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RESUMO

A sindrome de Mayer-Rokitansky-Kdister-Hauser (SMRKH) é a segunda causa mais comum
de amenorreia primaria, perdendo apenas para a disgenesia gonadal. Caracteriza-se por uma
aplasia completa ou parcial de trompas, Utero e dois tercos superiores da vagina, podendo estar
associada a malformacdes extragenitais. A neovaginoplastia € uma opc¢do de tratamento
adequada para agenesia vaginal naquelas pacientes que falharam na terapia de dilatagéo.
Biomateriais tém sido utilizados neste procedimento, incluindo peritbneo, &mnio, enxertos de
pele e retalhos miocutaneos. A pele de tilapia do Nilo (PTN) tem uma microbiota nédo
infecciosa, estrutura morfoldgica comparavel a pele humana e boa compatibilidade com os
seres humanos, sendo sugerida como um novo enxerto biolégico para 0 manejo da agenesia
vaginal. O objetivo desse trabalho é descrever uma nova técnica cirirgica para agenesia vaginal
em pacientes com SMRKH. Trata-se de um estudo descritivo, onde trés pacientes com SMRKH
foram acompanhadas e submetidas a uma neovaginoplastia com PTN. O processo de
esterilizacdo da PTN passa por uma etapa quimica e outra através de radia¢do ionizante com
raios gama. O seguimento ambulatorial no pos-operatorio foi realizado com 30, 60, 90 e 180
dias. Quando o uso correto de moldes apos a cirurgia foi mantido, 0 comprimento vaginal
permaneceu maior que 7 cm durante todo o seguimento de 180 dias. Analises histoldgicas e
imuno-histoquimicas das neovaginas revelaram a presenca de um epitélio escamoso
estratificado com alta expressdo de citoqueratinas e fatores de crescimento de fibroblastos,
correspondendo as caracteristicas do tecido vaginal adulto normal. A neovaginoplastia usando
PTN forneceu a trés pacientes uma neovagina anatdmica e funcional, através de um método
simples, seguro e minimamente invasivo. Mais estudos mostrardo que PTN é uma opcdo
relevante no arsenal terapéutico da agenesia vaginal da sindrome de Mayer-Rokitansky-Kuster-

Hauser.

Palavras-chave: Vagina. Procedimentos cirargicos ginecoldgicos. Anormalidades congénitas.

Tilapia do Nilo. Xenoenxertos.



ABSTRACT

Mayer-Rokitansky-Kuster-Hauser syndrome (MRKHS) is the second most common cause of
primary amenorrhea, trailing only to gonadal dysgenesis. It is characterized by complete or
partial aplasia of the fallopian tubes, uterus and upper two thirds of the vagina, and may be
associated with extragenital malformations. Neovaginoplasty is an appropriate treatment option
for vaginal agenesis in those patients who have failed dilation therapy. Several biomaterials
have been used in this procedure, including peritoneum, amnion, skin grafts, and myocutaneous
flaps. Nile Tilapia Fish Skin (NTFS) has noninfectious microbiota, morphologic structure
comparable to human skin, and high in vivo bioresorption. NTFS is suggested as a new
biological graft for the management of vaginal agenesis. The aim of this work is to describe a
new surgical technique for vaginal agenesis in patients with MRKHS. This is a descriptive
study, in which three patients with MRKHS were followed up and submitted a neovaginoplasty
using Nile Tilapia Fish Skin. NTFS sterilization process goes through a chemical step and
another through ionizing radiation with gamma rays. Postoperative outpatient follow-up was
performed at 30, 60, 90 and 180 days. When postsurgical dilation was performed correctly, a
vaginal length greater than 7 cm was maintained at 180 days follow-up. Histologic and
immunohistochemical analyses revealed the presence of stratified squamous epithelium with
high expression of cytokeratins and fibroblast growth factor, matching the characteristics of
normal adult vaginal tissue. Neovaginoplasty using Nile Tilapia Fish Skin offered three patients
an anatomic and functional neovagina via a simple method, safe and minimally invasive. More
studies will show Nile Tilapia Fish Skin to be a relevant option in the therapeutic arsenal for

vaginal agenesis of Mayer-Rokitansky-K(ster-Hauser syndrome.

Keywords: Vagina. Gynecologic surgery. Congenital abnormalities. Nile Tilapia. Xenografts.
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1 INTRODUCAO

A sindrome de Mayer-Rokitansky-Kister-Hauser (SMRKH) é um distarbio raro
com prevaléncia de cerca de um a cada 5000 nascidos vivos do sexo feminino. Trata-se da
segunda causa mais comum de amenorreia primaria, perdendo apenas para a disgenesia gonadal
(HERLIN et al., 2016).

Provavelmente, as primeiras descricbes de agenesia vaginal remontam a
manuscritos antigos de Avicena (980 — 1037) e Albucasis (1013 — 1100). Na era moderna,
Mayer associa a agenesia vaginal a uma sindrome com varias malformacgdes em 1829.
Posteriormente, Rokitansky descreve dois casos com um pequeno Utero bipartido, ovarios
normais e auséncia vaginal. Kuster relata as anomalias renais e esqueléticas frequentemente
associadas e, por fim, Hauser realca o espectro dessas anomalias presentes na sindrome em
1961. A partir de entdo, essa condicdo adquire seu atual nome, sindrome de Mayer-Rokitansky-
Kister-Hauser (SOUSA et al., 2014; PANICI et al., 2011).

A SMRKH caracteriza-se por uma aplasia completa ou parcial de trompas, Utero e
os dois tercos superiores da vagina (figura 1). Pode ainda estar associada a anomalias
extragenitais, sendo as mais comuns no sistema urindrio. No entanto, os ovéarios sdo
funcionantes com desenvolvimento adequado dos caracteres sexuais secundarios e o cariotipo
é feminino, sem anormalidades (46X,X) (HERLIN; PETERSEN; BRANNSTROM, 2020).

Figura 1 — Esquema de um corte sagital da regido pélvica de uma adulta normal e de uma

paciente com Sindrome de Mayer-Rokitansky-Kuster-Hauser

Normal Sindrome de Rokitansky

Fonte: Site Doencgas Raras Doem (2020).
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As trompas de Faldpio, utero, colo uterino e dois tercos superiores da vagina
originam-se dos ductos paramesonéfricos ou Millerianos, enquanto a parte inferior da vagina
se origina do seio urogenital. A fusdo da parte caudal dos ductos paramesonéfricos formam o
utero, o colo do utero e a parte superior da vagina, enquanto as partes superiores formam as
trompas (figura 2). A SMRKH origina-se de um defeito parcial ou total da fusdo desses ductos
(HERLIN; PETERSEN; BRANNSTROM, 2020).

Figura 2 — Esquema da formacao embrioldgica do sistema reprodutor masculino e feminino
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Fonte: Jacobus (2009).

A vagina normal de uma mulher adulta é formada por um epitélio pavimentoso ndo
queratinizado (figura 3). Esse epitélio é descamativo, rico em glicogénio e sofre influéncias
hormonais. N&o existem glandulas nas paredes vaginais e a lubrificagdo vaginal origina-se,
principalmente, da cérvix uterina (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). Vasos presentes no
tecido conjuntivo da mucosa vaginal podem contribuir também com uma difusdo de fluido
vaginal através do epitélio, o que aconteceria ap0s a excitacdo sexual (JANNINI; AMATI;
LENZI, 2005).
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Figura 3 — Visdo microscopica de uma vagina de mulher adulta normal, coloracao
hematoxilina-eosina (HE), mostrando o epitélio pavimentoso estratificado ndo queratinizado

com suas varias camadas e o tecido conjuntivo
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Fonte: Abrahamsohn, MOL — Microscopia online, versdo 3.0 (2020).

A imuno-histoquimica € um método bastante difundido para a localizacdo de
antigenos em tecidos, utilizando a ligacdo especifica dos anticorpos aos antigenos (RAMOS-
VARA, 2005). Permite a comprovacdo de biomarcadores ndo visualizados no estudo
microscopico convencional, mostrando processos fisiologicos como a epitelizagdo,
angiogeénese e diferenciacéo celular.

A citoqueratina (CK) €é constituinte do citoesqueleto das células epiteliais,
pertencendo aos filamentos intermediarios, o que permite a sua utilizacdo com um importante
marcador na diferenciagdo celular do tecido epitelial (ALMEIDA JR, 2004).

EGFR (receptor do fator de crescimento epitelial) € um marcador pleiotréfico,
exercendo respostas bioldgicas variadas que vdo da mitogénese a apoptose, migracdo celular
para diferenciacdo e até indiferenciacdo dentro da mesma célula, a depender do contexto. A
modulacdo do EGFR € usada na reparacdo de feridas e limitacéo de cicatrizes. Sua positividade
no tecido estudado demonstra um processo de migracéo e proliferacdo celular (WELLS, 1999).

A presenca do FGF (fator de crescimento de fibroblastos) influencia na
diferenciacdo de uma variedade de tipos de células e promove a proliferacdo celular. Esse fator
atua como mitdgeno e exibe potente atividade angiogénica. FGF induz um fenotipo
diferenciado, bem como parece ter um papel na manutencdo das células diferenciadas
(JOHNSON; WILLIAMS, 1992).
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O principal objetivo do tratamento da agenesia vaginal é criar um canal vaginal com
didmetro e comprimento vaginais adequados, dire¢do axial e lubrificagdo apropriadas para
promover uma relacdo sexual satisfatdria a paciente (GEORGAS et al., 2018). Idealmente, o
procedimento deve ser permanente, com auséncia ou uso minimo de dilatadores, ser nao
invasivo ou minimamente invasivo, sem deixar cicatrizes visiveis (PANICI et al., 2011).

Vérios estudos descrevem sentimentos de inadequacdo, baixa autoestima,
ansiedade e sensacdo de ameaca a feminilidade nas pacientes com SMRKH, podendo levar a
quadros de disfuncéo sexual. A impossibilidade de manter uma gravidez também contribui para
esses sentimentos negativos em relacéo a si mesma (FACCHIN et al., 2021).

O tratamento dessas pacientes com SMRKH inclui aconselhamento psicolégico e
corregdo das anomalias anatomicas, que pode ser realizado com dilatadores vaginais
progressivos ou cirurgia (HERLIN et al., 2016). A dilatacdo vaginal é considerada a primeira
linha de tratamento para a agenesia vaginal caracteristica da sindrome, visto que a cirurgia de
neovaginoplastia esta associada a um maior risco de complicagdes e resultados funcionais ou
anatomicos pobres (CHEIKHELARD et al., 2018).

No entanto, a cirurgia € uma op¢do adequada em pacientes pouco aderentes, que
falharam no método de dilatacdo vaginal ou, ainda, naquelas que ndo querem iniciar o
tratamento com os dilatadores. Apesar das altas taxas de sucesso da dilatacdo vaginal néo
cirtrgica, algumas mulheres expressam aspectos negativos a esse método, devido ao longo
tempo de dilatacdo por até seis meses, cansaco, falta de privacidade e conforto ou até mesmo
falta de tempo para dilatar a vagina diariamente (BOMBARD; MOUSA, 2014). Fatores
culturais e limitagdes sociais também estdo envolvidos na falha dos métodos de dilatagdo, com
consequentes sentimentos de constrangimento (DABAGHI et al., 2019).

Vaérias técnicas cirargicas para neovaginoplastia foram descritas, incluindo técnicas
mais invasivas com rotacdo de segmentos intestinais, uso abdominal de sistemas de tracdo e
resseccao de peritdnio por via abdominal. A neovaginoplastia de Williams é uma técnica
minimamente invasiva, porém cria uma neovagina com um eixo bem diferente de uma vagina
normal (PIAZZA, 2014). A técnica de Abbe-MclIndoe é a mais comumente realizada (PANICI
et al., 2007), utilizando enxertos de pele autélogos removidos da coxa, regido glltea ou parede
abdominal inferior. Trata-se de um método relativamente simples e minimamente invasivo,
sendo amplamente difundido no mundo (PIAZZA, 2014).

Contudo, a técnica de Abbe-MclIndoe ainda tem as desvantagens de tempo cirargico
consideravel, maior risco de infeccOes e desenvolvimento de cicatrizes abdominais ou inguinais

estigmatizantes (PANICI et al., 2011). Além disso, o enxerto de pele preserva grande parte de
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suas caracteristicas originais, com um potencial crescimento de pelos na neovagina (CALLENS
et al.,, 2014). ModificacGes na técnica foram propostas com biomateriais diversos, como
membranas amnidticas, enxertos autélogos de mucosa oral, materiais inertes e tecido vaginal
cultivado em laboratério. Algumas dessas modificacbes apresentaram maior tempo de
internacdo hospitalar e complicagdes infecciosas, bem como outras apresentaram um alto custo
econdmico e baixa aplicabilidade (PANICI et al, 2011). Portanto, é necessario o
desenvolvimento de um material alternativo e de baixo custo com facil manipulagdo para um
melhor manejo das mulheres diagnosticadas com SMRKH.

A pele de tilapia do Nilo (PTN) vem sendo estudada como um novo biomaterial
para aplicabilidade clinica. A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), pertencente a familia dos
ciclideos, € originaria da bacia do rio Nilo, no Leste da Africa. No Ceard, a psicultura da tilapia
encontra-se difundida em diversos reservatdrios, nas principais bacias hidrograficas do Estado
(ALVES et al., 2015).

A PTN apresenta uma microbiota ndo infecciosa (LIMA JUNIOR et al., 2016), tem
uma estrutura morfologica semelhante a pele humana (ALVES et al., 2015) e alta bioreabsor¢édo
in vivo (SUGIURA et al., 2009). A PTN contém uma epiderme revestida por um epitélio
pavimentoso estratificado, seguido de extensas camadas de colageno (SOUZA; SANTOS,
1997). O colégeno configura-se como um dos principais componentes dos biomateriais, devido
a sua capacidade de orientar e definir a maioria dos tecidos biologicos (CEN et al., 2008). Bons
resultados foram mostrados quando a PTN foi usada como um xenoenxerto no tratamento de
queimaduras de pacientes pediatricos (COSTA et al., 2019) e adultos (LIMA JUNIOR et al.,
2019) em dois estudos recentes. Apesar desses estudos serem apenas relatos de casos de outras
situacdes com risco de vida e que exigiam solugdes inovadoras, que ndo € o caso das pacientes
desse estudo, eles revelaram o poder de cicatrizacdo e a falta de toxicidade e antigenicidade da
PTN.

Assim, o presente trabalho considerou a PTN como um potencial biomaterial de
qualidade para o tratamento da agenesia vaginal da SMRKH. O propoésito desse estudo é
apresentar a técnica cirargica de vaginoplastia de Abbe-MclIndoe modificada com a utilizagdo

da PTN como um novo enxerto bioldgico, no lugar de autoenxertos ou aloenxertos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Descrever uma nova técnica cirurgica para o tratamento da agenesia vaginal em
pacientes com sindrome de Mayer-Rokitansky-Kuster-Hauser, utilizando a pele de tilapia do

Nilo como um novo biomaterial, e seus resultados anatémicos, funcionais e histoldgicos.
2.2 Especificos
a) Avaliar a anatomia das neovaginas com PTN;

b) Analisar as neovaginas com PTN através da histologia e imuno-histoquimica;

c) Registrar a funcionalidade das neovaginas com pele de tilapia do Nilo.
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3 METODOLOGIA

3.1 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo descritivo e experimental. A amostragem foi néo
probabilistica por conveniéncia, visto que a SMRKH é uma condigdo patoldgica rara e seria
preciso um longo periodo de tempo para uma amostra representativa da populagdo em estudo.

3.2 Local da pesquisa

O estudo foi executado na Maternidade Escola Assis de Chateaubriand (MEAC) da
Universidade Federal do Ceara (UFC), entre abril de 2017 e abril de 2018.

3.3 Participantes

Os critérios de inclusdo para participacao no estudo foram definidos como pacientes
com agenesia vaginal por SMRKH que eram atendidas no Ambulatério de Malformacdes
Genitais da MEAC. Tais pacientes deveriam desejar a cirurgia de neovaginoplastia para
correcdo da agenesia vaginal e optar por participar do estudo quando oferecido e explicado a
elas. Foram excluidas aquelas pacientes que apresentavam agenesia vaginal por outras
patologias, pacientes ja submetidas a procedimentos prévios de dilatacdo ndo cirirgica ou
cirurgica e, por fim, aquelas pacientes que optaram pelo tratamento de dilatacdo nédo cirdrgica
como primeira opgao.

O seguimento ambulatorial com anamnese cuidadosa, exame fisico completo,
avaliacdo hormonal, cariétipo e exames de imagem como ultrassonografia ou ressonancia
abdominal e pélvica foram realizados. Apds a confirmagdo do diagnostico de SMRKH, foi
explicado a cada paciente e responsavel legal (aplicavel a duas pacientes que eram menores de
idade na época) sobre a patologia e opg¢des de tratamento. As participantes do estudo eram
acompanhadas por uma equipe multidisciplinar, incluindo encaminhamento a psicoterapia.
Cinco pacientes, em conjunto com seus familiares, desejavam tratamento imediato pelo desejo
de iniciar atividade sexual, além da vontade de ter uma anatomia normal do trato genital.

As técnicas de dilatagdo vaginal foram ofertadas inicialmente. Em todos os cinco

casos, a paciente ou responsavel legal recusou a primeira opcéo e escolheu a correcao cirdrgica,
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mesmo com a explicacdo adequada da eficAcia e riscos reduzidos da dilatacéo.
Tradicionalmente, no servico de ginecologia da MEAC, a técnica de neovaginoplastia de Abbe-
Mclindoe era realizada em pacientes com SMRKH (BRUNO et al., 2017). Tanto o método
padrdo com enxerto de pele autologo e o inovador com PTN foram oferecidos como opcdes de
tratamento cirurgico, porém todas as cinco pacientes decidiram pela neovaginoplastia

modificada com PTN.

3.4 Comité de Etica

O Comité de Etica em Pesquisa da MEAC aprovou o estudo e encontra-se
registrado na Plataforma Brasil sob o Certificado de Apresentacio de Apreciacgdo Etica nimero
74027917.3.0000.5050 (ANEXO A). Apos apropriado aconselhamento sobre os métodos e
apresentacdo da natureza do material utilizado, bem como possiveis complicacdes inerentes a
cirurgia e ao biomaterial, foi obtido o aval para participagdo no estudo por escrito e verbal de
cada paciente e representante legal (caso de duas pacientes menores de idade), atraves do Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (APENDICE A).

3.5 Pele de tilapia do Nilo

A patente da PTN esta registrada no Instituto Nacional da Propriedade Industrial
(INPI) sob o0 numero BR1020150214359. O biomaterial encontra-se na fase final de aprovacéo
na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). As amostras de pele de tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) foram recebidas de criadouros de peixes no acgude Castanh&o,
localizado na cidade de Jaguaribara, Ceara. A pele é separada da musculatura do peixe e retirada
as escamas da mesma. Sdo cortes de pele ao redor de 10,0 por 5,0 cm. Ap06s 0 processo de
separacdo, a PTN ¢é lavada em solucéo salina a 0,9%, sendo a seguir colocada em recipiente
estéril com gluconato de clorexidina a 2% por sessenta minutos. Entéo, a pele é removida da
solucdo anterior, lavada com solucéo salina a 0,9% estéril e colocada em um recipiente estéril
e hermeticamente fechado com 75% de glicerol e 25% de solucdo salina, onde permanece por
mais uma hora. E, novamente, lavada com solucéo salina a 0,9% estéril e colocada em uma
maquina estéril e hermeticamente fechada dessa vez com solucdo de glicerol a 100%, sendo
massageada por cinco minutos. Depois, ainda no glicerol a 100%, a pele € mantida por trés

horas em banho-maria em uma centrifuga a 37°C e 15 rpm.
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A pele é embalada em envelopes de plastico com selagem dupla e armazenada a
4°C. O ultimo passo do processo de esterilizacdo da PTN é a radiagdo ionizante com raios gama,
utilizando um Irradiador Multipropoésito de Cobalto-60 a 30 kGy (EDMONDS et al., 2012). Ao
final de todas as etapas, testes microbioldgicos para bactérias e fungos séo realizados em cada

amostra. A PTN pode ser armazenada sob refrigeracdo entre 6 a 10°C por até dois anos.

3.6 Internacgéo hospitalar

3.6.1 Pré-operatorio

As cinco pacientes foram internadas um dia antes da cirurgia com revisdo dos
exames pré-operatorios e confirmagcdo mais uma vez da vontade pelo tratamento cirdrgico e
participacdo no estudo. Sempre foi oferecida a opcao de fazer a cirurgia com o método padréo
da neovaginoplastia, utilizando enxertos de pele autdlogos.

No pré-operatorio imediato, a preparacdo da PTN e do molde que serd utilizado no
procedimento deve ser realizada, ja no ambiente do centro cirdrgico. Um molde de acrilico
estéril adaptado ao procedimento, com medidas de 10 centimetros de comprimento por 3,5 cm
de didmetro, além de fenestrado para drenagem de secre¢cBes acumuladas na vagina, €
necessario. A pele de tilapia é bem lavada com soro fisioldgico a 0,9% para retirar 0 excesso de
glicerol de forma estéril por vinte minutos. Entdo, a pele é envolvida no molde de acrilico,
fixada com pontos cirtrgicos separados e fio de sutura de poliglactina multifilamentado 3.0
(Vycril 3.0).

3.6.2 Intraoperatorio

A técnica cirdrgica utilizada é a de Abbe-Mcindoe, modificando-se apenas o
enxerto usado na neovaginoplastia. O procedimento cirurgico é realizado apenas por via vaginal
e todas as etapas sdo feitas em condigdes assépticas. As pacientes foram submetidas a uma
raquianestesia e ficaram em posicédo litotdmica. Depois do cateterismo vesical de demora, 0
introito vaginal é identificado e uma incisdo transversal mediana de trés centimetros é feita. O
espaco entre a bexiga e o reto € dissecado de forma romba até o peritonio parietal, evitando a
entrada na cavidade abdominal. Muitas vezes essa dissec¢do romba é feita até de uma maneira
digitiforme, visto que se trata de um tecido conjuntivo frouxo de facil abertura e esse tipo de

disseccdo costuma sangrar menos. Logo ap6s, um espéculo médio é introduzido e aberto de
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forma a ampliar o didmetro do canal vaginal. O exame especular serve também para revisar o
recém criado canal, com a realizacdo de uma adequada hemostasia com o auxilio de um bisturi
elétrico para evitar sangramentos e possiveis hematomas que possam dificultar a aderéncia da
PTN. A dimensédo da neovagina deve ser capaz de, facilmente, acomodar o0 comprimento e a
largura de um especulo medio aberto. Subsequentemente, o molde de acrilico recoberto com a
PTN ¢ inserido no canal vaginal e fixado por quatro pontos cirargicos com fio de sutura de
poliglactina multifilamentado 1.0 (Vycril 1.0) nos grandes labios para evitar a expulsdo do
molde. A face interna da pele de tilapia deve ficar em contato com a parede da neovagina (Figura
4). Um video tutorial com o passo a passo do procedimento cirdrgico foi publicado por essa

equipe de pesquisadores (DIAS et al., 2019).

Figura 4 — Molde de acrilico vaginal antes e apds a cirurgia de neovaginoplastia

Fonte: elaborado pela autora.

3.6.3 Pos-operatério

No pds-operatdrio imediato, as pacientes permanecem internadas com o molde de
acrilico por nove dias e devem ficar completamente restritas ao leito. Essa conduta ja era
realizada nas cirurgias anteriores do servico da MEAC com o procedimento de Macindoe
usando pele de enxerto autélogo (BRUNO et al., 2017). Fisioterapia motora € indicada a todas
como forma de prevencdo de fendmenos tromboembdlicos. Mantém-se sonda vesical de
demora para evitar retencdo urinaria. E comum com o passar dos dias, pela pressdo constante
do molde na regido, ocorrer edema vulvar e uma boa analgesia com sintomaticos, tipo dipirona

ou anti-inflamatorios ndo esteroidais, é prescrita. Metronidazol oral também foi mantido por
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sete dias, pois trata-se de uma cirurgia potencialmente contaminada com extensa area cruenta e
uso de préteses. Lavagens diarias com soro fisioldgico a 0,9% pelo orificio de drenagem do
molde de acrilico séo realizadas pela equipe de enfermagem.

Inicialmente, a técnica cirurgica descrita nesse trabalho consistia em retirar a PTN
junto com o molde e as duas primeiras pacientes do estudo foram conduzidas dessa forma. No
entanto, observou-se sangramento vaginal em grande quantidade apos a retirada da pele. Essas
duas pacientes (P1 e P2) ndo necessitaram de transfusdes sanguineas, porém tiveram que,
novamente, ser levadas ao centro cirdrgico para uma revisdo da hemostasia com cauterizacdo
de varios pontos sangrantes. Posteriormente, com estudos histologicos da bidpsia da neovagina
de sete dias e da pele retirada, observou-se uma neovascularizagdo intensa do novo canal
vaginal e auséncia de processos de reacdo de corpo estranho na face interna da pele de tilapia.
Isso corroborou os trabalhos que indicaram a baixa antigenicidade da PTN (LIMA JR et al.,
2019). Diante do exposto, foi optado por retirar apenas 0 molde e deixar a PTN na neovagina
das proximas pacientes do estudo (P3, P4 e P5). Os dois primeiros casos acabaram sendo
excluidos do estudo de acompanhamento, visto terem uma realidade diferente das demais
pacientes em que deixamos a PTN, ficando um total de trés casos para seguimento.

Por ocasido da alta hospitalar, logo ap6s a retirada do molde de acrilico, as pacientes
sdo orientadas a usarem um molde de silicone envolvido por um condom de forma continua por
trinta dias, retirando apenas para higiene corporal. Depois desse periodo, 0 molde vaginal deve
ser mantido em torno de oito horas por dia, de preferéncia quando a paciente estiver dormindo,
até iniciar a atividade sexual. Apo6s inicio da vida sexual, 0 molde deve ser usado nos dias que
a paciente ndo tiver relacéo sexual. Se a frequéncia do coito for igual ou superior a duas vezes
por semana, podera ficar sem usar o molde (DABAGHI et al., 2019). Essas instrugdes ja
constam no TCLE (APENDICE A) e, mesmo ainda no acompanhamento ambulatorial inicial,
sdo explicadas as participantes. O molde de silicone é adquirido pela propria paciente e as
medidas minimas exigidas sdo de 9,0 cm de comprimento por 3,5 cm de didmetro. Também séo

aconselhadas a terem relacdo sexual apenas apos a liberacédo pela equipe médica.

3.7 Avaliagdo anatdbmica

O acompanhamento ambulatorial pos-operatério foi agendado para 30, 60, 90 e 180
dias ap06s a cirurgia. Em cada consulta, foram avaliadas as queixas das pacientes, uso correto
do molde, bem como o exame ginecologico com medi¢do do comprimento vaginal, através de

uma espatula previamente demarcada em centimetros, e observacdo do aspecto macroscopico
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da neovagina, como a presenca de granulomas ou sinais inflamatérios. As pacientes foram
sempre questionadas quanto a presenca de sangramentos ou secre¢des, dificuldades para inserir
0 molde e sobre atividade sexual. O sucesso anatémico foi definido como a geracdo de uma
neovagina de pelo menos 6,0 cm de comprimento e que permitisse a introducdo facil de um

espéculo médio aberto em seis meses apds a cirurgia (DING et al., 2015).

3.8 Andlise histologica

Para a analise histopatoldgica, uma bidpsia da parede vaginal lateral foi realizada,
utilizando a pinca cirurgica de Eppendorf esterilizada, com 90 e 180 dias ap6s a cirurgia em
cada uma das pacientes. Foi padronizado, como local das biopsias, o ter¢o superior da parede
vaginal lateral direita. As amostras eram divididas em dois grupos, dependendo do nimero de
dias apds a cirurgia: grupos do dia 90 e do dia 180. Os fragmentos de tecidos foram imersos em
formol tamponado a 10% por 48 horas. Em seguida, foram lavados em &gua corrente e
analisados macroscopicamente quanto a mudancas de forma, cor e consisténcia. ApOs passar
pelo processador automatizado de tecidos Leica, foram imersos em banhos de parafina a 56°C,
resultando na formagé&o de blocos de parafina em temperatura ambiente. Por fim, os fragmentos
foram seccionados em série até a espessura de 4 mm e submetidos a coloracdo padrdo de
hematoxilina e eosina. As laminas foram montadas com balsamo do Canada e analisadas em

microscopio optico padrao.

3.9 Andlises imuno-histoquimicas

As analises imuno-histoquimicas também foram realizadas com 90 e 180 dias da
cirurgia, aproveitando-se o material das biopsias realizadas. Usou-se um método padrdo de
estreptavidina-biotina-peroxidase em cortes de tecido de 4,0 mm de espessura, obtidos dos
blocos de parafina e montados em laminas microscopicas silanizadas. Anticorpos anti-CK
(1:200, Dako, Carpinteria, CA) e anti-receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR)
(1:200, Dako) foram usados em um sistema de coloracéo automatica (BenchMark XT, Ventana
Medical Systems, Tucson, AZ), e a recuperacdo do epitopo induzida pelo calor foi realizada
usando uma solucdo EZ Prep (Ventana) por trinta minutos. A coloracdo manual foi utilizada
para anti-FGF (1:1250, Abcam) e sua recuperacdo antigénica obteve-se utilizando citrato
(Dynamics), 0,01 M (pH 6,0) no calor por 45 minutos. As imunorreacOes foram detectadas

usando o sistema XT ultraView diaminobenzidina v.3 (Ventana) para anti-CK (Dako) e anti-
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EGFR (Dako) e com cromogénio diaminobenzidina por cinco minutos para o anti-FGF
(Abcam). Todas as secgdes foram subsequentemente coradas com hematoxilina de Harris por
trinta segundos. Amostras de controle positivas extrinsecas e intrinsecas foram utilizadas em
cada ensaio. Os controles negativos ocorreram com a supressao dos anticorpos primarios em

cada reacdo.

3.10 Avaliacao funcional

A atividade sexual foi permitida trés meses apds a cirurgia. A funcionalidade da
neovagina foi avaliada pelo Indice de Satisfacio Sexual Feminino (FSFI), com questionarios
validados para o portugués (THIEL et al., 2008). Eles foram aplicados apds quatro semanas do
inicio da vida sexual. O instrumento contém dezenove questdes com respostas de maultipla
escolha e associadas a seis dominios: desejo, excitacdo, lubrificacdo, orgasmo, satisfacdo com
a vida sexual e dor durante ou apds a relagdo (ANEXO B). As participantes devem responder o
instrumento, escolhendo a opg¢édo que melhor descreve sua situacdo nas Gltimas quatro semanas.
Uma pontuacdo abaixo de 26 no FSFI, sugere a presenca de disfuncdo sexual (WIEGEL;
MESTON; ROSEN, 2005).

Os escores dos dominios e a escala geral de escores do FSFI sdo calculados
conforme demonstrado abaixo (Figura 5). Para escores dos dominios, somam-se 0S escores
individuais e multiplica-se pelo fator correspondente. Para obter o escore total da escala soma-
se 0s escores para cada dominio. Deve ser observado que dentro dos dominios, um escore zero
indica que a paciente relatou ndo ter tido atividade sexual nas Gltimas quatro semanas
(HENTSCHEL et al., 2007).

Figura 5 — Escores do FSFI, validado para o portugués

Tabela | — Escores dos dominos do FSF]
Dominio Questio Variagio Fator  Escore minimo Escore miximo
do escore
Desejo 1.2 1-5 0.6 1.2 6.0
Excitagio 3,4,5,6 0-5 0.3 0 6,0
Lubnificagiio 7.8.9, 10 0-5 0.3 0 6.0
Orgasmo 1,12, 13 1-5 0.4 0 6.0
Satsfacio 14.15.16  O(oul)-35* 04 0.8 6.0

Dor 17,18, 19 n-5§ 04 0 6.0

Escore total 2,0 16,0
*Vartagdo para o item 14 = 0-5; vanagio para os itens 15 ¢ 16 = 1-5

Fonte: Hentschel et al. (2007)
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4 RESULTADOS

4.1 Resultados clinicos

As cinco pacientes iniciais tinham um quadro de amenorreia primaria com

desenvolvimento normal dos caracteres sexuais secundarios. Algumas caracteristicas das

pacientes podem ser vistas no Quadro 1.

Quadro 1 — Caracteristicas individuais das pacientes submetidas a vaginoplastia com
pele de tilapia do Nilo

Idade . )
. Estagio | Comprimento
) na Anomalias | Estado .
Pacientes | | Cariotipo ) de vaginal
cirurgia associadas | hormonal o
Tanner | prévio (cm)
(anos)
Rim
P1 23 46, XX o Normal M5P5 2
pélvico
Rim
direito de
P2 21 Né&o fez Normal M4P5 0
volume
reduzido
Agenesia
P3 16 46, XX renal & Normal M4P5 0
direita
P4 17 46, XX Nenhuma Normal M4P5 0
P5 22 46, XX Nenhuma Normal M5P5 1

Fonte: elaborado pela autora.

Em todas as pacientes estudadas, a cirurgia obteve o objetivo final de criar uma
vagina funcional, ndo havendo necessidade de refazer o procedimento pela técnica antiga. No
entanto, as duas pacientes iniciais (P1 e P2) apresentaram algumas complicacBes no pos-
operatorio. A primeira proposta de cirurgia consistia em deixar a paciente com o molde por
nove dias e retirar o molde juntamente com a pele de tilapia. A pele ja se encontrava incorporada
ao novo canal vaginal e retirando-a, complicagfes como sangramentos volumosos ocorreram.

Houve queda de hemoglobina, porém sem necessidade de transfusdes sanguineas. As 2



28

pacientes voltaram ao centro cirargico para cauterizacdo com bisturi elétrico de focos de
sangramentos, em provaveis vasos neoformados. Também o esquema de antibidticos foi
ampliado nessas pacientes por terem apresentado episddios de febre (temperatura maior ou
igual a 37,8°C). No entanto, depois de resolvido o sangramento e possivel infeccédo, receberam
alta e tiveram uma boa evolucdo no acompanhamento ambulatorial, ainda que de uma forma
mais lenta que as pacientes que permaneceram com a PTN. Credita-se a isso, provavelmente, a
uma incorporagao parcial de fatores presentes na PTN que n&o foram completamente removidos
por ocasido da retirada do molde.

Depois desses episodios e conforme ja descrito na sessdo de Metodologia, foi
decidido pela ndo retirada da PTN. E, de fato, ao retirar-se 0 molde sem a pele apds 9 dias da
cirurgia, até mesmo o molde saia com mais facilidade. A pele ja se encontrava aderida e, de
acordo com o relato das 3 pacientes seguintes (P3, P4 e P5), apenas pequenos pedacos de pele
que estavam na regido mais distal da vagina eram eliminados aos poucos ao longo dos primeiros
15 dias. Por esse estudo tratar-se da descricdo de uma nova técnica cirurgica que serd com a
permanéncia da PTN, as pacientes P1 e P2 foram excluidas.

Nessas trés ultimas pacientes do estudo (P3, P4 e P5), a cirurgia foi funcionalmente
satisfatoria e sem complicacbes pos-operatérias. A duracdo do procedimento variou entre 20 a
80 minutos e 0 comprimento da neovagina apés a cirurgia foi de 9 a 10 cm. Observou-se uma
certa discrepancia no tempo cirurgico por conta que, inicialmente, a preparacdo do molde foi
incluida no total de tempo. No entanto, o preparo do molde é uma condicéo pré-cirargica e ndo
ha necessidade de anestesia ou incisdo cirdrgica nesse momento. Entdo, a partir da paciente P4,
o tempo de cirurgia foi calculado do momento da incisdo da mucosa vaginal até a finalizacao
da sutura dos grandes labios.

O retorno ambulatorial com a avaliacédo dos resultados p6s-operatérios foi realizado
em 30, 60, 90 e 180 dias ap0s a cirurgia em todas as pacientes e revelou, ao longo das visitas,
uma neovagina bem formada em cada paciente (Figura 6, Figura 7 e Figura 8), com eixo vaginal
semelhante a uma vagina adulta normal e um aspecto macroscépico de uma mucosa vaginal
lisa, sem granulomas importantes ou secre¢des anormais. O especulo médio foi inserido sem
dificuldades em todas as trés pacientes até a visita de 60 dias. A partir da visita de 90 dias, ndo

foi mais possivel introduzir o espéculo inteiramente no comprimento vaginal da paciente P3.
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Figura 6 — Paciente P5 com 30 dias da cirurgia

Fonte: elaborada pela autora.

Figura 7 — Paciente P3 com 60 dias da cirurgia

Fonte: elaborada pela autora.
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Figura 8 — Paciente P4 com 180 dias da cirurgia

Fonte: elaborada pela autora.

As pacientes foram liberadas para atividade sexual com 90 dias da cirurgia, porém
apenas a paciente P5 teve relacdo sexual (dez meses apds a cirurgia) até o presente momento.
O questionario FSFI foi preenchido por essa paciente quatro semanas apds o inicio da vida
sexual, resultando em uma pontuacao de 28,8, 0 que € consistente com uma qualidade de vida
sexual satisfatoria (WIEGEL; MESTON; ROSEN, 2005). A perda de pontos em relacdo a
pontuacdo méxima foi, predominantemente, associada aos pontos que mostram dificuldades em
manter a lubrificacdo vaginal. Os resultados cirdrgicos e os pardmetros avaliados durante 0s

retornos ambulatoriais sdo mostrados na Quadro 2.
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Quadro 2 — Resultados da avaliagdo pds-operatoria das pacientes submetidas a

neovaginoplastia com PTN (pacientes que permaneceram com a pele apos a retirada do molde

de acrilico)
Pacientes P3 P4 P5
Tempo de cirurgia (minutos) 80 35 20
Dias de hospitalizacdo 10 10 10
Complicacdes 3
. . Nao Néo Ndo
(sangramentos e/ou infecgdes)
Comprimento vaginal ap6s a
P o J P 10 10 9
cirurgia (cm)
Comprimento vaginal apds 180
. N 4 7,5 9
dias da cirurgia (cm)
Uso apropriado do molde no ] ]
. Néo Sim Sim
acompanhamento ambulatorial
Tempo da primeira relacéo y y
] o Nega relagéo sexual | Nega relacdo sexual 10
sexual ap6s a cirurgia (meses)
Pontuagdo do FSFI Nega relacdo sexual | Nega relacdo sexual 28,8

Fonte: elaborado pela autora.

4.2 Resultados histolégicos e imuno-histoquimicos

A andlise microscdpica e imuno-histoquimica dos fragmentos de parede vaginal
lateral no dia 90 revelou tecido conjuntivo revestido por epitélio escamoso estratificado com
cerca de cinco camadas de células e uma expressdo anti-CK mais fina (Figura 9). Ja nas
amostras do dia 180, a analise microscopica revelou uma camada epitelial ja bem hiperplasica
(Figura 10) e, sob esse epitélio, um tecido conjuntivo com discreto infiltrado inflamatdrio
mononuclear, no lugar da predominéncia de neutrofilos (Figura 11A e 11B). Presenca de
acantose com retificacdo das células foram vistas no epitélio, com um tecido conjuntivo denso
com sangue e, ocasionalmente, presenca de alguns vasos ectasicos. Além disso, infiltrados
inflamatdrios com neutréfilos granulécitos polimorfonucleares foram detectados. A imuno-
histoquimica mostrou, no epitélio de ambos os grupos, uma intensa reatividade ao grupo de
anticorpos anti-CK (citoqueratinas AE1 e AE3) (Figura 9, 10 e 11C). No entanto, a expressao

do anticorpo EGFR foi visualizada apenas no grupo com 180 dias de uma forma discreta (Figura
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11D). Uma imunorreatividade difusa com o anticorpo anti-FGF foi observada em células

epiteliais e células do tecido conjuntivo de ambos os grupos (Figura 11E e 11F).

Figura 9 — Foto de corte histologico de neovagina ap6s 90 dias com reacao imuno-

histoquimica anti-CK

Fonte: Laboratério de Anatomopatologia do NPDN. ALVES, Ana Paula Negreiros Nunes.

Figura 10 — Foto de corte histolégico de neovagina apds 180 dias com reac¢do imuno-

histoquimica anti-CK

Fonte: Laboratério de Anatomopatologia do NPDN. ALVES, Ana Paula Negreiros Nunes.



Figura 11 — Fotos de cortes histol6gicos das paredes das neovaginas apds 6 meses da cirurgia

Fonte: Laboratério de Anatomopatologia do NPDN. ALVES, Ana Paula Negreiros Nunes.

Legenda: (A) Epitélio hiperplésico com presenca de acantose. (B) Discreto infiltrado inflamatério
mononuclear no tecido conjuntivo. (C) Intensa expressdo de anti-CK no epitélio. (D) Discreta
expressdo do EGFR no epitélio. (E) Expressdo difusa do anti-FGF no epitélio. (F) Expresséo difusa

do anti-FGF no tecido conjuntivo.
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5 DISCUSSAO

A técnica cirlrgica de neovaginoplastia com PTN revelou bons resultados
anatdmicos e funcionais. Trata-se de material mais acessivel e de baixo custo econémico, que
pode substituir os enxertos de pele, bem como outros materiais. No Cear4, regido desse estudo,
a tilapia do Nilo é facilmente encontrada nos acudes, e, mesmo com 0 preparo para
descontaminacdo e irradiacdo, ndo torna o processo demasiado dispendioso, tornando a PTN
mais viavel do que outros materiais sintéticos. O papel da PTN parece ser o de um arcabouco
que estimula a proliferacdo de um novo epitélio vaginal em pacientes com SMRKH. As
pacientes relatadas nesse estudo sdo 0s cinco primeiros casos em que esse material foi usado
com sucesso. A técnica sofreu uma pequena modifica¢do ao longo do estudo com a manutengédo
da PTN na neovagina e essa discussao sera focada nas trés dltimas pacientes do estudo (P3, P4
e P5).

A PTN atua ndo apenas como uma camada protetora, mas também como um
verdadeiro arcabouco, permitindo a migracdo de células que irdo contribuir para o processo de
metaplasia e epitelizacdo. Embora ainda ndo exista um completo entendimento como tudo
ocorre, a hipotese é de que células com potencial pluripotente presentes no espaco dissecado
entre a bexiga e o reto contribuam na diferenciagéo do tecido. O trauma fisico causado pelo uso
do molde pode estar relacionado a expressdo génica celular e modificacdo dos fatores de
transcricdo (DORNELAS et al., 2012). Outra possibilidade é um crescimento progressivo do
tecido da mucosa do vestibulo vaginal (PANICI et al., 2011). Além disso, em estudo recente,
as nanofibras de coladgeno de tilapia acelerou a cicatrizacdo de feridas cutaneas em ratos,
promovendo a adesdo, proliferacédo e diferenciacdo celular (ZHOU et al., 2016).

Nos ultimos anos, tém-se utilizado varios materiais inertes na neovaginoplastia,
como a pele artificial, o fator de crescimento de fibroblasto basico recombinante e celulose
oxidada regenerada. A pele artificial e a celulose oxidada regenerada sdo materiais ricos em
colageno, sendo capazes de atuarem como arcaboucos para a proliferacdo de células epiteliais,
endoteliais e fibroblastos (PANICI et al., 2011). O colageno constitui uma grande por¢do da
matriz extracelular e afeta as fungdes celulares, como diferenciagdo, migracdo e sintese de
proteinas (WU et al., 2017). O fator de crescimento de fibroblastos basico recombinante
estimula a proliferacdo e diferenciacéo dos tecidos neuroectodérmicos e mesodermicos, células
endoteliais e fibroblastos, exercendo papel importante na regeneragéo de tecido de granulagéo

(PANICI etal., 2011). APTN contém extensas camadas de colageno e, nas amostras de biopsias
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das neovaginas com 180 dias, observou-se atividade difusa do FGF, tanto no epitélio, como no
tecido conjuntivo.

A neovagina com PTN é semelhante a uma vagina adulta normal, com a mesma
elasticidade, capacidade e eixo anatdmico. Ha uma relacdo positiva significativa entre a
satisfacdo sexual conjugal nas mulheres e um maior comprimento vaginal. A média de
comprimento vaginal com a dilatacdo ndo cirdrgica variade 7 a8 cm (DABAGHI et al., 2019).
Com excec¢éo da neovaginoplastia com segmento intestinal, que pode chegar a comprimentos
vaginais de 15 a 20 cm, as outras técnicas estdo associadas a neovaginas entre 6 e 10 cm
(DABAGHI et al., 2019; PANICI et al., 2011).

As pacientes P4 e P5 seguiram as recomendacg6es sobre o uso do molde de silicone
no pos-operatorio e, consequentemente, mantiveram um comprimento vaginal de 7,5 e 9,0 cm,
respectivamente, em 180 dias de acompanhamento. Em contraste, seis meses ap0s o
procedimento, a paciente P3 tinha um comprimento vaginal de apenas 4,0 cm. Credita-se esse
achado ao uso inadequado do molde, relatado pela prépria paciente, bem como a falta de
interesse em manter atividade sexual com penetracdo. Ao longo do seguimento ambulatorial,
apos a cirurgia, observou-se um conflito entre a paciente P3 e sua familia. Tratava-se da paciente
mais jovem do estudo e ela acabou relatando ter orientacdo homossexual e que a familia a havia
pressionado a fazer logo a cirurgia para tentar influenciar na sua orienta¢do sexual. Por sentir
dor ao colocar o molde e néo ter interesse de manter um canal vaginal longo, deixou de usar o
molde por completo apds 60 dias da cirurgia.

A idade dessa paciente e a imaturidade pode ter atuado como possiveis fatores
contribuintes adicionais (HERLIN et al., 2018), apesar da paciente ter passado por
acompanhamento e avaliagdo psicoldgica no pré-operatorio. Estudos mostram que a qualidade
da relacdo entre mée e filha merece atencao especial nas pacientes com SMRKH, onde as maes
podem ser percebidas como excessivamente envolvidas e intrusivas durante o tratamento
(FACCHIN et al., 2021). No entanto, caso haja vontade por parte dessa paciente de uma vagina
mais longa no futuro, ha relatos na literatura da criacdo de um canal vaginal adequado com
repetidas relagGes sexuais e a neovagina pode ser alongada adicionalmente em 2,0 a 3,0 cm
durante a excitacdo sexual (EDMONDS et al., 2012; PASTOR et al., 2017; MOBUS et al.,
1996).

As biopsias das paredes das neovaginas mostraram que, macroscopicamente e
microscopicamente, esse neoepitélio é indistinguivel ao epitélio de uma vagina normal. A
expressdao de marcadores de proteinas também ¢é significativamente similar. Varias

citoqueratinas sdo encontradas primariamente em tecidos estratificados, ou em tecidos com
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potencial de estratificacdo, sugerindo que a presenca delas estdo de alguma forma relacionadas
ao processo de estratificacdo (BOSCH et al., 1988; ALMEIDA JR, 2004). A mucosa da
neovagina criada ndo apenas exibe histologicamente um epitélio escamoso estraficado, mas
também tem caracteresticas comparaveis aquelas da mucosa vaginal normal no padrédo de
expressao de citoqueratinas. Apos 6 meses da cirurgia, a imunorreatividade para citoqueratinas
foi detectada em mais camadas celulares quando comparada com os resultados de 3 meses,
revelando uma progressao na expressao da citoqueratina.

O FGF é um dos fatores de crescimento envolvidos na neovascularizacao,
cicatrizacdo de feridas e embriogénese. Estudos recentes tém sugerido um papel significativo
do FGF na proliferacdo e diferenciacéo do epitélio vaginal (NAGATA et al., 2017; NAKAJIMA
et al., 2011) e spray contendo fator de crescimento de fibroblasto recombinante tem sido
utilizado ap6s uma vaginoplastia para acelerar a epitelizacdo da neovagina (NOGUCHI et al.,
2004). Os resultados de imuno-histoquimica desse estudo mostraram uma alta expressao do
FGF tanto no tecido epitelial, como no tecido conjuntivo das neovaginas, apoiando um provavel
papel da PTN na regulacéo positiva do FGF a longo prazo.

O fator de crescimento epitelial (EGF) € implicado no desenvolvimento uterino e
vaginal, como mediadores da acdo estrogénica. Por meio da ligacdo ao EFGR, o EGF promove
a queratinizacdo e crescimento vaginal, funcionando como um fator de crescimento autécrino
e pardcrino para queratinécitos. A presenca de EGFR também ¢é requerida para o
desenvolvimento do estroma vaginal (HOM et al., 1998; NELSON et al., 1991). Os resultados
desse estudo mostraram apenas uma positividade focal para EGFR na bidpsia de 6 meses da
cirurgia, o que sugere uma expressao tardia do mesmo apds o procedimento.

O FSFI é a ferramenta mais utilizada para avaliar satisfacdo sexual nas cirurgias de
neovaginoplastia. Em revisdo sistematica sobre a satisfacdo sexual em pacientes com SMRKH
apos tratamento cirargico ou ndo cirurgico, os escores do FSFI variaram entre 25,6 e 30,4,
comparavel ao resultado da paciente desse estudo com pontuacéo de 28,8. Até mesmo na técnica
de dilatacdo vaginal, a pontuacdo relativa a lubrificacdo vaginal diminuiu ap6s um ano
(DABAGHI et al., 2019). A técnica cirargica com rotacdo de segmento do sigmdide fornece
um revestimento vaginal com lubrificagdo natural. A produg¢do do muco, entretanto, pode levar
a uma descarga excessiva e a mucosa do coélon é mais vulneravel as infec¢bes sexualmente
transmissiveis (GEORGAS et al., 2018).

Mesmo que a lubrificagdo na neovagina com PTN seja reduzida, fato ainda néo
comprovado, nenhuma outra diferenca significativa funcional ou anatémica foi encontrada. A

lubrificacdo vaginal adequada pode ser inversamente proporcional ao tempo da cirurgia,
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resultante da progressiva epitelizacdo da neovagina (CALLENS et al., 2014). Portanto, esse
problema pode diminuir com o passar do tempo.

A PTN é uma candidata para agir como um arcabouco clinico na epitelizacdo da
neovagina. Isto permite a realizacdo de uma cirurgia, exclusivamente, por acesso vaginal em
apenas um tempo cirdrgico, sem auxilio de laparoscopia ou laparotomia, ou qualquer outra
tecnologia de dilatacdo vaginal de alto custo, como a descrita por Giuseppe Vecchietti (CEZAR
et al., 2014). O tempo de hospitalizagéo das pacientes desse estudo foi de dez dias. No entanto,
em estudo de revisdo de técnicas cirargicas de Abbe-Mclindoe modificada esse tempo variou
muito, chegando até quatorze dias com membranas amnidticas e enxertos autélogos de mucosa
oral. Nos enxertos de pele aut6logos, os dias de hospitalizacdo foram aproximadamente de dez
dias. Os estudos descritos com menor tempo de internacdo foram aqueles com a celulose
oxidada regenerada, variando entre dois a oito dias (PANACI et al., 2011).

Mesmo assim, limitacdes na analise dos resultados dessa nova técnica cirurgica com
a PTN existem, pois foram apenas trés pacientes estudadas e um curto tempo de
acompanhamento. Faz-se necessario uma avaliacdo a longo prazo para a revisdo adequada da
neovaginoplastia com a PTN. Um estudo em andamento prop@e avaliar o comprimento vaginal
com um, dois e trés anos da cirurgia, bem como documentar a necessidade ou ndo do uso de
moldes a longo prazo.

Existem perspectivas ainda de realizacdo de um ensaio clinico multicéntrico
randomizado, comparando essa nova técnica com técnicas ja estabelecidas. Embora a SMRKH
seja uma doenca rara, a MEAC é um centro de referéncia e outros centros pelo pais ja foram
contactados. Dessa forma, espera-se comprovar, ou ndo, a eficacia da PTN na cirurgia de
neovaginoplastia em relacdo aos resultados anatdmicos e funcionais, satisfacdo da paciente,

seguranca do tratamento e custo-beneficio da técnica.
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6 CONCLUSAO

Nesse estudo descritivo, a neovaginoplastia usando pele de til&pia do Nilo ofereceu
a trés pacientes uma anatémica e funcional neovagina atraves de uma técnica cirdrgica simples,
segura, de facil reproducéo, rapida e minimamente invasiva. Quando o uso correto do molde de
silicone no pos-operatério foi realizado, comprimentos vaginais esperados para a técnica de
Abbe-McIndoe modificada foram mantidos. As anlises histoldgicas e imuno-histoquimicas
revelaram a presenca de epitélio escamoso estratificado com uma alta expressdo de
citoqueratinas e FGF e uma fraca expressdo de EFGR, correspondendo as caracteristicas de um
tecido vaginal adulto saudavel. Mais estudos devem ser conduzidos para demonstrar que a PTN
é uma opcao relevante no arsenal terapéutico da SMRKH, melhorando a qualidade de vida das

pacientes e produzindo um significativo impacto financeiro e social para o sistema de salde.
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APENDICE A -TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

NEOVAGINOPLASTIA COM USO DE PELE DE TILAPIA DO NILO

Essas informacdes estdo sendo fornecidas para sua participagdo voluntaria nesse estudo sobre

correcdo de malformacéo vaginal.

Estamos realizando em nosso departamento cirurgias para correcdo de malformacéo vaginal,
usando a pele da tilapia do Nilo processada, um biomaterial nobre e de alta qualidade com sua
resisténcia peculiar, embora ndo existam estudos que evidenciem sua resisténcia como pele ndo
submetida ao curtimento. Esse material j& é utilizado em queimaduras e feridas com seguranca
e bons resultados. O processamento, descontaminacao e esterilizagéo foi registrado no Instituto
Nacional da Propriedade Industrial (INPI) com o nimero BR1020150214359.

Para a cirurgia serd necessario um preparo intestinal, com uso de laxativos. Abriremos a
cavidade vaginal, que sera preenchida por um conformador vaginal recoberto com a pele da
tilapia processada para criar uma nova vagina. Este conformador utilizado nos dias de
internacdo é providenciado pelo servico de ginecologia da Maternidade Escola Assis
Chateaubriand (MEAC/UFC), mas um novo conformador deve ser providenciado pela paciente

para seu uso na residéncia, sem nenhum tipo de ajuda de custo pela instituicao.

Apos a cirurgia deve ser feito um repouso absoluto no leito hospitalar por sete a dez dias para
cicatrizacdo. Tendo boa evolucdo, vocé receberd alta hospitalar apos esse periodo e recebera as
orientacbes para os cuidados que devera seguir em casa, retornando regularmente ao
ambulatorio de Gineco-endocrinologia. Serdo feitas 3 avaliacbes com intervalo de 1 més, 3
meses e 6 meses da cirurgia, onde sera feito exame fisico ginecoldgico e pequenas bidpsias da
vagina para estudar o tecido novo que esté se formando.

Os riscos desta cirurgia sdo os mesmos de qualquer outra cirurgia: riscos da anestesia,
sangramento e infeccdo. Além destes, hd& uma possivel complicagdo das cirurgias de
reconstrucdo vaginal: mé resposta do corpo ao material e estenose (estreitamento) vaginal. Nao
encontramos nos estudos nenhum risco especifico da pele da tilapia do Nilo processada. Alem
desse material, ha outros tipos de material que podem ser utilizados para reconstrucdo da
vagina. Podem ser utilizados retalhos (pedacos) de pele da propria paciente, esta cirurgia tem

como desvantagens a cicatriz na coxa ou abdome e maior taxa de infec¢do. Podem ser utilizados
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também fragmentos (pedacos) do intestino e periténio, esta cirurgia tem como desvantagens a

abertura da barriga e maior tempo de cirurgia.

Sua participacdo nesse estudo ndo levara a nenhum desconforto além do ja previsto para a
realizacdo da cirurgia de reconstrucdo vaginal que vocé deseja fazer para melhorar sua

qualidade de vida.

Eu, Dra. Maria Tereza Pinto Medeiros Dias, médica ginecologista e preceptora da Maternidade
Escola Assis Chateaubriand (MEAC), situada na Rua Coronel de Melo Nunes, sem nimero,
bairro Rodolfo Teofilo, telefone 3366-8506, como pesquisadora principal desse estudo, estou a
sua disposicao para esclarecimentos, informacdes dos resultados e assisténcia durante o periodo

pos operatorio.

Em caso de dano pessoal diretamente causado por procedimentos ou tratamentos propostos
nesse estudo, o participante tem direito a tratamento médico na Instituicdo. Em caso de davida
sobre a ética da pesquisa entrar em contato com o Comité de Etica da Maternidade Escola Assis
Chateaubriand no mesmo endere¢o acima citado.

E garantida a retirada de consentimento e participacéo no estudo a qualquer momento, podendo

vocé continuar seu tratamento na Instituicao.

As informagdes obtidas serdo usadas exclusivamente na realizagdo desse estudo, estando

garantida a confidencialidade na identidade de seus participantes.

A participacdo deste estudo ndo acarreta em despesas pessoais com exames, consultas,
internacdo ou honoréarios médicos. A compra do conformador vaginal ndo tem relagcdo com esse
estudo, ja faz parte da sua cirurgia (seu tratamento), mesmo que vocé ndo queira participar deste
estudo. O hospital ndo dispde deste recurso. Nao ha compensacéo financeira relacionada a sua

participacao.

Acredito ter sido suficientemente informada a respeito das informacdes que li ou que me foram
lidas, descrevendo o estudo sobre o uso da pele processada da tilapia para cirurgia de

reconstrucdo vaginal.

Discuti com a Dra. Maria Tereza Pinto Medeiros Dias sobre minha decisdo em participar desse
estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propdsitos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes. Ficou claro também que minha participacdo é isenta de despesas e que tenho

garantia de acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em
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participar deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, sem prejuizo

ao meu atendimento nesse servico.

Data / /

Assinatura do paciente ou Representante

Data / /

Assinatura da testemunha

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o consentimento livre e esclarecido deste

paciente ou representante legal para participacdo neste estudo.

Data / /

Maria Tereza Pinto Medeiros Dias

Pesquisador principal
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Tilapia fish skin as a new hiologic
graft for neovaginoplasty in
Mayer-Rokitansky-Kuster-Hauser
syndrome: a video case report

Maria Tereza Pinto Medeiros Dias, M.D.," Edmar Macdie! Lima Junier, M.O,, M5,

Ana Paula Neareires Nunes Alves, §.0ent, Ph.D.* Andreiss Paiva Monteiro 8ilkar, M.D., PhD.*

Livia Cunha Rios, M.D_" Bruno Almeida Costa, B.M," Eduarda Syhara Rocha Matos, 8M.,'

Ana Cecllia Venanclo, 8.M,® Zenllda Vieira iruno, MO, Ph D_* Manoel Odorica de Moraes Fitho, MD, Ph.D."
and Leonardo Robson Pinheiro Sobreira Bezerra, M.D, Ph.D."

* Matermidade Escola Assiv Chateaubriand, ¥ Clinkal Pharmacology Unit, Drug Research antd Dovelopment Center, and
Nursing, Dentistry, and Pharmacy School, Federa! Unwersity of Ceard! and 9 Bum Treatment Center, Dt José Frota
Imtitute, Fortalerza, Ceara, Brazil

Objective: To describe a Mclndoe procedure technique for surgical management of Mayer-Rokitansky-Kuster-Hauser syndrome with
the use of Nile tilapia skin as a scaffold for the proliferation of new vaginal epithelium.

Design: Surgical video article. Local Institutional Review Boand approval and written permission from the patient were obtained. There
were no confiicts of interest,

Setting: University hospital.

Patient{s): A 17-year-ald woman who presented at our gynecology department with the complaint of primary amenorrhei. Al physical
examination. she had & phenotypically normsl vulva with no vagingl canal. Magnetic resonance imaging of the abdomen and pelvis
revealed normal ovaries and shsence of uterus and vaginal canal, No other congenital malformations were found. Karyotype was 46, XX,
Intervention(s): The Mclndoe procedure involved only a vaginal approach. Labia minora were separated, and & transverse midiine Inci-
shon of 3 cm was made. The vesicorectal space was progressively dissected. Blunt dissection was performed Initially with digital separation
oftissues, The neovaging was then inspected with the introduction of a vaginal speculum, allowing for review o hemostasis, Biunt dissec-
tion wis continued with the aid of the speculum, to reach the appropriate vaginal dimensions. Subsequently, a vaginud acrylic mold coversd
with twi pieces of provessed and steritized tilapia fish skinwas inserted and svcommodited into the newly created cavity. The extemal sitde
of the tilapia skin, which maintained its grayish coloration after the removal of the scales, stayed in contact with the acrylic mold, while the
white internal side of the tilapiz skin, which was previously attached 1o the fish’s muscle, stayed in contact with the walls of the nvocavily.
The mold was held in position by four multifilament polyglactin 1.0 sutures in the fabia majora, thus preventing expulsion.

Main Outcome Measureis): Anatomic data, such as measurement of the final canal length, and histomorphologic analysis 180 days
after surgery. }

Resulti{s): The patlent remained on bed vest for 9 days, after which the tilapia Niskskin had been partially reabsortied. After thistime, the
acryfic mold was removed. A larger plastic mold was then inserted and the patient was advised to wear it day and night for the first
pastoperative month. The vaginal mold had to be wom exch night unril nomal sexual intercourse was possible. The final canal length
180 days after surggery wiis between 8 and 9 em. For the histopathologic analysis; fragments of the Iateral vaginal wall were removed
180 days afier surgery and showed the presence of stratified squamous eplthellum with five cell layers, ectasic hlood vessels, and oc-
casional desquamated epithelind cells

Recoived March 4, 2019; rovsed March 21, 2019 accopted Apnd 1, 2015 publithed orine May 15 2018

Al authors hodd 3 patent for Tilapis Skin fram the Natioaal Institute of Industy isl Prapecty (Inatituto Naconal 0a Propredade ndustrial) under protoco!
mummoer INPG: B0 10 2095 021435 9

RAoprint requesty Leonardo Rabon Minbewo Sobireia Bezerra, MDD, #n.0., Matermidode Escola Asils Chateodbriana, Federnl University of Ceand (U2 C), Gen
wial Tertufiana Potiguana 5t 272 3p. 1800, Aldeata, Zip code. 6135280, Fortakera, Coard, Brazd (Emalll leonardobazeragineco@gmall cam)
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Conclusion(s): The procedure described offered this patient an anatombe and funcrional neovaging by means of a simple, safe, easy, effec-
tive, quick, and minimally invasive procedure. Limitations include the experimental nature of this
stuidy, based on a single case report with no long-term ourcome results, The tilapia fish skinisa low-
cost and widdy available biomatesial. (Fenil Steril® 2019;112:174-6, ©2019 by American Society

for Reproductive Medicine )
El resumen esté disponible en Espaiol al final del articulo.

Key Words: Vaginal agenesis, vaginoplasty, Nile tilapia fish skin

Discuss: You can tiscuss this anticle with |8 authors and other readers a1 hitpsifiwwiw,
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VIDEO

Piel de pez tilapia como nueve injerto blologico para neovaginoplastias en ¢l sindrome de Mayer-Rokitansky-Kuster-Hauser: un video
del caso

Objetivo: deseribir un procedimiento téenico de Mcdndoe para ¢l tratamiento quiningico del sindrome de Mayer-Rokiansky-Kuster-
Hauser con el uso de la picl de tilapia del Nilo come una sujecion pam la protiferacion de un nuevo epitelio vaginal.

Diseno: video-aniculo quinirgico. Se obtuvo la aprobacién de la Junta de Revisién Institucional local y ¢f permiso por escrito del pa-
viente. No hubo conflictos de intereses,

Lugar: hospital universitario.

Paciente(s): una mujer de 17 anos se presentd en nuestro departamento de glnecologla con el dagniéstico de amenorren primaria, En ol
examen fisico, tenin una vulva fenotipicamente normal sin canal vaginal, La imagen por resonancia magnética ded abdomen y la pelvis
revelaron ovarios normales y ausencla de Gtero y canal vaginal. No se encontraron otras malformaciones congénitas. El carfotipo fue 46,
XX.

Intesvencion(es): ¢l procedimienta de Melndoe inveluera solo un abordaje vaginal, Se separaron ks latdos menares y se reallzé una
incision en fa linea medin transversal de 3 em, Fl espacio vesicorectal se discociond progresivamente. La diseccion roma se realizo in-
Ictnlmente con separacion digital de tejidos. Luego se [nspecciond la neovaging con la Introducckin de un espéculo vaginal, Jo que
permitia la revision de Ia hemostasia, La diseccion roma se continuo con la ayuda del espéculo, para alcanzar fas dimensiones vaginales
apropladas. Posteriormente, se insertd un molde vaginal de acrilico recublerto con dos plezas de piel de tilapio procesada y esterilizada y
se colecd en la cavidad recién creada, El lado externo de lo phel de tilapia, que mantuvo su coloracion grisacea después de la eliminacion
de las escamas, permanecké en contacto con ¢l molde acrilico, mientras que ¢f lado Interna blanco de la piel de rilapla, que antes estaha
adherida al misculo del pez, se mantuvo en contacto con los lados de la neocavidad, El molde se mantuvo en esa posician mediante
cuntro suturas de poliglacting 1-0 multifilamento en los lablos mayores para evitar asi la expulsion,

Principal{es) medida(s) de resultados: datos amatdmicas, como la medicion final de ka longind del canal y el andlisis histamor-
foldgica, 180 dias después e Ly clrugla,

Resultado(s): ¢l paciente permanecid en reposo en cama durinte 9 dias, después de Jo cunl Lo piel de pez tilapia se reabsorbio parcial-
mente, Despues de este tiempo, se eliming of molde acrilico. Lucgo se insertd un molde de plastico mids grande y se le recomyendo a la
paciente que o usara dia y noche darante e primer mes postoperatorio, El molde vaginal tenia que ser usiddo cada noche hasta gque fas
relaciones sexunkes fueran posibles, La longlud lnal del casal 180 dias despus de o cinugls fue entre 8 v 9 cm. Pira el andlisis his-
tapatologico, los fragmentos de ta pared vaginal lateral se retiraron 180 diss despuds de ta cirugia y mastraron la presencia de epitelio
escamaso estratificado con cinco capas de oflulas, vases sanguineos ectdsicos y células eplteliales descamadas ocasionales.

Conclusion (es): ¢l procedimiento descrito ofrecia a esta pacientc una neovagioa funcional y anatdmica a través de un procedimiento
simple, seguro, ficll, efectiva, ripido y minkmamente nvasivo. Las limitaciones incluyen 1a saturaleza experimental del estudlo, basado
en un solo caso sin resultudos & lurgo plaze. La piel del pez titapia es un biomaterial de bajo coste y amplinmente disponible.
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Neovaginoplasty Using Nile Tilapia Fish Skin as a New Biologic Graft
in Patients with Mayer-Rokitansky-Kuster-Hauser Syndrome

Maria Tereza Pinto Medeiros Dias. MD, Andreisa Paiva Monteiro Bilhar, MD, PhD,
Livia Cunha Rios, MD, Bruno Almeida Costa, BM, Edmar Maciel Lima Jinior, MD, MS,
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ABSTRACT Mayer-Rokitansky-Kuaster-Hauser syndrome is the second most common cause of primary amenorthea, trailing only to
gonadal dysgencsis, Neovaginoplasty 5 an appropraate treatment option for patients who have failed dilation therapy. Sev-
el biomaterials huve been ur-ed in this procedure, incluing peritoneum, amnion, skin grafts, and myocutansoas flaps, Nile
Tilapia Fish Skin has f hi hologic struciure comparable to human skin, and hugh in vive hiore-
sarption. In addition, it ‘hnwcd gmd oulComes wbcn uwd asa gt for bam . Thus, we siggest it us a new
biologic graft for vaginal sgenesis management. In this descrptive study, neavaginoplosty using Nile Tilapin Fish Skin
offered 3 patients an anatomic and functional neovaging vin o simple method with potential Jong-term effectivencss. When
postsurgical dilation was performed correctly. a vaginal length greater than 6 cm wis malntained at 180 days follow-up.
Histologic and immunohistochemicnl unalyses revealed the presence of strutified squamous epithelium with high expression
of eytokeratins and fibroblast growth factor, mutching the charactensthes of normal adult vaginad tissue. We believe that fus-
ther stdics will uh(vw Nile Tilapta Fish Skin to be a relevant option in the therapeutic srsenal of Muyer-Rokitansky-Kiaster-
Hauser symdro 1 of Minimally Invasive Gynecology (2020) 27, 966972 @ 2019 AAGL. All rights reserved.

Tilapia: Neovaging: Vaginoplasty; Mayer-Rokitansky-Kiister-Hauser syndrome: Viginal ageoesis
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Keywordy:

Although a rare disorder, with o prevalence of around |
in 5000 live female births, Mayer-Rokitansky-Kuster-

and treatment of the anatomic anomalies, accomplished via
progressive dilation or surgery 1]

Hauser syndrome (MRKHS) is the second most common
cause of primary amenorrhesa, trailing only to gonadal dys-
genesis. Management mcludes psychologicul counseling
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Dilation is considered the first treatment choice becanse
neovaginoplasty is associated with an increased nsk of
complications and poor functional or anatomic results [ 2],
Even so, surgery is regarded as an appropriate option in
patients who are poorly comphiant and have failed dilation
therapy. or for those who do not want to start vaginal dila-
tion therapy. Several biomaterials have been reported s
appropriate for this procedure, such as penitoneum, different
segments of the colon, amnion, skin grafts. and myocutane-
ous flaps 1 1)

The most commonly performed tochnique has been the
Abbe-Mclndoe vaginoplasty [4], using the removal of a
skin graft from the thigh, the gluteal region, or the fower
abdominal wall. Although improvements hiave been made,
the method still Bas the disudvantuges of considerable surgi-
cal time, magor risk of infections, and the development of

49



Thas e1 al. Maver-Rokitanvky: Kvter Howver Syndrowme

W67

abdominal or mguinal scars [5]. In addition, the skin allo-
graft preserves most of its onginal charactenistics, such as
potential hair growth | 3], Therefore, the development ol an
alternative and cost-effective muterial with an ¢asy applica-
Bon is needed for better management of women diagnosed
with MRKHS,

Nile Tilispia Fish Skin (NTFS) has noninfectious micro-
biotz |6, & morphologic structure stmilar o that of human
skin [7], und high in vivo bioresorpion (8], In addition, NTFS
showed good outcomses when used as a xenograft for pediatric
19] and adult [10] burn treatment in 2 recent studies. Even
though those studies are just case reports and are focused on
life-threatemng - cases  necessitating  innovative  solutions,
which was not the case with our pazients, they revealed the
wonrkd healing activity und lack of toxicity and antigenicity
of NTFS, Thus, we considered NTES as an option of a new
biologic graft for MRKHS management. This study describes
a new technique and material for the creation of a neovaging
using NTFS instead of autografts or allografis.

Methods

Patient Population

Between September 2017 und April 2018, 3 patients with
MRKHS admitted to a local tertiary care hospital underwent
a modified Mclndoe vaginoplasty provedure with NTES.
Each of the participants had pomary amenorthea and normal
secondary sex churactenistics. A preopenive workup with
complete clinical evaluation, complete physical examinu-
tion, evaluation of hormonal status, karyotyping, shdominal
ultrasound, and pelvic magnetic resonance imaging was per-
formed (results are shown in Table 1), After the diagnosis
was expluined to each patient and‘or the patient's legal care-
giver (applicable for 2 of the patients, who were minors),
study participants were evalusted by a multidisciplinary
team, meluding referval for psychotherapy. Counseling on
treatment time and options was then carried out. All
patienis, in conjunction with their family, wished for imme-
diate treagment, beciuse of their desire to begin sexual activ-
ity and/or ssmple desire for nommal gemtal traet anatomy.
Vaginal dilation techniques wese initially offered, In all 3
cases, the patient or the patient’s legal carcgiver refused and

opted lor surgical comrection, even though the efficacy and
decrensed nisks of dilation were adegquutely explamned. Tra-
ditionally, in our gynecology service, the Abbe-Mcehxdoe
technigue is performed for neovaginoplasty in patients with
MRKHS, Both the standard meshod with split-skin grafts
and the mnoviative method with NTES were offered as
options for surgical management, but all 3 patients opted for
neovaginoplasty with NTFS,

Ethical Approval

The local institutional review board approved this study,
as did the Brazil Platform, an electronic system created by
the Brazilinn Federal Government to systematize the receipt
of research projects that involve humans in ethics commit-
tees all over the country. In addition, after appropriate
counsehng regarding the methods and the investigational
nature of the maserial used, as well as possible complica-
tions, both written and verbal consent was obtained from
each patient and/or the patient’s legal caregiver (applicible
for 2 of the patients, who were minors), before surgery,

Tilapia Skin Preparation

The patent for NTFS 35 registered at the National Institute
of Industrial Property under the number BR1020150214359.
The biomaterial is currently i the final stages for regastration
as an approved medscal graft by the National Sanitary Sur-
veillance Agency. Nile titapia (Oreaclromis niloticus) sum-
ples were obtained from fish farms in the Castanhdo dam,
located in the city of Jaguanibara, Ceand. NTFS is separated
from the muscle attached to it cut into pieces of around
10.0 x 5.4 cm, washed with 0.9% saline. und placed in a ster-
ile contaner with 2% chlorhexidine gluconate, where it stays
for 60 minutes, The skin is removed from the previous solu-
tion, washed with sterife (.9% saline and placed 1n a stenile,
hermetically sealed container with 75% glyeerol and 25%
saline, After | hour, the skin s again rinsed with sterile 0.9%
saline and placed in another sterile, hermetically sealed con-
tuiner, this time with a solution of 100% glyeerol, in which it
15 massiged for 5 minutes. Then, the skin, suill in the solution
of 100% glycerol, is kept for 3 hours in o water bath in a

| rante1

3 Individual charactenistics of patients undergoing neavaginoplisty with use of NTFS
Patiem | 2 3
Age sl opermion, yrs 16 i 2
Karyotype 46, XX 46, XX 46. XX
Associated anamalics Umilatersd remal agencsis Lright side) None Nowe
Hormonal statas Regular Regular Regalar
| Tanver stagmg M2 PS Ma, Ps M5, PS
Existent viginal dunple, cm 0 0 I

NTFS « Nile Tilapia Fish Shin
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Acrylic vogmal mold before asd after msertion into the newly created camal. The external sede of the tilopia skin, which maintained s grayish coloation
after removal of the seales, stayed m cantacs with the acrylic mold, whereas the whate imternal side of the tidapin skin staved in contics with the walls of

1he neocavity

centrifuge at 37°C and 15 rpm. The skin is then packaged in
double-sealed plastic envelopes und stored at 4°C. The last
siep of the stenlization process is gamma imadiation on a
cobalt-60 multipurpose imediator at 3 kGy [11]. Finally,
microbiological tests for bactera and fungi are performed on
cach sample, The skin can be stored for up to 2 years in ster-
ile refrigerated pockaging.

Surgical Procedures

The first step of surgery consists of preparation of the
tilapia skin and the mold. A sterile acrylic mold suitable for
the procedure and with fixing holes 15 required. Two
10,0 x 5.0-cm pieces of tilapia skin are thoroughly washed
with 1,9% saline 10 remove excess glycerol in an intraoper-
ative sterile environment. The skin is then attuched to the
mold using separate stitches with multififament polyglactin
3.0(Vieryl 3.0; Johnson & Johnson, Somerville, NJ),

The procedure involves only o vaginal approach, and all
steps are performed under aseptic conditions, Patieats were
under spval anesthesia and in the lithotomy position. After
urcthrsl catheterization, the vaginal dimple was identified,
and a transvense midline incision of 3 em was made, The
median raphe was divided, and the space between bladder
and rectum was progressively dissected as high as possibke,
taking care not o enter the peritonzal cavity, Based on the
principle of blunt dissection, a canal was created with digital
separation of tissues, The newly creared cavity was then
inspected with the introdoction of a vaginal speculum. It was
noted thit the canal was lined by smooth tissve and that the
dome of the cavity was tormed by pentoneum reflected from
the superiar surface of the bladder 1o the antenor aspect of the
rectum. Hemwstasis was ensured with the aid of bipolar
enerey because the vaginil cavity should be as dry s possible
w prevent fallure of NTFS adherence. Blunt dissection is

continued with the aid of the speculum 1o resch the appropri-
wte vaginl dimensions, The newly created vaginal cavity s
capable of easily wecommoditing the length and width of 2
fingers. Subsequently, an wrylic vaginal mold (adjustable
vaginal stent) covered with 2 pieces of NTFS was inserted
mto the canal and held m position by 4 sutures with multifila-
ment polyghactin 1.0 (Vieryl 1,0; Johnson & Johnson) in the
fabia majorz to prevent expulsion. The white inner side of the
NTFS remained in contact with the walls of the newly created
cavity (Fig. 1), Operation time was calculated from the first
meision in the vagimal mucosa until finalization of the sutures
in the labia majora

A step-by-step video tutorial of the procedure described
is presented in & video recently published by our team of
researchers [12).

Follow-up

Immediate postoperative follow-up invelved instructions
for the patients regarding continuous use of the vaginal
mold and avoidance of sexual sctivity for the first postoper-
ative month, Patients were maintained on 2 uninary catheter
for the first week to avoid postoperative urinary retention,
In addition, sterilized dressings were applied to protect sur-
gical sutures and patients were monitored for bleeding.
which did not occur. Pain medications, such as dipyrone
and nonsteroidal anti-inflammatory drugs, were adminis-
tered as needed. Postoperative follow-up visits were sched-
uled ot 30, 60, 90, and 130 days after surgery. In each visit,
the cosmetic outcome was assessed und peovaginal length
was measured. Anatomic success was defined as the gencra-
tion of a peovaging of at least 6 cm in length, which consis-
tently allowed the easy introduction of 2 fingers within 6
months after surgery |13, Sexual activity was permitted 3
months after surgery. Female Sexual Function Index (FSFI)
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questionnaires, validated 1o be used by Portuguese speakers
[14], were used for each participant who Sturted  sexual
activity, after 4 weeks of initiating intercourse. The instru-
ment contains 19 guestions with multiple-choice responses
associated with 6 domains: desire, arousal, lubrication,
orgasm, satisfaction with sexual hfe. and pun dunng or
after intercourse, Participants completed the instrument by
choosing the option that best described their situation in the
last 4 weeks. A score of 26 or less on FSFI suggests the
presence of sexual dysfunction [ 15].

Histologic Analysis

For the histopathologic analysis, 2 full-thickness biop-
sies, the first one 90 days after surgery and the second one
180 days after surgery, were performed in each of the 3
patients, without complications: The site tor biopsy was the
upper third of the right eral vagingd wall, The samples
were divided into 2 groups. depending on the number of
days afler surgery: day-90 and day- 130 groups,

The soft tissue fragments were immersed in 10% neutral-
bulfered formalin for 48 hours: they were then washed in
unning  tap water, and  analyzed macroscopically for
changes m shape, color, and consistency. The fragments
were then placed in cassettes and processed by an auto-
mated Leica tissue processor. They were then immersed in
a bath contwning paraffin ot 56°C, resulting in the forma-
tion of paraffin-shaped blocks at room temperature. Finally,
the fragments were serially sectioned to a thickness of 4
am and submitted 0 routine staining using hematoxylin
and eosin, Slides were mounted with Canada Balsam and
analyzed under 4 standard light microscope.

Immunohistochemistry

Immunchistechemical gnalyses were performed using a
stundard streptavidin-biotin-peroxidase method in 4-um-
thick tissue sections, which bad been obtained from paraf-
fin-embedded blocks and mounted on silunized microscopic
shides. Ami-CK Pool (1:200, Dakoe, Carpinteria, CA) and
anti-eprdermal growth factor receptor (EGFR) antibodies
(1:200, Dako) were used in an astomatic slaimng system
(BenchMark XT; Ventana Medical Systems. Tucson, AZ),
and the heat-induced epitope retrieval was performed using
an EZ Prep Solution (Ventana) for 30 minutes. Manual
staining was used for anti-FGF (1:1250, Abcam) and its
antigenic recovery was performed using citrate (Dynamics)
0.01 M (pH 6.0} in heat for 45 minutes. Immunorcactions
were detected using the XT uliraView diaminobenzidine
v.3 system (Vemtana) for anu-CK Pool (Dako) and anti-
EGFR (Dako), and with chromogen diamimobenzidine for §
minates for anti-FGF (Abcam). All sections werne subse-
quently counterstained with Harris hematoxylin for 30 sec-
onds. Positive extrinsic and intrinsic control samples were
used in ¢ach assuy. Negative controls were performed by
suppressing the primary antibody in each reaction.

Results
Clinical Outcomes

In all 3 patients, the operution was functionully sutisfuc-
tory, with no postoperative complications. The duration of
the procedure vasied between 20 and 80 minutes. and the
Tength of the neovaginig after surgery was @ 1w 10 ¢m.

We opted for bed rest for the patients for 9 days because
of our previous expenence with the Melndoe procedure
using split-skin grafis in our service. On the ninth day of
bed rest after surgery, the acrylic mold wis removed, illow-
ing examination of the ncovagina. At this point, the NTFS
had been partially reabsorbed, and minor old blood secre-
tions were found. After gentle frrigation with antiseptic
lotion, on the condition thal no signs of mecrosis were
detected, a Targer silicone mold covered by o condom wiss
inserted. Patients were advised to wear the vagmal mold
day and night for the first postoperative month. After this
period. the vaginal mold had 1o be wom cach night until
regular sexual intercourse was possible,

Evaluation of the postoperutive results was performed at
30, 60, 90, and 180 days after surgery and revealed,
throughout the visits, a well-formed neovaging with a 2-fin-
ger width in ¢ach patient (Fig 2). The results of the opera-
tion and the parameters evalusted during follow-up visits
are shown in Tuble 2. Considering the innovative nature of
the procedure, we intend 1o continue the follow-up visits
until § years after surgery to adequately evaluate long-term
results.

Histologic and Immunohistochemical Outcomes

Microscopic analysis of the lateral vaginal wall frag-
ments m the day-90 group revealed connective tissie cove
cred by stratified squamous epitheliom with around 3 cell
layers. ‘The epithelium showed acanthosis i some points
and rectification of the epithelial ndges, under which o
dense fibrovascular core with occasionally ectatic blood
vessels was visualized, In sddition, moderite mixed inflam-
matory mfiltrates with a predominance of neutrophil poly-
morphonuelesr granulocytes were detected, Microscopic
unudysis of the fragments from the day-180 group revealed
thit the epithelial lining was already hyperplastic and thia

Specubamn exuminateon performel 640 days after sargery showing, n
each patsest, a well-formed neovagina with a 2. finger width,
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Postopeutive assessment of nesuliy of pati fergoimg neovaginoplasty with use of NTES
Patient I 2 3
Opcration time, misutes 80 3s 20
Hospitalwzation. days n 10 n
Complicationy Nope None None
Vagimal length afler surpery, em 10 10 9
Vagisal Jength a2 6 months® follow-up, cm 4 75 9
Approprisse wse of the mold dering folkow-up No Yes Yeu

‘ Time unuil first postopermive sexusd " Noosexual inteecourse yet Nosenunl insercosne yer HF st
ESFL score No sexual intescourse yet No senonl insercosse yet 288
FSFL « Female Sexual Fancrion Indes: NTES « Nile Tilapia Pish Skin.

‘ Operation tiese waas calodsmed from the Sint inciainm in the vapesl muco satll aaiiotion of the ey in labes majora. Sexual inlercourse was permitied § montbs afier
supery and performed based on the pesom’s pecferonce. U811 questiomnaioes were ssed for the particapeat who stanted soxual sctiviey afier 4 wocks of inmaning imerooanse

the underying fibrous connective tissue had discrese mononu-
clear inflammatosy infiltrates, instead of a predominance of
neutrophils, lmmunohestochemistry (IHC) showed, in the epi-
thelial Tining of both groups, intense reactivity with the anti-
CK poot antibody {cytekerating AE1 and AE3), However, the
expression of EGFR anttbody was visualized only in the epi-
thelial tissve of the day- 180 group. Diffuse immunoreactivity
with the anti-FGF antibody was observed in epithelial wnd
connective tissue cells of both groups (Fie. 1),

Discussion

In a scarch for new surgical techniques with easily
accessible and cost-gffective materials that may substinute
as skin grufis, a5 well as other types of grafts, our research-
ers considered the use of NTFS as a scaffold for the profif-
eration of @ mew vaginal epithelium in patients with
MRKHS. The patients reported in this study are the first 3
cases in whom this technique was used successfully,

Patients 2 und 3 followed recommendations regarding
postoperative silicone mold use wnd, consequently, were
able to maintain, ut 180-day follow-up, 4 vaginal length of
7.5 and 9 ¢m, respectively. In contrast, 6 months after the
operntion, putient 1 had a vaginal length of only 4 cm.
Insufficient postsurgical dilation was the likely explanation
for nonmaintenance of at least & em of vaginal length, most
probably owing 1o inadequate use of the vagimal dilator
and/or lack of sexual activity. This patient’s young age and
immaturity may have acted as passible additional contnibut-
ing factoes [16]. Even so, creation of an adequate vaginal
cirvity using repeated natural intercourse fs reported in liter-
ature, and the ncovagina can be additionally elongated by 2
10 3 cm dunng sexual arousal | 17~ 19, Thus. future initis-
ton of coital activity will help this patient o further
increase vaginal length,

Regarding sexual function, even though sexual inter-
course wis permitted 3 months atter surgery, only patient 3
reported sexual activity (10 months after the operation).
Four weeks later, the FSFI questionmaire was filled in by

this patient, resulting in a score of 28.8, which is consistent
with a satisfactory quality of sexual Iife [15]. Point loss
from maximal score was predominntly related 1o difficul-
ties with maintenance of lubnication.

We believe NTES acts not only as a protecuve layer but
also as i true scalfold, wllowing scur tissue o undergo meti-
plisia ond epithelization, Althvogh we curreatly do not under-
stand how this process happens. we hypothesize that cells in
the dissected space between the rectum and bladder have plu-
ripatent potential for tissee differentiation, The physical
trauma caused by vaginal difation seems 1o be reluted to cellu-
lar gene expression and modification of transcription factors
[ 20], In sddition, in a recent study. tilapia collagen nanofibers
hastened skin wound healing in ras by promoting cell adbe-
sion, proliferation, and differentiation (211

The neovaging is similar to the normal adult vagina us
far as elasticity. capacity, and anatomic axis are concerned.
Even though the neovaging has decreased self-lubrication,
no other significant functional or anatomic differences were
found. Adequate lubrication may be inversely proportional
10 the time since operation, resulting from the progressive
epitheliahzation of the ncovagina [3], Thus, this problem
<ould diminish with time

Biopsies of the neovaginal walls showed that macro-
scopically and microscopically, this neoepithelium is indis-
tinguishable from the normal epithebum of the vagina,
Expression of protein markers is also significantly simitar,
Several cytokerating are found primarily in stratified os-
sues, or in tissses with potential to stratification, suggesting
that their production may be somehow related 1o the stratifi-
cation process, [22]. The peovaginal mucosa created not
only exhibited stratified squamoas epithelium histologically
but also had chaructensstics comparable to those of normal
vaginal mucosa in the expression paitern of cytokeratin,
After 6 months, immunorcactivity for cytokeratin was
detected in more cellular layers compared with results ar 3
months, revealing a progression of cytokeratin expression.

FGE is 1 of the growth factors involved in neovisculanizia-
tion, wound healing, and embeyogenesis. Recent studies have
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Vaginal wall tissue phutumum;rqlu after 6 months of the surgxal procedure. (A) Hyperplastic epithelium with s dense underlying Sbrovascular core
ve thssue bedow the saaniied squamous epitbelium (HRE) (C) Imense expees-
sion of CK m the epithelivm. (D) Discrese expression of EGER in the epathelimm. (E) Diffuse expression of FGF in the epitbelivm. (F) Diffuse expeession

(H&EL (B) Discrete 1 y infilteate in the

of FOF o the imderlyimg comnective tissue. CK =cytol
e ylin amd conin

EGFR «cp

| growth factor receptor: FGF « fibroblast growth factor: H&E = hema-

suggested a significant role for FGF on proliferation and dif-
ferentiation of vaginal epithelium [23,23], and recombinant
basic fibroblast growth factor spray has been used after vagi-
noplasty 1o accelerate epithelinlization of the neovagina [25),
Our [HC results showed a high FGF expression in both epi-
thelial and connective tissue cells, supporting i probable role
for NTES in long-term upeegulation of FGF,

The eprdermal growth factor (EGE) family of ligands is
mplicated in uterine and vaginal development, particularly
as mediators of estrogen action. Through binding to EGFR.
EGF promotes vaginal growth and keratinization, function-
ing as an autocring/parcrine growth tactor for keratino-
cytes, EGFR signaling is also required for the growih of
vaginal stroma [ 26,27}, Our resulis showed only focal posi-
tivity for EGFR it the 6-month follow-up biopsy, which
suggests Iate-onsel expression after the procedure.

We believe NTFS to be a compelling cendidate for use in
miking a clinical scaffold for peovaginal epithelinlization, It
allows performance of surgery exclusively by vaginal access,
in only 1 step, without lsparoscopy or laparotomy, or any
other technology of high-cost vaginal dilation, such as the one
described by Gruseppe Vecchsett |25, Even so, we recognize
the limitations of analyzing the results of our method in only 3
pitients and the short follow-up provided. Long-term follow-
up i essential for proper review of outcomes of neovaging-
plasty procedures. owing 1o the nsk of postoperative shrink-
age and the need of regular compliant dilation afier operation.
Even though MRKHS is a rarc disorder, we pre currently
githering patients for future publication of a larger study. We
also intend 1o perform o multicentric randomized clinical trial
comparing this new technique with already established techni-
ques. In this way. we hope to prove. or not. the efficacy of
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NTFS reganding anatomic and functional outcomes, patient
sutisfaction, treatment safety, and cost-ef fectiveness,

Conclusion

In this descnptive study (Canadiun Task Force clussifica-
tion [1), neovaginoplasty using NTFS offered 3 pitients an
anatomic and functional neovaging through a simple, safe.
easy, effecﬂm quick, and minimally invasive procedure.
‘When difation was performed correctly. a vagi-
mnmgmmmmummmmumdmhe 180y
follow-up. Histologic and immunohistochemical analyses
revealed the presence of stratified squamous epithelinm
with high expression of cytokerating and FGF and weak
expression of EGFR. matching the characteristics of
healthy adult vaginal tissue, We believe that funiher studies
conducted by our researchers will show NTES to be a rele-
vant option in the therapentic arsenal of MRKHS, thereby
improving the guality of life of patients and producing sig-
mificant financial and social impact for the bealth system,
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ANEXO A - CERTIFICADO DE APRESENTACAO DE APRECIACAO
ETICA

Mrnars da CAMK Wann 1 P weiet
TH2T917 30000 5650 Forgrrer
DETALMAMENTO

Tihsn du Progetn de Faagatan

NEOVAGINOPLASTIA COM PELE DE TILAPIA:

Warwre 44 CAAL Mereers o P eese
TN N s aE
Ouwer Azmect » Parwowt Fempesate Nopssmel
Mais SR Mk Vs MARWA TISEZA PINTO MECETOS (T
TOne A0 Ay CTmIegintee  Din M 00 SHaograne Comviens Pl
bimaaT) 1Ay MATA TRETAFNTOMIDENOS Dins
Wl

Fonte: site oficial Plataforma Brasil
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ANEXO B - INDICE DE SATISFACAO SEXUAL FEMININO (FSFI) PARA
USO EM LINGUA PORTUGUESA (HENTSCHEL et al., 2007)

Questionario de avaliacdo da resposta sexual feminina - FSFI validado

para o portugués

Instrugdes:

Estas questdes sdo sobre seus sentimentos e respostas sexuais nas dltimas 4
semanas.

Por favor, responda as perguntas que seguem da forma mais clara e honesta
possivel.

Suas respostas serdo mantidas em sigilo (segredo) completo.

PARA CADA ITEM, MARQUE APENAS UMA RESPOSTA

As definicdes a seguir se aplicam nas respostas:

O desejo ou interesse sexual € um sentimento que abrange a vontade de ter
uma experiéncia sexual, a receptividade as iniciativas sexuais do parceiro, e
pensamentos ou fantasias sobre o ato sexual.

1. Durante as Gltimas 4 semanas, com que frequéncia vocé sentiu desejo

ou interesse sexual?

() Sempre ou quase sempre

() Muitas vezes (mais da metade do tempo)

() Poucas vezes (menos do que a metade do tempo)

() Nunca ou quase nunca
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2. Durante as ultimas 4 semanas, como vocé classifica seu nivel(grau) de
desejo ou interesse sexual?

() Muito alto

() Alto

() Moderado

() Baixo

() Muito baixo ou nenhum

A excitagdo sexual é uma sensacdo com aspectos fisicos e mentais. Pode
aparecer uma sensacao de calor ou de vibragdo na genitalia, lubrificacéo
(umidade), ou contra¢Ges musculares.

3. Durante as ultimas 4 semanas, com gue frequéncia vocé se sentiu
excitada durante o ato ou atividade sexual?

() Sem atividade sexual

() Sempre ou quase sempre

() Muitas vezes (mais da metade do tempo)

() Algumas vezes (metade das vezes)

() Poucas vezes (menos da metade do tempo)

() Nunca ou quase nunca

4. Durante as 4 Gltimas semanas, como vocé classificaria seu nivel (grau)
de excitacdo sexual durante a atividade sexual?
() Sem atividade sexual

() Muito alto
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() Alto
() Moderado
() Baixo

() Muito baixo ou nenhum

5. Durante as ultimas 4 semanas, qual foi seu grau de confiancga sobre
sentir-se excitada durante a atividade sexual?

() Sem atividade sexual

() Altissima confianca

() Alta confianga

() Moderada confianca

() Baixa confianca

() Baixissima ou nenhuma confianca

6. Durante as ultimas 4 semanas, com que freqiiéncia vocé ficou satisfeita
com seu nivel(grau) de excitacdo durante a atividade sexual?

() Sem atividade sexual

() Sempre ou quase sempre

() Muitas vezes (mais da metade do tempo)

() Algumas vezes (aproximadamente a metade do tempo)

() Poucas vezes (menos da metade do tempo)

() Nunca ou quase nunca

7. Durante as ultimas 4 semanas, com que frequéncia vocé ficou
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lubrificada (“molhada”) durante a atividade sexual?

() Sem atividade sexual

() Sempre ou quase sempre

() Muitas vezes (mais da metade do tempo)

() Algumas vezes (aproximadamente a metade do tempo)
() Poucas vezes (menos da metade do tempo

() nunca ou quase nunca

8. Durante as ultimas 4 semanas, qual foi o grau de dificuldade para ficar
lubrificada (molhada) durante a atividade sexual?

() Sem atividade sexual

() Extremamente dificil ou impossivel

() Muito dificil

() Dificil

() Pouco dificil

() Nada dificil

9. Durante as ultimas 4 semanas, com gue frequéncia vocé manteve sua
lubrificacdo até o final da atividade sexual?

() Sem atividade sexual

() Sempre ou quase sempre

() Muitas vezes (mais da metade do tempo)

() Algumas vezes (aproximadamente a metade do tempo)

() Poucas vezes (menos da metade do tempo)
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() Nunca ou quase nunca

10. Durante as ultimas 4 semanas, qual foi o grau de dificuldade para
manter sua lubrificacdo até terminar a atividade sexual?

() Sem atividade sexual

() Extremamente dificil ou impossivel

() Muito dificil

() Pouco dificil

() Nada dificil

11. Durante as ultimas 4 semanas, na atividade sexual ou quando
sexualmente estimulada, com que frequéncia vocé atingiu o orgasmo
(climax)?

() Sem atividade sexual

() Sempre ou quase sempre

() Muitas vezes (mais da metade do tempo)

() Algumas vezes (aproximadamente a metade do tempo)

() Poucas vezes (menos da metade do tempo)

() Nunca ou quase nunca

12. Durante as ultimas 4 semanas, na atividade sexual ou quando
sexualmente estimulada, qual foi o grau de dificuldade para atingir o
orgasmo (climax)?

() Sem atividade sexual

() Extremamente dificil ou impossivel



62

() Muito dificil
() Dificil
() Pouco dificil

() Nada dificil

13. Durante as ultimas 4 semanas, qual foi o grau de satisfacdo com sua
habilidade de chegar ao orgasmo (climax) durante a atividade sexual?
() Sem atividade sexual

() Muito satisfeita

() Moderadamente satisfeita

() Indiferente

() Moderadamente insatisfeita

() Muito insatisfeita

14. Durante as 4 ultimas semanas, qual foi o grau de satisfacdo com a
quantidade de envolvimento emocional entre vocé e seu parceiro
durante a atividade sexual?

() Sem atividade sexual

() Muito satisfeita

() Moderadamente satisfeita

() Indiferente

() Moderadamente insatisfeita

() Muito insatisfeita



15. Durante as ultimas 4 semanas, qual foi o grau de satisfacdo na relacéo
sexual com seu parceiro?

() Muito satisfeita

() Moderadamente satisfeita

() Indiferente

() Moderadamente insatisfeita

() Muito insatisfeita

16. Durante as ultimas 4 semanas, de forma geral, qual foi o grau de
satisfacdo com sua vida sexual?

() Muito satisfeita

() Moderadamente satisfeita

() Indiferente

() Moderadamente insatisfeita

() Muito insatisfeita

17. Durante as ultimas 4 semanas, com que frequéncia vocé sentiu
desconforto ou dor durante a penetracao vaginal?

() Néo houve tentativa de penetragéo

() Sempre ou quase sempre

() Muitas vezes (mais da metade do tempo)

() Algumas vezes (aproximadamente a metade do tempo)

() Poucas vezes (menos da metade do tempo)

() Nunca ou quase nunca
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18. Durante as ultimas 4 semanas, com que frequéncia vocé sentiu
desconforto ou dor apds a penetracdo vaginal?

() Néo houve tentativa de penetracédo

() Sempre ou quase sempre

() Muitas vezes (mais da metade do tempo)

() Algumas vezes (aproximadamente a metade do tempo)

() Poucas vezes (menos da metade do tempo)

() Nunca ou quase nunca

19. Durante as ultimas 4 semanas, como vocé classifica seu grau(nivel)
de desconforto ou dor durante ou ap0s a penetracdo vaginal?

() N&o houve tentativa de penetragéo

() Altissimo

() Alto

() Moderado

() Baixo

() Baixissimo ou nenhum



