s,
g

d

-

UNICAMP

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS

JOSE MARCOS SANCHES JUNIOR

ANALISE LIPIDOMICA DO CONTEUDO VAGINAL DE MULHERES COM
CANDIDIASE VULVOVAGINAL E VAGINOSE CITOLITICA

LIPIDOMICS ANALYSIS OF THE VAGINAL DISCHARGE IN WOMEN WITH
VULVOVAGINAL CANDIDIASIS AND CYTOLYTIC VAGINOSIS

CAMPINAS
2017



JOSE MARCOS SANCHES JUNIOR

ANALISE LIPIDOMICA DO CONTEUDO VAGINAL DE MULHERES COM
CANDIDIASE VULVOVAGINAL E VAGINOSE CITOLITICA

LIPIDOMICS ANALYSIS OF THE VAGINAL DISCHARGE IN WOMEN WITH
VULVOVAGINAL CANDIDIASIS AND CYTOLYTIC VAGINOSIS

Dissertacdo de Mestrado apresentada a Pos-
Graduacdo em Tocoginecologia da Faculdade de
Ciéncias Médicas da Universidade de Campinas —
UNICAMP para obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncias da Saude, éarea de concentracdo em
Fisiopatologia Ginecologica.

Dissertation submitted to Gynecology and Obstetrics
Post-Graduation Program of the Medical Science
School of the University of Campinas for obtaining
the title of Master of Health Sciences, specialization
in Gynecological Pathophysiology.

ORIENTADOR: Prof. Dr. Paulo César Giraldo

ESTE EXEMPLAR CORRESPONDE A VERSAO FINAL DA
DISSERTACAO DEFENDIDA PELO ALUNO JOSE MARCOS
SANCHES JUNIOR E ORIENTADA PELO PROF. DR. PAULO
CESAR GIRALDO

CAMPINAS
2017



Agéncia(s) de fomento e n%(s) de processo(s): FAPESP, 2016/18850-9

Ficha catalografica
Universidade Estadual de Campinas
Biblioteca da Faculdade de Ciéncias Médicas
Ana Paula de Morais e Oliveira - CRB 8/8985

Sanches Junior, José Marcos, 1988-

Sab55a Andlise lipiddémica do conteudo vaginal de mulheres com candidiase
vulvovaginal e vaginose citolitica / José Marcos Sanches Junior. — Campinas,
SP :[s.n.], 2017.

Orientador: Paulo César Giraldo.
Dissertacado (mestrado) — Universidade Estadual de Campinas, Faculdade
de Ciéncias Médicas.

1. Descarga vaginal. 2. Candidiase vulvovaginal. 3. Disbiose. 4. Lipideos.
5. Espectrometria de massas. |. Giraldo, Paulo César, 1956-. Il. Universidade
Estadual de Campinas. Faculdade de Ciéncias Médicas. Ill. Titulo.

Informacé ra Bibli Digital

Titulo em outro idioma: Lipidomics analysis of the vaginal discharge in women with
vulvovaginal candidiasis and cytolytic vaginosis
Palavras-chave em inglés:

Vaginal discharge

Candidiasis, Vulvovaginal

Dysbiosis

Lipids

Mass spectrometry

Area de concentracao: Fisiopatologia Ginecolégica
Titulacao: Mestre em Ciéncias da Saude

Banca examinadora:

Paulo César Giraldo [Orientador]

Cristina Laguna Benetti Pinto

lara Moreno Linhares

Data de defesa: 30-11-2017

Programa de Pés-Graduacao: Tocoginecologia



BANCA EXAMINADORA DA DEFESA DE MESTRADO
JOSE MARCOS SANCHES JUNIOR

ORIENTADOR: Prof. Dr. Paulo César Giraldo

MEMBROS:

1. PROF. DR. PAULO CESAR GIRALDO

2. PROF. DRA. CRISTINA LAGUNA BENETTI PINTO

3. PROF. DRA. IARA MORENO LINHARES

Programa de Pés-Graduagdo em Tocoginecologia da Faculdade de Ciéncias
Médicas da Universidade Estadual de Campinas

A ata de defesa com as respectivas assinaturas dos membros da banca
examinadora encontra-se no processo de vida académica do aluno.

Data: 30/11/2017




DEDICATORIA

Dedico este trabalho...

Ao meu falecido pai, José Marcos Sanches (Zequinha),por ter sido um exemplo de
pai, professor e amigo. Dedico este trabalho ao homem que construiu sua vida
baseado na honestidade e no respeito, e mesmo em momentos de dificuldade
sempre com 0 sorriso no rosto. Dedico este trabalho ao homem que sua missao foi
trazer alegria a todos a sua volta. Dedico este trabalho ao homem que trabalhou
incansavelmente durante toda sua vida... buscando sempre melhores condi¢cfes de
vida para si e sua familia. Este homem que me ensinou que temos que buscar o
crescimento pessoal, ndo apenas para beneficio proprio mas também para o
evolugdo de outros... Por mais que tenhamos passado pouco tempos juntos, Pai,
dedico este trabalho ao Senhor que foi e sempre sera um exemplo do homem que

me tornei e quero ser.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, pela forca e dedicacdo, coragem para vencer qualquer obestaculo
e ter determinacdo para alcancar meus objetivos. Agradeco a Ele que me
proporciona a garra de viver cada dia com a alegria de ter um dia melhor que o outro

e a luz recebida todos os dias.

As pacientes deste estudo, por confiarem em mim e pelo aceite em participar desde

estudo.

Ao Prof. Dr. Paulo César Giraldo, pela disponibilidade, paciéncia e cuidado.
Agradeco ao senhor que p6de me mostrar a importancia da pesquisa para a
promocédo da saude da mulher. Obrigado pelas inimeras oportunidades e confianca
ao longo deste periodo incrivel que tive a oportunidade estar ao lado de um grande
lider e mestre, Dr. Paulo. Sou muito grato ao senhor por todos 0s ensinamentos que
me permitiu construir, a partir de uma visado critica, uma base solida sobre como

fazer pesquisa e ensinar.

A Dra. Rose Amaral, coordenadora do Ambulatério de Infeccdes Genitais Femininas
do Caism/UNICAMP, pelos ensinamentos acerca das infec¢cdes e disbioses vaginais.
Agradeco a Rose, uma mulher guerreira, exemplo como médica ginecologista, 6tima
professora e pesquisadora pela amizade que construimos durante este periodo em

gue trabalhamos juntos.

A Michelle Discacciati, pelos ensinamentos e amizade durante todo o mestrado.
Agradeco pela visédo sobre a pesquisa cientifica e paciéncia comigo. Obrigado pela

parceria de sempre.

A equipe de enfermagem do Ambulatério de Infeccbes Genitais Femininas, pelo
excelente trabalho e parceria. Em especial agradeco a Laine, Lais e Jussara pela

atencdao integral para que este estudo ocorresse e pela amizade de sempre.

Aos residentes que colaboraram com as coletas durante todo o estudo, em especial

a Thalita, Bianca, Tamyse, Nélio, Raquel, Rafael e Marcelo.



Aos coordenadores e equipe dos laboratorios do Caism que viabilizaram o espaco
para o preparo das amostras deste estudo e toda ajuda necessaria ao longo do

projeto. Obrigado Juliana Mugoucgah e Fernando Guimarées.

Ao Laboratério Thomson Mass Spectrometry pela colaboracdo neste estudo.
Agradeco pela parceria realizada entre o Ambulatério de Infec¢cdes Genitais
Femininas e o laboratoério a qual foi possivel a realizagdo e conclusdo deste estudo.
Em especial agradego ao Prof. Dr. Marcos Nogueira Eberlin por abrir as portas de
seu laboratério e confiar plenamente na importancia deste estudo. Agradeco a

equipe envolvida neste trabalho: Lygia, Gustavo, Fernanda e Marcel.

Aos professores que aceitaram compor a banca examinadora da defesa de
mestrado. Em especial, a Dra. Cristina Laguna e Dra. Adriana Orcesi, pelas

contribuicdes muito valiosas na qualificacdo deste mestrado.

Aos professores da Pos-graduacdo por todos os ensinamentos e dedicacdo nas

aulas.

A Marcia e Bia, secretarias da Divisdo de Ginecologia, pela competéncia em realizar
suas funcbBes e atencdo integral a qualquer necessidade, especialmente a Marcia

pelo carinho de sempre.

A Melissa e Denise (secretarias da Pos-graduacéo), Cris e Margareth (secretarias do
Departamento de Tocoginecologia) e a todos aqueles que colaboraram de alguma

forma com este trabalho.

Aos meus amigos Paulo, Augusto, Kézia, Day, Felipi, Mari, Isa e Gabriel, por me
proporcionar um ambiente familiar aqui em Campinas e por acompanhar cada
momento deste mestrado. Obrigado pessoal pelas conversas, risadas, parceria,
respeito e amizade de sempre. Sou muito grato a Deus ter nos colocado juntos e nos

permitir dividir conquistas e alegrias.

Aos meus amigos da pensdo, que foram os que primeiro me acolheram em
Campinas. Obrigado Thaynara, Juninho, Nilton e Denise pela amizade e

companheirismo.

Aos meus melhores amigos André e Karolayne pela parceria incondicional, respeito

e confianga. Obrigado meus amigos queridos por tudo.



Ao Tiago Utuari, que acompanhou todo o processo seletivo deste mestrado, viveu a
alegria da aprovacdo e as conquistas iniciais desta fase. Obrigado pela parceria e

ajuda neste periodo e por fazer parte desta conquista.

Aos meus amigos do curso de Ciéncias Bioldgicas pela torcida e vibracdo a cada
conquista. Obrigado pelo carinho de sempre, pela confianca e o desejo de
querermos o sucesso e felicidade para todos nés sempre e sempre. Sou muito feliz

por manter uma amizade tao bonita por tanto tempo.

Aos amigos que fiz em Campinas e que permitiram tornar esta passagem mais leve
e feliz. Obrigado Luiz, Léo e Guilherme. E também as amigas Tici, Etienne, Isabel,
Marcela e Helena, as quais tive a oportunidade de trabalhar junto e dividir

conhecimento, experiéncias e risadas.

Ao Vicente Fernandes, uma pessoa maravilhosa que tive a oportunidade de
conhecer em Campinas e que pdde me fazer acreditar que as coisas iam dar certo

no fim de tudo. Obrigado pela ajuda e parceria nesta fase final do meu mestrado.

Especialmente, agrade¢co imensamente as mulheres da minha vida: Mae, Vo0,
minhas irmas Fabiane e Fernanda, minhas sobrinhas lindas Maria Clara e Carolina.
Sou muito grato por Deus ter colocado vocés na minha vida e me fazer ser a pessoa
que sou hoje. De alguma forma todas vocés colaboraram para que eu chegasse até
aqui e fico muito feliz em poder contar com cada uma de vez e da forma que cada

uma pode ajudar, sempre com amor e dedicacao.

A todos amigos e familiares que sempre confiaram e torceram pela minha felicidade

e sucesso.
Agradecimento institucional:

A Fundac&o de Amparo & Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP), pelo custeio
da minha bolsa de estudos para o mestrado no periodo de dezembro de 2016 a
novembro de 2017 (projeto n°® 2017/18850-9).

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), pelo
custeio da minha bolsa de estudo para o mestrado no periodo de marco de 2016 a

novembro de 2016..



RESUMO

Introducdo: A candidiase Vulvovaginal (CVV) e a vaginose citolitica (CV) séo
condi¢gbes ginecologicas que frequentemente incluem prurido vaginal, queimacéao,
descarga anormal, disuria e dispareunia. Embora os sintomas sejam semelhantes, o
microambiente vaginal e a resposta inflamatoria local sdo completamente diferentes,
fato que implica em tratamentos diferentes. Os fatores desencadeadores e a
fisiopatogenia de ambas as doencas ndo séo claros. Os avangos nas técnicas de
espectrometria de massa e bioinformatica colaboram para o melhor entendimento
dos processos de saude e doenca, tendo a lipiddomica como oOtima ferramenta para
caracterizar potenciais biomarcadores para muitas doencas. Objetivo: Caracterizar
os lipidios presentes no conteudo vaginal de mulheres com CVV e VC, e relaciona-
los com as doencas. Materiais e métodos: Estudo de corte transversal analisou o
conteudo vaginal de 24 mulheres ndo gravidas, de idade entre 18 e 44 anos,
atendidas no Ambulatério de Infec¢cdes Genitais-CAISM-UNICAMP, sendo 8 com
CVV, 8 com VC (com queixa de corrimento vaginal e prurido/queimacao) e outras 8
mulheres sem vulvovaginites ou disbioses vaginais. Todas as mulheres assinaram o
termo de concentimento livre e esclarecido, passaram por anamnese detalhada e a
exame especular, quando foi colhido material vaginal para estudos -citoldgico,
microbioldgico e lipiddmico. As amostras da parede vaginal lateral foram coletadas
com swab esteril de Dacron e dispostas em laminas de vidro para coloracdo de
Gram, em meio de cultura de Sabouraud para pesquisa de fungos e armazenadas
em tubos Falcon secos a -80° Celsius para o estudo lipidémico por meio de
espectrometria de massas (EM). O diagnéstico de Candidiase vaginal foi feito
considerando a presenca no conteddo vaginal de hifas ou blastoconideos nos
esfregacos corados pelo Gram e pela positividade da cultura especifica. A vaginose
citolitica foi caracterizada pela auséncia dos elementos micéticos e de processo
inflamatorio (leucocitos), presenca de lise de células epiteliais no esfregaco vaginal.
As amostras para avaliacdo do lipidoma foram ressuspensas em agua desionizada
seguido da adicdo de cloroformio e metanol, agitadas e centrifugadas e sonicadas
para lise do material e a seguir, secas no SpeedVac. A separacao cromatografica foi

realizada em um sistema automatizado de cromatografia liquida de ultra-alta



eficiéncia Agilent1290-Infinity e acrescida de coluna C-18. Os dados foram obtidos
no modo positivo e negativo, pelo software MassHunter Qualitative (Agilent). Todos
0s metabolitos foram avaliados por erro de massa (£ 5 ppm), padrao isotopico,
padrées de fragmentacao e tempo de retencdo plausivel, caracterizados a partir das
descricbes dos compostos pelo The Human Metabolome Database, XCMS e Lipid
Maps. Foram aplicadas técnicas de andlise de dados multivariados para processar
os dados encontrados. A segregacao entre grupos foi analisada pela PCA (analise
dos componentes principais) e PLS-DA (analise discriminate de minimos quadrados
parciais). Resultados: A analise PCA mostrou uma separacdo importante que
caracterizou a diferenca metabdlica entre os trés grupos, apontando um total de 38
lipidios pela analise de PLS-DA. Os principais potenciais biomarcadores que se
relacionam com a fisiopatologia da CVV foram: 15-metil-15S-Prostaglandina D2, O-
Adipoilcarnitina, fosfoserina, acido undecandico e formil dodecanoato. Na VC
encontrou-se 1-(11Z-docosenoil)-glicero-3-fosfato e acido 5-aminopentandico, o
acido fosfatidico 1-oleoilo-ciclico e o acido palmitélico como biomarcadores. No
grupo controle os principais lipidios encontrados foram acido eicosadiendico, 1-
estearoil-ciclico-fosfato, acido miristico, 7Z, 10Z-hexadecadiendico, e acidos
glicerolfosfatos. Concluséo: Mulheres com CVV e VC apresentam queixas clinicas
semelhantes (prurido, ardor e corrimento vaginal), porém a composicdo lipidica é
diferente para estas condi¢des, sendo também diferente em mulheres sem queixas
vaginais. Os potenciais biomarcadores lipidicos podem elucidar mecanismos
fisiopatologios da CVV e VC ainda ndo descritos, tais como fatores que levam
adesdo de moléculas ao epitélio vaginal, lise celular, crescimento lactobacilar,
estresse oxidativo e apoptose, colaborando para o melhor entendimento destas
condicoes.

Palavras-chave: Descarga vaginal; candidiase vulvovaginal, disbiose; lipideos;
espectrometria de massas.



ABSTRACT

Background: Vulvovaginal candisiasis (VVC) and cytolytic vaginosis (CV) are
gynecological conditions that often include vaginal itching, burning, abnormal
discharge, dysuria and dyspareunia. Although the symptoms are similar, the vaginal
microenvironment and the local inflammatory response are completely different, a
fact that implies in different treatments. The triggering factors and pathophysiology of
both diseases are unclear. Advances in mass spectrometry and bioinformatics
techniques contribute to a better understanding of the health and disease processes,
having the lipidomics as a great tool to characterize potential biomarkers for many
diseases. Objective: Characterize the lipids in the vaginal contents in women with
VVC and CV, and relate them to these diseases. Materials and methods: Cross-
sectional study analyzed the vaginal contents of 24 non-pregnant women, aged
between 18 and 44 years, attended at the Genital Infections Outpatient Clinic
(CAISM-UNICAMP), 8 with CVV, 8 with CV (vaginal discharge and pruritus/burning)
and another 8 women without any vulvovaginal complaint. All the women signed the
free and informed consent term, underwent detailed anamnesis and specular
examination, when vaginal material was collected for cytological, microbiological and
lipid studies. Samples of the lateral vaginal wall were collected with sterile Dacron
swab and put on glass slides for Gram staining, in Sabouraud culture for fungal
screening and stored in Falcon dry tubes at -80 ° C for the lipidomics analysis by
mass spectrometry (MS). The diagnosis of vaginal candidiasis was made considering
the presence in the vaginal contents of hyphae or blastocodides in the smears
stained by Gram and the positivity of the specific fungal culture. Cytolytic vaginosis
was characterized by the absence of mycotic elements and inflammatory process
(leukocytes), presence of epithelial cells lysis in the vaginal smear. The lipidomics
samples were resuspended in deionized water followed by the addition of chloroform
and methanol, shaken and centrifuged and sonicated for lysis of the material, and
then dried on SpeedVac. Chromatographic separation was performed on an
Agilent1290-Infinity automated ultra-high performance liquid chromatography system
plus a C-18 column. The data were obtained in positive and negative mode by

MassHunter Qualitative software (Agilent). All metabolites were assessed by mass



error (£ 5 ppm), isotope standard, fragmentation patterns and plausible retention
time, characterized from the descriptions of the compounds by The Human
Metabolome Database, XCMS and Lipid Maps. Multivariate data analysis techniques
were used to process the data found. Segregation between groups was analyzed by
PCA (main component analysis) and PLS-DA (discriminate partial least squares
analysis). Results: The PCA analysis showed an important separation that
characterized the metabolic difference between the three groups, identifying a total of
38 lipids by the PLS-DA analysis. The major biomarkers that correlate with the
pathophysiology of CVV were: 15-methyl-15S-Prostaglandin D2, O-adipoylcarnitine,
fosfoserine, undecanoic acid and formyl dodecanoate. In VC there were 1- (11Z-
docosenoyl)-glycerol-3-phosphate and 5-aminopentanoic acid, 1-oleoyl cyclic
phosphatidic acid and palmitolic acid as biomarkers. In the control group, the main
lipids found were eicosadienoic acid, 1-stearoyl cyclic phosphate, myristic acid, 7Z,
10Z-hexadecadienoic acid, and glycerol phosphate acids. Conclusion: Women with
CVV and VC present similar clinical complaints (pruritus, burning and vaginal
discharge), but the lipid composition is different for these conditions, being also
different in women without vaginal complaints. Lipid potential biomarkers can
elucidate physiopathological mechanisms of CVV and VC not yet described, such as
factors that lead to adhesion of molecules to the vaginal epithelium, cell lysis,
lactobacillary growth, oxidative stress and apoptosis, collaborating to better

understand these conditions.

Keywords: Vaginal discharge; vulvovaginal candidiasis; dysbiosis; lipids; mass

spectrometry.
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1. INTRODUGAO

Nos dias atuais onde a biotecnologia emprega um papel importante no
diagnostico e tratamento de inimeras doencas, muito métodos vém sendo
utilizados para melhor compreender os processos de fisiopatologia das
doencas. As dishioses do trato genital inferior feminino além de muito
frequentes durante o periodo do menacme, causando desconfortos genitais,
estdo associadas a maior probabilidade de aquisicdo de doencas como HIV,
HPV e DIP (1-3).

A composicdo da microbiota vaginal é fundamental para a manutencgao
deste ambiente, possibilitando a primeira linha de defesa contra
microrganismos agressores do epitélio vaginal (4). A instabilidade do
ecossistema vaginal € um fator bastante conhecido pela clinica ginecoldgica e
sua variacdo pode ser decorrente de diversos fatores, sejam eles fisiol6gicos
(internos) ou externos. A microbiota vaginal € formada por diversos
microrganismos que promovem um equilibrio do microambiente local, sendo
este mantido por complexas interagdes entre a microbiota normal, os produtos
metabdlicos microbianos, o estado hormonal e a resposta imune do hospedeiro
(5).

A microbiota vaginal de mulheres em idade reprodutiva e em condicdes
normais é composta por lactobacilos, que através de seu metabolismo
acidificam o meio vaginal, favorecendo um ambiente hostil para instalacdo de
agentes patogénicos. Os lactobacilos presentes na vagina desempenham um
papel fundamental para a protecdo vaginal através de diferentes mecanismos,
tais como a producdo de uma variedade de compostos que atuam como
bactericidas, coagregacao, exclusdo competitiva e imunomodulacgéo (6, 7).

As espécies mais prevalentes em mulheres saudaveis, isoladas em meio
de cultura seletivas e identificadas por métodos moleculares, sdo L. crispatus
(30,1%), L. jensenii (26,5%), L. gasseri (22,9%) e L. vaginalis (8,4%). Além de
mais prevalentes, as espécies L. crispatus, L. jensenii e L. gasseri foram as que
atingiram, em média, menores valores de pH (proximos a 4,0) e apresentaram
melhor producdo de perdxido de hidrogénio (H,O,), caracteristicas sugeridas

como importantes para protecdo contra varias infeccbes e dishioses,
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principalmente a vaginose bacteriana (VB) (8). Contudo, a auséncia ou o
supercrescimento destes lactobacilos pode acarretar na instalagdo de
patdgenos e causar possiveis dishioses no ambiente vaginal (9, 10).

As observacdes atuais nos faz supor que a colonizacdo da mucosa
vaginal pelos lactobacilos durante o periodo da menacme é fator primordial
para a manutencdo da homeostase do ecossistema vulvovaginal. Os excessos
(para menos e para mais) observados na colonizacdo dos lactobacilos podem
resultar em doencas e prejudicar a vida social e reprodutiva das mulheres
acometidas. Considera-se nos dias atuais que a auséncia ou diminuigdo
acentuada dos lactobacilos da oportunidade ao desenvolvimento de bactérias
anaerobicas associadas a VB e gue séo responsaveis pelos sinais e sintomas
da (corrimento branco acinzentado e mau cheiro) da VB. Apesar da frequente
presenca da Gardnerela vaginailis, entende-se atualmente que néo € ela por si
sO, a causadora da VB. Por outro lado, a vaginose citolitica (VC), doenca
associada ao excesso de proliferacdo dos lactobacilos, manifesta sinais e
sintomas semelhantes aos da CVV, sem haver entretanto, qualquer inducdo do
processo inflamatdério local, em contraponto com a CVV. Parece, portanto que o
crescimento exagerado de lactobacilos implicaria no desenvolvimento da VC,
ao passo gue a auséncia de sua proliferacdo se associaria a VB. Na VB, o
crescimento exagerado de bactérias anaerdbicas determinara a producdo de
substancias (proteases, lipases e metaloproteinases) que induzirdo a
degradacdo da matriz extracelular dos tecidos e consequentemente, a
facilitacdo de infeccbes mais graves (11, 12).

Duas doencas vulvovaginais que acometem um numero muito grande de
mulheres sdo a CVV e a VC. Ambas apresentam sintomatologia semelhantes e
sdo confundidas frequentemente, resultando em erros diagnosticos e
consequentes tratamentos inadequados (13). A CVV se apresenta com
corrimento vaginal branco flocular que vem acompanhado de prurido
vulvovaginal e eventualmente, dor e fissuras vulvares. O intenso processo
inflamatorio observado em vulva e/ou na vaginal se deve a agressao do epitélio
causado por fungos, quase sempre a Candida albicans (14). Por outro lado, na
VC nédo ha infeccdo, mas sim uma disbiose que cursa com um excesso de
proliferagcdo dos lactobacilos e onde ocorre uma acentuada da lise celular,

liberacdo de histamina e consequente descamacdo epitelial vaginal. A
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queimagdo vaginal que se acentua no periodo pré-menstrual mimetiza a
candidiase vulvovaginal (CVV), mas ndo é acompanhado de inflamagédo (13,
15, 16).

Todas estas alteracdes do epitélio vaginal determinardo a producao de
diferentes &cidos organicos entre outras substancias ou serdo induzidos por
elas. Em condi¢cdes normais, conteddo vaginal de mulheres sem infecdes
cervicovaginais contém seguramente diferentes acidos organicos que
influenciardo na manutencao do pH vaginal baixo afim de inibir o crescimento
bacteriano anaerdbico e assim induzir uma resposta imune vaginal por ativacdo
da via Th17 dos linfocitos (17-19).

Depois da VB, a CVV é considerada a vaginite mais comum entre as
mulheres (20). E estimado que aproximadamente 10-15% de mulheres
assintomaticas sdo colonizadas por Candida, 70-75% das mulheres
apresentam pelo menos um episédio de CVV durante a vida, 50% podem
sofrer um segundo episddio de CVV e 5-10% desenvolvem CVV recorrentes
(14). Dentre os casos de CVV, C. albicans é a espécie mais comum
identificada entre as mulheres, seguida da C. Glabrata. A CVV manifesta-se
como um processo inflamatério, que, dependendo do grau de inflamacéo local,
a sintomatologia pode ser maior ou menor. Os sintomas mais comuns para
CVV sao descarga vaginal de caracteristica grumosa, de cor branca e aderida
a parede vaginal, prurido, ardor vulvovaginal, dispareunia e disuria (21).

A patogenicidade da Candida esta relacionada a fatores de viruléncia
que incluem adesfes, formacao de biofilme, producdo de enzima hidrolitica
extracelular, formagéo e crescimento fungico e comutacdo fenotipica (21, 22).
A formacdo do biofilme é um fator de viruléncia bastante importante para
Candida sp., relacionando aos processos de resisténcias antifungicos,
mecanismos de defesa do hospedeiro e ao estresse fisico e quimico (23).
Como forma de protecdo, as proprias células epiteliais da mucosa vaginal
formam uma barreira contra a Candida, podendo até inibir o crescimento do
fungo (24).

Por meio da secrecdo de enzimas hidroliticas a partir das espécies de

Candida ocorre adesédo do fungo a mucosa vaginal, penetracdo, invaséo e

destruicdo de tecidos do hospedeiro (25). A enzima mais frequente nos
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processos de patogenicidade da Candida é a aspartil proteinase (Saps), porém
fosfolipases, lipases e hemolisinas também estdo relacionadas aos fatores de
viruléncia na candidiase (26). As lipases estdo envolvidas na hidrolise de
triacilglicerois, tendo sua atividade associada & adesdo da Candida ao epitélio,
danos nos tecidos do hospedeiro e as células imunes (27).

A espécie C. albicans pode se apresentar dimorficamente e em
circunstancias normais, fazer parte da microbiota humana como um
microorganismo comensal na superficie da mucosa. Para que a Candida seja
comensal € necessario que haja um equilibrio entre a microbiota, tecidos
epiteliais e o sistema imunolégico do organismo. Porém, perturbacbes
fisioldégicas e/ou externas podem resultar no crescimento descontrolado de C.
albicans, acarretando em invasdo de mucosa e até mesmo disseminagéo para
outros 6érgaos, isso devido aos seus fatores de viruléncia que permitem que a
Candida se adapte, invada e cause danos ao tecido, causar alteracées de pH,
osmolaridade e na resposta imune (28-30). O dimorfismo da Candida e suas
relacBes com os fatores de viruléncia da C. albicans sdo bastante discutidos e
investigados devido a necessidade de melhores entendimentos sobre estes
fatores e a fisiopatologia da candidiase. Tanto a forma de levedura (figura 1.)

como de hifa (figura 2.) parecem ser importantes para a viruléncia das espécies

de Candida e possuem fun¢des distintas durante os estagios da doenca (31).
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Figura 1. Imagem de bacterioscopia vaginal. Candidiase vulvovaginal: Flora do tipo |,
predominancia de células epiteliais intermediarias (seta amarela), processo inflamatorio (seta
verde) e presenca de bastosporos de Candida (seta vermelha). Imagem capturada no
Ambulatério de Infec¢des Genitais — CAISM/UNICAMP. Aumento de 1000x. Com imersao.

Figura 2. Imagem de bacterioscopia vaginal. Candidiase vulvovaginal: Flora do tipo |,
predominancia de células epiteliais intermediarias (seta amarela), presenca de hifas (seta
vermelha) e blastospéros de Candida (seta verde). Imagem capturada no Ambulatério de
Infec¢bes Genitais — CAISM/UNICAMP. Aumento de 1000x com imerséo.

A VC é muito comum em mulheres em idade reprodutiva, sendo

caracterizada pelo crescimento excessivo de lactobacilos devido a razdes
ainda desconhecidas. Mediante ao crescimento exacerbado de lactobacilos no
ambiente vaginal ocorre uma diminuicdo do pH, dano do epitélio vaginal
expresso pela lise celular (citélise), levando a sintomas clinicos como
queimacéo, dor, prurido, dispareunia e corrimento abundante em muitos casos
(10). Pacientes com VC apresentam um pH que pode variar de 3,5 a 4,5, se
comparados a VB que possui pH superior a 4,5. Todos os resultados de VC
sao negativos para cultura especifica de fungos (15). Uma vez que os sintomas
da VC sdo muito semelhantes ao da CVV, é muito comum que na pratica
ginecoldégica possam ocorrer erros no diagndstico e consequentemente
oferecer um tratamento inadequado para a paciente, sendo fundamental para a
pratica em ginecologia o exame bacterioscépico (Figuras 1,2 e 3), cultura para
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fungos, podendo eliminar a possibilidade de candidiase e evitar quadros
recorrentes e/ou agudos de VC.
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Figura 3. Imagem de bacterioscopia vaginal. Vaginose citolitica: Flora do tipo | com lactobacilos
em grande quantidade, lise celular intensa das células epiteliais e visualizagdo de nucleos nus
(seta vermelha).m Imagem capturada no Ambulatério de Infecgcbes Genitais -
CAISM/UNICAMP. Aumento 1000x com imerséo.

:

Hu e colaboradores caracterizaram a VC, por meio de coloracdo de
Gram os esfregacos vaginais, exibindo grande quantidade de lactobacilos,
auséncia ou poucos leucdcitos, auséncia de Trichomonas vaginalis, fungos ou
qualquer outro patégeno. Estas amostras mostraram evidéncias de lise celular
do epitélio vaginal, incluindo fragmentacdes citoplasmaticas, visualizacao de
nucleos nus e até mesmo “falsas clue cells” (epitélio fragmentado coberto por
lactobacilos em grande quantidade) (figura 3.). Para CVV, incluiram a presenca
ou auséncia de lactobacilos, células epiteliais normais, presenca de leucécitos.
Células ovais gram-positivas menores que eritrocitos, com hifas, foram
observadas e identificadas como esporos de Candida (13).

Alguns estudos ja mostraram a prevaléncia da VC que varia de 1,83 a
7,1% e a relacdo com os sintomas da CVV, mostrando que estes podem ser
muito semelhantes estimando uma taxa de prevaléncia (15). Considerando a
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similaridade dos sintomas e que pouco se sabe sobre os processos que levam
a lise do epitélio vaginal, a caracterizacdo do metabolismo envolvido no
processo de degradacdo celular do epitélio escamoso vaginal ira colaborar
para melhor entendimento sobre o mecanismo de patogenicidade dos
metabdlitos produzidos pelos lactobacilos.

Em alguns casos que a paciente relata sintomas muito semelhantes ao
da CVV, ndo havendo resposta a antifungicos, o diagnostico para VC deve ser
considerado, sendo necessaria melhor investigacdo. Como mencionado
anteriormente, os lactobacilos constroem uma barreira no ambiente vaginal
contra patdgenos, e também esta barreira atua contra o crescimento excessivo
de Candida sp. blogueando sua adeséo as células do epitélio vaginal, por meio
da competi¢do por nutrientes. As vezes pode ocorrer o supercrescimento de
lactobacilos na vagina, que, em combinacdo com outras bactérias, podem
causar danos em células intermediarias do epitélio vaginal, resultando em lise
acentuada das células, caracteristico em mulheres com VC (16).

Pacientes mal diagnosticadas como candidiase e que ndo respondem a
intensos e repetitivos tratamentos antifungicos por vezes sdo caracterizadas
como pacientes com candidiase vulvovaginal de repeticdo. Individuos com
diabetes mellitus, por apresentar altos niveis de glicose sérica, podem
desenvolver VC por apresentar abundéancia de lactobacilos vaginais. Ainda, ja
foi observado que os sintomas da VC s@o mais intensos na fase latea e que
nesta fase ha um aumento consideravel de lactobacilos que colonizam o
ambiente vaginal (15).

Em mulheres em idade reprodutiva € comum que haja a presenca de
lactobacilos que favorecem um pH acido devido a producédo de &cido latico,
enquanto as bactérias que se associam a VB, geralmente anaerdébicas,
produzem &cidos graxos de cadeia curta, contribuindo assim para a disbiose
vaginal e desenvolvimento da infecgao (32-34). Estudos anteriores sobre VB
mostraram que acidos organicos como 0 acetato e succinato sdo metabdlitos
tipicos produzidos por Provetella e Mobiluncus spp (35) e ainda, o malonato
juntamente com o acetato diferenciam a VB do estado normal de uma paciente,
bem como a diminuicdo de certos aminoacidos devido ao processo de
descarboxilagdo de aminas biogénicas (36). Ainda, em estudos in vitro foi

constatado que o acido succinico causa inibicdo potente da quimiotaxia,
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enquanto o 4cido acético causa uma inibicdo da migracdo leucocitaria e isto
justificaria a auséncia de polimorfonucleares nos esfregacos vaginais de
mulheres com VB (35). Os estudos sobre os metabdlitos presentes no
conteudo vaginal fornecem elucidacgdes fisiopatoldgicas sobre os disturbios no
microambiente vaginal, sendo esta uma perspectiva bastante utilizada nos
estudos sobre VB.

Em condicbes normais o crescimento excessivo de lactobacilos na
vagina pode apresentar uma alta disponibilidade de maltose, podendo atribuir
este crescimento a possivel sintese eficiente de glicogénio e/ou secrecédo de a-
amilase pelo epitélio vaginal em condi¢des normais (37), em contraponto, para
as concentracfes de glicose sdo superiores em pacientes normais se
comparadas em pacientes com VB (38). Contudo, os estudos sobre o
metaboloma em mulheres com VB possibiltou melhor compreenséo sobre o
metabolismo e a fisiopatologia da infec¢éo, podendo assim partir para melhores
avaliacdes e prognésticos para esta disbiose vaginal. Os estudos sobre os
metabdlitos e a relacdo destes com a fisiopatologia de condicdes
ginecoldgicas, principalmente a relagdo dos &cidos organicos e 0 processo
patologico, permite preencher muitas lacunas no conhecimento acerca do
papel dos metabdlitos nas infeccdes e disbioses vaginais.

Hialurona ou acido hialurénico, por exemplo, é o principal componente
da matriz extracelular, sendo responsavel pelo seu preenchimento e, por
manter a integridade do tecido e sua homeostase. Bioquimicamente, é um
hidrato de carbono complexo formado por unidades repetidas de dissacéarido de
acido D-glucordnico e N-acetil-D-glucosamina, portanto, proveniente do
metabolismo da glicose (39).

Imai et al. 2014 (40) em um estudo in vitro péde avaliar 0s processos
fisiopatoldégicos que estariam relacionados a atuacdo do acido butirico na
infeccdo do HIV. Em culturas celulares, foi observado que o &cido butirico
poderia induzir uma acetilacdo das histonas, ocasionando a replicacao do HIV—
1 por inibicdo de histonas deacetilases HDAC. A Anaerococcus tetradius,
encontrada na vaginal, € uma das bactérias produtoras do acido butirico,
podendo estar envolvida na progressdo da AIDS por reativagdo do pro-virus do
HIV latente.
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A espectrometria de massas (EM) que teve inicio em 1897, pelo
trabalho pioneiro de J. J. Thomson vem revolucionando ao longo dos anos as
diferentes areas da ciéncia. Com seus novos horizontes e amplas perspectivas
de desenvolvimento, a EM vem se consolidando como uma ferramenta
analitica extremamente versatil e essencial para a biologia, medicina, ciéncias
agrarias, alimentos e outras. A EM é uma ferramenta analitica de fundamental
importancia disponivel aos cientistas. A partir desta técnica € possivel obter
informacdes sobre a composicao elementar de amostras, a estrutura molecular,
a composicao qualitativa e quantitativa de misturas complexas, a estrutura e a
composicdo de superficies sélidas e as propor¢cdes isotopicas de atomos em
amostras (41).

Na espectrometria de massas, € necessario que haja transferéncia de
energia para causar ionizagdo, formando ions livres em fase gasosa. O alcance
e a utilidade do método de espectrometria de massa sao ditados pelo processo
de ionizacdo. Apds o processo de ionizagdo, a amostra € decomposta, criando
ions de massas menores que sdo detectados, gerando espectros de massa
(42-44) (figura 4 e 5).
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Figura 4. Andlise por espectrometria de massa.

O espectrobmetro de massa possui trés componentes principais: uma
fonte de ions, o analisador e o detector de massas. Os componentes de uma
amostra sao convertidos em ions na fonte de ions, por meio de um agente
ionizante, que, sao imediatamente acelerados em diregdo ao analisador de
massa. O analisador de massa separa 0s ions de acordo com a sua relacdo
massa/carga (m/z). Ao receber os ions que foram separados pelo analisador, o

detector transforma a corrente de ions em sinais elétricos que sao
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processados, armazenados em um computador e analisados por um

pesquisador (42-44).
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Figura 5. Espectrdbmetro de massa e seus componentes.

A aparéncia do espectro de massa de uma espécie molecular é
altamente dependente do método de ionizacdo usado. Os agentes ionizantes
empregados em espectrometria de massa podem ser distribuidos nas
categorias que requerem a amostra em fase gasosa e 0s agentes que
provocam dessor¢cdo em amostras solidas ou liquidas. O principio basico e
fundamental da EM é a medida da massa de uma molécula, a qual se obtém os
multiplos niveis e diferentes tipos de informacédo. Os ions gerados sao focados

em um feixe e direcionados para uma célula de colisdo, podendo ser induzida
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por sua dissociacdo, que, posteriormente, as massas dos ions intactos ou
fragmentados sédo analisados com base em sua relacdo m/z (41).

A ionizacdo por eletrospray (ESI) € um dos principais métodos de
ionizacdo de biomoléculas, onde os metabdlitos sdo submetidos a fortes
correntes elétricas, provocando a ejecdo de goticulas liquidas na fase gasosa,
seguido de dessolvatacdo e acumulacao de carga na superficie do metabdlito a
ser analisado. O ESI baseia-se na producao de ions, essencialmente em dois
passos: dispersdo de gotas altamente carregadas, quase a pressao
atmosférica, seguida por condi¢cdes que permitam a evaporacdo da gota. A
implementacdo de uma fonte de electrospray € bastante simples se comparada
com outras fontes utilizadas em espectrometria de massas. E necesséaria uma
fonte de alta tenséo que esteja em contato com a solug¢édo contendo os analitos.
Esta solucdo é transmitida através do capilar, onde é aplicado um potencial
positivo ou negativo forcando um processo de oxirredugcdo e,
consequentemente, a formacédo de algumas espécies sem seus contra-ions.
Assim, a gota sendo formada na ponta do capilar estara enriquecida por ions
positivos ou negativos, dependendo do potencial aplicado. Conforme a
densidade de carga aumenta na gota, presa a ponta do capilar, o campo
elétrico formado entre o capilar e o contraeletrodo aumenta, provocando uma
deformacé&o na gota. A gota ganha forma de um cone, o qual é denominado de
cone de Taylor. Quando a densidade de carga supera a tensdo superficial, a
gota se desprende do capilar subdividindo-se. A frequéncia deste ultimo
processo depende da magnitude do campo elétrico, da tenséo superficial do
solvente e da condutividade da solucdo. Como resultado final, os ions tornam-
se completamente dessolvatados. Pode-se presumir que ESI envolve apenas o
rompimento gradual de interagcbes ndo covalentes, principalmente a remocéo
de moléculas de solventes (45-47). A capacidade de acoplamento de uma
coluna de cromatografia liquida & agulha de eletro-pulverizacdo garante uma
vantagem adicional ao ESI. Esta técnica conhecida como LC-MS permite a
separacdo dos metabolitos antes da sua entrada no espectrdmetro de massa,
um meétodo particularmente relevante na analise de amostras de moléculas
complexas. ApOGs a ionizacdo da amostra, 0s ions gerados entram no
espectrometro de massa sob alto vacuo e sdo separados com base em m/z por

um analisador de massa (48).
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Figura 7. ESI-MS-TOF Depois que os ions de analise sdo entregues a fonte de ions, a ESI
facilita sua transferéncia (a partir do Liquido para a fase gasosa) para a entrada do MS. A partir
dai, sdo transmitidos para o TOF (através de um capilar de vidro, um guia de ions e lentes de
focagem) e s&o pulsados no tubo de vbo e séo refletidos (por tensbes especificas) a caminho
do detector. Os ions mais claros chegam primeiro ao detector. Esta ilustracdo baseia-se em um
sistema Agilent LC-ESI-quad MS (49).

Para obtencao do fingerprint metabdlito da amostra em estudo a técnica
de LC-ESI-MS é utilizada para analise de amostras biolégicas complexas. A
técnica de Fingerprint por ESI permite a avaliacdo total e rpida da amostra
biologica para discriminacdo dos diferentes grupos de metabolitos (padrdes),
sendo possivel a triagem e classificagdo das amostras analisadas. Utiliza-se a
separacdo da fase condensada da carga do material a ser analisado e a

separacédo de ions para produzir fase de vapores. A separagdo cromatografica
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prévia pode reduzir a complexidade e amenizar os efeitos de matriz durante a
ionizacdo. As colunas mais utilizadas na separacdo dos metabdlitos sdo as
C18. Uma boa separacdo cromatografica colabora para uma melhora na
sensibilidade da deteccédo por MS e qualidade dos dados adquiridos devido a
reducédo de ruido (50).

Dentre os diversos tipos de analisadores de massas, o quadrupolo,
tempo de voo (TOF — do inglés Time of Flight) e Orbitrap sdo os mais comuns,
tendo pontos fortes e fracos em relacdo aos principios de medicdo da razéo
m/z dos ions por meio da dispesdo dos ions com base no seu tempo e energia
cinética, velocidade dos ions (TOF), transmissdo e movimentacao dos ions
através de um campo eletrodindmico. Em equipamentos quadrupolos a
separacdo direta dos ions, de acordo com sua m/z, é feita por meio de
potenciais de corrente continua e radiofrequéncia. Basicamente, o principio de
operacdo do tempo de voo no espectrometro de massa envolve a medida do
tempo que um ion leva para viajar até o detector de massas. A aceleracao dos
ions, portanto, ocorre mediante a energia dada, que logo sdo separados de
acordo com sua velocidade. Os analisadores podem ser utilizados de forma
independente ou acoplados em conjunto em um instrumento hibrido, facilitando
a analise dos metabdlitos (43, 44, 51-54).

O uso de um solvente organico miscivel com agua (acetonitrila e/ou
metanol) favorecem a separacdo cromatografica. Para o ESI no modo positivo,
podem ser adicionados &cidos volateis (mais comuns séo os acidos férmico ou
acético) para protonar o analito. No ESI negativo, utiliza-se hidréxido de
amonio, o que favorece a desprotonacédo dos analitos. A adicdo destes aditivos
estabelecem os padrBes necessarios para uma ioniza¢ao, para o0 modo positivo
ou negativo, de forma eficiente, porém devem ser adicionados em baixas
concentracdes para evitar possiveis supressdes na ionizacdo dos compostos a
serem analisados. O ESI, portanto atua como uma ferramenta que se aplica de
forma eficiente a compostos de polaridade média e alta, podendo ser aplicada
em diferentes areas da ciéncia (55-57).

Os espectrometros de massas hibridos séo caracterizados pela
combinacgao de dois ou mais analisadores. TOF e Orbitrap, por exemplo, sédo
espectrometros de massas de alta e ultra-alta resolucéo, respectivamente, que

fornecem as medidas de massa exata que auxiliam na identificacdo dos
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metabdlitos de interesse. Os estudos de metabolémica, de maneira geral,
utilizam técnicas de separacao antes da analise por espectrometria de massas.
O HPLC (High Performance Liquid Chromatography), permite a separacao de
compostos com uma ampla faixa de polaridades, por eluicdo isocratica ou
eluicdo com gradiente. A eluicdo isocratica ocorre de forma que a composicao
da fase moével ndo varia durante a cromatografia e a eluicdo com gradiente se
da pela variacdo da fase movel durante a analise cromatogréafica. A etapa de
separacao cromatografica acrescenta uma nova dimensao a analise, mediante
ao tempo de retencdo dos compostos que é baseada pela utilizagdo de fases
estacionarias onde particulas menores, que operam em pressfes superiores
podem expressar separacdes dos compostos com uma ampla faixa de
polaridade (41, 58, 59).

A metabolémica surgiu como uma como uma estratégia analitica para o
estudo do metabolismo em um nivel global, para um dado sistema bioldgico,
sendo este termo introduzido no ano de 2000 (60, 61). A integracdo de dados
de metabolébmica com as demais “6micas” pode ser aplicada para a construcéo
de redes moleculares, as quais podem ajudar elucidar os diferentes processos
bioquimicos (62). O metaboloma vem sendo estudado em diversos sistemas
organicos a fim de promover melhores entendimentos sobre 0 comportamento
da microbiota e sua contribuicdo para o metabolismo do hospedeiro, podendo
identificar possiveis biomarcadores para diversas patologias (63-65).

A analise do perfil de amostras de pequenas moléculas de sistemas
biolégicos complexos fornece uma representacao significativa para a biologia
sistémica. Recentemente, com o desenvolvimento de plataformas analiticas
acarretou para que o volume de informagBes metabdlicas aumentasse
significativamente a partir de amostras e suas comparagées com 0S outros
sistemas analiticos atuais (66). A visdo biologia sistémica sugere que a maior
parte dos componentes genéticos susceptiveis a doencas ndo estdo
relacionados a um Unico gene, mas nas interagdes com outros genes, bem

como com o0 meio ambiente (67).

O estudo metaboldmico consiste na caracterizacdo do perfil
metabdlico de organismos, considerando sua composi¢cao e dinamica frente a

fatores genéticos, fisioldgicos e ambientais, que, por meio da EM permite uma
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andalise qualitativa e quantitativa dos metabdlitos presentes em um organismo
ou sistema bioldgico (68, 69). Um sistema bioldgico ou organismo possuem um
alto grau de diversidade de seus metabdlitos, podendo ser verificado pela
variacdo de moléculas organicas e inorganicas que os compdem. Esta variacédo
da massa molecular se da até 1500 Da (Daltons), de polaridade e volatilidade.
As moléculas presentes nas células participam de diferentes bioprocessos que
participam de reacdes metabdlicas para a manutencao, crescimento e funcao
celular (70). Além dos metabolitos serem caracterizados como produtos finais
de processos celulares em condig¢@es fisiolégicas normais do organismo, estes
podem sofrer alteracdes em sua concentracdo mediante a estimulos externos
ou desregulacdo do proprio organismo. Diante deste exposto a metaboldomica
atua na busca para explicar tais modificacbes de um ponto de vista metabdlico,
sendo bastante utilizada para a descoberta de potenciais biomarcadores para
diversas doencas, colaborando para a comunidade cientifica e para a medicina
no aperfeicoamento prognaostico e tratamento (60).

A nivel celular, o acesso dos sistemas possivelmente envolve um
modelo celular global de comunicacdo que relaciona redes metabdlicas
baseadas na metabolémica, protedmica, gendmica e lipiddmica e outras. No
cenario clinico, a abordagem dos sistemas pode envolver a identificacdo de
perfis moleculares associados a progressado de uma determinada doenca, além
de aplicar modelos para ajudar a identificar os mecanismos biolégicos e
fisiopatolégicos. As abordagens de biologia sistémica, portanto, objetivam o
estudo dos processos de saude e doenca desde os niveis celulares a clinicos
(71).

A lipiddbmica surgiu como um segmento intimamente relacionado a
metabolémica e é dedicada ao estudo global do lipidoma, incluindo sua
composicdo bioquimica e redes lipidicas nos sistemas biologicos (72-75).
Atualmente, os estudos lipiddémicos tendem a considerar os lipidios como parte
de um sistema integrado a fim de compreendé-los de maneira mais ampla, ndo
somente como estruturas moleculares individuais, e relaciona-los com
processos sistémicos e fisiopatologicos (72). Contudo, a lipiddmica pode
colaborar efetivamente e de forma objetiva para melhor entendimento da

fisiopatologia da CVV e CV, relacionando os lipidios presentes no contetudo
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vaginal de mulheres que apresentam esta condi¢do, com os fatores clinicos e
sintomatol6gicos dessas pacientes.

Os perfis lipidicos sao caracterizados pelas principais classes de lipidios,
tais como ésteres de colesteril, ceramidas, mono (MG), di (DG) e triacilgliceroéis
(TG), fosfolipidios de membrana, como esfingomielinas (SM), fosfatidilcolinas
(PC), fosfatidiletanolaminas (PE), fosfatidilserinas (PS) e lisofosfolipidios.
Ainda, estudos de metaboloma in targeted, que possibilita uma andlise de
moléculas alvo, analisa algumas classes de lipidios possuem dificil
identificagcéo, tais como esterdides, esterois, acidos biliares, acidos gordurosos,
lipidios de sinalizagdo, como eicosandides, bem como lipidios polares e lipidios
de inositol (71). Os &cidos graxos sao lipidios de estrutura molecular simples e
sdo considerados um dos lipidios mais importantes, pois, sdo elementos
bésicos de todos os lipidios. Estruturalmente, os acidos graxos possuem
cadeias de hidrocarbonetos heterélogos, saturados ou insaturados, podendo
ter de 14 a 24 atomos de carbono em sua cadeia. Estes sdo precursores de
varias moléculas lipidicas bioativas. Os lipidios constituem cerca de 50% da
massa da maioria das membranas da célula animal, exibindo um alto grau de
especializacdo nos diferentes compartimentos celulares especificos, podendo
haver rearranjos no metabolismo lipidico para manter a homeostase fisiol6gica
e em transtornos ambientais (76, 77). Os lipidios por apresentarem estruturas
polares e apolares sdo entdo considerados como moléculas anfipaticas. A
cabeca polar € composta por glicerol, um fosfato e um radical, que pode ser
uma colina, etanolamina, serina ou inositol. (77, 78).

Entre os varios tipos de lipidios existentes has membranas bioldgicas, os
mais abundantes sdo os fosfolipidios. Em menores quantidades sao
encontrados os esfingolipidios e o colesterol. Os fosfolipidios apresentam uma
cabeca polar (hidrofilica) e duas cabecas apolares (hidrofébicas) que sao
compostas por acidos graxos. Os acidos graxos sao acidos carboxilicos de
cadeia longa, geralmente contendo de 14 a 24 carbonos, e nas membranas
bioldgicas entre 16 e 18 carbonos. Os acidos graxos podem ser saturados ou
insaturados, onde a quantidade de insaturacdes pode influenciar na espessura

da bicamada lipidica e na fluidez da membrana (figura 8).
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Figura 8. Relacdo entre o nivel satural dos lipidios e as propriedades da membrana. A. Pode
ser visto que, com o aumento das insaturagbes, aumentam-se 0S espagos entre 0s
fosfolipidios, tendo assim impacto sobre a permeabilidade da bicamada. B. O teor de
saturacaol/insaturacdo infuencia na espessura da bicamada. Modificada de Lenigher et al.,
2006. Extraido de Carvalho e Recco-Pimentel, 2013 (79).
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Figura 9. Movimentacdo lipidica. Modificado e extraido de Alberts et. al, 2008 (77).

Esqueleto | Estrutura® Nome sistemdtico | Ponto de
carbdnico (IUPAC) fusao (°C)

Ac ldurico 12:0 CH,(CH,),,COOH Ac.n - dodecanoico 44
Ac. miristico 14:0 [HE{CHJ}HCOOH Acn -tetradecanoico 539
w  Ac palmitico 16:0 [HE{CHJ}] “COOH Ac n - hexadecanoico 63,1
’E Ac. estedrico 180 CH,(CH,),.COOH Ac n-octadecanoico 69,6
e araquidico  20:0 (H,(CH,),;C00H Ac.n - eicosanoico 76,5
Ac. behénico 220 (H,(CH,),,C00H Ac.n - docosanoico 81,0
Ac lignocérico 240 (H,(CH,),,C00H Ac.n -tetracosanoico 86,0
Ac palmitoleico  16:1 (D7), CH, (CH,),CH=CH(CH,),COOH Ac. dis -05
n-7 ouw-7 9 -hexadecenoico
Ac. oleico 18:1(D%), CH,(CH,),CH=CH(CH,),COOH Ac.cis 134
n-9ouw-9 9 -octadecenoico
2 Ac. linoleico 18:2 (D%, CH, (CH,) ,CH=CHCH,CH=CH(CH,) ,COOH Ac. dis, cis 9,12 - -50
= n-6 ou w-6 octadecadienoico
g Ac. linolénico 18:3 (D**%),  CH,CH,CH=CHCH,CH=CHCH (H=CH(CH ) COOH Ac.dis, dis, s 9,12, -11,0
- n-3ouw-3 15-octadecatrienaico
Ac araquidonico  20:4 (D), CH,(CH,) CH=CHCH (H=CHCH,CH=CHCH,CH=CH(CH ) COOH  Ac.cis, dis, is5,8,11,  -49,5
n-6 ou w-6 14-icosatetraenoico
Ac. nervinico 24:1(D%),n-9 (H,(CH,),CH=CH(CH,),,CO0H Ac.cis 39
ouw-9 15 -tetracosenaico

Figura 10. Principais acidos graxos encontrados nas membranas celulares. Modificado de
Lehninger et al. Extraido de Carvalho e Recco-Pimentel, 2013 (79).



31

Mediante ao radical presente na cabeca lipidica, fosfolipidios podem ser
classificados como fosfatidilcolina ou lecitina, fosfatidiletanolamina,
fosfatidilserina e fosfatidilinositol. Estes lipidios se dispdem de forma
assimétrica nas membranas biol6gicas variando de acordo com o tipo celular
(79). O difosfatidilglicerol ou cardiolipina € um tipo de fosfoglicerideo duplo,
com quatro cadeias de acidos graxos, sendo este encontrado apenas na
membrana interna de mitocondrias, fazendo com que haja menor fluidez da
membrana, e, consequentemente menor permeabilidade. Os esfingolipidios
sdo formados por uma cabeca polar e duas polares, onde a cabeca é
constituida por esfingosina e por um alcool aminado e as caudas apolares
apresentam uma cadeia de &cido graxo e a porcao hidrofébica da propria
esfingosina. Os esfingolipidios ndo apresentam glicerol e estdo encontrados
em trés subclasses: esfingomielinas, cerebrosidios e gangliosidios. O colesterol
€ um esteroide, também componente das membranas bioldégicas composto por
quatro anéis fundidos derivado do ciclo pentanoperidroferantreno, sendo esta
molécula relacionada com a fluidez da membrana celular, devido sua insercéo

na bicamada lipidica, dificultando o transporte de moléculas (79).
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Figura 11. Principais fosfolipidios das biomembranas. Os fosfolipidios sdo formados por uma
cauda apolar, composta pelas cadeias de acidos graxos, e uma cabeca polar, constituida pelo
glicerol, um fosfato e um alcool. Normalmente nesse radical séo encontradas etanoamina,
colina e serina. No caso da cardiolipina, um lipidio encontrado na membrana interna das
mitocéndrias, o grupo R é formado por uma molécula de glicerol, constituindo assim um
fosfolipidio “duplo”. Na composicdo dos lipidios, os acidos graxos, o glicerol e o fosfato
recebem o nome de acido fosfatidico. No entanto, o que da nome ao fosfolipidio é o radical que
ele apresenta no grupo R. Extraido de Carvalho e Recco-Pimentel, 2013 (79).
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Figura 12. Outros tipos de lipidios encontrados nas membranas biolégicas. Os esfingolipidios,
que sdo compostos por uma cabeca polar, que pode ou ndo apresentar um radical fosfato, e
uma cadeia de acido graxo. A esfingosina participa da composicdo tanto da cabeca polar como
das caudas apolares. Os cerebrosidios apresentam um agucar, glicose ou galactose, na
cabeca polar. Os gangliosidios possuem estrutura semelhante aos cerebrosideos, ocorrendo
porém um padrdo de glicosilagdo mais complexo, com varios oligossacarideos. E mostrado
também o colesterol, um derivado do ciclo pentanoperidrofenantreno. Extraido de Carvalho e
Recco-Pimentel, 2013 (79).
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Figura 13. Estrutura do colesterol. (A) formula molecular, (B) esquema e (C) modelo de
preenchimento espacial. Extraido de Alberts et al., 2008 (77).

O equilibrio do ecossistema vaginal é de fundamental importancia para a
manutencdo dos processos de saude e doencga na fisiologia do trato genital
feminino. Uma vez que o ambiente vaginal é afetado por fatores fisiologicos
e/ou ambientais, a microbiota pode ser acometida por diversos processos
metabdlicos por meio de produtos organicos e inorganicos provenientes do
metabolismo bacteriano.

A avaliacao dos lipidios presentes no conteddo vaginal de mulheres com
CVV e VC promove a elucidacdo dos mecanismos fisiopatolégicos dessas
condicBes, que, por meio das relacfes entre o comportamento lipidico frente ao
descontrole no microambiente vaginal que levam a CVV e VC propor novos
prognosticos, instituindo uma nova linha de pesquisa que visa englobar nao
apenas 0s contextos microbiolégicos que definem o desequilibrio do
ecossistema vaginal, mas sim o metabolismo envolvido.

Mediante aos estudos recentes sobre os processos fisiologicos e as
interacOes internas e externas sob o ambiente vaginal, muitas informacdes
sobre o mecanismo fisiopatoldégico da VB, suas interagbes com o epitélio
vaginal, metabdlitos provenientes da atuacdo das bactérias anaerdbicas e até
mesmo estudos acerca da especificidade bacteriana presente na infeccdo ja
sdo sobejamente conhecidos. No entanto, apesar de existirem trabalhos sobre
as outras disbioses mais comuns, a VC ainda ndo é bem estudada, bem como
ndo sao totalmente conhecidas as possiveis interacdes lipidicas com a

fisiopatologia da candidiase.
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Em um individuo saudavel, h4 um equilibrio entre 0os microrganismos
presentes, onde organismos patogénicos e ndo patogénicos podem ser
encontrados de forma harménica. Quando uma infeccdo esta instalada o
equilibrio encontra-se perturbado, acarretando em possiveis mudancas
drésticas na microbiota (7). Relacionando este contexto ao ambiente vaginal, ja
sdo conhecidas as caracteristicas microbioldgicas que levam as dishioses por
Candida spp, Gardnerella vaginalis e Mobiluncus por exemplo. Porém, ainda
existe uma lacuna no conhecimento sobre o0s processos metabdlicos que
podem levar a CVV, e principalmente para a VC que até o momento foi muito
pouco estudada.

Este estudo foi desenvolvido para determinar o lipidoma do contetdo
vaginal de mulheres com disbioses vaginais, para possibilitar entendimento
mais amplo acerca do ecossistema vaginal, suas caracteristicas metabdlicas e

0S processos envolvidos na fisiopatogénese da CVV e VC.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
e Avaliar o perfil lipidémico vaginal de mulheres com candidiase

vulvovaginal e vaginose citolitica.

2.2 Objetivos especificos
e |dentificar os principais lipidios presentes no contetdo vaginal de

mulheres com candidiase vulvovaginal, vaginose citolitica e
mulheres normais;

e Comparar a concentracdo dos principais lipideos encontrados na
candidiase vulvovaginal, vaginose citolitica e mulheres normais

relacionando-os com seu processo fisiolégico e/ou fisiopatoldgico.
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3. METODOLOGIA

3.1. Selec¢éo dos sujeitos

Mulheres sexualmente ativas entre 18 a 45 anos atendidas no Ambulatorio
de Infec¢des Genitais do CAISM-UNICAMP de Novembro de 2016 a Marco de
2017 foram convidadas a participar do estudo. Conforme rotina do ambulatério,
todas as pacientes foram submetidas a anamnese detalhada e exame
ginecolégico. Por meio de um swab estéril de Dacron coletou-se material da
parede vaginal para identificacdo de doencas cervicovaginais, verificacdo das
condicbes do ecossistema vaginal em 42 mulheres. Os casos suspeitos de
endocervicites, com presenca de sangue, vaginose bacteriana, tricomoniase e
infeccbes mistas foram descartados. O estudo do lipidoma vaginal foi, portanto
realizado em 24 mulheres, sendo 8 com CVV, 8 com VC e outras 8 mulheres
normais (nl). Todas as mulheres selecionadas assinaram um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) aprovado pelo Comité de Etica e
Pesquisa n°® CAAE: 60648016.8.0000.5404.

42 mulheres

|

TCLE

- exame ginecolégico
- coletas vaginais

exclusao
1 cultura + para VC
17VvB

24 mulheres

8 CW 8VvC 8nl

Figura 14. Fluxograma de inclusédo das mulheres no estudo
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3.2. Identificacdo e classificacdo de candidiase vulvovaginal e
vaginose citolitica
Mensuracdo do pH vaginal: este teste foi realizado com fita colorimétrica da
marca MERCK® (com faixa de variacdo que abrangem os valores de 4,0 a 7
com intervalos de variacdo de 0,3) colocando-se a fita na terco médio da
parede vaginal por um minuto e evitando o contato com o muco cervical, sendo

retirado e verificando, de acordo com a escala, o pH vaginal naquele momento.

Bacterioscopia por coloracdo de Gram: outra amostra do conteudo vaginal foi
espalhada em lamina de vidro deixando-se secar para posterior coloracdo pelo
meétodo de coloracdo de Gram. Este exame define o tipo de flora vaginal (1, 2
ou 3), identifica a celularidade no esfregaco, morfologia bacteriana, quantifica
os leucécitos caracterizando a presenca ou nao de inflamacédo, identifica
patbgenos como fungos, tricomonas, entre outros, além de realizar o score de

Nugent para diagnéstico da vaginose bacteriana (80).

Cultura para fungo: O &gar Sabouraud é recomendado para o cultivo,
isolamento e identificacdo de fungos patogénicos e leveduras. O 6timo
crescimento dos fungos se deve as altas concentracdes de carboidratos. O
meio ndo dispde de inibidores de microflora acompanhante, mas agentes
inibidores podem ser adicionados. Os inibidores mais utilizados em associacdo
com o agar Sabouraud sédo: ciclohexemida (500mg/L), penicilina (20.000UI/L),
estreptomicina (40mg/L), cloranfenicol (40mg/L). Para a deteccao de leveduras,
foi adicionado 40mg/L de neomicina e 20.000Ul/L de penicilina. Para o
isolamento de Candida albicans utilizou-se Sabouraud com 4% de destrose
adicionado de cloreto de trifeniltetrazolio (TTC) (100mg/L), mediante ao pH do
meio, levemente acido, inibindo o desenvolvimento de algumas bactérias e de
outras espécies de fungos. O periodo de incubagdo deste &gar foi de no
minimo 3 dias a 25°C. Uma amostra do conteudo vaginal foi colhida da tergo
médio da parede vaginal com swab estéril e semeada em meio de Sabouraud,
encaminhanda para o Laboratorio de Patologia Clinica do HC (Laboratorio de

Microbiologia), onde foram processadas, analisadas e langcadas no sistema do
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CAISM - Sigla do exame: CFUNGO. Os resultados do exame CFUNGO de
cada paciente foram acessados no Portal HC e/ou no prontuério eletrénico.

3.3.  Analise lipidémica do conteudo vaginal

Foram coletadas duas amostras do conteudo vaginal de cada paciente
utilizando swabs estéreis e imediatamente armazenados em tubos Falcon, sem
meio para transporte, a -80°C até o processamento. Para extracdo dos lipidios,
cada amostra foi ressuspendida em 1 ml de solucdo 1:2 de CHCIl;:MeOH
(Sigma, Basileia, Suica), seguida da adi¢cdo de 0,33ml de CHCI; e 0,33ml de
agua desionizada e depois agitada durante 5 minutos seguido de centrifugagéo
a 13.000 rpm durante 5 min. A camada inferior da amostra € a que contém
lipidios, sendo esta transferida para outro tubo. Todas as amostras foram secas
usando SpeedVac durante 30 minutos a 30°C e mantidas congeladas a -80°C

até a data da analise.

3.4. Aquisic¢ao dos dados

A separacdo cromatografica foi realizada por um sistema de
cromatografia liquida de ultra eficiéncia Agilent 1290 Infinity (UHPLC)
(Agilent, Santa Clara, Califérnia, Estados Unidos) e a eluicdo cromatogréfica
foi realizada em coluna Kinetex C18 (4.6 mm x 50 mm x 2.6 pm)
(Phenomenex Torrance, United States). Utilizou-se como fase moével agua
com 0,1% de acido formico (fase A) e metanol (fase B) e para o modo
positivo; para o modo negativo, foi utilizada a mesma fase B e para a fase A
foi utilizado Acetato de Amdnio 5 mM. A taxa de fluxo da fase movel foi de 0,3
ml.min-1 e o volume da injecdo 2 uL. O gradiente da fase mdével comecou
com 5% de B mudando linearmente para 95% de B em 15 minutos e
retornando a composi¢cdo inicial aos 15 minutos, permanecendo nesta
composicdo durante 5 minutos para a corrida posterior e este gradiente foi

utilizado tanto para o modo positivo quanto para o0 modo negativo.
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3.5. Espectrometria de massas

Para obtencdo dos espectros de massas foi utilizado espectrémetro de
massas hibrido com analisador de massas do tipo QTOF 6550 (Agilent), onde
as amostras foram analisadas no modo positivo e no modo negativo de
ilonizagdo. Os parametros instrumentais da fonte de ionizagdo por
electrospray utilizados foram: VCap de 3.000 V; voltagem do fragmentor de
100 V, voltagem do skimmer de 65 V,OCT 1 RF Vpp de 750 V, Gas
Temperature de 290°C, Sheath Gas Temperature de 350°C, Sheath Gas

-1
Flow de 12 L.min e foram usados nos modos positivo e negativo. Os
espectros de massa foram adquiridos no modo centroide e a faixa de massas

utilizada para a aquisi¢do dos dados foi de 50-1700 Da.

3.6. Processamento dos dados
Os dados brutos obtidos foram convertidos para o formato mzData
usando o conversor disponivel no software MassHunter Qualitative (Agilent),
eliminando as interferéncias isotépicas. ApGs a conversao, 0s arquivos foram

importados para o software XCMS online (https://xcmsonline.scripps.edu/) (81)

for peak detection, alignment, retention time correction and demais pré-
processamentos pertinentes.

A partir dos dados obtidos pelo software XCMS online foi gerada uma
tabela em Excel onde os metabdlitos com valor de p>0,05 (ANOVA) foram
considerados como representativos para andlise na plataforma
MetaboAnalyst 3.0 (www.metaboanalyst.ca) (82). No MetaboAnalyst foi

realizada a normalizacdo dos dados, escalamento e andlises estatisticas
multivariadas, sendo realizada analise exploratoria de dados utilizando os
métodos ndo supervisionados de Analise de Componentes Principais (PCA) e
analise discriminante por quadrados minimos parciais (PLS-DA),
possibilitando a caracterizagcdo de potenciais biomarcadores por resultados
expressos no indice VIP maior que 1.0. Com base nos metabdlitos
apresentados como potenciais biomarcadores pelo indice VIP e loading plot,
a identificacdo lipidica se deu pela medida da massa exata e o perfil de
eluicdo, sendo realizada uma busca nas bases de dados do pelo composto

em questdo e suas aplicacles bioldgicas. As bases de dados utilizadas foram
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METLIN (81), Human Metabolome Data Base (HMDB) (83) e Lipid Maps (84).

3.7. Analise estatistica dos dados clinicos e so6cio demograficos

Para descrever o perfil da amostra segundo as variaveis em estudo
foram feitas tabelas de frequéncia das variaveis categoricas (cor da pele,
parceiros, escolaridade, etc.), com valores de frequéncia absoluta (n) e
percentual (%). As andlises estatisticas descritivas das variaveis numéricas
como idade e tempo de estudo, por exemplo, foram descritas por valores de
meédia, desvio padrdo, valores minimo e maximo, mediana e quartis. Para
comparacao das variaveis categoricas entre os trés grupos estudados (VC,
CVV e controles) foi utilizado o teste exato de Fisher (para valores esperados
menores que 5) e para a comparacdo das variaveis numeéricas entre 0s trés
grupos foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis, devido a auséncia de distribuicédo
normal das variaveis e tamanho reduzido dos grupos. O nivel de significancia

adotado para os testes estatisticos foi de 5%, ou seja, P<0.05.
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ABSTRACT

Objective: To characterize the lipid profile in vaginal discharge of women with

vulvovaginal candidiasis, cytolytic vaginosis, or no vaginal infection or dysbiosis.

Design: Cross-sectional study.

Setting: Genital Infections Ambulatory, Department of Tocogynecology,
University of Campinas, Campinas, Séo Paulo—Brazil.

Sample: Twenty-four women were included in this study: eight with
vulvovaginal candidiasis, eight with cytolytic vaginosis and eight with no vaginal

infections or dysbiosis (control group).
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Methods: The lipid profile in vaginal discharge of the different study groups was
determined by liquid chromatography-mass spectrometry and further analyzed

with MetaboAnalyst 3.0 platform.

Main Outcome Measures: Vaginal lipids concentration and its correlation with

vulvovaginal candidiasis and cytolytic vaginosis.

Results. PCA, PLS-DA and hierarchical clustering analyses indicated 38
potential lipid biomarkers for the different groups, correlating with oxidative
stress, inflammation, apoptosis and integrity of the vaginal epithelial tissue.
Among these, greater concentrations were found for Glycochenodeoxycholic
acid-7-sulfate, O-adipoylcarnitine, 1-eicosyl-2-heptadecanoyl-glycero-3-
phosphoserine, undecanoic acid, formyl dodecanoate and lipoic acid in the
vulvovaginal candidiasis group; N—(tetradecanoyl)-sphinganine, DL-PPMP, 1-
oleoyl-cyclic phosphatidic, palmitic acid and 5-aminopentanoic acid in the
cytolytic  vaginosis group; and 1l-nonadecanoyl-glycero-3-phosphate,
eicosadienoic acid, 1-stearoyl-cyclic-phosphatidic acid, 1-(92,122-
heptadecadienoyl)-glycero-3-phosphate, formyl 9Z-tetradecenoate and 7Z,10Z-

hexadecadienoic acid in the control group.

Conclusions: Lipids related to oxidative stress and apoptosis were found in
higher concentrations in women with vulvovaginal candidiasis and cytolytic
vaginosis, while lipids related to epithelial tissue integrity were more
pronounced in the control group. Furthermore, in women with cytolytic
vaginosis, we observed higher concentrations of lipids related to bacterial

overgrowth.

Keywords: Vaginal discharge; vulvovaginal candidiasis, cytolytic vaginosis,
lipidomics; mass spectrometry.

INTRODUCTION

The instability surrounding the vaginal ecosystem is a well-known fact in

the gynecological practice, and such variations may derive from a variety of
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physiological or external factors. The vaginal microbiota is constituted by
microorganisms that promote local environmental balance and its maintenance
is established by complex interactions between the regular microbiota, the
microbial metabolic products, the regular hormonal status and the host's
immune response.*

A high number of women are affected by vulvovaginal diseases such as
vulvovaginal candidiasis (VVC) and cytolytic vaginosis (CV). Both conditions
present very similar symptomatology and, for this reason, they are commonly
mistaken in the clinical practice, leading to misdiagnosis and inappropriate
choice of treatment.” Nevertheless, subtle distinctions can be made between
them. VVC produces a white and thick vaginal discharge, with vulvovaginal
pruritus and eventually pain and vulvovaginal fissure. Its intense inflammatory
process results from epithelium aggression caused by a fungus, usually
Candida albicans.® On the other hand, CV contains no sort of infection; instead,
it is a dysbiosis, consisting of an intense proliferation of lactobacillus that leads
to cell lysis, histamine discharge and, ultimately, vaginal epithelial scaling.
Rather than pruritus, CV patients often report vulvovaginal burning that is
accentuated in the premenstrual period, thus mimicking vulvovaginal
candidiasis. Moreover, CV is not accompanied by a cellular inflammatory
process as observed in VVC.>* 3

The development of metabolome analysis through mass spectrometry
allowed researchers to reach a correct interpretation of the quantitative and
qualitative metabolic profile of one organism or biological system, considering
the metabolites composition and dynamics with respect to genetic, physiological
and environmental factors.® ’ Lipidomics has emerged as a segment closely
related to metabolomics and is dedicated to the global study of lipids, including
their biochemical characteristics and networks formed within biological
systems.®** Nowadays, lipidomics studies are inclined to consider lipids as part
of a broad integrated system of pathophysiological processes, instead of
individual molecular structures with isolated functions.®

The study of lipids composing the vaginal ecosystem is a new and
promising perspective for better understanding gynecological conditions and
their pathophysiological mechanisms. In this context, the objective of our study

was to characterize the lipid profile in vaginal discharge samples of women with
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VVC, CV or no infection or dysbiosis, in order to enable improvement of

diagnosis and treatment success.

METHODS

Study population and clinical evaluation

A cross-sectional study carried out at the Genital Infections Ambulatory
of the Department of Tocogynecology of the University of Campinas included 24
sexually active, non-pregnant women aged 18 to 42 years. Experimental groups
were divided and named as follows (n = 8): 1) VVC group: women with
vulvovaginal candidiasis; 2) CV group: women with cytolytic vaginosis; 3) NL
group: women without any type of vaginal infection or dysbiosis.

The participants were submitted to a specular examination for collection
of vaginal samples by Dacron sterile swabs in order to perform lipid analyses
and bacterioscopy by Gram stain. The characterization of the VVC group was
based on the presence of yeast, pseudohyphae or blastospores in the vaginal
discharge by microscopic examination by Gram stain, further confirmed by
growth in Sabouraud culture media (Becton-Dickinson, Sparks, MD, USA). The
criteria used for the diagnosis of CV included white and flocculated vaginal
discharge accompanied by itching and/or burning at clinical evaluation, and
Gram stain examination revealing presence of vaginal epithelial cell lysis, high
number of Lactobacillus morphotypes, absence of leukocytes or microbial
pathogens, and negative Candida sp culture.

Equivocal cases of endocervicitis, with presence of blood, bacterial
vaginosis, trichomoniasis and/or mixed infections were ruled out. Bacterial
vaginosis was diagnosed by the Amsel criteria’® and Nugent score > 7%°.
Infection by Trichomonas vaginalis was identified by the visualization of
inflammatory cells in the vaginal smear by bacterioscopy (Gram stain) and
predominance of coccoid and coccobacillary bacteria, as well as the

visualization of the protozoan in fresh microscopy.

Lipid analysis of the vaginal samples




48

Two samples of the vaginal content of each patient were collected using
sterile swabs and immediately stored in dry 10-mL tubes at -80°C, until
processing.

For extraction of lipids, each sample was resuspended in 1 mL of 1:2
CHCI3: MeOH solution (Sigma, Basel, Switzerland), followed by the addition of
0.33 mL of CHCI3 and 0.33 mL of deionized water. The solution was then stirred
for 5 minutes, followed by centrifugation at 13,000 rpm for 5 minutes. The
supernatant was discarded, and the bottom layer of the sample containing the
lipid fraction was transferred to 1.5-mL tubes. All samples were dried using
SpeedVac for 30 minutes at 30°C and kept frozen at -80°C until the date of

analysis.

Data Acquisition

Lipid chromatographic separation was performed by ultra-high
performance liquid chromatography (UHPLC) Agilent 1290 Infinity system
(Agilent, Santa Clara, California, USA) and chromatographic elution was
performed on Kinetex C18 column (4.6 mm x 50 mm x 2.6 ym) (Phenomenex,
Torrance, CA, USA). For the positive ion mode, the aqueous mobile phase A
solvent was 0.1% formic acid and phase B solvent was methanol; for the
negative ion mode, phase A solvent was 5 mM Ammonium Acetate and phase
B solvent was methanol. The mobile phase flow rate was 0.3 mL min™ and the
injection volume was 2 uL. The mobile phase gradient started at 5% of phase B
changing linearly to 95% of phase B within 15 minutes and then returning to the
initial composition, at which the gradient was kept constant for 5 minutes until
the next run. This gradient profile was used for both positive and negative ion

modes.

Mass Spectrometry

To obtain the mass spectra of samples in positive and negative ion
modes, a hybrid mass spectrometer with QTOF 6550 mass analyzer (Agilent,
Santa Clara, California, USA) was used. The instrumental parameters of the

electrospray ionization source used in this study for both positive and negative
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ion modes were: VCap of 3,000 V; 100 V shredder voltage, 65 V skimmer
voltage, 750 V OCT 1 RF Vpp, 290°C Gas Temperature, 350°C Sheath Gas
Temperature, 12 L.min™ Sheath Gas Flow. The mass spectra were acquired in

centroid mode and the mass range used for acquisition was 50-1700 Da.

Data Processing

The raw data obtained was converted to the mzData format using the
MassHunter Qualitative software (Agilent, Santa Clara, California, USA),
eliminating isotopic interference. After conversion, the files were imported into
the XCMS online software'® for peak detection, alignment, retention time
correction and other relevant pre-processing steps.

The data obtained from the online XCMS software was converted into an
Excel table. Data normalization, scaling, hierarchical clustering into heatmaps
and multivariate statistical analysis were performed in the MetaboAnalyst 3.0
platform.™ Metabolites with a value of p < 0.05 (ANOVA) were considered
representative for further investigation. Exploratory multivariate data analysis
was performed using the Principal Component Analysis (PCA) unsupervised
method and the Partial Least Squares Discriminant Analysis (PLS-DA), allowing
selection of molecules with a VIP index higher than 1.0 as potential biomarkers.
Putative lipid identification of the selected biomarkers was performed by
measurement of their exact mass and elution profile, and further matching of
such compounds in METLIN**, Human Metabolome Database (HMDB)'* and

Lipid Maps databases'’.
RESULTS

PCA and PLS-DA analyses

Comparison between VVC, CV and nl groups with regard to the main lipid
components was performed by PCA and PLS-DA analyses (figure 1). Figures
1A and 1B refer to the PCA in positive and negative ion modes, respectively.
Both graphs show that the CV ellipses are separated from the other groups,
indicating that women with CV manifest a very distinct lipid composition. Larger

overlaid area of VVC and nl ellipses in the positive ion mode characterizes a



50

certain similarity between these groups. In the PLS-DA Parameter Score charts
(figures 1C and 1D), separation of the CV group from the VVC and nl groups
was more pronounced when compared to the PCA, and this difference was

probably due to the unsupervised nature of the latter method.
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Figure 1. Score Plots analysis of the lipid fraction of vaginal samples from CV (red), nl
(green) and VVC (blue) groups. A: PCA analysis in the positive ion mode. B: PCA analysis in
the negative ion mode. C: PLS-DA analysis in the positive ion mode. D: PLS-DA analysis in the

negative ion mode.

The PLS-DA model also provides the VIP score, which is a measure of a
variable's importance in the analysis. Figures 2 and 3 show the lipids with the

highest VIP scores and their respective concentrations in the vaginal samples.
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As these molecules were the most contributory in the model, they were selected
as potential biomarkers for the different experimental groups.
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Figure 2. PLS-DA analysis in the positive ion mode revealing the 15 lipid molecules with
the highest VIP scores and their respective concentrations in the vaginal samples from CV, nl
and VVC groups.
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Figure 3. PLS-DA analysis in the negative ion mode revealing the 15 lipid molecules with the
highest VIP scores and their respective concentrations in the vaginal samples from CV, nl and
VVC groups.

Hierarchical clustering of lipids concentration by sample
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Figure 4 shows the hierarchical clustering of lipids in the form of
heatmaps and dendrograms, demonstrating the proportion of significantly
altered lipid components, identified as potential lipid biomarkers of the studied
groups. Results from this analysis confirmed some of the lipid proportions
already evidenced by the former methods, as described below.

In VVC women, there was a higher concentration of
Glycochenodeoxycholic acid 7-sulfate, 1-(1Z-eicosenyl)-2-octadecanoyl-
glycero-3-phosphoethanolamine, O-adipoylcarnitine, 1-eicosyl-2-
heptadecanoyl-glycero-3-phosphoserine in comparison with the control and CV
groups. On the other hand, CV women showed higher concentrations of N —
(tetradecanoyl) sphinganine, DL-PPMP and 1-(11Z-docosenoyl)-glycero-3-
phosphate in relation to the other groups. The main potential lipid biomarkers of
the control group (nl) were identified as 1-nonadecanoyl-glycero-3-phosphate
and 1-(9Z, 12Z-octadecadienoyl)-glycero-3-phospho-(1’-sn-glycerol). Several
lipids presented similar concentrations especially between the VVC and nl
groups, thus corroborating the overlapping ellipses found in the PCA and PLS-
DA analyses.

Moreover, the negative ionization mode showed the highest contrasts of
lipid concentrations for VVC and CV groups. In this sense, the most expressive
lipid biomarkers were undecanoic acid, formyl dodecanoate and lipoic acid for
the VVC group, and 1-oleoyl-cyclic phosphatidic, palmitic acid and 5-
aminopentanoic acid for the CV group. In parallel, eicosadienoic acid, 1-
stearoyl-cyclic-phosphatidic  acid, 1-(9Z,12Z-heptadecadienoyl)-glycero-3-
phosphate, formyl 9Z-tetradecenoate and 7Z,10Z-hexadecadienoic acid were
the main potential biomarkers for the control group.

Considering all methods of analysis, in both negative and positive ion
modes, we found 38 potential biomarkers that allow distinction between the

VVC, CV and control groups.
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Figure 4. Hierarchical clustering of lipids with regard to their relative concentration in
each vaginal sample from VVC (red dendrogram columns), CV (blue dendrogram columns) and
nl (green dendrogram columns) groups (n = 8). High concentrations of lipids are shown in
shades of red and low concentrations are shown in shades of blue. A: analysis performed in the
positive ion mode. B: analysis performed in the negative ion mode.

DISCUSSION

Our lipidomics study showed significant differences between women with
VVC and CV regarding the lipid composition of vaginal discharge samples.
Herein, we showed that lipids play an important role in the maintenance of the
vaginal microenvironment homeostasis and that lipids profile can be markedly
altered during pathophysiological processes. To our knowledge, this
phenomenon had not yet been described in the current literature.
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In the present report, lipid biomarkers such as the phosphatidylserines
fatty acids phosphatidylinositol and phosphatidylglycerophosphate, involved in
cell signaling such as apoptosis, signal transduction of the plasmatic membrane

and cardiolipin precursors>> 4°

, showed higher concentrations in the VVC group.

Moreover, several VVC potential lipid biomarkers were possibly related to
inflammation. Among them, we found high concentrations of O-Adipoylcarnitine,
belonging to the family of Acyl carnitines, which are intermediate oxidative
metabolites synthesized by the mitochondria and peroxisomes, with the
objective of transporting long-chain fatty acids for the process of B-oxidation.'®
9 | ong-chain fatty acids can persistently modify biological processes, such as
cellular stress®, ionic variations®* and inflammation®2. Another lipid biomarker
found in the VVC group, the 15-methyl-15S-prostaglandin D2 may act as a
mediator of inflammation resulting from the vaginal mucosa response to the
virulence factor of Candida sp.

Studies have shown that the oxidation of fatty acids typically occurs in
tissues submitted to oxidative stress, including sites of inflammation.® 2*
Indeed, in the present investigation, a number of the selected biomarkers were
found to be potentially related to oxidative stress. 13S-hydroperoxide-
9Z,11E,14Z-octadecatrienoic acid, pointed in our study as the lipid biomarker
with the highest VIP score in women with VVC (negative ion mode data), is
typically produced by lipid peroxidation and can accumulate in mitochondrial
membranes, enabling mitochondrial degradation and cellular damage.®?’
Consistently, the glycochenodeoxycholic-acid-7-sulfate is the smallest of fatty
acids metabolites whose excretion is increased when there are errors in
mitochondrial metabolism, being suitable to diagnose mitochondrial beta-
oxidation disorders.?® ? In our study, this compound was found in considerable
proportions in the vaginal discharge of women with VVC and could be
associated with mitochondrial deregulations in response to the oxidative stress
caused by Candida sp.

A possible biological mechanism against oxidative stress is the
production of antioxidant metabolites, such as the lipoic acid.** * In its reduced
form, dihydrolipoic acid, such compound has been described as a metabolite of

fundamental importance to counterbalance reactive oxygen species.*>* In our
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study, lipoic acid was found as a potential biomarker of VVC, also possibly
related to the vaginal mucosa response against Candida sp. oxidative stress.

Likewise, undecanoic acid was found at higher concentrations in the VVC
group and seems to present antifungal and oxidative stress defense properties.
This compound is an endogenous fatty acid commonly found in body fluids, and
is involved in cell signaling, integrity and stability of biological membranes.®
Studies have shown that the administration of undecanoic acid together with
palmitic acid has resulted in antifungal activity® and inhibition of the
morphogenesis of Candida albicans, preventing the development of
blastospores into hyphae.®” Thus, the presence of this lipid in women with VVC
indicates a tissue response to Candida sp. infection.

Interestingly, palmitic acid was found at high concentrations only in the
CV group. This compound is the most prominent fatty acid used by the human
body.*® Studies with rats have shown that palmitic acid increases endoplasmic
reticulum stress, apoptosis in endothelial cells*®, increases endothelial nitric
oxide synthase phosphorylation*® and increases the formation of ROS and
NADPH oxidase in skeletal muscles*. Therefore, CV lipid profile was also
influenced by oxidative stress, probably caused by the exacerbated increase of
lactobacilli producing lactic acid and other organic acids.

N-(tetradecanoyl) sphinganine and DL-threo-1-phenyl-2-palmitoylamino-
3-morpholino-1-propanol (DL-PPMP) were also indicated as potential
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biomarkers for CV in our study. Both are precursors of apoptosis™ ™", possibly
due to the homeostatic disturbance related to the low pH (3.5 to 4.5) that is
characteristic of this vaginosis®. Additionally, the increase in the levels of
palmitoleic acid and 1-oleoyl-cyclic phosphatidic acid in the CV group was
consistent with the role of these acids on injured epithelial tissues.*

The 5-aminopentanoic acid can be produced endogenously or by the
bacterial catabolism of lysine, and it is known to act on the growth of anaerobic
bacteria.*” *® In contrast, the presence of this biomarker in high concentrations
in the CV group, where there is predominance of lactobacilli, raises new
questions about the function of this compound in situations where there is an
overpopulation of aerobic bacteria.

Among the main lipids identified in the control group (nl), the

eicosadienoic acid presented relevant concentrations in comparison to the other
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study groups. This compound is an omega-6 fatty acid whose synthesis is
linked to several receptors that can be found in various tissues of the human
body.®> 4% °° The eicosadienoic acid is an antagonist of the leukotriene B,
receptor™}, and both leukotrienes and prostanoids act in the body in autocrine
and paracrine regulation, influencing many physiological and pathophysiological

mechanisms within the cell®®

. This organic acid can be related to anti-
inflammatory mechanisms exerting a protective control of inflammatory
mediators.>® In addition, the presence of glycerophospholipids as potential
biomarkers in the control group supports the function normality of the vaginal
epithelial tissue, as these lipids are commonly found in the human organism.>>
54

Furthermore, tocopherols are lipids associated with the cell membranes,
acting against the most reactive forms of free radicals, besides preventing lipid
peroxidation and bacterial translocation, hence reducing tissue injuries.>>® Our
study demonstrated a higher concentration of gamma-tocopherol in the control
group, which is a derivative of vitamin E. Notably, this lipid is important for the
vaginal epithelial tissue homeostasis as it acts as a protector against disorders
in the local microenvironment, such as the oxidative stress caused by infections
and dysbioses. Another antioxidant lipid biomarker found in the control group
was myristic acid, which has been described as improving the bioavailability of
polar antioxidant molecules in the organism®, besides exerting antimicrobial

activities®.

CONCLUSION

From the lipidomic point of view, we are facing three distinguishable
vaginal profiles. In women with VVC, we found a higher concentration of lipids
related to inflammation and oxidative stress, while in CV women, we observed a
higher concentration of lipids related to cellular apoptosis, oxidative stress and
bacterial overgrowth. In control women, vaginal lipidoma was characterized by
the presence of lipids involved in the maintenance of epithelial integrity
epithelium and anti-inflammatory and antioxidant functions.

For clinical practice, this work provides some answers and new insights

about the lipid metabolism involved in the pathophysiological processes of VVC
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and CV. Our results provide subsidies for better definition of conduct and
treatment for women affected by these so frequent gynecological disorders.
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5.DISCUSSAO

As andlises do lipidoma vaginal de mulheres com CVV e VC permitiram

uma Visdo mais critica sobre os processos fisiopatoldgicos para essas
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desordens vaginais, ainda ndo descritos pela literatura até entdo. A partir da
caracterizagdo dos lipidios presentes no conteudo vaginal dessas mulheres
possibilitou correlacionar os potenciais biomarcadores com os fatores clinico-
sintomatologicos, elucidando os mecanismos e vias metabdlicas envolvidos na
fisiopatogénese da CVV e VC. Contudo, a avaliagdo dos biomarcadores
lipidicos para estas condi¢Bes, considerando os fatores precursores de
inflamacédo e apoptose se faz importante para esclarecer as respostas da
mucosa vaginal frente ao comportamento da Candida sp e lactobacilar .

Os avancos em espectrometria de massa e inovagdes em tecnologias
cromatograficas tém impulsionado o desenvolvimento da lipiddmica em varias
areas da ciéncia. O principal significado biologico da lipidémica € o avanco da
pesquisa tradicional de lipidios e as relacfes entre como vincular metabolitos
lipidicos e/ou vias metabdlicas lipidicas em sistemas biolégicos complexos com
a saude metabdlica do individuo, bem como interpretar as mudancas e
regulacdo no metabolismo lipidico ligadas aos mecanismos de doencas
metabdlicas e inflamatorias. As investigacdes lipiddmicas se concentram na
medicdo de alteracdes de lipidios como indicativo de doencgas, perturbacdes
ambientais ou resposta a dieta, medicamentos, toxinas e até mesmo a genética
(85, 86).

Nosso estudo sobre a lipidbmica do contetdo vaginal de mulheres com
CVV e VC pbde mostrar diferencas significativas em relagéo ao grupo controle
no que se remete a composicao lipidica nos processos de manutencdo da
homeostase do ambiente vaginal e possiveis perturbacdes que caracterizam os
processos fisiopatoldgicos para essas condicdes.

Em mulheres saudaveis ndo propensas a candidiase vulvovaginal de
recorréncia, pode haver a colonizacdo assintomatica da Candida por meses ou
anos, isso devido ao fato de que essas leveduras vivem em simbiose na
microbiota vaginal. Na CVV sintomatica ha um crescimento excessivo deste
fungo, desencadeando uma resposta inflamatéria na mucosa vaginal. A
susceptibilidade para CVV e CV recorrentes podem se relacionar com fatores
geneéticos, biologicos e/ou comportamentais, tendo o sistema imune inato como
uma das primeiras barreiras contra a Candida. Os receptores de

reconhecimento de células imunes detectam por¢cdes moleculares do fungo e
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induzem sinais intracelulares nas células epiteliais, estimulando a producéo de
citocinas pro-inflamatorias e defensinas (87, 88).

Os potenciais biomarcadores lipidicos relacionados a inflamacédo na
CVV, indicados pelas analises de PCA, escore VIP, e em altas concentracdes
no heat map foram os acidos graxos O-adipoilcarnitina, que € um composto
organico conhecido como acilcarnitina da classe dos acidos graxos de éster e
subclasse dos acilcarnitinas e também o acido graxo 15-metil-15S-
prostaglandina-D2, da classe dos acidos graxos eicosanoides e da subclasse
das prostaglandinas.

Os acilcarinitinas sdo metabdlitos oxidativos intermediarios
sintetizados pelas mitocdndrias e peroxissomos, incluindo as enzimas carnitina
O-palmitoiltransferase 1 (CPT1) e CPT2 com o objetivo de transportar acidos
graxos de cadeia longa pela membrana mitocondrial para a -oxidacao (89,
90). Os acidos graxos de cadeia longa podem alterar muitos processos
bioldgicos, tais como causar um estresse na célula (91), variacdes idnicas (92)
e inflamacédo (93). A partir das informacdes sobre a fisiologia e fisiopatologia
dos &cidos graxos de cadeia longa, tais como os acilcarnitinas, muitas lacunas
no conhecimento poderdo ser esclarecidas a fim de entender as causas para
varias doencas metabdlicas (91). O perfil de acilcarnicinas fornece informacdes
sobre possiveis disturbios metabdlicos dos acidos graxos e tem sido usado
para identificacdo de doencas genéticas . Porém, até onde sabemos, este é 0
primeiro trabalho a descrever a presenca do metabdlito O-adipoilcarnitina na
amostra vaginal de mulheres com candidiase em concentracdo maior do que a
encontrada em mulheres sem infec¢cdo ou com vaginose citolitica. Levando em
consideracdo seu papel no processo inflamatério, este achado é condizente
com 0s que encontramos na analise citolégica das laminas coradas pelo Gram,
nas quais observamos a presenca de critérios inflamatorios apenas nas
mulheres com CVV. Andélogos de acilcarnitinas ja foram testados como
microbicidas topicos para prevenir infecgbes genitais, apresentado excelente
atividade anti-Candida (94).

Os eicosanoides séo produzidos por todos os tipos de células
cutdneas e estes contribuem para os processos homeostaticos celulares e
também estdo relacionados com respostas inflamatérias associadas com

lesGes teciduais e condi¢cdes agudas ou cronicas (95, 96). As prostaglandinas
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sofrem metabolismo transcelular, sendo este processo importante na mediacéo
de respostas nos sistemas biologicos. As células imunolégicas, por exemplo,
apos receberem um estimulo séo induzidas pelos eicosanoides a causar uma
resposta inflamatéria (97, 98). O biomarcador lipidico 15-metil-15S-
prostaglandina-D2, portanto, por ser um mediador de inflamacdo, pode ser
relacionado a resposta da mucosa vaginal aos fatores de viruléncia da
Candida, acarretando no processo inflamatério caracteristico da CVV.

O &acido 1-(9Z-tetradecenoil)-glicero-3-fosfato, um biomarcador para
CVV, pode estar relacionado com adesdo de moléculas ao tecido epitelial
vaginal sendo estes &cidos precursores de fosfatidilcolinas que atuam na
osmorregulacao e integridade de biomembranas (83).

Os lipidios sdo bastante diversos em seus componentes estruturais,
presentes nas membranas biolégicas e atuando também no armazenamento
de energia. Esses participam de varios processos metabdlicos, tais como na
homeostase celular. Alguns lipidios podem exercer papeis de mediadores
especializados que atuam na sinalizacdo ou regulacdo de varios eventos
dentro da célula. A maioria dos mediadores lipidicos é proveniente de lipidios
oxidados, particularmente &cidos graxos poli-insaturados oxidados, livres ou
esterificados em fosfolipidios. Os estudos acerca dos lipidios oxidativos
colaboram para o entendimento da homeostase celular, bem como sua
participacdo em processos patolégicos (99). A peroxidacdo lipidica pode
ocorrer por reacdes enzimaticas ou nao enzimaticas. As enzimas que
participam deste processo sao as lipoxigenases, ciclooxigenases, dentre varios
citocromos como o P450, sendo que nas reacfes ndo enzimaticas ocorre por
vias que envolvem a formacéo de radicais livres. Os metabdlitos secundarios
provenientes da peroxidacdo lipidica se dao pelos processos de iniciacao,
propagacdo e término deste processo (100), tendo a atuacdo destes
metabdlitos como moléculas de sinalizacdo (101). Estudos ja mostraram que 0s
produtos das oxida¢Bes do acido linoleico produzem metabdlitos de acidos 13-
hidroxioctadecanoico, que estdo presentes em tecidos submetidos ao estresse
oxidativo, incluindo em locais de inflamacdo (102, 103). O acido 13S-
hidroperoxido-9Z,11E,14Z-octadecatrienoico, apontado como o0 principal
potencial biomarcador lipidico pelo escore VIP na CVV (modo negativo), indica

que este acido € um produto da peroxidacédo lipidica, que, pelo processo de
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sintese deste composto, mediante a altos indices de estresse oxidativo e
producdo de espécies reativas de oxigénio, pode ocorrer o acumulo deste
acido nas membranas mitocondriais, tornando-as mais permedaveis e podendo
acarretar na degradacao da mitocondria, liberando elementos que podem levar
a lesdes celulares (104-106).

O &cido 7-glicocenodeoxicdlico sulfato € um acil glinina. Acil glicinas sao
no geral os menores metabdlitos dos acidos graxos, que, normalmente a
excrecdo deste composto € aumentada quando ha erros no metabolismo
mitocondrial. Em alguns casos a mensuragdo destes metabdlitos em fluidos
corporais pode ser usada para o diagnostico de desordens associadas a beta-
oxidacdo mitocondrial de acidos graxos (83). Este composto foi indicado em
propor¢cdes consideraveis para o grupo da candidiase, podendo ser associado
as desregulac6es mitocondriais frente ao estresse oxidativo causado pela
Candida.

Um possivel mecanismo biolégico contra o estresse oxidativo pode se
dar pela producdo de metabdlitos que atuardo como antioxidantes. O acido
lipéico é um &cido graxo derivado do acido octandico. Ha duas formas em que

7

0 acido lipéico € encontrado, nas formas de enantibmeros R e S. O acido
lipbico R é um cofator essencial para quatro complexos enzimaticos
mitocondriais (107, 108). Este composto na sua forma reduzida, o acido
diidrolipdico, foi descrito como um metabdlito de fundamental importancia no
combate a espécies reativas de oxigénio (109-111). Tanto os potenciais
biomarcadores lipidicos para estresse oxidativo indicados em altas
concentracbes na CVV, o &acido lipéico foi indicado como um potencial
biomarcador da CVV, porém relacionado a uma possivel resposta do
organismo contra o estresse oxidativo causado pela presenca da Candida na
mucosa vaginal.

O &cido undecandico € um acido graxo endégeno encontrado em fluidos
corporais com funcbes que envolvem sinalizacdo celular, integridade e
estabilidade de membranas biolégicas (83). Este acido presente no grupo CVV
parece estar relacionado com atividades antifUngicas e contra o estresse
oxidativo. Estudos mostraram que a utilizacdo do &cido undecandico,
juntamente com o acido palmitico acarretou em uma atividade antifingica (112)

e inibe a morfogénese da C. albicans, impedindo o desenvolvimento de
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blastospéros para hifas (113). O acido 7Z-tetradecenoico é um &cido que pode
atuar como inibidor de bactérias aerobicas e anaebdbicas (114)

Cinco acidos presentes no tecido mucoso utero-vaginal foram
encontrados e caracterizados como o0s acidos mais predominantes: acido
palmitico, &cido miristico, &cido esteérico, acido oleico e o &cido linoleico (115).
O &cido palmitico é o acido graxo mais proeminente utilizado pelo corpo
humano (116). Estudos com ratos ja mostraram que o acido palmitico aumenta
o estresse do reticulo endoplasmatico, apoptose em células endoteliais (117),
aumentam a fosforilagdo de sintase de éxido nitrico endotelial (118) e aumenta
a formacdo de ROS e NADPH oxidase em musculos esquelético (119).
Portanto, o acido palmitico como potencial biomarcador lipidico expresso em
concentracfes consideraveis apenas na VC pode estar relacionado com o
estresse oxidativo, provavelmente causado pelo aumento exacerbado de
lactobacilos produtores de acido latico e outros &cidos orgéanicos, levando as
células epiteliais a apoptose. De fato, ao analisarmos as laminas coradas pelo
Gram das mulheres com VC, observamos uma quantidade aumentada de
citélise das células epiteliais, quando comparamos com as mulheres com CVV
e normais, o que pode evidenciar o papel do &cido palmitico encontrado em
maior concentracdo na VC.

A vaginose citolitica é caracterizada por sintomas muito semelhantes
ao da CVV, porém os achados citol6gicos e microbioldgicos sdo bastante
distintos. A citolise intensa de células intermediarias, visualizada ao exame
bacterisocépico, auséncia de patdgenos e processo inflamatorio consideravel e
a superpopulacdo de lactobacilos podem ser os fatores que acarretam na
gueimacéao vaginal, prurido, vermelhidao vaginal e vulvar, dispareunia e disuria
(13). O crescimento exacerbado dos lactobacilos no ecossistema vaginal pode
se dar pelo acido-5-aminopentandico que pode ser produzido endogenamente
ou pelo catabolismo bacteriano da lisina, caracterizando o crescimento
bacteriano (83), e, consequentemente o aumento na producdo do acido latico e
acidez vaginal, acarretando na lise celular. A ceramida N-(tetradecanoil)-
esfinganina juntamente com DL-treo-1-fenil-2-palmitoilamino-3-morfolino-1-
propanol (DL-PPMP), também potenciais biomarcadores para VC em nosso

estudo, sdo precursores de apoptose (120-122), possivelmente pela
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perturbacdo homeostatica relacionada ao baixo pH (3,5 a 4,5) caracteristico na
VC.

O acido fosfatidico ciclico ou &cido lisofosfatidico ciclico é um
glicerofosfolipidio que esta presentes em tecidos sujeitos a lesfes (83). Em
resposta ao processo de degradacdo do tecido epitelial vaginal os niveis de
acido palmitoleico e do acido fosfatidico-1-oleoil-ciclico foram mais expressos
no grupo VC, pois estes acidos atuam em tecidos lesionados (123). O acido
fosfatidico 1-estearoil-ciclico, também do grupo de acidos lisofosfatidicos, foi
identificado no grupo controle, podendo este estar relacionado a fatores de
manutencdo da mucosa vaginal. Os lactobacilos sdo predominantes na
microbiota de mulheres em idade reprodutiva e em condi¢des normais. Por
meio da producdo de &cidos organicos e do peroxido de hidrogénio, essas
bactérias atuam como inibidoras de bactérias patogénicas, porém o excessivo
dos LB no ecossistema vaginal acarreta em quadros de ardor vaginal, prurido,
dispareunia, disuria e corrimento grumoso e esbranquicado aderido a parede
vaginal. Também conhecida como sindrome do supercrescimento de
lactobacilos ou citolise de Doderlein, a vaginose VC é caracterizada pela lise
intensa das células epiteliais vaginais (15). De fato, analisando
minunciosamente 0s aspectos clinicos e dos achados citologicos e
microbiolégicos das pacientes com VC, as queixas referidas pelas mulheres se
relacionam com a clinica dessas pacientes, somado a visualizacdo ao
microscoépio de lactobacilos em grande quantidade e lise celular intensa.

Talvez pelo fato de a VC ndo ser bem difundida pelos médicos
ginecologistas e até mesmo nao considerada como uma vulvovaginite por
alguns autores, esta condicdo que afeta muitas mulheres pode ser mal
diagnosticada, trazendo desconfortos as pacientes diante de um tratamento
inadequado e, consequentemente a permanéncia dos sintomas. Em um estudo
com 271 mulheres com queixas vulvovaginais, 29 (10.7%) foram
diagnosticadas como sugestivas para candidiase vulvovaginal, mas apenas 16
(5.9%) foram confirmadas para candidiase (124). Portanto, mulheres com
corrimento vaginal ndo diagnosticado, o diagnéstico para VC pode ser
considerado. A VC néo é tao recorrente como a VB e CVV, porém pode ser

confundido com CVV em muitos casos (10).
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Os esfingolipidios, glicerofosfolipidios, glicerolipidios e acidos graxos séo
essenciais para organismos eucariotos. A partir da compreensdo das vias
metabdlicas que os lipidios atuam, a nivel celular ou sistémico, € possivel
interpretar por que os lipidios podem alterar suas estruturas moleculares e/ou
concentracdo apds uma perturbacdo fisiolégica ou externa (125). Os
glicerolipideos compdem uma classe de lipidios relativamente simples, que
incluem os monoacilglicerois (MGs), diacilglicerois (DGs) e triacilglicerois
(TGs), sendo os TGs 0s que ocorrem ha natureza como O componente
principal das gorduras animais. Além disso, os TGs tém um papel importante
no armazenamento de energia para a célula e funcionam como mediador nos
processos de metabolismo e doenca (126). As fosfatidilserinas, fosfatidilinositol
e fosfatidilglicerofosfato sé@o &cidos graxos responsaveis por sinalizacdes
celulares como apoptose, transducdo de sinal da membrana plasmética e
precursores de cardiolipina (77, 127), respectivamente, apresentaram maiores
concentracdes no grupo da CVV.

Dentre os principais potenciais biomarcadores identificados no grupo
controle (nl) de nosso estudo, o acido eicosadiendico apresentou
concentracdes relevantes se comparados com 0s outros grupos de estudo. O
acido eicosadienoico € um acido graxo 6mega-6 que tem sua sintese ligada a
varios receptores encontrados em diversos tecidos do corpo humano (83, 84,
128). Em um estudo sobre os efeitos do acido eicosadiendico na modulacdo
pro-inflamatéria demonstrou que este acido graxo, precursor do &cido linoleico,
podem modular a sintese de mediadores de inflamacdo, tais como
prostaglandina (PGE2), ciclooxigenase (COX-2) e indutor éxido nitrico sintase
(INOS) (129). O écido eicosadiendico € um antagonista do receptor de
leucotrieno B, (128), sendo que, tanto os leucotrienos como os protandides
atuam no organismo de forma autécrina e paracrina, influenciando muitas
funcbBes celulares que controlam mecanismos fisioldégicos e fisiopatologicos
(130). Este &cido organico pode estar relacionado em mecanismos anti-
inflamatorios, sendo, portanto um possivel fator protetor contra inflamacgdes por
meio do controle dos mediadores inflamatérios.

Glicerofosfolipideos séo lipidios de membrana o0s quais estdo
relacionados a varios processos fisiologicos da célula (127). Os acidos
fosfatidicos 1-(9Z, 12Z-heptadecadienoil)-glicero-3-fosfatol e 1-nonadecanoil-
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glicero-3-fosfato, bem como o 1-(9Z,12Z-octadecadienoil)-glicero-3-fosfato-(1'-
sn-glicerol) apresentaram concentragfes consideraveis, indicadas nos Heat
maps para o grupo controle (nl). Estes componentes de membrana celular,
indicados como biomarcadores, se relacionam com processos de agregacao de
plaquetas sanguineas, contragdo muscular, quimiotaxia, expresséao de fibras de
estresse, aumentam a sensibilidade dos neurénios em processos inflamatérios,
atuam na sinalizacdo celular e outros (83, 131). A presenca dos
glicerofosfolipideos como biomarcadores lipidicos no grupo nl pode ser
sugerida como um fator importante que caracteriza a normalidade do tecido
epitelial vaginal.

Os tocoferois séo lipidios que se associam com as membranas celulares
e atuam como antioxidantes, reagindo com as formas mais reativas de radicais
de oxigénio e outros radicais livres destruindo-os. Esta ag&o antioxidante
promove uma protecdo dos &cidos graxos insaturados da oxidacéo, impedindo
o dano oxidativo aos lipidios que compdem as membranas biolégicas (127,
132) mostraram que a administracdo de alfa-tocoferol tem um efeito protetor
para a mucosa intestinal, relacionando com prevencédo da peroxidacao lipidica
e translocacao bacteriana, reduzindo assim injurias teciduais. O gama-tocoferol
€ um derivado da vitamina E, também caracterizado como potencial
biomarcador lipidico no grupo de mulheres sem CVV e VC, sendo, portanto um
importante lipidio para o tecido epitelial vaginal, pois por meio de sua atuacéo
pode colaborar contra distarbios no microambiente vaginal, tais como o
estresse oxidativo causado pela candidiase e vaginose citolitica. Também
atuando como antioxidante, o &cido miristico, também indicado como
biomarcador lipidico para o grupo nl, pode melhorar a biodisponibilidade de
moléculas antioxidantes polares no organismo (133) e ainda exercer atividades
antimicrobianas (134).

Com base nos resultados do PCA e PLS-DA, bem como da concentragao
dos principais potenciais biomarcadores representados pelos Heat maps nos
trés grupos de estudo, podemos perceber que estamos lidando com trés
situacbes completamente diferentes do ponto de vista da lipiddmica. A
caracterizacdo lipidica nos permitiu compreender melhor a candidiase e
vaginose citolitica em um ponto de vista ndo apenas clinico, mas também

acerca do metabolismo dos lipidios na fisiopatologia dessas duas condicoes.
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Frente aos resultados apresentados podemos inferir que os lipidios
apontados como potenciais biomarcadores no grupo nl, alguns deles podem
ser adquiridos por meio de dieta. O acido eicosadiendico encontrado em 0leos
de palma e oleos vegetais (127, 135), gama-tocoferol encontrado em 6leos
vegetais, ovos e germe de trigo (127) e acido miristico que esta presente em
Oleos de manteiga, coco, palma e noz-moscada (135), podendo assim ser
administrado em quantidade adequada e de acordo com recomendacdes
médicas em pacientes com vulvovaginite por Candida e vaginose citolica,
principalmente em casos recorrentes destas condigoes.

A andlise lipidémica por espectrometria de massa foi capaz de fornecer
informacBes inéditas sobre potenciais biomarcadores para a candidiase
vulvovaginal e vaginose citolitica. Este estudo traz algumas respostas, mas
novos questionamentos e possibilidades para outras pesquisas acerca do
metabolismo lipidico envolvido nos processos fisiopatoldégicos da CVV e VC,
colaborando para novos tratamentos e profilaxias por meio dos potenciais
biomarcadores para estas condicbes ginecologicas que afetam muitas

mulheres.
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6. CONCLUSOES

A perspectiva inovadora deste estudo acerca do ecossistema vaginal e a
interacdo dos principais lipidios como potenciais biomarcadores da candidiase
vulvovaginal e da vaginose citolitica possibilitou melhores entendimentos sobre
a fisiopatologia dessas condicdes, servindo de base para estudos futuros que
visem melhores profilaxias, progndsticos e tratamentos, podendo ter impacto

na qualidade de vida para as pacientes acometidas.

1. Os principais potenciais biomarcadores lipidicos na candidiase
vulvovaginal foram 1-eicosil-2-heptadecanoil-glicero-3-fosfatidilserina, 1-
(9Z-tetradecenoil) -glicero-3-fosfato, 1-docosanoil-2-(4Z, 7Z, 10Z, 13Z,
16Z, 19Z-docosa-hexanoil)-glicero-3-fosfo-(1'-mio-inositol), 1-(9Z, 12Z-
octadecadienoil)-glicero-3-fosfo-(1'-sn-glicerol), O-Adipoilcarnitina, 13S-
hidroperoxi-9Z,11E,14Z-octadecatrienoico, 15-metil-15S-Prostaglandina
D2, formil dodecanoato, acido lipéico, &cido 8Z, 11Z-eicosadiendico e o
acido undecanoico. Na vaginose citolitica os lipidios caracterizados
como potencias biomarcadores foram acido palmitoleico, DL-PPMP, N-
(tetradecanoil)-esfinganina, acido fosfatidico 1-oleoil-ciclico, 5-
aminopentandico, acido 7Z-tetradecendico e no grupo controle (nl) foram

1-dodecanoil-2- (9Z-nonadecenil)-glicero-3-fosfocolina, 1-(1z-
octadecenil)-2-hexadecanoil-glicero-3-fosfo-(1'-sn-glicerol), 1-(1z-
hexadecenil)-glicero-3-fosfato-(1'-mio-inositol), 7Z, 10z-

hexadecadienodico, formil 9Z-tetradecenoato, acido 1-estearoil-ciclico-

fosfatidico, gama-tocoferol, acido miristico e acido eicosadiendico.

2. Dentre os potenciais biomarcadores lipidicos identificados na CVV, VC e
nl que apresentaram concentracbes mais expressivas e podem ser
relacionados aos processos fisioldgicos e fisiopatoldgicos de cada grupo

foram de acordo com suas funcoes:
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O-adipoilcarnitina e 15-metil-15S-Prostaglandina D2 podem estar
relacionados com o0 processo inflamatério na candidiase
vulvovaginal;

Acido  13S-hidroperdxido-97,11E,14Z-octadecatriendico  pode
fazer parte de processos de peroxidacdo lipidica mediante ao
estresse oxidativo, bem como o &cido 7-glicocenodeoxicélico
sulfato que esta relacionado ao estresse oxidativo e desordens na
beta-oxidacdo mitocondrial causado pela Candida,;

l-eicosil-2-  Heptadecanoil-glicero-3-Fosfoserina  pode estar
relacionado com a apoptose na CVV;

DL-PPMP e N-(tetradecanoil) esfinganina podem estar
relacionados com os processos de apoptose na VC,;

O &cido 5-aminopentandico pode atuar como um cofator para o
aumento bacteriano na VC;

O acido palmitico pode estar relacionado com o estresse
oxidativo na VC,;

O acido palmitoleico e acido fosfatidico 1-oleoil-ciclico,
biomarcadores da VC, podem atuar no tecido epitelial vaginal
lesionado (lise celular);

Os acidos lipéicos e undecandico podem atuar como
antioxidantes na CVV,

O &cido eicosadiendico expresso no grupo controle pode atuar no
controle de mediadores inflamatérios;

Os (glicerofosfolipideos presentes no grupo nl podem ser
caracterizados como biomarcadores para este grupo por serem
componentes basicos de membranas biolégicas e atuarem em
processos biologicos fundamentais para a célula, indicando a
normalidade da fisiologia celular;

O gama-tocoferol e o acido miristico, biomarcadores no grupo nl,

podem atuar como antioxidantes.
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8.1 - Anexo | — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Identificac&o e quantificacdo dos acidos organicos presentes no
conteudo vaginal de mulheres com vaginose citolitica, vaginose

bacteriana e candidiase vulvovaginal por espectrometria de massas

José Marcos Sanches Jr.

NUmero do CAAE:

A senhora esta convidada a participar como voluntario de um estudo.
Este documento, chamado Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, visa
assegurar seus direitos e deveres como participante e é elaborado em duas
vias, uma que devera ficar com vocé e outra com o pesquisador.

Por favor, leia com atencao e calma, aproveitando para esclarecer suas
davidas. Se houverem perguntas antes ou mesmo depois de assina-lo, vocé
podera esclarecé-las com o pesquisador. Se preferir, pode levar para casa e
consultar seus familiares ou outras pessoas antes de decidir participar. Se vocé
nao quiser participar ou retirar sua autorizacdo, a qualquer momento, nao

havera nenhum tipo de penalizag&do ou prejuizo.

Justificativa e objetivos:

O equilibrio do ecossistema vaginal é de fundamental importancia para a
manutencdo dos processos de saude e doenca na fisiologia do trato genital
feminino. Uma vez que o ambiente vaginal é afetado por fatores fisiologicos
e/ou ambientais, podem ocorrer perturbacdes deste ambiente ocasionando em
possiveis desconfortos para a mulher, como corrimentos, coceira, ardor, dores
vaginais e até o desenvolvimento de doencas.

Este projeto procura identificar os &acidos organicos presentes no
contetdo vaginal de mulheres com altera¢gdes na microbiota vaginal, podendo
assim esclarecer possiveis associacdes entre os acidos produzidos pelas
bactérias presentes na vagina e 0s processos metabdlicos que podem

ocasionar doencgas.

Pesquisador Participante
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Procedimentos:
Vocé nao deve participar deste estudo se:
e For virgem;
e Estiver gravida;
e Ser portador de malignidades, exceto cancer de pele ndo- melanoma;
e Ser imunodeprimido devido a doencgas tais como AIDS, transplantes ou
uso de medicamentos imunossupressores como prednisona, Imuran ou

quimioterapia para doengas como o Lupus Sistémico;

Participando do estudo voceé ira:
e Realizar exame especular para analise microbiol6gica e metabdlica do
conteudo vaginal:
1. Posicionar a paciente na mesa ginecologica,
2. Introduzir o espéculo na vagina;
3. Coletar com um cotonete o conteudo vaginal;
4

Analisar o conteudo vaginal.

Desconfortos e riscos:

Para a realizacdo de o exame especular, o médico responsavel ira
introduzir o espéculo na vagina para visualizar a parede vaginal e o colo do
Gtero e coletar o material para o exame microbiolégico. O espéculo pode ser de
plastico ou metal. Se for de metal, vocé pode sentir muito frio; se preferir peca
ao médico para aquecé-lo em dgua morna, vai ficar mais confortavel.

Quando comecar o exame, vocé vai sentir o espéculo e as maos do
meédico na area da vulva (parte externa) e da vagina. Pode ser desconfortavel
quando o espéculo entrar, mas ndo deve doer. Vocé vai sentir como se
empurrassem alguma coisa por dentro. Tente relaxar e ndo se esqueca de
respirar. Se nao relaxar, seus musculos vao ficar tensos e o exame vai
incomodar.

De modo geral, o exame especular vaginal ndo causa grandes
desconfortos e € um procedimento de rotina nos ambulatérios de ginecologia,
porém, se vocé sentir dor ou desconforto quando o espéculo estiver dentro,

avise ao médico, ele podera acomoda-lo para vocé ficar melhor.

Pesquisador Participante
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Beneficios:

Além de a senhora estar realizando os exames de rotina para as queixas
gue foram relatadas ao médico, iremos fazer um estudo mais especifico sobre
0S mecanismos que podem estar envolvidos e que levam ao desconforto que a
senhora est4 sentindo no momento, podendo assim colaborar para a pesquisa

e novas perspectivas no entendimento dos desequilibrios na vagina.

Acompanhamento e assisténcia:

A senhora esta sendo acompanhada pela equipe do Ambulatério de
Infeccdes Genitais | do CAISM onde sera avaliada sua queixa e sera proposto
um tratamento adequando de acordo com os resultados dos exames. No ato da
coleta de rotina, iremos apenas coletar uma amostra a mais para realizar o
estudo do metabolismo do contetido vaginal, ndo alterando a avaliacdo médica,
acompanhamento e assisténcia. O seu retorno no ambulatorio, caso
necessario, sera feito exclusivamente pelo médico responsavel pela sua

consulta no dia.

Sigilo e privacidade:

As informacdes desta pesquisa serdo estritamente confidenciais e
apenas as pessoas relacionadas ao estudo terdo acesso as anotacfes
médicas realizadas no seu prontuério. O médico ou enfermeiro responsével por
seu atendimento lhe fornecera todas as informacfes e esclarecimentos em
relacdo as condutas. A sua participacdo no estudo serd voluntaria, assim a
senhora tem o direito de n&o aceitar a participar deste estudo, sem
comprometimento de seu atendimento ou qualquer penalidade. A senhora
podera se retirar do estudo a qualquer momento que desejar. Caso aceite
participar, ndo havera pagamento para participacdo no estudo. A pesquisa

ocorrera dentro da prestacao assistencial.

Ressarcimento:

N&o ha ressarcimento para este estudo, pois iremos inserir mulheres
que ja sao pacientes no Ambulatério de Infecgcbes Genitais —
CAISM/UNICAMP.

Pesquisador Participante
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Armazenamento de material:

O armazenamento de material biolégico traz como perspectiva a
continuidade do estudo e até mesmo possibilitar novas fontes de informacdes a
partir do material coletado e armazenado. Caso vocé opte pela autorizacao do
armazenamento do material biolégico coletado para reuso nesta e outras
pesquisas, vocé estara colaborando para o meio cientifico e outros estudos na
area biomédica.

Este material armazenado s podera ser reutilizado mediante a uma nova
aprovacdo do Comité de Etica e Pesquisa (CEP) e, quando for o caso, da

Comisséo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP).

() concordo em participar do presente estudo, porém NAO AUTORIZO
0 armazenamento do meu material biolégico, devendo o mesmo ser

descartado ao final desta pesquisa.

( ) concordo em participar do presente estudo e AUTORIZO o
armazenamento do meu material biolégico, sendo necessario meu
consentimento a cada nova pesquisa, que deverd ser aprovada pelo

CEP institucional e, se for o caso, pela CONEP.

Contato:

Em caso de duvidas sobre o estudo, vocé podera entrar em contato com
José Marcos Sanches Jr. Departamento de Tocoginecologia - Faculdade de
Ciéncias Médicas - Universidade de Campinas — UNICAMP, e-mail:
josemarcos.sanches@yahoo.com.br, Tel: (19) 3521-9306 — Ramal: 87430 e
Cel: (18) 99679-7161.

Em caso de dendncias ou reclamacdes sobre sua participacdo no estudo,

vocé pode entrar em contato com a secretaria do Comité de Etica em Pesquisa
(CEP): Rua: Tessélia Vieira de Camargo, 126; CEP 13083-887 Campinas — SP;
telefone (19) 3521-8936; fax (19) 3521-7187; e-mail: cep@fcm.unicamp.br

Pesquisador Participante
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Consentimento livre e esclarecido:
Apdés ter sido esclarecimento sobre a natureza da pesquisa, seus objetivos,
meétodos, beneficios previstos, potenciais riscos e o incObmodo que esta possa

acarretar, aceito participar:

Nome do(a) participante:

Data: / /

(Assinatura do participante ou nome e assinatura do responsavel)

Responsabilidade do Pesquisador:

Asseguro ter cumprido as exigéncias da resolucdo 466/2012 CNS/MS e
complementares na elaboracdo do protocolo e na obtencdo deste Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. Asseguro, também, ter explicado e
fornecido uma cépia deste documento ao participante. Informo que o estudo foi
aprovado pelo CEP perante o qual o projeto foi apresentado e pela CONEP,
guando pertinente. Comprometo-me a utilizar o material e os dados obtidos
nesta pesquisa exclusivamente para as finalidades previstas neste documento

ou conforme o consentimento dado pelo participante.

Data: / /

(Assinatura do pesquisador)

Pesquisador Participante




8.2 - Anexo Il — Instrumento para coleta de dados

1) IDENTIFICACAO:

1.1- Qual sua data de nascimento? / / IDADE:

1.2- Cor da pele: [1] Branca [2] Parda [3] Negra [4] Amarela [5] Outra
1.3- Nos ultimos 6 meses vocé esta:
[1] com parceiro fixo [2] com parceiro(s) eventual(ais) [3] sem parceiro

1.4- A sra estudou até qual série na escola?

Isto corresponde a quantos anos completos de estudo?

2) ANTECEDENTES:

2.1- Data do inicio da sua Ultima menstruacgéo: / /

2.2- Qual método para evitar gravidez a Sra. usou nos ultimos seis meses?

(especificar).

2.3- Quantas vezes a Sra. ficou gravida?

2.4- Quantos partos a Sra. teve?

2.5- Quantos abortos a Sra. teve?

2.6- Quantos parceiros sexuais a Sra. teve nos ultimos 6 meses?
2.7- Quantas rela¢des sexuais vaginais a Sra. tem por més?

2.8- A Sra. é fumante? [1] Sim [2] N&o

2.9- A Sra. estad com corrimento? [1] Sim [2] N&o [3] N&o sabe

Se resposta ndo ou nao sabe, passe para item 2.14

2.10- Esse corrimento tem cheiro forte? [1] Sim [2] N&o

2.12- Tem coceira? [1] Sim [2] Nao

2.13- Qual é a quantidade? [1] Pouca [2] Moderada [3] Grande
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2.14- A Senhora tem ou teve algum tipo de verruga genital ou alteracao no seu
exame de Papanicolau sugestivo de HPV confirmada por médico nos ultimos 6

meses? [1] Sim [2] Nao [3] N&o sabe

3) EXAME GINECOLOGICO:

3.1- VULVA: [1] Normal [2] Alterada
Hiperemia: [1] Presente [2] Ausente
Fissuras: [1] Presente [2] Ausente
Verrugas vulgar: [1] Presente [2] Ausente
Condiloma genital: [1] Presente [2] Ausente

Outras:

3.2- VAGINA [1] Normal [2] Alterada
Hiperemia: [1] Presente [2] Ausente
Condiloma: [1] Presente [2] Ausente

Conteudo vaginal: [1] Presente [2] Ausente

3.3- COLO UTERINO: [1] Normal [2] Alterado
Colpite: [1] Presente [2] Ausente

Ectrépio: [1] Presente [2] Ausente
Endocervicite: [1] Presente [2] Ausente
Condiloma: [1] Presente [2] Ausente

Outras:
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8.3 - Anexo lll — Instrumento para coleta de dados — Laudo
bacterioscopico para determinacéo e conclusdo do esfregaco

g % AMBULATORIO DE INFECCOES GENITAIS
an

LAUDO BACTERIOSCOPICO
HC:
Imiciais: Dia do ciclo menstrual: " Drata: ! !
1. Aspecto corrimento:
Quantidade » Ausente [ ] Pequeno [ Grande [ =pH [J =45 [J =45
Aspecto +  Ligmdo [] Pastoso [ JMucoide [ «TW:
Textura + Homogénea [ Heterogenea )
Cor - Branco [ Cinza [ Amarelo ) Verde [ Marrom [

2. Células epiteliais descamativas (Achades quantizativos):

Quantidade = Pequena [ Moderada (] Grande [

Tipo predominante 4 Superficias (] Intermediariag” ) Parabasais[_)
Clue Cells - Positiva D Megativa D

Lise - Ausente [ Pequena [ Intensa [

3. Células de Defesa (Leucdcitos):
Neutrofilos Ausente [ | -4 /Campo [ =4 /Campo [
Outro tipo: I =4 /Campo (] =4 /Campo [

4. Achados qualitativos e guantitativos da composicio da flora vaginal:

I - Lactobacilos:

Quantidade » ([ Ausente/Escasso Normal E Abundante

Relacio com as outras bactérias Predominio Equilibrio Diminuido ]

I1 — Cocobacilos:
OQuantidade  w [ Ausente/Escassw Noral E Abundante
Relagio com as outras bactérias Predomimo Equilibrio Diminuido[ ]

III - Estreptococos/Estatilococos - Ausentz [ Presente [
IV - Candida/Fungp ———»  Ausentz [ Presente [
V - Trichomonas — ———» Ausente [ Presente [
VI - Mobiluncus ——— Ausene [] Presente (]

CONCLUSAO - Impressio Diagnéstica do esfregaco apresentado (marque com X)

Tipo de Flora vaginal I I 11T
Presenca de processo infamatorio Ausente Leve Acentuado
Vag. Bacteriana | Vag. Citolitica Suspeita Endocervicite
Candidiase Vag. Aerdbica

Tricomomiase Vag. Inflamatoria Descamativa Normal

ResidentelAluno Responsavel (LETRA DE FORMA):




8.4 - Anexo IV — Biorrepositorio

&

UNICAMP

Pesqui

Universidade Estadual de Campinas
Departamento de Tocoginecologia

REGULAMENTO DO BIORREPOSITORIO

sa: Identificacio e quantificacio dos acidos orgiinicos presentes no contendo vaginal de

mulheres

com vaginose citolitica. vaginose bacteriana e candidiase vulvovaginal por espectrometria

de massas

Parecer CEP: 55/2016

1. Armazenamento e uso do material biologico:

a) O material biologico sera armazenado em natura ou na forma de RNA, DNA ou proteina. As
amostras serio armazenas em equipamentos de congelagio (Freezers -20 ° C) especificos e
utilizados somente para este fim. As amostras serdo codificadas apenas por nimeros e a chave
de ligacdo enfre numeros e nomes de pacienfes sera armazenada em programa de computador
protegido por senha. Somente 2 pessoas terdo acesso a esta chave de codigo, pela posse da
senha — o Prof Dr Paulo Cesar Giraldo (matricula UNICAMP — 054453), docente do
Departamento de Tocoginecologia — FCM/UNICAMP e José Marcos Sanches Junior (RLA
UNICAMP — 164270), aluno do curso de Pos-Graduacio e Tocoginecologia (Mestrado) —
FMC/UNICAMP.

b) A guarda e a autorizagdo do uso do referido material estara sob a responsabilidade exclusiva
da Profa. Dra. Juliana Karina Ruiz Heinrich Mucoucah (matricula UNICAMP — 29300-7),
Supervisora dos Laboratorios Clinicos Especializados do Hospital da Mulher Prof Dr. José
Aristodemo Pinotti — UNICAMP.

c) Sera assegurado a todos os sujettos de pesquisa. doadoeres do material. a garantia de gue
resultados obtidos e que sejam de seu interesse lhes seja comunicada (e/ou ao médico
responsavel por seu tratamento, quando for o caso). Para tanto informacoes sobre endereco para
contato e telefone serdo armazenadas em um programa de computador protegido por senha. e
utilizado como descrito no item a.

2. Com relagido ao funcionamento do Biorrepositorio:

a) O sujeito da pesquisa. ou seu representante legal, a qualquer tempo e sem quaisquer 6nus ou
prejuizos, pode retitar o consenfimento de guarda e ufilizacdo do material biologico
armazenado no Biorrepositorio. valendo a desisténcia a partir da data de formalizagdo desta.

a1 - A retirada do consentimento sera formalizada por manifestacdo, por escrito e assinada, pelo
sujeito da pesquisa ou seu representante legal, cabendo-lhe a devolugio das amostras existentes.
b) O prazo de armazenamento do material biologico humano no Biorrepositorio consta no
cronograma da pesquisa correspondente e sera por dez anos.

Faculdade de Ciéncias Medicas - Cidade Universitiria “Zeferino Vaz" - Distrite de Bar3e Geraldo -
Campinas - SF - Brasil - CEP 13081-870 - C. P. 6111 - Fone (018) 3521-8907 - FAX: (015) 3521-2800
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c) Renovagdes da avtorizacio de armazenamento serdo permitidas apos autorizagio do
CEP/FCM/Unicamp.

d) Ao final do periodo de realizacdo da pesquisa, o material biologico humano armazenado
devera ser transferido formalmente para outro Biomrepositorio ou Biobanco, mediante
aprovagdo do CEP.

3- Sob autilizagdo das amostras do Biorrepositorio em outros projetos concomitantes:
a) as amostras armazenadas podem ser utilizadas em novas pesquisas aprovadas pelo CEP e,
quando for o caso, pela CONEP, mediante a um novo TCLE e assinatura dos sujeitos;
b) Podera haver um TCLE especifico para nova pesquisa ou a solicitacdo de sua dispensa.
conforme disposto no TCLE de formacdo do biorrepositorio.
c) Quando fundamentada a impossibilidade de obtengdo do consentimento especifico para a
nova pesquisa, mediante opgio do sujeito em ser consultado a cada pesquisa, cabe ao CEP
autorizar, ou nio, a utilizacio do material biologico humano armazenado no Biorrepositorio.

Regulamento em vigor a partir de 05/2012

Joé Marcos Sanches Junior
Responsavel pelo Biorrepositorio
FCM-UNICAMP

Faculdade de Ciéncias Medicas - Cidade Universitana “Zeferine Vaz" - Distrite de Bardo Geraldo -
Campinas - 5P - Brasil - CEP 12081070 - C. P. 6111 - Fone (019) 3521-8007 - FAX: (019) 3521-2000



8.5 - Anexo V - Parecer consubistanciado do projeto de pesquisa
analisado pela Comisséo de Pesquisa CAISM/UNICAMP

Comissao de Pesquisa
CAISM/UNICAMP

PARECER CONSUBSTANCIADO DE PROJETO DE PESQUISA ANALISADO PELA
COMISSAO DE PESQUISA/CAISM/UNICAMP

| IDENTIFICACAO
1.

Titulo do Projeto: " Identificagdo e quantificagdo metaboldomica dos acidos organicos presentes no conteudo
vaginal de mulheres com vaginose citolitica, vaginose bacteriana e candidiase vulvovaginal por
espectrometria de i e
| 2. Pesquisador Responsavel: José Marcos Sanches Junior

| 3. Instituigdo do Pesquisador: Departamento de Tocoginecologia - Faculdade de Ciéncias Médicas - Unicamp

| 4. Local onde sera realizada a Pesquisa: Hospital da Mulher Prof. Dr. José Aristodemo Pinotti - Divisdo de
| Ginecologia

| 5. N° de inscri¢ao no CEP/FCM: /201 . 6. Grupo: 7. Data de apresentagdo ao CEP: / /201 .

APRESENTAGAO DO PROJETO:

8. Fundamentos: A microbiota vaginal € composta por diferentes tipos de bactérias que controlam o
ambiente vaginal por meio do seus metabolitos, podendo conferir ou ndo um equilibrio do trato genital
feminino. Em situagées diversas, o ecossistema vaginal pode sofrer alteragées em sua composig¢ao por
meio de fatores fisiolégicos e/ou ambientais, ocasionando disbioses vaginais. As principais disbioses
encontradas sao: a vaginose citolitica e a vaginose bac teriana. A candidiase vulvovaginal & outra
alteracao vaginal frequente que podera, assim como as demais causar grande impactando na vida
sexual e social de muitas mulheres. O conhecimento da diversidade microbiana e da presenca de
diferentes substancias, em especial os acidos organicos, no trato genital inferior feminino, podera
ajudar no entendimento de como se faz a homeostase deste ecossistema, tdo importante para a
reprodugao humana. O estudo do metabolomico do contetido vaginal podera esclarecer muitas duvidas
e ajudar na compreensao das interagdes que ocorrem na vagina de mulheres com VC, VB e CVV.
Objetivos: Avaliar o perfil metaboléomico vaginal de mulheres com vaginose citolitica, vaginose
bacteriana e candidiase vulvovaginal, por quantificagcao dos acidos organicos presentes no contetdo
vaginal. Metodologia: Estudo de corte transversal com 80 mulheres, igualmente distribuidas em grupos
com VC, VB, CVV e sem infecgao vulvovaginal (controles), sendo 20 mulheres por grupo. Apds
anamnese detalhada, todas as pacientes serdo submetidas a um exame especular de rotina no
Ambulatoério de Infecgoes Genitais Femininas — CAISM/UNICAMP para coleta de material vaginal para
realizagdo de bacterioscopia, teste de pH, cultura de fungos e identificagao e quantificagdo dos acidos
organicos presentes. O diagnosticos das vulvovaginites serdo feitos pelos resultados das
bacterioscopias, culturas vaginais e critério de Nugent. A mensuracdo dos acidos sera feita por
técnicas de espectrometria de massas por ESI (-)/MS, LC-MS/MS e MALDI-TOF, sendo analisados e
os resultados comparados entre as vulvovaginites estudadas e o controles.

AVALIACAO DOS RISCOS E BENEFICIOS:

9. A paciente nao sera submetida a procedimentos diferentes daqueles propostos na Assisténcia, para
a coleta de amostras biologicas. Incomodos e riscos estdao claramento descritos no TCLE. Os
beneficios serdo obtidos na contribuigdo ao conhecimento cientifico, para novas perspectivas no
entendimento dos desequilibrios da microbiota vaginal.

COMENTARIOS E CONSIDERAGOES SOBRE A PESQUISA:
10.

CONSIDERACOES SOBRE OS TERMOS DE APRESENTACAO OBRIGATORIA:
£ .

-1/2-




RECOMENDAGOES:

12.

CONCLUSOES OU PENDENCIAS E LISTA DE INADEQUACOES:

13, -

14. SITUAGAO DO PARECER:

Aprovado | [[] N3o Recomenda a Aprovacdo \ [C] Em Pendéncia 1 [C] Com Destaque

Campinas, 9 de setembro de 2016. Nome e assinatura do(s) membro(s) relator(es):

oA~

Prof*. Dr'. Fernanda Garanhani de Castro Surita
Presidente da Comissio de Pesquisa - DTG/CAISM/Unicamp

-2/2-
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8.6 - Anexo VI - Parecer consubstanciado do Comité de Etica em
Pesquisa da Unicamp — Campus Campinas

O COMITE DE ETICA EM
@ PESQUISA DA UNICAMP - Ww
cePUNICANE CAMPUS CAMPINAS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Identificacdo e quantificacao dos acidos orgénicos presentes no contetido vaginal de
mulheres com vaginose citolitica, vaginose bacteriana e candidiase vulvovaginal por
espectrometria de massas

Pesquisador: José Marcos Sanches Junior

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 60648016.8.0000.5404

Instituicao Proponente: Hospital da Mulher Prof. Dr. José Aristodemo Pinotti - CAISM
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.808.639

Apresentacao do Projeto:

Nos dias atuais onde a biotecnologia emprega um importante papel para o diagnéstico e tratamento de
inimeras doengas, muito métodos vém sendo utilizados para melhor compreender os processos de
fisiopatologia das doencas. As disbioses do trato genital inferior feminino além de muito frequentes durante
o periodo do menacme causando desconfortos genitais, estdo associadas a maior probabilidade de
aquisicao de doencas como HIV, HPV e DIP (1-3). A composi¢cao do microbioma vaginal humano é
fundamental para a manutengao deste ambiente, possibilitando a primeira linha de defesa contra patégenos
(4). A instabilidade do ecossistema vaginal € um fator bastante conhecido pela clinica ginecolégica e sua
variagao pode ser decorrente de diversos fatores, sejam eles fisiolégicos ou externos. A microbiota vaginal é
formada por diversos microrganismos que promovem um equilibrio do microambiente local, sendo este
mantido por complexas interacées entre a microbiota normal, os produtos metabdlicos microbianos, o estado
hormonal e a resposta imune do hospedeiro (5). A microbiota vaginal de mulheres em idade reprodutiva e
em condi¢des normais € composta por lactobacilos (LB), que através de seu metabolismo acidificam o
ambiente vaginal, favorecendo um ambiente hostil para instalagao de agentes patogénicos. Os lactobacilos
presentes na vagina desempenham um papel fundamental para a protegcao vaginal através de diferentes
mecanismos, tais como a producao de

Endereco: Rua Tessalia Vieira de Camargo, 126

Bairro: Barao Geraldo CEP: 13.083-887
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Telefone: (19)3521-8936 Fax: (19)3521-7187 E-mail: cep@fcm.unicamp.br
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uma variedade de compostos que atuam como bactericidas, coagregacao, exclusao competitiva e
imunomodulacao (6, 7).As espécies mais prevalentes em mulheres saudaveis, isoladas em meio de cultura
seletivas e identificadas por métodos moleculares, sao L. crispatus (30,1%), L. jensenii (26,5%), L. gasseri
(22,9%) e L. vaginalis (8,4%). Além de mais prevalentes, as espécies L. crispatus, L. jensenii e L. gasseri
foram as que atingiram, em média, menores valores de pH (préximos a 4,0) e apresentaram melhor
produgao de perodxido de hidrogénio(H202), caracteristicas sugeridas como importantes para protecao
contra varias infeccoes, principalmente a vaginose bacteriana (8). Todavia, a auséncia ou o
supercrescimento destes LB podera causar as disbioses e facilitar o aparecimento de infecgdes (9, 10).
Considera-se nos dias atuais que a auséncia ou diminuicdo acentuada do crescimento dos LB da
oportunidade ao desenvolvimento de bactérias anaerébicas associadas a Vaginose Bacteriana e se
tornaram muito mais importante para o entendimento da fisiopatogénese da VB que a prépria Gardnerela
vaginailis, . Por outro lado, apesar de ainda nao estar bem definida, a Vaginose Citolitica (VC), manifesta-se
em decorréncia do supercrescimento dos LB. Na primeira, o crescimento exagerado de bactérias
anaerobicas e a auséncia de LB determinara a produgao de substancias que além de promover o mau odor
genital, ainda promoverdo a degradacdao da matriz extracelular dos tecidos e consequentemente, a
facilitagao de infecgoes mais graves (11, 12). Na segunda, ha a promogao acentuada da lise celular,
liberacao de histamina e consequente descamagao epitelial intensa acompanhada de queimacao vaginal,
mimetizando a Candidiase vaginal. Provavelmente, o crescimento de bactérias nocivas (associadas a VB)
se faz por falta de mecanismo de controle que estdo muito fundamentados na presenca de acidos
organicos. No contetdo vaginal de mulheres saudaveis pode-se encontrar diferentes acidos organicos que,
por sua vez, manterdo o pH vaginal baixo, inibirao o crescimento bacteriano anaerdbicas, mas nao de
lactobacilos, e estimulardo a resposta imune vaginal por ativacdo da via Th17 dos linfécitos (13-
15).Mediante aos estudos recentes sobre os processos fisiolgicos e as interagdes internas e externas sob o
ambiente vaginal, muitas informagdes sobre o mecanismo fisiopatolégico da vaginose bacteriana (VB), suas
interacdes com o epitélio vaginal, metabdlitos provenientes da atuagao das bactérias anaerébicas e até
mesmo estudos acerca da especificidade bacteriana presente na infecgao ja sao sobejamente conhecidos.
No entanto, apesar de existirem trabalhos sobre as outras disbioses mais comuns, a vaginose citolitica (VC)
ainda nao é bem estudada. Da mesma forma, os entendimentos da fisiopatogenese da Vaginose bacteriana
e da Candidiase vaginal poderiam ficar enriquecidos com maiores conhecimentos do comportamento dos
diferentes acidos organicos liberados na luz vaginal Em um individuo saudavel, ha um equilibrio entre os
microrganismos presentes, onde organismos patogénicos e nao patogénicos
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podem ser encontrados de forma harménica. Quando uma infeccao esta instalada o equilibrio encontra-se
perturbado, acarretando em possiveis mudangas drasticas na microbiota (7). Relacionando este contexto ao
ambiente vaginal, ja é conhecido pela ginecologia sobre as caracteristicas microbiolégicas que levam as
disbioses por Candida spp, Gardnerella vaginalis e Mobiluncus por exemplo. Porém, ainda existe uma
lacuna no conhecimento sobre os processos metabélicos que podem levar a CVV, e principalmente para a
VC que até o momento foi muito pouco estudada. A VC é muito comum em mulheres em idade reprodutiva,
sendo caracterizada pelo crescimento excessivo de lactobacilos devido a razdes ainda desconhecidas.
Mediante ao crescimento exacerbado de lactobacilos no ambiente vaginal ocorre uma diminuicao do pH,
danificagao do epitélio vaginal expresso pela lise celular (citélise) levando a sintomas clinicos como
queimacao, dor, prurido, dispareunia e corrimento abundante em muitos casos (10). Uma vez que os
sintomas da VC sao muito semelhantes ao da CVV, é muito comum que na pratica ginecoldégica possam
ocorrer erros no diagnéstico e consequentemente oferecer um tratamento inadequado para a paciente,
sendo fundamental para a pratica em ginecologia o exame bacterioscopico, cultura para fungos, podendo
eliminar a possibilidade de candidiase e evitar quadros recorrentes e/ou agudos de VC. Alguns estudos ja
mostraram a prevaléncia da VC e a relagdo com os sintomas da CVV, mostrando que estes podem ser
muito semelhantes estimando uma taxa de prevaléncia que varia de 1,83-7,1% (16). Considerando a
similaridade dos sintomas e que pouco se sabe sobre os processos que levam a lise do epitélio vaginal, a
caracterizagao do metabolismo envolvido no processo de degradacao celular do epitélio escamoso vaginal
ira colaborar para melhores elucidagdes sobre o mecanismo de patogenicidade dos metabdlitos produzidos
pelos lactobacilos. Em mulheres em idade reprodutiva € comum que haja a presenca de lactobacilos que
favorecem um pH acido devido a produgao de acido latico, enquanto as bactérias que se associam a VB,
geralmente anaerébicas, produzem acidos graxos de cadeia curta, contribuindo assim para a disbiose
vaginal e desenvolvimento da infeccéo (17-19). Estudos anteriores sobre VB mostraram que acidos
organicos como o acetato e succinato sao metabdlitos tipicos produzidos por Provetella e Mobiluncus spp
(20) e ainda, o malonato juntamente com o acetato diferenciam a VB do estado normal de uma paciente,
bem como a diminuigao de certos aminoacidos devido ao processo de descarboxilacao de aminas
biogénicas (21). Ainda, em estudos in vitro foi constatado que o &cido succinico causa inibigao potente da
quimiotaxia, enquanto o acido acético causa baixa inibigao migragéo leucocitaria e isto justificaria a auséncia
de polimorfonucleares nos esfregagos vaginais de mulheres com VB (20). Em condigdes normais o
crescimento excessivo de lactobacilos a vagina pode apresentar uma alta disponibilidade de
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maltose, podendo ser atribuido este crescimento devido uma possivel sintese eficiente de glicogénio e/ou
secregao de - amilase pelo epitélio vaginal em condigées normais (22), em contraponto, a concentragao de
glicose em pacientes com VB foi superior em pacientes normais (23). Contudo, os estudos sobre o
metaboloma em mulheres com VB possibiltou compreensdes sobre o metabolismo e a fisiopatologia da
infecg¢ao, podendo assim partir para melhores avaliagcdes e progndsticos para esta disbiose vaginal. O
metabolismo proveniente dos microrganismos bem como sua interagdo com o hospedeiro favorece para a
homeostasia do sistema genital feminino. Diversos estudos sobre os acidos presentes no contetdo vaginal
colaboram para melhores elucidacdes sobre os mecanismos de interacdes entre a microbiota e o epitélio
vaginal. Hialurona ou &cido hialurénico (HA, do inglés hyaluronan) é o principal componente da MEC, sendo
responsavel pelo seu preenchimento e, por manter a integridade do tecido e sua homeostase.
Bioquimicamente, € um hidrato de carbono complexo formado por unidades repetidas de dissacarido de
acido Dglucorénico e N-acetil-D-glucosamina, portanto, proveniente do metabolismo da glicose (24) Imai et
al. 2014 (25) em um estudo in vitro pode avaliar os processos fisiopatolégicos que estariam relacionados a
atuacao do &cido butirico na infecgao do HIV. Em culturas celulares, foi observado que o acido butirico
poderia induzir uma acetilagao das histonas, ocasionando a replicagdo do HIV — 1 por inibicao de HDAC. A
Anaerococcus tetradius, encontrada na vaginal, € uma das bactérias produtoras do acido butirico, podendo
estar envolvida na progressao da AIDS por reativagdo do prévirus do HIV latente. O metaboloma vem sendo
estudado em diversos sistemas organicos a fim de promover melhores entendimentos sobre o
comportamento da microbiota e sua contribui¢do para o metabolismo do hospedeiro, podendo identificar
possiveis biomarcadores para diversas patologias (26-28). A partir do estudo metabolémico por técnicas de
Fingerpring por ESI (-), LC.MS/MS e MALDI-TOF a determinagao dos &cidos presentes no contetido
permitirdA uma associacao entre os metabdlitos presentes no conteddos vaginal e seu processo
fisiopatolégico no processo saude e doenga do trato genital feminino. Os estudos estao direcionados na
atuacao dos lactobacilos em suas condi¢cdes normais para a protegao e acidificacao vaginal, porém a
determinacao do metaboloma vaginal por espectrometria de massas (EM) podera esclarecer a relagao dos
microrganismos presentes na vagina e seus metabolitos, podendo assim caracterizar a fisiopatogénese da
VC, CVV e VB mediante aos produtos liberados pele metabolismo bacteriano. Com esta perspectiva, o
presente projeto busca melhores elucidacoes acerca das disbioses vaginais mais frequentes através da
caracterizagdo do metabolismo e suas relagdes com o ambiente vaginal saudavel e alterado. Hipétese: *
Havera uma diferenca dos tipos de acidos organicos presentes entre os
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grupos de mulheres com vaginose citolitica, vaginose bacteriana, candidiase vulvovaginal e mulheres sem
disbioses vaginais;* Havera uma diferenca na quantidade dos metabdlitos presentes entre os grupos de
mulheres com vaginose citolitica, vaginose bacteriana, candidiase vulvovaginal e mulheres sem disbioses
vaginais;* A comparagdo do metaboloma vaginal em mulheres saudaveis e com vaginose citolitica, vaginose
bacteriana e candidiase vulvovaginal indicara uma composi¢do metabélica diferente entre os grupos,
principalmente em relagcdo aos acidos organicos, carboidratos, e proteinas presentes no fluido vaginal.
Metodologia Proposta: As mulheres que aceitarem a participar do estudo serdo submetidas a um exame
especular para coletas especificadas a seguir: Identificacao e classificagao das diferentes vulvovaginites no
contetdo vaginal: Mensuragao do pH vaginal; Bacterioscopia a fresco; Bacterioscopia com coloracédo de
Gram; Cultura para fungo.ldentificagdo e quantificagdo dos diferentes acidos presentes no contetdo vaginal:
Fingerprint por ESI (-) — MS; Perfil metabolémico por LC-MS/MS; Caracterizagao de microrganismos e seus
metabélitos por MALDI-TOF. Critério de Inclusao: Depois de identificadas as mulheres elegiveis no estudo e
atendidas no Ambulatério de Infeccdes Genitais | do CAISM, os procedimentos da pesquisa serdo
explicados detalhadamente e sera solicitada a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE). Para a inclusdo das mulheres, os seguintes critérios serao seguidos:Critério de Inclusdo* Mulheres
entre 18 e 40 anos;* Mulheres com diagnéstico microbiolégico de VC, VB, CVV; Mulheres com resultado de
Papanicolaou negativo dentro do periodo de um ano; Mulheres sem desequilibrio de microbiota vaginal para
compor o grupo controle. Critério de Exclusao: Critérios de exclusdo * Mulheres gravidas; « Mulheres
virgens; *« Mulheres na menopausa; * Outras malignidades exceto cancer de pele ndao - melanoma;
«Imunossupressdo devido a doengas tais como AIDS, transplantes ou uso de medicamentos
imunossupressores como prednisona, Imuran ou quimioterapia para doengas como o Lupus Sistémico; «
Impedimento cognitivo ou de outras maneiras que impossibilitem a obtengao do consentimento informado; *
Incapacidade para ler e responder em portugués; » Nao obtencao da assinatura do termo de consentimento.

Obijetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: Avaliar o perfil metabolémico vaginal de mulheres com vaginose citolitica, vaginose
bacteriana e candidiase vulvovaginal. Objetivo Secundario: « Identificar os acidos organicos presentes no
conteudo vaginal de mulheres com vaginose citolitica, vaginose bacteriana, candidiase vulvovaginal e
controles;* Quantificar os acidos organicos presentes no contetido vaginal de mulheres com vaginose
citolitica, vaginose bacteriana, candidiase vulvovaginal e controles;s Comparar o perfil metabolémico entre
os grupos de mulheres e com
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vaginose citolitica, vaginose bacteriana, candidiase vulvovaginal e o grupo controle.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Segundo informagdes da pesquisadora: Sera coletado apenas o material vaginal, por um swab, como
procedimento de rotina do Ambulatério de Infecgdes Genitais - CAISM, ndao apresentando riscos previsiveis
para a paciente. Beneficios: Colaborar para a pesquisa e por meio dos resultados esperados, fornecer
possiveis rumos no diagnéstico das vulvovaginites através do melhor entendimento fisiopatolégico da
Vaginose citolitica, Vaginose bacteriana e Candidiase vulvovaginal.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Este protocolo se refere ao Projeto de Pesquisa de Mestrado intitulado "ldentificagao e quantificagao dos
acidos organicos presentes no contetido vaginal de mulheres com vaginose citolitica,vaginose bacteriana e
candidiase vulvovaginal por espectrometria de massas”, cujo pesquisador responsavel é José Marcos
Sanches Junior, com equipe de pesquisa composta por:Marcos Nogueira Eberlin e PAULO CESAR
GIRALDO. A pesquisa foi enquadrada na area tematica "Ciéncias Biolégicas" e "Ciéncias da Saude" e a
Instituicao Proponente é o Hospital da Mulher Prof. Dr. José Aristodemo Pinotti - CAISM. Segundo as
Informagoes Basicas do Projeto, a pesquisa tem orgamento estimado em R$8.407,15 (Oito mil, quatrocentos
e sete reais)e o cronograma apresentado contempla: Inclusdo das Mulheres e realizagao das técnicas e
exames de 14/11/2016 a 28/04/2017. Cronograma adequado. Na pesquisa serdo abordadas 80 mulheres
de 18 a 40 anos e sera realizada no Ambulatério de Infecgcdes Genitais Femininas do CAISM. Todas as
pendéncias anteriores foram atendidas.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

O pesquisador apresentou: Folha de Rosto assinada pelo mesmo e pelo Diretor do Hospital da
Mulher/CAISM/UNICAMP; Projeto da PB; Projeto detalhado; Parecer de aprovacao da Comissao de
Pesquisa do CAISM; Declaragao em formulario da FAPESP; TCLE; Regulamento Biorrepositério,
comprovante de atestado de matricula, Carta resposta ao CEP e autorizagao do Responsavel pelo
Ambulatério de Infecgdes Genitais Femininas do CAISM datada e assinada.

Recomendagoes:

1-Lembramos que o TCLE deve ser elaborado em duas vias, sendo uma retida pelo sujeito da pesquisa ou
por seu representante legal e uma arquivada pelo pesquisador (resolucdo 466/2012).

2-Se o TCLE tiver mais de uma péagina, o sujeito de pesquisa ou seu representante, quando for o caso, e o
pesquisador responsavel deverao rubricar todas as folhas desse documento, apondo suas
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assinaturas na Gltima pagina do referido termo ( Carta Circular n® 003/2011/CONEP/CNS).

3-No cronograma, observar que o inicio do estudo somente podera ser realizado apés aprovagao pelo CEP,
conforme compromisso do pesquisador com a resolugao 466/2012

4. Ao pesquisador cabe desenvolver o projeto conforme delineado, elaborar e apresentar

os relatérios parciais e final, bem como encaminhar os resultados para publicagao,

com os devidos créditos aos pesquisadores associados e ao pessoal técnico

participante do projeto (resolugao 466/2012).

5. Em estudos retrospectivos, caso o pesquisador encontre dados que possam modificar o prognéstico ou
tratamento dos sujeitos de pesquisa, recomenda-se que tais informagdes sejam transmitidas aos
participantes e/ou anexadas ao prontuario para conhecimento da equipe clinica.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
Todas as pendéncias anteriores foram atendidas, ndao ha pendéncias.

Consideracgoes Finais a critério do CEP:
- O sujeito de pesquisa deve receber uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra,
por ele assinado (quando aplicavel).

- O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (quando aplicavel).

- O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado. Se o pesquisador
considerar a descontinuagao do estudo, esta deve ser justificada e somente ser realizada apés analise das
razoes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou. O pesquisador deve aguardar o parecer do CEP
quanto a descontinuagao, exceto quando perceber risco ou dano nao previsto ao sujeito participante ou
quando constatar a superioridade de uma estratégia diagndstica ou terapéutica oferecida a um dos grupos
da pesquisa, isto é, somente em caso de necessidade de acdo imediata com intuito de proteger os
participantes.

- O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do

estudo. E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave
ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagao ao CEP e a

Endereco: Rua Tessdlia Vieira de Camargo, 126

Bairro: Bardo Geraldo CEP: 13.083-887
UF: SP Municipio: CAMPINAS
Telefone: (19)3521-8936 Fax: (19)3521-7187 E-mail: cep@fcm.unicamp.br

Pégina 07 de 09



O COMITE DE ETICA EM
&'ﬂ@ff PESQUISA DA UNICAMP - mﬂm
cepuNICANE CAMPUS CAMPINAS

Continuagéo do Parecer: 1.808.639

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamento.

- Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas e aguardando a aprovagao
do CEP para continuidade da pesquisa. Em caso de projetos do Grupo | ou Il apresentados anteriormente a
ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também a mesma, junto com o parecer aprovatério
do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial.

- Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente seis meses ap6s a data deste
parecer de aprovagao e ao término do estudo.

-Lembramos que segundo a Resolugao 466/2012 , item XI.2 letra e, “cabe ao pesquisador apresentar dados
solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualquer momento”.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacgoes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS _DO_P | 26/10/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 796435.pdf 14:39:32
Outros biorrepositorioCorrecao.pdf 26/10/2016 |José Marcos Aceito
14:38:46 [ Sanches Junior

TCLE / Termos de | TCLEcorrecao.pdf 26/10/2016 |José Marcos Aceito

Assentimento / 14:37:59 | Sanches Junior

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / | ProjetoDetalhadoCorrecao.pdf 26/10/2016 |José Marcos Aceito

Brochura 14:37:27 [Sanches Junior

Investigador

Outros Carta.pdf 26/10/2016 |José Marcos Aceito
14:36:41 | Sanches Junior

Outros AutorizacaoCAISM.pdf 26/10/2016 |José Marcos Aceito
14:36:13 [ Sanches Junior

Declaragao de Biorrepositorio.pdf 26/09/2016 |José Marcos Aceito

Manuseio Material 15:57:34 | Sanches Junior

Biolégico /

Biorepositdrio /

Biobanco
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TCLE/Termos de |TCLE.pdf 26/09/2016 |José Marcos Aceito

Assentimento / 15:57:17 [Sanches Junior

Justificativa de

Auséncia

Outros ParecerCONSUBSTANCIADOCAISM.pd| 26/09/2016 |José Marcos Aceito

f 15:23:26 | Sanches Junior

Declaragao de MANIFESTAcAODIRIGENTE.pdf 26/09/2016 |José Marcos Aceito

Instituicao e 15:22:05 |[Sanches Junior

Infraestrutura

Outros AtestadoMatriculaMARCOS.pdf 26/09/2016 |José Marcos Aceito
15:20:40 [ Sanches Junior

Projeto Detalhado/ |PROJETOMETABOLOMA .pdf 26/09/2016 |José Marcos Aceito

Brochura 15:19:39 [Sanches Junior

Investigador

Folha de Rosto FOLHAROSTO.pdf 26/09/2016 |José Marcos Aceito
15:19:20 | Sanches Junior

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao
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Bairro: Bardo Geraldo
UF: SP
Telefone:

Municipio:
(19)3521-8936

CAMPINAS, 07 de Novembro de 2016

Vieira de Camargo, 126

CAMPINAS
Fax:

Assinado por:
Renata Maria dos Santos Celeghini
(Coordenador)

CEP:

(19)3521-7187

13.083-887
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