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Resumo

OBJETIVO: Quantificar o nomero de células de defesa e os niveis de imunoglobulina E (IgE) no sangue periférico em
amostra de mulheres com candidiase vaginal recorrente. METODOS: Estudo de corte fransversal com 60 mulheres, 40
com candidiase vulvovaginal e 20 do grupo controle [sem doenga). As células de defesa foram identificadas utilizando
um sistema de impedéncia combinada com a citometria de fluxo, os niveis de IgE total e especifica foram medidos por
meio de técnicas de quimiluminescéncia, o feste de Mann-VWhitney foi utilizado para varidveis nominais e do teste de
Spearman para correlagdes das concentragdes de IgE e de eosinéfilos no sangue periférico. RESULTADOS: O nimero
de eosindfilos no sangue periférico de pacientes com candidiase vulvovaginal, 302,60 (+253,07), foi significativamente
maior do que o grupo confrole, 175,75 (x109,24] (p=0,037). Os niveis séricos de IgE fotal e especifica foram
semelhantes em ambos os grupos de mulheres com e sem candidiase vulvovaginal recorrente (p=0,361). Entrefanto,
observou-se uma correlagdo positiva moderada entre eosinofilia e niveis de IgE tofal no sangue periférico de mulheres
com candidiase vaginal recorrente (r=0,25). CONCLUSAO: Mulheres com candidiase vaginal recorrente parecem
fer maior concentragdo de eosinéfilos no sangue periférico que as assintomaticas.

Abstract

PURPOSE: To quantify the number of defense cells and immunoglobulin E (IgE) levels in peripheral blood sampled from
women with recurrent vulvovaginal candidiasis. METHODS: A cross-sectional study was conducted on 60 women, 40
with vulvovaginal candidiasis and 20 controls. The defense cells were identified using an impedance system combined
with flow cytometry and tofal and specific IgE was measured by chemiluminescence. The Mann-Whitney test was used
for nominal variables and the Spearman test was used to determine the correlation of IgE concentration and eosinophils
in peripheral blood. RESULTS: The number of eosinophils in peripheral blood from patients with recurrent vulvovaginal
candidiasis, 302.60 (£253.07), was significantly higher compared fo confrol, 175.75 (x109.24) (p=0.037).
Serum levels of tofal and specific IgE were similar in the groups of women with and without recurrent vulvovaginal
candidiasis (p=0.361). However, there was a moderate positive correlation between eosinophils and fofal serum IgE
in the candidiasis group (r=0.25). CONCLUSION: Women with recurrent vulvovaginal candidiasis are more likely to
have eosinophils in peripheral blood.

Correspondéncia

José Queiroz Filho

PPGCSa

Avenida Gal. Gustavo Cordeiro de Farias, s/n
(EP: 59010-180

Natal (RN), Brasi

Recebido

10/07/2013

Aceito com modificacdes
04/10/2013

Trabalho realizado no programa de pés-graduacdio em Ciéncias da Satde da Universidade Federal do Rio Grande do Norte —
UFRN - Natal (RN), Brasil.

'Programa de pés-graduagdo em Ciéncias da Saide, Universidade Federal do Rio Grande do Norte — UFRN — Natal (RN), Brasil.
2Universidade Potiguar — UNP — Natal (RN, Brasil.

*Departamento Materno-infantil, Universidade Federal do Ceard — UFC - Fortaleza (CE), Brasil.

“Departamento de Tocoginecologia, Universidade Estadual de Campinas — Unicamp — Campinas (SP), Brasil.

Conlflito de interesses: ndo hd.



454

Introducao

A candidiase vulvovaginal (CVV) é um dos
diagndsticos mais frequentes nos ambulatérios de
ginecologia, afetando 75% de todas as mulheres pelo
menos uma vez durante suas vidas — menos de 5%
terdo candidiase vulvovaginal recorrente (CVVR).
A CVVR é uma situagio que traz grande desconforto
para a mulher, podendo até mesmo cursar com trans-
tornos psicolégicos'™. A candida albicans é a espécie
mais frequentemente isolada em vaginas de pacientes
sintomadticas. S30 micro-organismos oportunistas que,
em certas condi¢des, como maior viruléncia do fungo
ou desequilibrio da imunidade do hospedeiro, podem
tornar-se patogénicos’”. A resposta imune adaptativa
é responsavel pela prote¢do das mulheres contra a
conversdao do organismo para um agente patogénico
oportunista da mucosa vaginal®''.

A candida é um fungo comensal do trato gastroin-
testinal e geniturindrio, e como resultado dessa expo-
si¢do a maioria, se ndo todos os individuos sauddveis,
desenvolvem imunidade especifica adaptativa a candida
demonstrada por meio de anticorpos séricos na mucosa,
“in vitro” ou por meio do teste de reatividade cutdnea
retardada por respostas de células T*''. A imunidade
celular (IMC) € o centro de todas as hipéteses para ex-
plicar candidfase de mucosas. A defesa do hospedeiro
contra a candidiase envolve equilibrio entre resposta
imune celular do hospedeiro e o patégeno em questdo
(Th1 e Th2)>'"12,

A resisténcia das mucosas do hospedeiro as in-
fecgdes por candida estd associada & predominincia da
resposta imune do tipo celular (resposta das células
T CD4), enquanto que a susceptibilidade a infec¢do
estd associada a resposta do tipo humoral (resposta
das células B)?'2.

Muitos casos de candidiase vulvovaginal recor-
rente CVVR sdo atribuidos a resisténcia terapéutica,
no entanto, outra hipétese amplamente aceita é que a
CVV primdria é uma reacgdo alérgica causada por imu-
noglobulina E candida especifico (IgE)”'*"*. Durante
a exposicdo ao antigeno, na falta de resposta celular
especifica, ocorre predominantemente uma resposta
humoral com aumento da produg¢do de anticorpos
IgE a partir de linf6citos presentes na membrana
basal. A presenca de alérgenos no canal vaginal e o
transporte intraepitelial favoreceria a produgdo de IgE
especifica, que, por sua vez, induziria a degranulagio
dos mastécitos provocando a libera¢do de mediadores
vasoativos como histamina e mediadores inflamaté-
rios (prostaglandinas e leucotrienos), culminando em
episédios recorrentes de candid{ase'”.

A resposta vaginal de hipersensibilidade mediada
por IgE a candida albicans pode ser um cofator para
CVVR em mulheres em risco. A liberagio de histamina
e prostaglandina E2 induz uma resposta inflamatéria
localizada e imunossupressdo que favorece a proliferagdo
de candida albicans. Confirmando essa teoria, um estudo
interessante demonstrou que pacientes com CVVR
apresentavam IgE no contetddo vaginal, sugerindo uma
resposta de hipersensibilidade localizada®.

O objetivo deste estudo foi quantificar o nimero
de células de defesa (neutréfilos, linfécitos, monécitos e
eosinéfilos) presentes no sangue periférico de mulheres
com CVVR e correlacionar com os niveis de IgE total
e especifica no sangue periférico.

Métodos

Selecao dos sujeitos

Foram incluidas neste estudo 60 mulheres aten-
didas por demanda espontinea em um ambulatério
publico no perfodo de fevereiro a abril de 2009, sendo
as 40 mulheres que apresentavam 3 ou mais episédios
de candidiase vaginal no ano diagnosticadas por cul-
tura positiva para cindida consideradas como grupo
em estudo e 20 mulheres assintomdticas classificadas
como grupo controle. Como critérios de exclusio, ndo
foram consideradas elegiveis mulheres portadoras de
doengas cronico-degenerativas, que faziam uso de me-
dicamentos imunossupressores e antibidticos, griavidas,
portadoras de doencgas sexualmente transmissiveis,
pacientes que praticaram atividade sexual e tenham
utilizado duchas ginecolégicas nas tGltimas 48 horas,
estivessem em periodo menstrual e/ou fossem imu-
nodeprimidas. Apds anamnese os objetivos do estudo
foram apresentados as mulheres, tendo sido incluidas
apenas aquelas que aceitaram participar e assinaram
um termo de consentimento livre e esclarecido. Este
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade Potiguar.

As secrecdes vaginais foram coletadas no momento da
consulta, com swab de algineto estéril. Em seguida, foram
acondicionadas em tubo contendo solucdo salina estéril
0,85% e enviadas para o laborat6rio de microbiologia
para posterior avaliacdo. As amostras de sangue (10 mL)
foram obtidas de pungdo de sangue periférico venoso
por sistema a vdcuo (Becton — Dickinson — Vacutainer
SST BD). Em resumo, tubos contendo anticoagulantes
foram utilizados para acondicionar 4 mL de sangue, o
qual foi utilizado para quantificar as células de defesa,
e em tubos contendo gel separador sem anticoagulante
(Becton — Dickinson — vacutainer SST BD) foi acondi-
cionado 6 mL de sangue periférico, que foi submetido




a processo de coagula¢do em temperatura ambiente e
posteriormente submetido a centrifugacdo a 3000 Xz
para obtenc¢@o de soro e realiza¢do da quantifica-
¢do dos niveis de IgE sérica total e especifica para
candida albicans.

As secreg¢bes vaginais colhidas foram semeadas
em Agar de Saboraud dextrose 4% (DIFCO) contendo
clorafenicol (Sigma — Aldrich) (0,15 g/L). As amostras
processadas e incubadas a 37°C por 72 horas. A inter-
pretacdo das culturas foi baseada no seguinte ponto
de corte: sem nenhum crescimento detectdvel ou até
quatro col6nias, era considerado negativo; acima de quatro
colonias, era considerado positivo. Esse critério de
avalia¢do foi baseado em resultados de culturas de pa-
cientes assintomadticas levando-se em considera¢dao que
a candida é um micro-organismo comensal que faz parte
da microbiota humana. Como método de triagem foi
utilizado a bacterioscopia por Gram.

As leveduras isoladas foram identificadas de acordo
com a metodologia cldssica: por técnica de microcultivo
e provas bioquimicas e fisiol6gicas, como assimila¢do
e fermentacdo de carboidratos e assimilagdo de fontes
de nitrogénio.

A contagem foi realizada em duplicatas por
contador hematolégico automatizado CELL DYN
3500 (Abbott Laboratories), que utiliza um sistema
de impedancia combinado com citometria de fluxo.
A contagem diferencial de células de defesa foi revisada
em esfregaco sanguineo, no qual foi colocado 10 pl de
sangue em lamina de vidro com borda fosca e previa-
mente identificada, sendo posteriormente realizada
a distensdo sanguinea. Em seguida, foi corada com
corante Leishman (Merck do Brasil) e, apds lavagem e
secagem, a leitura foi realizada em microscopia ptica
com a objetiva de imersdo (X100).

Os niveis séricos de IgE total foram determina-
dos pelo método de quimiluminescéncia, em aparelho
Immulite 2000/ DPC MEDLAB — USA, usando o 47¢ Immulite
2000/DPC MEDLAB — USA e seguindo-se todas as
recomendagdes do fabricante. Os resultados foram
emitidos conforme a emissdo de luz interrupta que
foi proporcional a concentrag¢io de IgE da amostra e
expressos em Ul/mL. As concentra¢Ges de IgE total
foram obtidas por comparag¢io das dosagens dos casos
com os valores de uma curva de calibragdo com padrdes
de concentragdes conhecidas.

Os niveis séricos de IgE especifica foram deter-
minados utilizando o método de Fluoroimonoensaio,
usando o £/t UniCAP (Pharmacia & Upjonh) para
IgE especifica anti-C. Albicans, seguindo-se todas as
recomendacdes do fabricante.

A andlise estatistica foi realizada utilizando o
software SPSS versdo 10.0 (SPSS, Chicago, IL, EUA).
O teste de Mann-Whitney foi utilizado para varidveis
nominais e do teste de Spearman para correla¢Bes da
concentragdo de IgE e de eosindfilos no sangue perifé-
rico. p<0,05 foi considerado significativo.

O protocolo de pesquisa foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa do Hospital Universitdrio Onofre
Lopes da Universidade Federal do Rio Grande do
Norte (UFRN), todas as pacientes assinaram termo
de consentimento livre e esclarecido e a pesquisa foi
conduzida de acordo com a Declaragao de Helsinque
revisada em 2008.

Resultados

O nidmero de eosindfilos no sangue periférico de
pacientes com CVV, 302,60 (x253,07), foi significa-
tivamente maior do que o do grupo controle, 175,75
(2109,24) (p=0,037). Neutréfilos, linfécitos e macréfa-
gos também foram quantificados, mas ndo apresentam
diferencas significativas (Tabela 1).

Correlacionando-se a contagem de eosinéfilos no
sangue periférico com as concentracdes de IgE total
sérica, foi encontrado uma associa¢do positiva moderada
(r=0,25) no grupo de pacientes portadoras de CVVR,
o que nio foi observado no grupo controle (r=0,0069)
(Tabela 2).

Os niveis séricos de IgE total e especifica foram
semelhantes em ambos os grupos de mulheres com e
sem CVVR (p=0,361). Entretanto, observou-se uma
correlacdo positiva entre eosinofilia e niveis de IgE total
no sangue periférico de mulheres com CVVR (Figura 1).

Tabela 1. Contagem automatizada das células de defesa no sangue periférico de mulheres
com e sem candidiase vulvovaginal recorrente

Células CVVR Controles Valor p
Neutréfilos 3637,40=1146,77 3605,60+1208,77 01
Linfécitos 2551,95+1145,33 2680,90=1106,76 04
Eosindfilos 302,60+253,07 175,75+109,24 0,03
Macréfagos 308,00+138,83 290,70+170,39 0,5

CVVR: candidiase vulvovaginal recorrente.

Tabela 2. Correlagio entre IgE total sérica e eosindfilos no sangue periférico em mulheres
com candidiase vulvovaginal e grupo controle

Eosingfilos IgE, t‘oiul IgE efp‘ecificu Ruz‘ﬁo de
sérica sérica risco
v 302,60(x253,07)  308,83(£558,94) <0,10 34
Controle 17575(x109,24)  117,34(=82,66) <0,10 0,6

CWV: candidiase vulvovaginal.
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Figura 1. Correlacdo entre os niveis de imunoglobulina E total e eosinéfilos no sangue periférico em pacientes com candidiase vulvovaginal recorrente

e grupo controle

Discussao

A CVV é um problema significativo em algu-
mas mulheres, e sua recorréncia tém sido associada
a processos alérgicos e alteracdes imunolégicas'>!°.
Tradicionalmente, nos casos de alergias observa-se um
aumento na populagdo de eosinéfilos. Neste estudo,
verificou-se um aumento no nimero de eosindéfilos no
sangue periférico de pacientes com candidfase vaginal
em comparac¢dao com o grupo de controle. Podemos
inferir que exista uma resposta predominantemente
TH2 (alérgica) entre as mulheres com CVYV, refletin-
do talvez maior prevaléncia de pacientes alérgicos no
grupo com CVVR.

Estudo recente confirma ainda um acréscimo impor-
tante na composi¢do e variedade de fungos presentes na
flora vaginal, como também um maior risco de aquisi¢do
de candidfase vaginal recorrente em mulheres chinesas
que apresentavam rinite alérgica cronica'c.

Por outro lado, estudos com pacientes com candidi-
ase mucocutinea observou um aumento e/ou a ativagio
de eosinéfilos no sangue periférico e na derme'’. Talvez
a infec¢do por candidfase por si s6 tenha um papel na
ativacdo de eosinéfilos no sangue periférico, uma vez
que outros estudos também sugerem que a candida possa
causar inflamacio cutinea predominantemente composta
por eosinéfilos'®.

Avaliando, entretanto, por outro prisma, a eosino-
filia poderia ocorrer devido a resposta imune (alérgica)
tipo TH2 induzida por anticorpos IgE especificos para
candida'®". Colaborando com esses achados, outros estu-
dos'?! concluiram que a resposta imune vaginal alérgica

pode predispor uma candidfase croénica por indugdo da
sintese de PGE2, que suprime a imunidade mediada por
células. Fan et al.” quantificaram IgE no fluido vaginal
de mulheres com CVV e observaram maior concentragio de
imunoglobulina IgE em pacientes com a doenga em
comparagdo com os controles.

Semelhante a estudo anterior conduzido por Neves
et al.", no presente estudo, ndo encontramos diferencas
significativas ao quantificar a IgE especifica e total en-
tre mulheres com e sem CVVR. No entanto, Carvalho
et al.”?, ao analisar anticorpos IgE especificos para
candida em amostras de soro e lavado vaginal, relatou
um ligeiro acréscimo nas concentragdes séricas desses
anticorpos em comparagdo com os valores encontrados
em amostras vaginais, embora ndo tenham sido diferen-
cas significativas. Esse fato contradiz outros resultados
encontrados na literatura, sugerindo que a resposta de
hipersensibilidade vaginal IgE-mediada especifica para
candida albicans poderia ser um cofator para vaginite
recorrente em certos grupos de mulheres®.

Apesar desses achados interessantes que demonstram
uma relagdo de eosinofilia no sangue e associa¢io de IgE
pressupondo um quadro com substrato de rea¢do alérgica,
os resultados do presente estudo devem ser analisados
dentro de suas limita¢des, uma vez que as pacientes nao
se submeteram a testes alérgicos especificos.

Outra limitag@o que ndo pode ser esquecida estd re-
lacionada ao desenho do estudo, uma vez que se tratando
de um corte transversal estas pacientes foram avaliadas
em um Unico momento, ndo havendo, portanto, um
seguimento posterior que possibilite descrever a evolu-
¢ao dos quadros clinicos de candidiase e sua associagdo
posterior com alergias.
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