncias Exatas ou
Amplicon Sequence Variants (ASVs) - que sao proxies (indicadores indiretos) para
espécies ou grupos proximos. Essas OTUs ou ASVs sdo atribuidas a taxons em
diferentes niveis hierarquicos: filo, classe, ordem, familia, género e espécie. Assim, é
possivel descrever a composi¢ao bacteriana da amostra em termos de abundancia

relativa de cada taxon.

A analise da alfa diversidade dos dados de sequenciamento de amplicon é
uma primeira abordagem comum para avaliar diferengas entre ambientes. Descreve
a diversidade bioldgica presente em uma amostra especifica, ou seja, quantifica a
variedade e a abundancia relativa das diferentes unidades taxonémicas (OTUs)
dentro de uma Unica amostra (CASSOL, IBANEZ, BUSTAMANTE, 2025).

Essa medida de diversidade € um indicativo de como os organismos estéo
distribuidos dentro dessa amostra, levando em consideracéo tanto a riqueza (o
numero de diferentes espécies ou taxa) quanto a uniformidade (a distribuigdo
equitativa desses organismos). A alfa diversidade pode ser medida por diferentes
indices (CASSOL, IBANEZ, BUSTAMANTE, 2025), tais como:

a) Observed (riqueza observada): € uma medida simples que quantifica o

numero total de espécies diferentes presentes em uma amostra ou comunidade.

b) indice de Shannon: quantifica a incerteza associada & previsdo da
identidade da espécie de um individuo selecionado aleatoriamente de uma

comunidade. Avalia tanto a riqueza quanto a equidade (uniformidade) das espécies.

c) indice de Simpson: mede a probabilidade de duas unidades amostrais
selecionadas aleatoriamente pertencerem a mesma espécie. Foca na dominancia das

espécies, com valores maiores indicando menor diversidade.

d) Evenness: estima a riqueza de espécies com base na abundancia
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observada de espécies raras. Mede o quao uniformemente as espécies sao

distribuidas em uma comunidade em termos de abundancia relativa.

Em sequenciamento de amplicons, como no caso de sequenciamento de 16S
rRNA para analise da microbiota, a alfa diversidade é util para comparar a
complexidade e a composicdo das comunidades microbianas em diferentes amostras
ou condicdes experimentais. Quanto maior a alfa diversidade, maior a variedade e a

complexidade biolégica na amostra.

No presente estudo, uma arvore filogenética foi construida inserindo as
sequéncias obtidas na arvore de referéncia Silva. Para a analise de diversidade alfa,
foram calculadas as métricas Chao1, Simpson, numero de Unidades Taxonémicas
Operacionais (OTUs) observadas, uniformidade de Pielou, Shannon e diversidade

filogenética de Faith.

A beta diversidade, por sua vez, refere-se a diversidade entre diferentes
amostras ou grupos de amostras. No contexto de sequenciamento de amplicons, a
beta diversidade avalia a variagcdo na diversidade das espécies ou unidades
taxondmicas (OTUs) entre diferentes amostras, condigdes experimentais ou grupos
bioldgicos. Assim, a analise de diversidade beta quantifica a semelhancga ou distancia
entre pares de microbiomas. Quanto maior a diferenga na composicdo, maior a beta
diversidade entre essas amostras (ANDERSON et al., 2011).

Com base na analise da diversidade beta, podemos vincular o padrao geral

de diversidade taxondmica ou funcional as caracteristicas ambientais.

Em resumo, enquanto a alfa diversidade descreve a diversidade dentro de
uma amostra, a beta diversidade compara a diversidade entre amostras, permitindo

entender as diferengas nas comunidades biolégicas em niveis mais amplos.

Para analise da diversidade beta sao utilizados métodos de ordenacao,
técnicas estatisticas usadas para explorar e visualizar a estrutura de dados

multivariados.
Sao métodos de ordenagcdo comumente utilizados:

a) PCoA (Principal Coordinates Analysis): também conhecida como
Analise de Coordenadas Principais, € uma técnica usada para encontrar e visualizar

padrdes de similaridade ou dissimilaridade em dados multivariados.
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b) NMDS (Non-metric Multidimensional Scaling): € uma técnica de
ordenacao que visa representar a estrutura de similaridade dos dados em um espaco
de menor dimensao, preservando as relagbes de distancia original tanto quanto

possivel.

Sao métricas de distadncia comuns utilizadas para avaliagdo da beta

diversidade:

a) Distancia de Bray-Curtis: é uma métrica de dissimilaridade que
quantifica a diferenca entre duas comunidades baseando-se nas abundancias

relativas das espécies. Nao utiliza informacao filogenética.

b) UniFrac ponderada: € uma métrica de distancia que leva em
consideragao tanto a presencga/auséncia quanto a abundancia relativa das espécies,
além da informacao filogenética. Este método pondera as diferengas na abundéancia
das espécies ao longo de uma arvore filogenética, fornecendo uma medida de quanto
duas comunidades sao diferentes em termos de composicdo e abundancia das

especies.

c) UniFrac nao ponderada: € uma métrica de distancia que considera
apenas a presenga ou auséncia de espécies e a informacgao filogenética, sem levar
em conta a abundancia relativa. Calcula a fragao da arvore filogenética que é exclusiva
para cada comunidade, ou seja, quantos ramos sao unicos para uma das

comunidades.

d) Distancia de Jaccard: baseada na presenca ou auséncia de espécies
em diferentes amostras. Nao leva em conta a abundancia das espécies, apenas sua
presenga ou auséncia.

A diversidade beta no estudo foi avaliada utilizando as distancias de Jaccard,
Bray-Curtis, UniFrac ponderada e ndo ponderada. Com base nos dados de
abundancia gerados no QIIME 2, a analise subsequente foi realizada no software R,
utilizando o pacote phyloseq (MCMURDIE; HOLMES, 2013). Esse pacote possibilita
a integragao de dados de abundancia de OTUs/ASVs, dados taxonémicos, metadados
das amostras e arvores filogenéticas. Para a visualizagdo dos resultados, o pacote
ggplot2 (WICKHAM, 2016) foi amplamente empregado, permitindo a geracdo de

graficos personalizaveis de alta qualidade.

Além disso, o pacote vegan (OKSANEN et al., 2020) foi utilizado para realizar
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calculos ecoldgicos, especialmente para a analise da diversidade beta e para aplicar
métricas de distancia, como Bray-Curtis, Jaccard e UniFrac, assim como para a
realizacdo de métodos de ordenagdao, como a Analise de Coordenadas Principais

(PCoA) e o Escalonamento Multidimensional Nao-Métrico (NMDS).

3.5 Selegao da populagao controle

Para analise comparativa dos resultados do presente estudo com microbioma
vaginal e fecal de mulheres com vagina normal, foi utilizada como populagao controle
a amostra controle do estudo intitulado “The Vaginal Microbiome as a Tool to Predict
rASRM Stage of Disease in Endometriosis: a Pilot Study” (PERROTTA et al., 2019).

Trata-se de estudo piloto observacional transversal realizado na USP que
caracterizou os perfis de microbioma vaginal e intestinal entre pacientes com

endometriose e individuos controle sem a doencga.

No estudo, os individuos do grupo controle incluiram 24 mulheres brasileiras,
com média de idade de 35 anos, sem endometriose ou outras condigdes inflamatérias.
Amostras fecais e vaginais foram coletadas de todas as pacientes (estudo e controle)
durante duas fases diferentes do ciclo menstrual - periodo menstrual (dias 1-3 do ciclo)

e fase folicular (dias 8-12 do ciclo).

O resultado dos dados de microbioma obtidos para este grupo controle, foram
utilizados nas analises comparativas com microbioma vaginal e intestinal de mulheres
com vagina construida com pele de tilapia ou enxerto de pele autdloga participantes

da nossa pesquisa.

3.6 Aspectos Eticos

O projeto foi submetido & avaliagdo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP)

da MEAC, sendo aprovado sob o parecer n°® 5.417.913 (Anexo A).

Foram recrutadas pacientes que concordaram em participar da investigacao,
apds tomarem conhecimento da metodologia e dos objetivos e assinado termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Apéndice B).

O estudo seguiu as determinagdes da Resolugdo N° 466/12 do Ministério da
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Saude (MS) que trata das pesquisas cientificas envolvendo seres humanos.

Os riscos relacionados com a pesquisa foram o desconforto na coleta da
amostra do conteudo vaginal e de canal anal, sendo o incbmodo semelhante ao

observado durante o exame ginecoldgico de rotina.

O risco de perda de confidencialidade foi minimizado através de alocagao do
material obtido sob responsabilidade dos pesquisadores, em local protegido. As

participantes ndo foram identificadas em momento algum.

Com relagao aos beneficios, o estudo permitiu que fossem descritos os tipos
mais comuns de bactérias que habitam a neovagina construida com pele de tilapia ou
pele autdloga, possibilitando a investigagdo de algumas vulvovaginites, infec¢des
sexualmente transmissiveis ou outras alteragdes, proporcionando o conhecimento, e

a possibilidade de tratamento ou controle destas condigdes.
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4. RESULTADOS

Foram avaliadas 23 pacientes atendidas no ambulatério especializado de
Diferengas do Desenvolvimento Sexual (DDS), durante o periodo de julho de 2022 a
maio de 2023, em seguimento de neovaginoplastia com pele de tilapia ou pele

autdloga, realizadas entre os anos de 2009 a 2023.

4.1 Neovaginoplastia com pele autéloga

As mulheres com vagina construida com pele autéloga da regido inguinal,
tinham entre 21 e 34 anos (média de 26, 43 anos) de idade, procedentes do Ceara,

sendo 04 do interior do Estado e uma de Fortaleza.

As pacientes foram submetidas a cirurgia entre os anos de 2009 e 2016, ou

seja, a coleta das amostras foi realizada com mais de 5 anos do procedimento.

Neste grupo, todas as mulheres tinham diagnéstico de SMRKH. Quatro
pacientes apresentavam SMRKH tipo | e apenas uma paciente (PcA4) foi identificada

com SMRKH tipo Il, com agenesia renal esquerda e rim direito ectopico.

O peso corporal médio das pacientes foi de 56,92Kg (50,6Kg a 61,8Kg) e a
altura média de 154 cm (146 a 159 cm).

Todas as pacientes deste grupo apresentavam orientagcdo heterossexual e
tinham relato prévio de atividade sexual vaginal apds a realizagao da cirurgia, sendo

que 02 delas afirmavam pratica de coito anal (PcA3 e PcA1).

Apenas uma paciente relatou atividade sexual ha menos de 48 horas da

realizacdo da coleta (PcA3).

Trés pacientes relataram uso de antibiético nos ultimos 90 dias antes da data
da coleta, uma delas (PcA1) fez uso cefalexina via oral para tratamento de infec¢ao
de trato urinario, outra (PcA4) fez uso de metronidazol creme por via vaginal, para
tratamento de corrimento genital e outra (PcA5) fez uso de metronidazol via oral e
creme vaginal com associacdo de neomicina, fosfato dexametasona, nistatina,

tirotricina, também para tratamento de corrimento vaginal de odor fétido.

O comprimento vaginal medido durante o exame ginecoldgico neste grupo de
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pacientes foi em média 7,8 cm (variagéo de 6 a 9,5 cm).

Ao exame especular, duas pacientes (PcA3 e PcA5) apresentavam faneros
(pelos) em cupula vaginal. As demais pacientes apresentavam conteudo vaginal

branco, escasso ou moderado, sem odor fétido.

As Tabelas 1 e 2 resumem os dados sociodemograficos e dados clinicos,
respectivamente, das pacientes com reconstrugdo vaginal com enxerto de pele

autologa.
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Tabela 1. Dados demograficos das pacientes com neovagina construida com enxerto de pele autéloga.

Identificagdo Data da Idade Estado Naturalidade Procedéncia Escolaridade Profisséo Raca Orientag&o Renda familiar
CILNgg (anos) civil (autodeclarada) Sexual (salariosminimos)
PcAl 24/07/13 34 Solteira Parnaiba, Pl Granja, CE Ensino Comerciante Branca Heterossexual 1-5
fundamental
PcA2 16/10/13 29 Casada Pentecoste, Caucaia, CE Ensino médio Ajudante de Parda Heterossexual <1
CE cozinha
PcA3 19/08/09 31 Casada Horizonte, Fortaleza, Ensino médio Dona de casa Preta Heterossexual 1-5
CE CE
PcA4 19/08/15 30 Solteira Fortaleza, CE Fortaleza, Ensino médio Aucxiliar de Preta Heterossexual 1-5
CE producéo
PcA5 11/07/16 21 Solteira Mauriti, CE Mauriti, CE Ensino Cuidadora e Parda Heterossexual <1
fundamental faxineira
Tabela 2. Dados clinicos das pacientes com neovagina construida com enxerto de pele autéloga.
] Ultima Uso de i )
Diagnéstico Peso Alt Vagina ATB atividade Uso Uso creme Conteddo vaginal
Identificacdo Cari6tipo (Kg) (cm) (cm) (<90 dias) Medicagdes sexual molde lubrificante vaginal e achados no especular
PcAl SM.RKH Sim 59,9 155 8 i Nao >48 h Sim Sim Néo Branco, leitoso, escasso
Tipo | oral
SMRKH x ~ ~ .
PcA2 Tipo | Né&o 54 146 6 N&o Nio >48 h Né&o Sim Nio Branco, escasso
PcA3 SM.RKH Sim 61,8 155 9,5 Néo x <48 h Sim Né&o ~ Branco, leitoso, faneros
Tipo | Néo Néo
SMRKH . Metronidazol x . . Metronidazol Branco, algo grumoso,
PcA4 Tipoll Sim 506 159 5 vaginal Néo >48h Sim Ndo escasso, *STV discreto
SMRKH x Metronidazol x - i A
PcA5 Tipo | Né&o 58,3 156 8 oral Nio >48 h Néo Sim Trivagel-N® Branco, escasso, faneros

ATB= antibiotico, SMRKH= Sindrome de Mayer-Rokitansky-Kiister-Hauser; STV= sangramento transvaginal
* Creme vaginal com associacdo de neomicina, fosfato dexametasona, nistatina, tirotricina.
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4.2 Neovaginoplastia com pele de Tilapia liofilizada

Foram avaliadas 18 pacientes submetidas a neovaginoplastia com pele de
tilapia. Neste grupo de pacientes, as cirurgias foram realizadas entre os anos de 2018
e 2023.

As pacientes tinham entre 12 e 37 anos de idade (média de 24,61 anos),
sendo 11 delas procedentes do Ceara, das quais 03 eram de Fortaleza e 08 do interior

do Estado. Sete pacientes eram procedentes de outras Unidades da Federacgéo.

A Tabela 3 apresenta os dados demograficos das pacientes submetidas a

neovaginoplastia com pele de tilapia.

A maioria das mulheres (12 pacientes) tinham diagndstico de Sindrome de
Rokitansky, sendo 08 com SMRKH tipo | e quatro 04 SMRKH com tipo II.

Quatro (04) pacientes tinham outros diagnésticos de DDS, confirmadas por

exame de caribtipo, conforme se segue:
= Trés (03) pacientes com DDS 46, XY
e PcT5 com Sindrome da Insensibilidade Androgénica Parcial (PAIS)
e PcT16 com disgenesia gonadal com defeito na sintese de testosterona
e PcT17 com Sindrome da Insensibilidade Androgénica Completa (CAIS)
»Uma (01) paciente com DDS ovotestis 46, XX (PcT3).

» Outra paciente (PcT2) com cariotipo 46, XX, tinha diagndstico de Sindrome de
Fraser- condicdo autossémica recessiva rara que se apresenta como um espectro de
anomalias congénitas, incluindo criptoftalmia, sindactilia, genitalia anormal, agenesia
renal e anomalias musculoesqueléticas (BOUAOUD et al., 2022). A paciente
apresentava tracos fenotipicos de utero bicorno, agenesia renal e palpebral esquerda,
orelhas pequenas com baixa implantagcdo, prognatismo e escoliose, além de septo
vaginal transverso e espesso. Com quadro de dor pélvica por hematocolpo e

hematométrio, foi submetida a septoplastia e a neovaginoplastia com pele de tilapia.

» A paciente PcT10 realizou cirurgia de reconstrucao vaginal com pele de tilapia

para correcao de estenose vaginal secundaria a braquiterapia por cancer de vagina.

O peso corporal médio das pacientes foi de 64,67Kg (39Kg a 96,5Kg) e a
altura média de 157 cm (146 a 168 cm).
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Tabela 3. Dados demograficos das pacientes com neovagina construida com de pele de tilapia liofilizada.

Identificagdo Data da Idade  Estado Naturalidade Procedéncia Escolaridade Profisséo Raca Orientago Renda familiar
cirurgia (anos) civil (autodeclarada) Sexual (salarios minimos)
B 26/09/2018 20 Solteira Fortaleza, CE Fortaleza, CE Ensino médio Desempregada Parda Heterossexual 1-5
PCT2 . . . Ensino
04/05/2022 12 Solteira Jaguaribe, CE Pereiro, CE fundamental Estudante Branca Heterossexual 1-5
PCT3 X .. . AT 2 ;
09/09/2020 22 Solteira Bela Cruz, CE Jijoca, CE Ensino médio Baba Parda Bissexual Menor que 1
PCT4 . Belém do Sédo Belém do Sédo Ensino _—
09/02/2022 22 Solteira Francisco, PE Francisco, PE superior Farmacéutica Parda Heterossexual 1-5
PCTS 09/02/2022 28 Solteira Boca do Acre, AM Manaus, AM Ensino médio Confeiteira Parda Bissexual 1-5
PCT6 25/08/2021 20 Solteira Fortaleza, CE Chorozinho, Ensm_o Vereadora Parda Heterossexual 5-10
CE superior
PCTY 26/03/2019 37 Solteira Apuiarés, CE Apuiarés, CE Ensino médio Agricultora Branca Heterossexual Menor que 1
PCT8 29/06/2022 23 Solteira Fortaleza, CE Sobral, CE Ensino médio Estudante Parda Heterossexual 1-5
Deputado Pés-
PCT9 06/07/2022 28 Solteira Solondpole, CE Irapuan raduacio Professora Branca Heterossexual 1-5
Pinheiro, cE ~ 9racuac
PCT10 04/10/2022 24 Solteira Nova Olimpia, MT Rio Verde, GO  Ensino médio 'g‘;ﬁ?f?ggdtz;e Parda Heterossexual 1-5
PCTIL  06/0412022 27 Solteira Simao Dias, SE Aracaju, SE  Ensino médio  lecnicade Parda Heterossexual 1-5
enfermagem
PCT12 25/08/2021 22 Solteira Macei6, AL Macei6, AL Ensino médio Autdnoma Branca Heterossexual 1-5
PCT13 29/08/2018 27 Solteira Mauriti, CE Mauriti, CE Ensino Desempregada Parda Heterossexual Menor que 1
fundamental
PCT14 21/07/2017 26 Casada Caucaia, CE Pentecoste, CE  Ensino médio Dona de casa Parda Heterossexual 1-5
U 15/01/2020 28 Solteira Picui, PB Picui, PB Fo x Arquiteta Branca Heterossexual 5-10
graduagdo
PCT16 09/11/2022 18 Solteira Maracanat, CE Fortaleza, CE Ensino médio Desempregada Branca Bissexual 1-5
PCT17 . i L Ensino Advogada e
07/12/2022 24 Solteira Maceio6, AL Maceio6, AL superior pedagoga Parda Heterossexual 5-10
PCT18 29/02/2023 19 Solteira Fortaleza, CE Fortaleza, CE Ensino médio Auténoma Branca Heterossexual 1-5
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Quinze pacientes deste grupo apresentavam orientacdo heterossexual e
trés com orientagédo bissexual, sendo que 10 mulheres tinham relato de atividade
sexual vaginal apés a realizagao da cirurgia e 08 das pacientes ainda nao haviam
iniciado atividade sexual vaginal. Seis das dezoito pacientes afirmavam pratica de
coito anal. Quatro pacientes relataram atividade sexual ha menos de 48 horas da

realizacao da coleta.

Seis pacientes fizeram uso de antibiético oral nos ultimos 90 dias antes da
data da coleta, trés delas utilizaram metronidazol: por via oral (PcT1), endovenoso
(PcT2) e via vaginal (PcT10). A paciente PcT16 fez uso de cefadroxila oral, e outra
paciente (PcT6) relatou uso de antibidtico oral por 14 dias, que ndo soube especificar,
para tratamento de infec¢ao do trato urinario (ITU). Uma mesma paciente fez uso
de azitromicina oral e metronidazol vaginal (PcT9) nos 90 dias que antecederam a

coleta de amostras.

O comprimento vaginal medido durante o exame ginecoldgico no grupo de
pacientes com neovagina construida com pele de tilapia foi em média 7,67 cm

(variacéo de 4 a 11 cm).

Ao exame ginecoldgico, 04 pacientes apresentavam pequenas lesdes
sugestivas de granuloma em cupula vaginal, com conteudo vaginal discreto e
sanguinolento, as demais tinham conteudo vaginal com caracteristicas variaveis,

desde branco e escasso, até amarelo-esverdeado, leitoso e com odor fétido.

A Tabela 4 apresenta os dados clinicos das pacientes submetidas a

neovaginoplastia com pele de tilapia.
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Tabela 4. Dados clinicos das pacientes com neovagina construida com de pele de tilapia liofilizada.

Identificacdo

Contetdo vaginal
e achados no especular

PCT1

PCT2

PCT3

PCT4

PCT5

PCT6

PCT7

PCT8

PCT9

PCT10

PCT11

PCT12

PCT13

PCT14

PCT15

PCT16

PCT17

PCT18

Diagnostico Cari6tipo Peso(Kg)  Alt(cm) Vagina(c ATB o Ul'tima Uso molde ~ YsO Uso de creme
m) (<90 dias) Medicagdes atividade sexual lubrificante vaginal
SMRKH Néo 89,3 164 11 Sim Metformina S Sim Néo
Tipol sexual
Sindrome de sim 39 148 6 sim Etinilestradiol+ Sem atividade sim Nio Nio
Fraser Levonogestrel sexual
oS sim 62,7 155 7 Néo Néo ?g)mt""dade sim Néo Metronidazol
S.I\r/:EOKIH Sim 96,5 165 9 Néao Topiramato >48 horas Sim Sim Né&o
D(Eié)Y Sim 67 168 8 Néo Estradiol >48 horas Sim Sim Néo
Sﬁf{iﬁr‘ Sim 83 156 6 Sim Néo >48 horas Nio Néo Néo
S!}.’:Eﬁ? Né&o 72,3 153 7 Né&o Né&o <48 horas Néo Sim Né&o
SMRKH Sim 54,8 146 5 Néao Escitalopram Sem atividade Sim Sim Né&o
Tipo | sexual
S'\TA:;(')('I_' Sim 71 155 7 Sim Né&o SS:)r('ﬂ;tmdade Sim Né&o Metronidazol
Ca/ Rt Né&o 50,9 163 11 Sim Né&o >48 horas Sim Sim Metronidazol
S}\ﬂiﬁr Sim 74,5 163 4 Néo Néo >48 horas Sim Sim Nao
S#’:EOKIH Néo 735 1675 55 Néo Celetibe >48 horas N0 Sim Néo
SMEoKﬁ Sim 84,1 156 6 Néo Néo <48 horas Néo Néo Néo
SMRKH
Tipo 1l Sim 67,1 147 7 Néao Néao <48 horas Néo Néao Nao
SMRKH Cloridrato de
Tipo | N&o 62,8 162 8 Nao paroxetina >48 horas Sim Sim Nao
Bromazepam
DDS XY
(defeito na . - Sertralina Sem atividade . ~ .
sintese de Sim 46 166 1 Sim Estradiol sexual Sim Nao Nao
testosterona)
DDS XY . - - Sem atividade . . .
(CAIS) Sim 62,7 163 10 Nao Nao - Sim Sim Néao
SMRKH

Tipo | Sim 45,7 154 9 Nao Sulfato _ferroso Sem atividade Sim Néo Metronidazol
Fluoxetina sexual

Amarelo-esverdeado,
leitoso, sem odor

Sanguinolento (mentruada?)

Branco, algo leitoso, pouco
volume

Amarelado, pouca monta,
sem odor

Citrino, pouca monta, algo
fétido e sangrante, com
granuloma

Branco, discreto,sem odor,
com granuloma pequeno

Escassa, branca
Branco, algo fétido

Amarelado, sanguinolento

Algo amarelado, discreto,
sem odor

Algo sanguinolento, vagina
curta, granuloma

Branco, discreto

Branco, escasso
Branco, mucoide, escasso

Branco, algo sanguinolento
Com granuloma? pélipo?

Algo amarelo, discreto

Discretamente amarelado,
pouca monta, sem odor

Algo sanguinolento
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4.3 Selegao das Amostras

Foram coletadas 3 amostras de conteudo vaginal e 3 amostras de material

fecal de cada uma das 23 pacientes participantes do estudo, totalizando 138 amostras.

Do total de amostras, foram selecionadas para extracdo do DNA e posterior
sequenciamento, uma amostra de conteudo vaginal e uma amostra fecal de cada
paciente, perfazendo um total de 46 amostras (23 vaginais e 23 fecais). As 92
amostras restantes, mantém-se armazenadas no freezer de ultrabaixa temperatura
localizado no NPDM/UFC.

A paciente PcA1 teve amostras vaginais e fecais insatisfatérias e foi retirada
das analises. Foi colhida mais uma amostra vaginal e outra fecal da paciente PcT8

para compensagao, 3 meses apos a primeira coleta (seis meses apds a cirurgia).

Para garantia da qualidade dos dados e validacdo dos resultados obtidos,

foram utilizados 4 controles (amostras brancas).

Desta forma, foram processadas 50 amostras (46 coletadas e 4 controles).
Cinco (05) das amostras coletadas apresentaram DNA baixo ou insuficiente, sendo
excluidas das analises do microbioma. Assim, foram sequenciadas e analisadas no
total 41 amostras de material vaginal e fecal das pacientes recrutadas para o estudo
(Figura 17).

Figura 17. Representacdo da selecdo das amostras processadas e

sequenciadas.
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O quadro 2 relaciona as pacientes com as amostras coletadas neovaginais e

fecais bem como com o tipo de enxerto utilizado.

Quadro 2 - Correlacao entre identificagao das pacientes e amostras enviadas

para processamento e analise.

x ENXERTO AMOSTRA AMOSTRA
IDENTIFICAGAO | yriLizaDO VAGINAL FECAL
PcA1 Pele Sem amostra avaliada | Sem amostra avaliada
PcA2 Pele Amostra 47 Amostra 48
PcA3 Pele Amostra 1 Amostra 2 (sem DNA)
PcA4 Pele Amostra 9 Amostra 23
PcA5 Pele Amostra 45 (sem DNA) Amostra 46
PcT1 Tilapia Amostra 25 Amostra 26 (sem DNA)
PcT2 Tilapia Amostra 29 Amostra 30
PcT3 Tilapia Amostra 33 Amostra 34
PcT4 Tilapia Amostra 35 Amostra 49
PcT5 Tilapia Amostra 37 Amostra 38
PcT6 Tilapia Amostra 39 Amostra 40
PcT7 Tilapia Amostra 41 Amostra 42
PcT8 Tilapia Amostra 43 Amostra 44 (sem DNA)
PcT8* Tilapia Amostra 31 Amostra 32
PcT9 Tilapia Amostra 3 Amostra 4
PcT10 Tilapia Amostra 5 Amostra 6
PcT11 Tilapia Amostra 7 Amostra 8
PcT12 Tilapia Amostral7 Amostra 22
PcT13 Tilapia Amostra 15 Amostra 16
PcT14 Tilapia Amostra19 Amostra 20
PcT15 Tilapia Amostra 11 Amostral2 (sem DNA)
PcT16 Tilapia Amostra 13 Amostra 14
PcT17 Tilapia Amostra 21 Amostra 22
PcT18 Tilapia Amostra 27 Amostra 28

* Segunda amostra vaginal e fecal da paciente PcT8.

4.4 Comunidades Microbianas

A analise da distribuicao taxonémica das amostras de microbioma foi realizada
a partir de graficos do tipo bar plot, representando a abundéancia relativa das
bactérias em diferentes niveis taxondmicos (filo e género). Os resultados sé&o

apresentados mais detalhadamente a seguir.
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4.4.1 Distribuicao em Nivel de Filo

Foram identificadas bactérias dos filos Firmicutes, Bacteroidota,
Actinobacteriota, Fusobacteriota e Proteobacteria. Outros filos foram identificados e

juntos somam menos de 1% em abundancia das amostras sequenciadas.

4.4.1.1 Amostras Neovaginais

Nas amostras de conteudo vaginal de neovaginas construidas com pele de
tilapia, observou-se predominio do filo Firmicutes, seguido por Actinobacteriota,

Bacteroidota, Fusobacteriota e Proteobacteria.

Nas trés amostras de neovagina com enxerto de pele autdloga, também foi
identificado predominio de Firmicutes, com menor abundancia de Fusobacteriota e
Actinobacteriota. Em uma dessas amostras (amostra 9), ndo foram detectados

representantes dos filos Bacteroidota nem Proteobacteria em sua composicao.

4.4.1.2 Amostras Fecais

As amostras fecais apresentaram predominio dos filos Firmicutes e
Bacteroidota, seguidos por Fusobacteriota e, em menor abundancia, Proteobacteria

e Actinobacteriota.

O gréafico 1 representa a distribuicdo dos filos presentes nas amostras,

fornecendo uma visao geral da composigcao taxonémica.
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Grafico 1 - Bar plot da relativa abundancia em nivel de filo das amostras de

neovagina com pele de tilapia, pele autéloga e material fecal.
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4.4.2 Distribuigao em Nivel de Género

4.4.2.1 Amostras Neovaginais

Nas neovaginas com pele de tildpia, os géneros mais frequentes foram
Lactobacillus, Prevotella e Streptococcus. Em menor abundancia, foram

encontrados Finegoldia, Faecalibacterium e Bacteroides.

Nas amostras com enxerto de pele autéloga, Lactobacillus esteve presente

em todas as amostras, sendo acompanhado ocasionalmente por Streptococcus.

4.4.2.2 Amostras Fecais

As amostras de material fecal foram compostas principalmente por bactérias
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dos géneros Prevotella, Faecalibacterium, Bacteroides, Finegoldia e
Streptococcus. Além disso, géneros minoritarios (com menos de 2,5% de abundancia
individual) foram observados em todas as amostras. Em duas delas (amostras 28 e

48), o género Lactobacillus também foi identificado.

O grafico 2 destaca a distribuicdo em nivel de género, proporcionando uma
visdo mais detalhada da composi¢gao do microbioma neovaginal e fecal.

Grafico 2 -Bar plot da relativa abundancia em nivel de género das amostras

de neovagina com pele de tilapia, pele autéloga e material fecal.

Fecal Pele de tilapia Pele autéloga

1

o

0

-
P

Genus

. <25%

[T Bacteroides

I reecaiiacterium

[T Finegoldia

[ Lactobacilus
Prevotella

%
v
=)

: Streptececcus

~
o

SOy
sowy
sowy
soWwy
SOy
SOy
sy
sOwy

nnnnnnnnnnn
11111111111

TensoWY
Lyensowy
6elSOWY

rie.
9Te.
81e.
oze
zze.
£ze.
8ze.
0ge.

4.4.2.3 Comparacao entre Pele de Tilapia e Pele Autéloga

Comparando os perfis de neovaginas com diferentes materiais de
reconstrugao, observou-se presenca do género Lactobacillus em todas as amostras
de pele autéloga e em 11 das 19 amostras de pele de tilapia.

O género Streptococcus foi identificado em mais de 50% das amostras de
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neovaginas com pele de tilapia, mas foi raramente detectado nas neovaginas com

pele autologa.

O grafico 3 apresenta a abundancia relativa das bactérias isoladas por género
em amostras de conteudo de neovagina com pele autdloga e de pele de tilapia,

possibilitando melhor analise comparativa entre os grupos.

Grafico 3 - Bar plot da relativa abundancia em nivel de género das amostras

de neovagina com pele de tilapia e neovagina com enxerto de pele autéloga.
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4.4.3 Comparagao com o Grupo Controle

Para comparacado das amostras do microbioma de neovagina com pele de
tilapia e autdloga de pacientes do estudo com as amostras de pacientes do grupo
controle utilizado, foram gerados os graficos Bar plot representados pelos graficos 4 a
6.

No grupo controle (vaginas sem agenesia), observou-se predominancia dos
filos Firmicutes e Proteobacteria, além da presengca, em menor proporg¢ao, de

Bacteroidota, Actinobacteriota e Fusobacteriota. Pequena porcentagem de taxons néao
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classificados foi registrada em varias amostras.

O grafico 4 representa a abundancia relativa dos taxons em nivel de filo nas
amostras do microbioma de neovagina com pele de tilapia, pele autéloga e amostras
fecais de pacientes do estudo com as amostras de pacientes do grupo controle

utilizado.

Grafico 4 - Bar plot da relativa abundancia em nivel de filo das amostras de
material fecal, neovagina com pele de tilapia, neovagina com enxerto de pele autéloga

e vagina de pacientes do grupo controle.
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Com relagao aos géneros bacterianos, o grupo controle apresentou com um
perfil tipicamente dominado por Lactobacillus. O grafico 5 representa a distribuigao
da abundéancia relativa de géneros encontrados ap6s analise do microbioma vaginal
das mulheres do grupo controle, microbioma de neovaginas com pele de tilapia e

enxerto de pele autdloga, e de material fecal das pacientes do estudo.

Unclassified Bacteria
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Grafico 5 - Bar plot da relativa abundancia em nivel de género das amostras
de material fecal, neovagina com pele de tilapia, neovagina com enxerto de pele

autéloga e vagina de pacientes do grupo controle.
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Comparando os perfis dos tragados do grafico, observa-se semelhanca entre
0 padrao neovaginal e de vagina de pacientes controle, na medida em que se observa
a presencga de Lactobacillus na maioria das amostras de neovagina com pele de tilapia
(em 11 de 19 amostras) e em todas as neovaginas construidas com pele da prépria

paciente.

O padrao do grafico das amostras fecais, com predominio de Prevotella,
seguido por Faecalibacterium e Bacteroides, apresenta-se divergente em relagdo ao

grupo controle.

O grafico 6 representa os achados anteriores, porém reunindo em um mesmo
grupo as amostras neovaginais, possibilitando uma visdo mais geral da abundéancia
relativa dos taxons em nivel de género nos trés grupos (amostras fecais, neovaginais

e grupo controle).



(=]

~

w

%

&3

Grafico 6. Bar plot da relativa abundancia em nivel de género das amostras
de material fecal, neovagina com pele de tilapia e pele autéloga e vagina de pacientes

do grupo controle.

Fecal Neovagina (tilapia e autdloga) Grupo controle

Genus

B <2s%

. Bacteroides
. Faecalibacterium
. Finegoldia

. Lactobacillus
. Prevotella

0

vl
(=]

N
u

0

sowy
sowy
souly
souwy
sowy
souly
souly
sowy
souly
souwy
souwy

genSoWY

P e e e e e e e U e e e o

geasouly

}

}

}

1

}

}

1

}

1
censowy

1

1

1

1

1

1

1

1
[ensowy
6eISoUY
9Z100794HS
621007 9HHS
TETO00F9HYUS
£ET00Y9HYS
0rT00¥94ddS
971007 94ddS
8rT00¥9dHdS
TSTO0%94HdS
LSTO0%94YS
65T00%9HYS
S9T00%94HS
£9T00F9YYS
ELTO0F9HYS
SLTO079YYS
Z8T00%944S
86T00%944S
TOZ00¥F9HHS
S0Z0079HHS
£0Z0079HHS
60200%7944dS
TIZ00%944sS

rie
9Te
g1e
oze
e
gze
8ze.
oge
cee
vee
gee

teld
ove.
zve
atre
sve
61

4.4.4 Géneros com Diferengas Estatisticamente Significativas

Alguns géneros bacterianos clinicamente relevantes apresentaram
diferencas estatisticamente significativas de abundancia relativa entre os grupos
estudados (neovagina com pele de tilapia, pele autéloga, grupo controle e amostras
fecais). Os géneros com diferengas marcantes incluem: Dialister, Gardnerella,
Lactobacillus, Mobiluncus, Neisseria, Streptococcus e Veillonellaceae.

A analise estatistica da abundancia relativa dos principais géneros bacterianos
clinicamente relevantes foi realizada por meio do teste de Kruskal-Wallis, seguido do
teste de Dunn com correcao de Bonferroni para comparagdes multiplas. Observou-se
diferenga estatisticamente significativa para os géneros Lactobacillus (p < 0,001),
0,0196), Neisseria (p = 0,0285), Mobiluncus (p = 0,0447),
0,0447), Dialister (p = 0,0453) e Gardnerella (p = 0,0336). O

género Mycoplasma apresentou tendéncia a significancia (p = 0,0956). Apds a

Streptococcus (p

Veillonellaceae (p

corregao de Bonferroni, foi identificada diferenga significativa na abundancia relativa



84

de Lactobacillus, Streptococcus, Neisseria e Mobiluncus entre o grupo de neovagina
com pele de tilapia e o grupo controle vaginal. O género Veillonellaceae apresentou

diferenca significativa entre os grupos com pele autdloga e pele de tilapia (grafico 7).

Grafico 7- Abundancia relativa de géneros bacterianos clinicamente

relevantes com diferengas significativas entre os tipos de amostra.
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Grafico de barras mostrando a abundancia relativa (%) dos géneros Dialister, Gardnerella, Lactobacillus
Mobiluncus, Neisseria, Streptococcus e Veillonellaceae nas diferentes amostras. Apenas os tdxons com

diferencas estatisticamente significativas entre os grupos foram incluidos (teste de Kruskal-Wallis, p <
0,05).

Outros géneros analisados, como Prevotella, Bifidobacterium, Sneathia,
Leptotrichia, Ureaplasma e Proteobacteria, nao apresentaram diferencas

estatisticamente significantes entre os grupos.

A tabela 5 representa a abundéancia relativa nas amostras de neovaginas de
pele de tilapia e de enxerto de pele autéloga de bactérias de géneros e espécies que
sdo usualmente encontradas na microbiota vaginal tipica e que foram identificadas no
estudo, incluindo algumas espécies de Lactobacilli fazendo ainda uma associagao

dos achados com a classificagdo das amostras neovaginais em CSTs.
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Tabela 5. Relativa abundéancia dos principais géneros identificados nas amostras neovaginais (tilapia e autdloga) e espécies
de Lactobacillus.

Al:g;::‘:c:ia Grupo |Lactobacillus*| L. iners | L. jensenii ga:éeri Streptococcus | Prevotella| Gardnerella | Megasphaera| Sneathia| Dialister CST (aut o?:g; rada)
Amostra1 Autéloga 5.2 10.1 0.0 0.00 0.2 14.5 1.0 0.4 0.1 4.1 1] Preta
Amostra47 Autdloga 83.2 82.3 6.8 0.00 0.0 7.7 0.9 0.0 0.0 0.2 1 Parda
Amostra9 Autdloga 66.7 93.6 1.0 0.00 0.6 0.0 12.7 0.0 15.3 0.7 I Preta
Amostra11 Tilapia 68.7 74.3 9.7 0.00 0.0 0.4 26.9 0.0 0.0 0.0 1 Branca
Amostra17 Tilapia 5.1 10.2 0.0 0.00 0.0 124 43.7 13.3 18.7 0.2 I Branca
Amostra33 Tilapia 78.2 97.2 0.3 0.00 0.6 0.3 2.9 0.0 17.4 0.0 I Parda
Amostra41 Tilapia 19.1 42.0 0.0 0.00 0.5 7.5 47.3 0.0 24 0.9 I Branca
Amostra13 Tilapia 0.0 0.0 0.0 0.00 0.3 26.1 0.5 0.0 0.0 2.8 v Branca
Amostra15 Tilapia 0.0 0.1 0.0 0.00 0.1 18.0 3.5 0.3 27.7 25.6 v Parda
Amostra19 Tilapia 1.7 0.0 0.0 0.13 0.1 8.4 38.4 34.0 0.0 23 v Parda
Amostra21 Tilapia 2.7 0.0 0.0 0.20 19.9 0.1 26.8 0.0 0.0 0.4 v Parda
Amostra7 Tilapia 0.0 0.0 0.0 0.00 0.2 38.4 0.0 0.0 0.0 3.7 v Parda

Lactobacillus** e

Amostra43 Tilapia 74.7 0.0 0.0 0.00 0.1 7.9 0.0 0.0 0.0 0.2 Prevotella Parda
Amostra25 Tilapia 28.7 0.0 0.0 0.00 25.8 6.6 0.0 0.0 0.0 1.9 Streptococcus | IV (?) Parda
Amostra29 Tilapia 0.0 0.0 0.0 0.00 51.2 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 Streptococcus / IV (?) Branca
Amostra31 Tilapia 0.0 0.0 0.0 0.00 83.9 4.3 0.0 0.0 0.0 0.6 Streptococcus / IV (?) Parda
Amostra37 Tilapia 0.1 0.1 0.0 0.00 36.1 8.0 0.0 0.0 0.0 1.0 Streptococcus / IV (?) Parda
Amostra39 Tilapia 0.0 0.0 0.0 0.00 19.3 15.5 0.0 0.0 0.0 1.0 Streptococcus / IV (?) Parda
Amostra5 Tilapia 0.0 0.0 0.0 0.00 16.6 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 Streptococcus / IV (?) Parda
Amostra35 Tilapia 3.4 3.6 0.0 0.00 3.5 0.2 21 0.0 0.0 0.0 Ureaplasma Parda
Amostra27 Tilapia 46.3 0.0 97.6 0.00 42.1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 \% Branca
Amostra3 Tilapia 86.9 0.0 61.7 0.00 2.9 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 \Y Branca

CST= Community State Types; * Abundancia relativa do total de Lactobacillus na amostra; ** Lactobacillus de espécies nao classificadas
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4.4.5. Identificagao das espécies de Lactobacilli nas amostras

Em relagdo as espécies de Lactobacilli, foram encontrados L. inners, L.
gasseri e L. jensenii nas amostras de pele de tilapia e autdloga e realizada analise
comparativa com o grupo controle e amostras fecais, conforme representado no
grafico 8.

Grafico 8 - Abundancia relativa de espécies do género Lactobacillus com

diferencgas significativas entre os tipos de amostra.
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Gréfico de barras representando a abundancia relativa (%) das espécies Lactobacillus gasseri, L. iners
e L. jensenii nas amostras de pele autéloga, pele de tilapia, fezes e controle vaginal. Foram incluidas
apenas as espécies que apresentaram diferencgas estatisticamente significativas entre os grupos (teste
de Kruskal-Wallis, p < 0,05). As barras de erro indicam o desvio padrao.

Observa-se que L. iners apresentou maior abundancia nas amostras de pele
autologa (média aproximada de 50%) e na amostra vaginal controle (cerca de 42%),
enquanto sua presenca foi substancialmente reduzida nas amostras de pele de tilapia.
As diferencas observadas foram estatisticamente significativas, conforme previamente
demonstrado, com destaque para a maior abundéncia nas amostras com pele

autdloga e vaginais controle em relagao as fecais e aquelas com pele de tilapia.
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Para L. jensenii, foi identificada uma distribuigdo intermediaria, com maior
abundancia na amostra vaginal controle (em torno de 5,5%), seguida por valores mais
baixos nas demais amostras. A amostra fecal apresentou praticamente auséncia
dessa espécie, com diferenca estatisticamente significativa quando comparada as

amostras neovaginais e de controle vaginais.

No caso de L. gasseri, embora incluido no grafico para fins de comparagao
visual, ndo foram observadas diferengas estatisticamente significativas entre os
grupos (teste de Kruskal-Wallis, p > 0,05), o que indica uma distribuicdo mais
homogénea ou com baixa expresséao relativa nas amostras analisadas. A abundancia
foi discretamente maior nas amostras de pele de tilapia, mas com elevada

variabilidade, conforme ilustrado pelas barras de erro.

A abundancia relativa das trés espécies de Lactobacillus avaliadas aproximou-
se de zero nas amostras fecais. Nao foram identificados L. crispatus nas amostras

neovaginais.

4.5 Achados de alfa diversidade

Com relagdo aos achados de alfa diversidade (que representa a diversidade
biolégica presente em uma amostra especifica), foram analisadas as amostras de
neovagina com pele de tilapia liofilizada, neovagina com pele autéloga, amostras

fecais e amostrais vaginais do grupo controle e comparadas entre si.

De modo geral, observaram-se diferencgas estatisticamente significantes entre
0s grupos, com destaque para os extremos representados pelas amostras vaginais

controle (menor diversidade) e fecais (maior diversidade).

O grafico 9 apresenta a comparagao da diversidade alfa microbiana entre os
grupos amostrais por meio dos indices Observed, Simpson, Shannon e Evenness do

presente estudo.
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Grafico 9 - Comparagédo da diversidade alfa entre os diferentes tipos de

amostra.
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No indice Observed, que representa o numero de espécies detectadas

(riqueza), as amostras fecais apresentaram valores significativamente mais altos em

comparagdo com todos os demais grupos (p< 0,01), refletindo maior diversidade

taxonémica. As amostras de pele autdloga exibiram

riqueza

intermediaria,

significativamente maior do que as amostras vaginais controle (p< 0,05), mas nao

significativamente diferente das de pele de tilapia (NS).

O indice Simpson, que leva em conta a dominancia de poucas espécies,
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mostrou valores mais baixos nas amostras vaginais controle, indicando dominancia
de poucos taxons - um padrdo tipico da microbiota vaginal saudavel dominada por
Lactobacillus. Em contrapartida, as amostras fecais apresentaram maior uniformidade
na distribuicdo dos taxons, com valores significativamente mais altos em relagao a
todos os demais grupos (p< 0,01). A pele autdloga teve desempenho intermediario,

proxima da pele de tilapia, sem diferenca estatistica entre ambas.

O indice Shannon, que combina riqueza e equitatividade, seguiu tendéncia
semelhante: a diversidade foi mais alta nas amostras fecais, diferindo
significativamente das demais (p< 0,01), enquanto as amostras vaginais
apresentaram os menores valores. A diferenga entre as amostras de pele autéloga e
de tilapia nao foi significativa, mas ambas diferiram significativamente da amostra

vaginal controle (p< 0,05).

No indice Evenness, que mede a uniformidade na distribuicdo dos taxons,
observou-se novamente que as amostras fecais exibiram os maiores valores,
seguidas pelas amostras de pele de tilapia e pele autéloga. A amostra vaginal controle
demonstrou a menor equitatividade, com diferenga estatistica significativa em relagao

aos demais grupos (p< 0,01). Nao houve diferenca entre pele autéloga e pele de tilapia.

4.6 Achados de beta diversidade

No que se refere aos achados de diversidade beta (diversidade entre
diferentes amostras ou grupos de amostras), a analise de ordenacédo por PCOA,
utilizando a distdncia de Bray-Curtis, evidenciou a formacédo de agrupamentos
distintos entre os trés grupos analisados: amostras de neovagina com pele de tilapia,

de neovagina com enxerto de pele autéloga e amostras fecais (Grafico10).
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Grafico 10 - PCoA das Comunidades Microbianas das amostras de neovagina,

autologa e fecal, usando a Disténcia de Bray-Curtis.
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Cada ponto no grafico representa uma amostra individual, e as elipses
agrupam as amostras de acordo com o tipo de material. Observa-se que as amostras
de material fecal formam um grupo coeso, separado dos grupos relacionados as
neovaginas, indicando uma composi¢cao microbiana significativamente distinta do
microbioma vaginal construido. Por outro lado, as amostras dos grupos de pele de
tilapia e enxerto autdlogo apresentam certa sobreposicdo, embora também se

distribuam em padrdes parcialmente distintos no espag¢o multivariado.

As analises estatisticas de comparacao entre grupos indicaram diferencas
significativas (p < 0,05) entre: neovagina com pele de tilapia e amostras fecais, assim

como neovagina com enxerto de pele autéloga e amostras fecais.

ApoOs acrescentar as amostras do grupo de controle, a Analise de
Coordenadas Principais (PCoA) baseada na distancia de Bray-Curtis evidenciou
diferengas marcantes na composigao microbiana entre os grupos analisados (grafico
11).
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Grafico 11 - PCoA das Comunidades Microbianas das amostras de
neovaginas (tilapia e autdloga), fecal e amostras vaginais controle, utilizando a

Distancia de Bray-Curtis.
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As amostras vaginais controle formaram um cluster bem definido e separado
das demais, com as amostras de pele autdloga distribuindo-se de maneira
intermediaria entre os grupos vaginais e os de pele de tilapia ou fecal. Essa separagéo
visual foi corroborada por testes de similaridade entre grupos (ANOSIM), cujos valores

de R e p indicam significancia estatistica relevante.

A comparagado entre amostras de pele autéloga e vaginal controle
apresentou um valor de R = 0,974 (p = 0,002), evidenciando alta dissimilaridade entre
0S grupos, embora estejam relativamente proximos no espaco multidimensional da
PCoA. A pele de tilapia também se mostrou significativamente distinta da amostra
vaginal controle (R = 0,957; p = 0,001) e da amostra fecal (R = 0,377; p = 0,001). A
comparagao entre amostra fecal e vaginal controle revelou o maior grau de
dissimilaridade (R = 0,988; p = 0,001). Nao foram observadas diferengas
estatisticamente significantes entre as amostras de pele autéloga e pele de tilapia
(R =-0,029; p = 0,589).
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5. DISCUSSAO

Nessa pesquisa de corte transversal, 23 mulheres submetidas a
neovaginoplastia tiveram seus microbiomas vaginais investigados por plataformas de
metagendmica. Cinco (05) pacientes fizeram a corregdo por técnica cirurgica
utilizando pele da regi&do inguinal como implante autdlogo e 18 utilizando pele do peixe
tilapia do Nilo. As pacientes estavam em etapas diferentes dos seus pds-operatorios,
0 que permitiu a avaliagdo em uma populagédo heterogénea. Por meio desse estudo,
foi percebida a variedade de filos (Firmicutes, Bacteroidota, Actinobacteriota,
Fusobacteriota e Proteobacteria), com aparecimento importante de géneros como
Lactobacillus, Prevotella e Streptococcus, compativeis com amostras vaginais. Entre
os Lactobacilliidentificados nas amostras neovaginais, observou-se predominancia de
L. inners e tendéncia a Community State Types (CST) tipo lll e IV. Também foram
encontrados L. jensenii e L. gasseri, com menor abundancia relativa. As amostras
fecais, utilizadas para comparacao, apresentaram padrbes e proporgdes diferentes
das amostras neovaginais, com predominio de Prevotella, Faecalibacterium,

Bacteroides, Finegoldia e Streptococcus.

A composi¢cdo do microbioma vaginal desempenha um papel essencial na
manutengdo da saude reprodutiva feminina. Em mulheres na idade fértil, esse
ecossistema é predominantemente colonizado por bactérias do género Lactobacillus,
que contribuem para a defesa contra patdégenos ao produzir acido latico, mantendo o
pH vaginal em niveis baixos (aproximadamente 3,5 a 4,5). Esse ambiente acido inibe
o crescimento de microrganismos potencialmente patogénicos, como Chlamydia
trachomatis, Neisseria gonorrhoeae e Trichomonas vaginalis (WALTMANN, THOMAS,
DUNCAN, 2023).

A presenga de estrogénio estimula a deposicdo de glicogénio nas células
epiteliais vaginais, o qual é metabolizado pelos Lactobacillus em acido latico,
reforcando a acidez do meio e dificultando a colonizacao por bactérias indesejadas.
Além disso, os Lactobacillus produzem peroxido de hidrogénio, que possui
propriedades antimicrobianas adicionais (O'HANLON, COME, MOENCH, 2019;
AVITABILE et al., 2024).

A disbiose vaginal, caracterizada pela redugao ou auséncia de Lactobacillus e
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aumento de bactérias anaerodbias, esta associada a vaginose bacteriana (VB). Nessa
condigdo, observa-se um aumento do pH vaginal (acima de 4,5) e a predominancia de
microrganismos como Gardnerella vaginalis, Mycoplasma e Prevotella. Em particular,
a G. vaginalis possui fatores de viruléncia que facilitam sua adesao ao epitélio vaginal
e formagao de biofilmes, contribuindo para os sintomas da VB (CHEN et al., 2021;
AVITABILE et al., 2024).

Fatores como uso de anticoncepcionais, alteragbes hormonais, obesidade e
procedimentos cirurgicos, podem predispor a disbiose vaginal. A compreensao desses
mecanismos é fundamental para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas que
visem restaurar e manter a eubiose vaginal, promovendo a saude ginecoldgica e
reprodutiva das mulheres. Fatores locais, como o pH vaginal, a produ¢éo de muco e
a interacdo imunoldégica com o hospedeiro, sdo descritos como importantes
moduladores da microbiota vaginal (CHEN et al., 2021; AGGARWAL et al., 2023).

A analise comparativa dos diferentes grupos revelou que as neovaginas, tanto
com pele de tilapia quanto com pele autdloga, compartilham caracteristicas
composicionais relevantes com a microbiota vaginal de mulheres do grupo controle.
Em ambos os casos (tildpia e enxerto de pele), observou-se a presenca de
Lactobacillus e Prevotella, géneros frequentemente encontrados em vaginas com
perfil microbiolégico normal ou intermediario (ZHOU et al., 2007; RAVEL et al., 2011;
CHEN et al., 2021).

Embora a presencga de Lactobacilli tenha sido mais variavel nas neovaginas,
sua deteccdo € um indicativo importante de possivel adaptagédo da mucosa neovaginal
as condi¢gées do nicho vaginal, especialmente sob influéncia estrogénica. Esses
achados tém implicagdes clinicas importantes, uma vez que a presenca de
Lactobacillus pode contribuir para uma microbiota mais estavel, com menor risco de
infecgdes ou disbiose (BROTMAN, 2011; ELKAFAS et al, 2022; WANG et al., 2025).

Ao compararmos os microbiomas das neovaginas avaliadas neste estudo com
os perfis descritos por Ravel et al. (2011), observa-se que nao foram identificadas
amostras neovaginais com composi¢cdao compativel com CST | e Il, e poucas
compativeis com CST V, caracterizados pela dominancia de Lactobacillus crispatus,
L. gasseriou L. jensenii, respectivamente (Figura 1 e Tabela 5). Tais tipos sdo os mais
comumente associados a uma microbiota vaginal considerada “saudavel”, por

manterem o pH acido e exercerem efeitos protetores contra patégenos (RAVEL et al.,
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2011; CHEN et al., 2021; KWON, LEE, 2022).

Por outro lado, os microbiomas das neovaginas analisadas, tanto com pele
autéloga quanto com pele de tilapia, apresentaram perfis mais compativeis com CST
Ill, caracterizado pela dominancia de L .iners, e com CST IV, que se caracteriza por
baixa abundéncia de Lactobacillus e maior diversidade de bactérias anaerobias
estritas, como Gardnerella, Prevotella e outras espécies potencialmente associadas a
disbiose vaginal (RAVEL et al., 2011).

Estudos sugerem que L. iners possuem um papel ambiguo entre a promogéao
da saude e a facilitacdo de doencas. Diferentemente de outras espécies de
Lactobacillus, L. inners possui um genoma pequeno, produz apenas acido latico na
forma L e nao sintetiza perdxido de hidrogénio, o que compromete sua eficacia na
protegao contra patégenos. Além disso, sua resisténcia a ambientes de pH elevado e
sua capacidade de adesdo as células epiteliais conferem vantagens adaptativas,
inclusive em condi¢des de disbiose, sendo frequentemente classificados como uma
especie de transigao que coloniza a vagina apds uma perturbacao ecoldgica. Também
pode ser um fator de risco para infecgdes sexualmente transmissiveis, infertilidade e

desfechos adversos na gravidez (trabalho de parto prematuro). A literatura aponta que

L. iners nao deve ser considerado apenas um microrganismo simbiotico, mas
sim uma espécie de fungdo ambivalente, cujo impacto na saude vaginal depende do
contexto ecolégico e imunolégico do hospedeiro (PETROVA et al., 2017,
VANEECHOUTTE, 2017; ZHENG et al., 2021).

A auséncia de Lactobacillus crispatus nas amostras analisadas pode ser
explicada por multiplos fatores, entre eles, a diversidade étnico-racial da populagao
brasileira incluida neste estudo. Conforme demonstrado por Ravel et al. (2011), a
composi¢cao do microbioma vaginal varia significativamente entre grupos étnicos,
sendo o CST | (caracterizado pela dominancia de L. crispatus) mais prevalente em
mulheres brancas (45,4%), enquanto mulheres negras, hispanicas e asiaticas
apresentaram maior predominéancia dos CSTs Ill e IV, compostos principalmente por
L. iners e microbiotas mistas ou com maior diversidade anaerébia. A analise da nossa
amostra revelou predominio do CST lll, com alta frequéncia de Lactobacillus iners,
mesmo entre mulheres brancas, sendo que L. crispatus nao foi identificado em
nenhuma amostra, corroborando o padrao observado em populagdes ndo brancas.

Por exemplo, nas amostras de mulheres autodeclaradas como pretas e pardas,
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observou-se abundéncia relativa de L. iners variando de 10,1% a 93,6%, com
destaque para uma amostra autdloga parda contendo 82,3% de L. iners (Tabela 5).
Além disso, varias amostras do grupo com enxerto de pele de tilapia, mesmo entre
mulheres autodeclaradas como etnia branca, também apresentaram composi¢cao
compativel com CST IV, com redugdo de lactobacilos e aumento de géneros
anaerobios como Gardnerella, Prevotella, Megasphaera e Sneathia. Esses achados
reforcam a influéncia da ancestralidade genética na estrutura do microbioma vaginal,
e sugerem que, em uma populagcdo miscigenada como a brasileira, a auséncia de L.
crispatus pode refletir uma variagao natural, e ndo necessariamente uma condigcao de
disbiose. Essa interpretacdo € importante para evitar o viés de normatizagcdo de

microbiotas baseadas exclusivamente em populagdes europeias ou norte-americanas.

Desta forma, os achados da pesquisa sugerem que as neovaginas, seja por
nao possuirem estrutura epitelial, imunolégica e hormonal idénticas as da vagina
bioldgica, seja pelo estado inflamatério pos cirdrgico, podem apresentar maior
dificuldade em sustentar uma microbiota tipica. Além disso, as possiveis diferengas
na producado de muco e de glicogénio - importantes substratos para a fermentacao e
crescimento de Lactobacillus - supostamente contribuem para a manutengéo de um
CST IV persistente. Tais resultados podem sugerir a necessidade de estratégias
complementares que favoregam a maturagdo microbiolégica dessas neovaginas,
promovendo um ambiente mais semelhante ao vaginal nativo (CHEE; CHEW; THAN,
2020).

Por outro lado, a microbiota fecal das pacientes do estudo apresentou perfil
distinto, caracterizado pela predominéncia de géneros tipicos do trato gastrointestinal,
aléem de uma maior diversidade geral representada pelo grupo de microrganismos de
baixa abundancia, que isoladamente correspondem a menos de 2,5% cada. A
auséncia ou baixa representatividade de Lactobacilli nesse grupo refor¢a o contraste
com 0s ambientes vaginais, sugerindo que a colonizagdo da neovagina, embora
construida a partir de tecidos nao vaginais, tende a se diferenciar progressivamente

da microbiota fecal e a se aproximar de um padrao vaginal.

A avaliagdo da diversidade alfa evidenciou diferencas significativas na
composicdo microbiana entre 0os microbiomas fecais e neovaginais,
independentemente do material utilizado na neovaginoplastia. Os indices de riqueza
(Observed), diversidade (Simpson e Shannon) e uniformidade (Evenness) foram
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consistentemente mais elevados nas amostras de material fecal em comparagao as
amostras de conteudo vaginal das neovaginas, indicando uma microbiota mais diversa
e uniformemente distribuida no intestino. Esses achados sdo coerentes com a
literatura, que aponta o intestino como um ambiente naturalmente mais complexo e
dindamico em termos de diversidade microbiana (ELKAFAS et al, 2022). Além disso, os
achados indicaram uma diversidade alfa da microbiota vaginal controle tipicamente
mais baixa, com predominio de poucos géneros bacterianos, especialmente
Lactobacillus, o que é compativel com um estado de eubiose vaginal. As amostras de
neovagina com pele autologa e de tilapia apresentaram diversidade intermediaria, com

semelhancgas entre si, mas ainda distintas do padré&o vaginal nativo.

Os resultados da analise de beta diversidade, baseada na distancia de Bray-
Curtis, demonstraram que o microbioma das neovaginas construidas com pele de
tilapia e com enxerto de pele autdloga apresentaram perfis microbianos mais préoximos
entre si do que em comparacado ao microbioma fecal das pacientes participantes do

estudo.

As diferengas observadas entre as analises das amostras neovaginais e de
amostras fecais levantam a hipotese de que o ambiente anatdémico da neovagina pode
favorecer a selecdo de uma comunidade microbiana especifica, distinta daquela

presente no trato gastrointestinal.

A sobreposicao parcial entre os grupos de amostras de neovagina com pele
de tilapia e neovagina com pele autéloga, sem diferencas estatisticamente
significantes, pode sugerir que a estrutura ecolégica do ambiente vaginal reconstruido
exerce papel mais determinante na composi¢cao microbiana do que a natureza do
material enxertado propriamente dito. As diferengas significativas entre o microbioma
neovaginal e o microbioma fecal sugerem que esses ambientes, embora possam ter
origens microbianas comuns em fases iniciais da colonizagdo, desenvolvem-se de
forma independente e adaptativa, possivelmente moldados por pressoes seletivas

especificas.

Esses achados sdo relevantes para a compreensdo da colonizagao
microbiana em neovaginas, sugerindo que, mesmo em casos de reconstru¢cdes com
materiais bioldgicos heterdlogos, ocorre uma adaptagcdo ecolégica que pode ser
favorecida por estratégias de modulagdo do microbioma, como o uso de probioticos
especificos, com vistas a prevencdo de infeccbes e ao sucesso funcional das
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reconstrugdes (DE VRESE et al., 2019).

Ainda com base nas analises de beta diversidade, as amostras do grupo
vaginal controle formaram um cluster bem definido e coeso, evidenciando uma
composi¢cao microbiana homogénea entre essas participantes. Em contraste, as
amostras provenientes das neovaginas com pele de tilapia e pele autéloga
apresentaram padrdes de dispersao distintos, mais heterogéneos, e separados do
grupo de controle vaginal. Notavelmente, as amostras fecais também formaram um

agrupamento proprio, distinto de todos os outros nichos analisados.

Alguns estudos que avaliaram neovaginas criadas com diferentes técnicas
sugeriram que as neovaginas de mulheres com SMRKH revestidas com membrana
amnidtica, peritbnio ou biomaterial de engenharia de tecidos durante a criagao
completariam a metaplasia e seriam revestidas com o tempo com um epitélio
metaplasico escamoso estratificado contendo glicogénio (FEDELE et al., 2006;
FEDELE et al., 2010; ZHU et al., 2013; PIAZZA, 2021). Esse epitélio maduro pode
fornecer um ambiente mais semelhante ao da vagina nativa, favorecendo a
colonizacao por espécies tipicas do microbioma vaginal, especialmente lactobacilos.
No estudo de Chen et al. (2024), que acompanhou longitudinalmente pacientes com
SMRKH submetidas a vaginoplastia peritoneal, observou-se uma transigéo
progressiva do microbioma neovaginal ao longo de 2 a 4 anos. Inicialmente
caracterizada por uma comunidade microbiana aleatdéria e dominada por espécies
como Enterococcus faecalis e micoplasmas, a microbiota evoluiu para um perfil mais
semelhante ao da vagina normal, com aumento da presenca de Lactobacillus iners, L.
crispatus e acidificagdo progressiva do pH. Esse processo foi acompanhado pela
maturacao do epitélio escamoso e pelo acumulo de glicogénio, demonstrando a
influéncia direta da morfologia tecidual sobre a ecologia microbiana. Portanto, é
possivel que a composicdo do microbioma observada em nosso estudo, realizado em
pacientes com tempos pdés-operatérios variados, reflita estagios distintos desse
processo de adaptacéao epitelial e microbiana. Isso pode explicar, ao menos em parte,
a heterogeneidade observada entre os perfis bacterianos das neovaginas, bem como
a auséncia de uma microbiota dominada por Lactobacillus crispatus, cuja presenca,
segundo Chen et al. (2024) esta fortemente associada ao epitélio maduro e a

colonizacdo precoce da cavidade neovaginal por essa espécie.

Neste trabalho, em relagdo a microbiologia, conceitos novos da ciéncia se
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encontram no estudo da neovagina: microbioma, New Generation Sequencing
(NGS) e metagenémica. O microbioma humano, no que se refere as bactérias,
desempenha papeis cruciais na saude, contribuindo para a digestdo, produgao de
vitaminas, modulagdo do sistema imunoldgico e protegdo contra patdgenos
(OGUNRINOLA et al., 2020; WALKER, HOYLES, 2023). A metagendémica, por sua vez,
€ a ciéncia que estuda os microbiomas em nivel genético, permitindo a analise da
diversidade e funcionalidade das comunidades microbianas sem a necessidade de
cultivo em laboratorio. Isso € particularmente importante, pois muitos microrganismos
nao podem ser cultivados usando métodos tradicionais (ZHANG et al., 2021). O NGS
refere-se a uma série de tecnologias avangadas de sequenciamento de DNA que
permitem a analise rapida e abrangente de genomas inteiros e metagenomas. Ao
contrario dos métodos de sequenciamento de primeira geragao, que eram limitados e
demorados, o NGS pode sequenciar milhdes de fragmentos de DNA simultaneamente,
tornando-o uma ferramenta poderosa para pesquisas em varias areas da biologia,
incluindo microbiologia, genética, e saude publica, se estabelecendo cada vez mais
como ferramenta fundamental para estudos de microbioma (THAPLIYAL et al., 2024,
MILLER; CHIU, 2021).

Neste estudo, foi utilizada a tecnologia de NGS, em plataformas de
metagendmica, para se investigar o microbioma de mulheres com DDS, submetidas a
corregao cirurgica da condigao clinica e confecgdo de neovagina feita com pele da

tilapia do Nilo ou com pele autdloga.

Extremamente relevantes, os trabalhos até entdo sobre microbiota das
pacientes submetidas a neovaginoplastia dependiam de métodos moleculares simples
ou de métodos microbiolégicos envolvendo microscopia ou meios de cultura (de
grande esforco e com a limitagdo de identificacdo exclusiva dos microrganismos
cultivaveis) (QIN et al., 2019; FRANCE et al., 2022; TEOFILO et al., 2023). Esta
pesquisa de microbioma traz consigo os beneficios envolvendo a metagenémica para

conclusoes adicionais.

Os estudos de microbioma tém se destacado em varias areas da ciéncia. Na
area da saude, consequéncias desses estudos tém mostrado que desequilibrios no
microbioma intestinal tém sido associados a condicbes como obesidade, diabetes,
doencas inflamatodrias intestinais e até disturbios mentais como ansiedade e
depressao (NISHIDA et al., 2018; DABKE, HENDRICK, DEVKOTA, 2019; SIMPSON
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et al., 2021). No caso dessa pesquisa, a investigagao detalhada do microbioma desse
novo nicho ecolégico (neovaginas construidas com pele de tilapia do Nilo ou pele

autdloga) so foi possivel gragas as novas plataformas de NGS e metagendmica.

Os beneficios ja trazidos pelos estudos de microbioma séo notaveis. Eles tém
levado a uma melhor compreenséo das interagdes entre humanos e microrganismos,
contribuindo para avangos em tratamentos médicos, melhorias na saude publica e
inovacdes na agricultura e na industria. O uso de NGS e metagenémica permite nao
apenas a identificagdo de microrganismos, mas também a compreensao de suas
funcdes e interacdes, revelando um panorama complexo que pode ser explorado para

promover saude e sustentabilidade.

Utilizando NGS, o Projeto do Microbioma Humano (HUMAN MICROBIOME
PROJECT CONSORTIUM, 2012) forneceu uma visao geral dos perfis microbianos e
funcionais em diversos locais do corpo, incluindo a vagina. O estudo de Jie et al. (2022)
revelou associagdes entre a microbiota vaginal e a histéria de vida, enquanto o
trabalho de Fettweis et al. (2019) relacionou a microbiota vaginal ao parto prematuro.
Uma contribuicdo fundamental para a base de dados de referéncia vem do catalogo
de genes nao redundantes vaginais (VIRGO) (MA et al., 2020), que inclui cerca de 1
milhdo de genes compilados a partir de dados metagenémicos e gendmicos
bacterianos. Embora essas descobertas confirmem a presenca de uma comunidade
microbiana diversificada na vagina, o conhecimento sobre o espectro completo de
microrganismos permanece limitado, principalmente devido a falta de genomas de

referéncia vaginais.

Nos ultimos anos, um progresso significativo foi alcangado na aplicagado da
metodologia de agrupamento de genomas (MAG) montados a partir de metagenomas
para obter uma vasta quantidade de informacbes gendbmicas de microrganismos
cultivados e néo cultivados. Esta abordagem tem se mostrado eficaz na exploragéo
de microbiomas em varios locais do corpo humano, incluindo o intestino, cavidade oral
e pele. Em particular, Pasolli et al. (2019), realizaram uma coleta abrangente de mais
de 150.000 MAGs representando a microbiota humana. No entanto, essa colegéao
abrange apenas 151 genomas da vagina. Consequentemente, existe uma
necessidade urgente de empreender esforgos baseados em metagenémica visando
estabelecer uma base de dados de genomas de referéncia ampliada, especificamente
voltada para a microbiota vaginal (HUANG et al., 2024).
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A possibilidade de a pesquisa ser realizada com controles de microbioma em
mulheres geneticamente relacionadas as pacientes operadas foi inicialmente cogitada.
No entanto, essa deciséao foi influenciada por diversos fatores do cenario da vida real,
que moldaram seu desenho metodoldgico. O poder aquisitivo médio das pacientes
teve impacto nessa decisdo, pois muitas delas compareceram as consultas sem
acompanhantes e vieram de regides diversas, muitas com elevada distancia do centro
onde eram atendidas (MEAC), o que limitou a coleta de dados adicionais. Além disso,
a natureza intima do momento da consulta levou muitas pacientes a preferirem maior
discricdo, o que dificultou, como de costume, a interagdo e o compartilhamento de
informacdes detalhadas. Esse contexto ressaltou a necessidade de respeitar o espaco
pessoal e a privacidade das participantes, aspectos fundamentais para garantir um

ambiente acolhedor e confortavel.

Outro ponto crucial que direcionou a pesquisa foi a decisdo de ndo comparar
mulheres submetidas a diferentes tipos de cirurgias em periodos similares: a
comparagao de um grupo de pacientes de neovaginoplastia autéloga com um grupo
de neovaginoplastia utilizando pele de tilapia operadas em épocas préoximas. O
beneficio do uso da pele de tilapia se estabeleceu rapidamente tdo logo incorporada
as praticas cirurgicas (e passou a ser a técnica preferida, tornando praticamente
ausente a pratica de uso de enxerto autélogo), evidenciado pelos resultados clinicos
positivos, o que fez com que a estrutura do estudo se assemelhasse mais a um
desenho quase-experimental do que a um estudo de caso-controle. Os pesquisadores
argumentam que essa abordagem n&o invalida os resultados obtidos; pelo contrario,
o descritivo do microbioma, que é o foco principal da investigagéo, continua a ser um
importante direcionador para a discussao sobre a influéncia do contexto cirurgico e
das caracteristicas individuais das pacientes. Essa adaptag&o ao cenario real permitiu
uma analise mais abrangente e realista dos dados, contribuindo para uma melhor

compreensao das variaveis envolvidas.

A realizagdo de pesquisas no Brasil enfrenta uma série de desafios que
dificultam a produgdo de conhecimento de qualidade. Entre as barreiras estéo a
escassez de financiamento, a burocracia excessiva e a falta de infraestrutura
adequada. Nesse contexto, as parcerias, como a que aconteceu para realizacao desta
tese, se tornam nao apenas desejaveis, mas essenciais para o avango da ciéncia.

Além disto, a unido das instituicbes promoveu maior aprendizado para todos os alunos
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envolvidos no projeto. Nessa pesquisa, foi combinada a experiéncia em saude da
mulher da MEAC/UFC, particularmente no que diz respeito ao desenvolvimento sexual
e as corregdes cirurgicas dessas condi¢gdes, com a estrutura em pesquisa do NPDM
e com a expertise em estudos de NGS (sequenciamento de nova geragao) e
microbioma, desenvolvida pelos laboratérios do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina da USP (HCFMUSP). Essa colaboragéo nao sé potencializa os recursos
disponiveis, mas também une conhecimentos diversos, permitindo que as questdes

complexas da saude feminina sejam abordadas de maneira mais eficaz.

As reunides entre estas equipes (da MEAC/UFC e do LIM49/HCFMUSP)
foram estruturadas para garantir a factibilidade do projeto, com discussdes periddicas,
tanto presenciais quanto a distancia. Isso permitiu que os protocolos fossem ajustados
em tempo real, assegurando que os resultados fossem analisados continuamente e
que as abordagens se adaptassem as necessidades emergentes da pesquisa. Essa
dindmica colaborativa ndo apenas facilitou a troca de conhecimentos, mas também
fomentou um ambiente de aprendizado mutuo, onde cada membro da equipe

contribuiu com sua especialidade.

Este estudo apresenta algumas limitagbes que devem ser consideradas na
interpretacado dos resultados. Primeiramente, os diferentes tempos entre a coleta da
amostra e a data da cirurgia, o tamanho amostral relativamente reduzido e a
heterogeneidade das participantes - em termos de diagndstico de base (SMRKH, DDS
XY, DDS XX, entre outros), caridtipo, tipo de reconstrugdo vaginal e caracteristicas
clinicas - podem influenciar a composicao do microbioma vaginal de forma nao
controlada. Além disso, diversos fatores potencialmente interferentes foram
identificados entre as participantes, como o uso recente de antibiticos (em especial
metronidazol), o uso de medicagdes sistémicas (como anticoncepcionais hormonais,
antidepressivos e anticonvulsivantes), bem como o uso tépico de cremes vaginais e
lubrificantes, que podem alterar temporariamente o pH vaginal e a estrutura da
microbiota. A atividade sexual recente também foi relatada por algumas participantes,
0 que representa outra variavel que pode impactar a dindmica microbiana local.
Adicionalmente, o uso continuo ou intermitente de molde vaginal, com ou sem
lubrificantes, pode influenciar tanto os parametros fisico-quimicos do conteudo vaginal
quanto a presenca de lesdes inflamatorias, secrecbes alteradas e granulomas,

observados em alguns exames especulares. Todos esses fatores podem atuar como
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vieses, interferindo na interpretacdo da real composi¢cao do microbioma e dificultando
a identificacdo de associagdes causais robustas. Ainda assim, os achados refletem a
complexidade da populagao brasileira e oferecem subsidios iniciais valiosos para

investigagdes futuras com maior controle de variaveis.
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6. CONCLUSAO

Este estudo teve como escopo central a descricdo do microbioma de
neovaginas construidas com pele de tilapia liofilizada, evidenciando a capacidade
desse biomaterial em sustentar comunidades microbianas semelhantes aquelas
observadas em vaginas naturais. Foram identificadas bactérias predominantes dos
filos Firmicutes e Bacteroidota, com a presenca de géneros importantes como
Lactobacillus, Prevotella e Streptococcus. Observou-se tendéncia a formagao de
perfis compativeis com Community State Types (CSTs) Il e IV, indicando um
ecossistema polimicrobiano com reducado de lactobacilos e aumento de géneros
anaerobios ou com tendéncia a dominancia de Lactobacillus iners, que possui

propriedades ambivalentes no equilibrio entre eubiose e disbiose vaginal.

As analises de diversidade demonstraram que o microbioma das neovaginas
com pele de tilapia apresenta caracteristicas distintas tanto em relagao ao microbioma
fecal quanto ao microbioma vaginal de mulheres sem agenesia, mas guarda

semelhangas com o microbioma de neovaginas construidas com pele autéloga.

Ressalte-se que a técnica de neovaginoplastia com pele de de tilapia impde
menor morbidade, menos dor e menor risco de complicagdes pods-cirurgicas em
relagdo ao procedimento com pele autdloga, apresentado perfis de variabilidade e

qualidade microbidlogicas semelhantes as do autoenxerto.

Como perspectivas futuras, sugerem-se estudos longitudinais para avaliar a
estabilidade da microbiota ao longo do tempo, bem como investigagdes que explorem
a influéncia de fatores hormonais, imunologicos e comportamentais sobre o
microbioma neovaginal. A incorporagao de analises funcionais e de perfil inflamatério
podera contribuir para uma compreensao mais ampla da interagc&do entre o hospedeiro
€ a microbiota na neovagina, com impacto potencial na prevengao de infec¢des e na
promogao da saude ginecoldgica das pacientes submetidas a neovaginoplastia com

esse biomaterial.
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APENDICE A- FORMULARIO COM DADOS SOCIODEMOGRAFICOS E CLINICOS
(Google Docs)

Microbioma Neovagina (Tese Muse)
Identificagao

* Indica uma pergunta obrigataria

Exemplo: 7 de janeiro de 2019

2. Iniciais *

3. Prontuério *

4. ldentificac@o Paciente- Coleta *

5. Idade (anos)*

6. N°telefone

7. Naturalidade *

8. Procedéncia*

9. Data Cirurgia *



10.

11.

Tipo de Cirurgia *

Marcar apenas uma oval.

-~

() Pele de tilapia

() Pele autloga

() outro:

Diagnostico *

Marcar apenas uma oval.

'f_:_fi' Sindrome de Rokitansky Tipo | Pular para a pergunta 13
'f_:_\,i' Sindrome de Rokitansky Tipo Il Pular para a pergunta 13
'f,::i' Outro Pular para a pergunta 12

'f_:_\,i' Sem diagndstico Pular para a pergunta 13

Diagnéstico

12.

Qual diagnostico?

Aspectos Sociodemograficos

13.

14.

Estado civil *
Marcar apenas uma oval.
() Solteira
() casada
() Unigo estavel
'f,::i' Separada/ Divorciada

() Vitva

Raca (autodeclarada) *

Marcar apenas uma oval.

() Branca
'f_:_:i' Preta
'f,::i' Parda

(_ )lIndigena

P
[ ) Amarela
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15.  Maior escolaridade (completa) *

Marcar apenas uma oval.

) Analfabeta

) Ensino fundamental
) Ensino médio
: ) Ensino superior

() Pés-graduacio

16. Renda familiar em salarios minimos (salario minimo de R$ 1212,00) *

Marcar apenas uma oval.

) Menor que 1
~ )15

__ 510

77 1>10

17. Profissao *

Histéria Ginecoldgica

18. Orientagdo sexual *
Marcar apenas uma oval.

() Heterossexual
() Homossexual
() Bissexual

Ty
I Transexual

19. Atfividade sexual vaginal *

Marcar apenas uma oval.
(__)sim
() Nao

20. Afividade sexual anal *

Marcar apenas uma oval.
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21.

22.

23.

24,

25.

26.

Ultima atividade sexual *
Marcar apenas uma oval.

() Mais de 48 horas
() Menos de 48 horas

() Sem atividade sexual

Tem corrimento vaginal *

Marcar apenas uma oval.

Caracteristicas do corrimento vaginal *

Historia de IST *

Marcar apenas uma oval.

Se sim, qual IST?

Vacinada contra HPV *
Marcar apenas uma oval.

() Néo foi vacinada
'f,::i' Uma dose

() Duas doses
'f,::i' Trés doses

'f,_:i- Recebeu a vacina, mas nao sabe nimero de doses

Pular para a pergunta 27

Uso de antibidtico

27.

Uso de antibidtico ha menos de 90 dias
Marcar apenas uma oval.
() sim

() Ngo Pular para a pergunta 32

Antibiotico
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28.

29.

30.

31

Qual antibiético? *

Via de administragéo *

Duragéo do antibidtico (dias) *

Motivo do uso *

Habitos ginecolégicos

32.

33.

34.

35.

Uso de duchas vaginais *

Marcar apenas uma oval.

C sim

Sangramento vaginal *

Marcar apenas uma oval.

Em uso do molde *

Marcar apenas uma oval.

Uso de cremes vaginais *

Marcar apenas uma oval.

-

Uso de creme vaginal

()sim Pular para a pergunta 36

( JN&o Pular para a pergunta 38
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36. Qual creme vaginal? *

37. Data da ultima aplicagéo do creme vaginal

Exemplo: 7 de janeiro de 2079

Uso de lubrificante

38. Uso de lubrificante *
Marcar apenas uma oval.

'f_j_f-' Sim Pular para a pergunta 39

() Nzo Pular para a pergunta 41

Lubrificante

39.  Qual lubrificante?

40. Data da ultima aplicagdo do lubrificante

Exemplo: 7 de janeiro de 2079

Doengas cronicas, habitos e medicamentos

41. Hipertensdo cronica *

Marcar apenas uma oval.

42. Diabetes mellitus *
Marcar apenas uma oval.

-

) sim

43. OQutras doengas cronicas *



44.  Tabagismo

Marcar apenas uma oval.

() Ex-tabagista

45.  Etilismo

Marcar apenas uma oval.

46. Faz uso de alguma medicag@o? *

Marcar apenas uma oval.

-

" sim Pular para a pergunta 47

P

[ Nao Pular para a pergunta 48

Medicamentos em uso

47. Quais medicamentos usa?

Exame fisico

48. Peso (kg)

49, Altura (centimetros)

50. Comprimento vaginal (centimetros)

51. Conteldo vaginal (descrigdo) *

52. OQutros achados
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Exames complementares

53. Caridtipo

Marcar apenas uma oval.

54. Histopatologico

Marcar apenas uma oval.

55. Bacterioscopia

Marcar apenas uma oval.

 )sim
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APENDICE B- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO -TCLE

TiTULO DO ESTUDO:DESCRICAO DO MICROBIOMA DE NEOVAGINA
CONSTRUIDA COM PELE DE TILAPIA

PESQUISADOR RESPONSAVEL: MUSE SANTIAGO DE OLIVEIRA/ LEONARDO
ROBSON PINHEIRO SOBREIRA BEZERRA/ LAURO VIEIRA PERDIGAO NETO/
SILVIA FIGUEIREDO COSTA.

INSTITUIGAO: MATERNIDADE-ESCOLA ASSIS CHATEAUBRIAND (MEAC-UFC)

TELEFONE PARA CONTATO: (85)3366.8506

EMAIL: muse santiago@yahoo.com.br

LOCAL DE COLETA DE DADOS:AMBULATORIO DE DIFERENGAS NO
DESENVOLVIMENTO SEXUAL (DDS)

Prezada Senhora,

Vocé esta sendo convidada a participar de um estudo de forma esclarecida,
respondendo perguntas e dando sua opinido/percepgdo de forma totalmente

voluntaria.

Antes de concordar em participar desta pesquisa, € muito importante que vocé

compreenda as informacgdes e instrugdes contidas neste documento.
Ospesquisadoresdeveraoresponderassuasduvidasantesdevocédecidirparticipar.

Vocé tem o direito de desistir de participar da pesquisa a qualquer momento, sem

nenhuma penalidade.

Objetivo do estudo: descrever o microbioma vaginal de pacientes submetidas a

neovaginoplastia com pele de Tilapia e com pele autdloga.

Procedimentos: Participando do estudo, vocé esta sendo convidada a submeter-se
a coleta de conteudo vaginal e de canal anal, que sera realizada em consulta de rotina

no ambulatério, durante o exame fisico e ginecologico habitual.


mailto:muse_santiago@yahoo.com.br
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Beneficios: sua participagdo no estudo permitira que sejam descritos os tipos mais
comuns de bactérias que habitam a vagina, apos o procedimento cirurgico que vocé
realizou, possibilitando a investigacdo de algumas infecgbes genitais, infecgbes
sexualmente transmissiveis e outras alteracbes do exame de prevengao,

possibilitando o conhecimento e tratamento ou controle destas condigdes.

Riscos: os riscos relacionados com sua participagao séo o desconforto da coleta da
amostra do conteudo vaginal e de canal anal, sendo o incbmodo semelhante ao
observado durante o exame ginecoldgico de rotina. O risco de perda de
confidencialidade sera minimizado através de alocacdo do material obtido sob
responsabilidade dos pesquisadores, em local protegido. As participantes ndo seréo

identificadas em momento algum.

Privacidade: Vocé tem a garantia de que sua identidade sera mantida em sigilo e
nenhuma informacao sera dada a outras pessoas que nao fagam parte da equipe de

pesquisadores. Na divulgacao dos resultados desse estudo seu nome nao sera citado.

Acompanhamento e assisténcia: As pacientes serao liberadas apds realizacédo da

consulta de rotina e exame fisico e ginecoldgico.

Ressarcimento: O estudo sera feito durante a consulta de rotina da participante,
como consulta médica na maternidade citada, durante horario de trabalho da equipe

de saude.

Este termo de consentimento esta sendo elaborado em duas vias, sendo uma para a

participante da pesquisa e outra para o arquivo dos pesquisadores.

Em caso de duvidas, vocé podera procurar o Comité de Etica em Pesquisa da
Maternidade Escola, que se encontra disponivel para reclamacdes pertinentes a
pesquisa pelo telefone 3366.8569 ou no endereco Rua coronel Nunes de Melo S/N
Rodolfo Tedfilo — CEP 60430-270.

Ciente e de acordo com o que foi anteriormente exposto,
eu 3
RG , concordo em participar desta pesquisa, assinando este

consentimento em duas vias e ficando com a posse de uma delas.

Fortaleza, de de 20




129

Assinatura do sujeito da pesquisa - Numero da identidade

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e

Esclarecido deste sujeito de pesquisa e/ou representante legal para a participagéo
neste estudo.

Fortaleza, de de 20

Assinatura do responsavel pela pesquisa

Consentimento livre e esclarecido:

Apos ter sido esclarecimento sobre a natureza da pesquisa, seus objetivos, métodos,

beneficios previstos, potenciais riscos e o incbmodo que esta possa acarretar, aceito
participar:

Nome do(a) participante:

Assinatura do(a) participante ou nome e assinatura do(a) responsavel

Data: / /




APENDICE C - INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS

QUESTIONARIO

A - PERFIL DO ENTREVISTADO

1 Cargo:

(

Divisao/Unidade em que trabalha:

) Servidor ( ) Bolsista ( ) Estagiario  ( ) Terceirizado
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2 Faixa Etaria:

(

) Até 19 anos ( ) 25 — 29 anos ( ) 35 -39 anos

—49 anos

(

) 20 — 24 anos ( ) 30 — 34 anos ( ) 40 — 44 anos

Acima de 50 anos

3 Sexo:

(

) Feminino ( ) Masculino

4 Ha quanto tempo trabalha na instituicao?

(

) Had menos de 1 ano ( ) Entre 5 € 9 anos

15 e 19 anos

(

) Entre 1 e 4 anos ( ) Entre 10 e 14 anos

mais de 20 anos

5 Nivel de escolaridade:

(
(
(
(
(

) Fundamental ( ) Médio ( ) Técnico

) Graduacgéao ( ) Graduagdo em andamento Curso:

(

) Entre

) Ha

) Especializagdo ( ) Especializagdo em andamento
) Mestrado ( ) Mestrado em andamento Area:
) Doutorado ( ) Doutorado em andamento Area:




ANEXO A- PARECER CONSUBSTANCIANDO DO CEP

UFC - MATERNIDADE ESCOLA
AS515 CHATEAUBRIAND DA ‘e“- Ei"ﬁ“"ﬂ
UNIVERSIDADE FEDERAL DO
CEARA { MEAC - UFC
PARECER COMNSUBSTANCIADO DO CEFP

[aD0s DO PROJETD DE PESQUISA
TRulo da Peaquisa- DESCRICAD DO MICROBIOMA DE NEOVAGINA CONSTRUIDA COM PELE DE

TILARIA
Peaguisador: MUSE SANTIAGD DE QLVEIRA
Arsa Tematica:
Varsda: 1

CAAE: SS585022 1.0000.5050
Institulgao Proponents: Matemkiade Escola ASss Chateaubrand | MEACT UFC
Patrocinador Principal: Finandamento Propnio

Dan0s DO PARECER

Hman o Parecer: 5417913

Apresentagso do Projato:

Az Informagies elencadas nos campos * aweseniacdo do projein”, "Objstivos da Pesquisa” 2 Avallacio de
Riscos & Benefleloes™ fToram retlradas do  argquivo
PE_INFORMACOES BASICAS DO PROJETO 1335152.paf. O Microbloma Humano Estima-6e que o
oMo humant seja habltado por pelo mends dez vezes mals bactiras do que o NOMe de céiulas nele
presenies. No entanto, duranta a histora da microblologla, 3 malor parte 005 etN0E t2ve COMm odjetve
FEs00iar eEies organismos a doengas, 5endo relativamente poucos o5 trabalhos que avallaram os beneficos
das bactérias resldentss no corpo humano (PETERSON et al, 200% FRAMASIAK &f al., 2015 Fol langado
&m 2007 peio Nationa

Institudes of Healih {NIH), possibilitando estutas Metagendmicos Que permiticam a caracienzaglo do
micfobloma de dvarsos siios do corpo hmand (PETERSOMN &t al., 2009) Desta forma, a populagio
[acieriana vaginal fol caracierizada e aneas previameme conside=radas esierels, como a cavidade uerra e a
placenta, também evidenclaram um microidoma propio (FRAMASIAK et al., 2017, MOREND et al., 2017,
CHEN et a., 2017). O eshsdo tem como cbietivo principal Descrever o microbloma vaginal de pacientes
submetdas a neovaginopiastia com pake de tilapla. Hipotess de qua o microbloma vaginal de muhares com
vagina construikda com pele e tilpka adquire semelhangas a0 microbioma vaginal nonmal. Sardo criberos de
Incius 40 Paclenies submetkias 3 cinrgla de neovaginopiastia com pele de S13pia do MID ouU com emarto de

pele auitoga, na
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Matemidase-Eecola Assls Chabeaubriand em Fortaleza, Ceard Uma amastra do conteldo vaginal sema
coihida duranie o exame ginecoigico realizada no ambulattro de DDS da MEAC, em consuita ginecoiogica
de moting, com a pacisnts am posleao de Modomia, através da reallzacio de exame especular, sem utlizacio
e lubrifcants ou solucdo ssilna no

Especuln par ndo compromeater 3 qualdade do matsrial.

Gardo coletadas 3 amostas de conleddo vagingl, cotidas da parede vaginal lateral & 3 amostras de fezes
coihidas do canal anal, wllzando-66 SaaED

e haste plastica, 5endo o Matenal aMTEZEnat0 2m b SS90 Sem Mmelo o2 cultura (Swab 5800).

Apts a coleta, os fubos serlo Imediataments conduzidos 3o freezer de witrabalxa temperatura (-B0F C)
Iozalizado no MPOM para anmmazenamenio

A MRS 5er30 enviadas, atraves de Tanspons adneo, devidaments acondicionadas, para o Laboraino
de Investigacdo Madca 43 do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universigade d2 S3o
Fauio (USP), para posterior sequenclamentn. Sarfo coletadas amostras de 100 mulheres. As amosiras
serdo coletas com 1 més, 6 messs, 1 ano 2 2 anos apds a clrurgla.

Oibjetive da Pesqulsa:
Geral: Descrever 0 microbioma vaginal de paclentes submetidas a necvaginopiastia com pele de fapla
lofizada.

ES0RCmCo;

Comparar os padriies de microbioma de neovaging deferminaios peio estudo, com o micobloma vaginal
descrito pela Ieraturs;

COMmparar o MICTODIoma & NEOVaging 08 paie g 1Rapla com O MIFRIoMa d€ NRoVaging feita com anxeno
de pkz,

Awallar 3 presenca de possivels patdgenos causadores de vulvovaginies elou Infecgles sexmualmente
transmissIvess (IST) no microbloma de neovaginas com pele oe tlaplalionlzada;

Estudar 3 possivel determinacio do microbioma de neovagina de pele o2 tlapla lonizada com o
microbloma de trato gasirointestinal;

Descrever a dindmica do microbioma no pis-operaténo Imediaio e Grilo de neovaginopiasia com peie de
tlapia liofiizada

Evallagao dos Rlscos & Baneflcios:
{065 Msces Fel3cionados com 3 pesquisa 530 0 J8EConTonmg Na Cieta a3 amoeTa do conizio
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Conimancie da Famscar S4ITHY

vaginal & de canal anal, sendo 0 Incomodo semelhante 30 observado durante o exame ginecoldgico de
mina O risco de perda de confidencialidade serd minimizado através de alocagdo do materal oblido sob
responsanllidage dos pesquisadores, em local protegido. As participantes ndo serdo Identificadas em
momento 3lguim.

Com relagio aos beneficios, 0 esuto penmitla que seiam descriios os tipos mals comuns de bacikenas que
habitam a neowagina construlda com pele de tlidpla, possiblliande 3 Investigagdo e algumas
wuvowaginites, Infecplies sexuaiments transmissivels ou outras alteragies, pessibiitando o conhacimentio,
ratamento ou comrole destas condiphes,

Comantarios & Conslderagies aobrs 8 Peaquisa;

Estuco Macional & Unicanirico, Transversal, porém com um core refrospecivo (pacientes com cirurgla de
NEWagING COM emang Anclogo). De cardier academico para cotengSo 0o IRl o2 DOutor em cirnia peia
Universidade Federal do Ceard. Apds 3 cobeta, 06 tubos seran Imediataments conduzidos 30 feezer de
ufrababca temperatura (-50° C) locallzado no NPDM para amazenamentio.

As amostras serdo enviadas, atraves de ransporie adre, devidaments acondicionadas, para o Laboratdrio
de Investigacdo Madca 49 do Hospial das Clinlcas da Faculdade de Medicing da Universidade de Sdo
Fauio (LISP), para posteron 5equenciamentio,

Considerages sobre 08 Termos de apresentagdo obrigatona:
‘ide campd “Conciuslies U Pendéncias @ Lisia de Inadequades”.

Recomandagies:
‘Wiz campo "Conciushes ou Pendencias 2 Lista de Inadequagies”.

Conclusdes ou Pendincdas & Lista e Inadequaies:
Sam Pendencas
Conslderaghes Finals a criterlo do CEP:

Ressalta-5e que cabe a0 pesquisadon responsavel encaminhar o relatonos pandas & final da pesquisa, por
melo 43 Pataforma Brasil, por melo do tipo "Ralatéro” para que sejam devidamente apreciadas no CEP,
confome Moma Operacional CHS n® 00413, 1kem X124

Exte parecer fol sdaborado hasssn nos documentos abaln reles onatos:

| Tipo Documenio | Arpuivo | Postagem | AL | Situagaa|

Endersps:.  Fous D hures de dek:, &
Balite: Rodeln Tedlna CEM gb4a0-1ma
F: CE Muinksiphs: FORTALETA
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Iformagies Daskcas| Po_INFORMACTES BAGICAS DO P | 13052002
o Prolen . [0
Outros Temo. 13052027 | MUSE SANTIAGO
10:22:15 | DE OUVEIRA
TCLE | Temos de | TCLE domx 13052022 | MUSE SANTIAGO
Asgentimento § 10:21:56 | DE OUVEIRA
JusHicativa e
| Agisainia
TCLE / Temmos o | Semuse pdl 13052022 | MUSE SANTIAGO
Assentimento § 10:1920 | DE OUVEIRA
JusHicativa e
Ausdncia
S pt TISTATEr |WUEE SANTRGD
PeBqUIsANNeS 10:1825 | DE QUVEIRA
Tedl g anuEnGaHPoNLpdl 13052022 | MUSE SANTIAGO
nstuiio & 101517 | DE OUVEIRA
Decd de CienaMLGE pdf 13052022 | MUSE SANTIAGO
mstuio & 101808 | DE OUVEIRA
Decl de anLEnGagasmILES pdt 13052022 | MUSE SANTIAGO
nstiuiio e 101758 | DE OUVEIRA
Decl de anEncanc pd 13052022 | MUSE SANTIAGO
nstiukSo & 101750 | DE QUVEIRA
Projetn Detalhado | | Projeio.doce 13052022 | MUSE SANTIAGO
Brochura 10:11:14 | DE OUVEIRA
Fohage Roeln | Foha 02 Aosi_Muse pdt 13052022 | MUSE SANTIAGO
10:1103 | DE OUVEIRA
Sifuagio do Parecer:
Aprovado
Macssslta Apreciagdo da CONEP:
Wio

FORTALEZA, 19 0& Mal de 2022

Ansinado por

Allzzon Manszes Arad)o Lima

| Coondenatora))
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