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Resumo

Introducao: As vulvovaginites (VV) sao consideradas como agravos importantes a
saude da mulher, pois afetam suas vidas no ambito sexual, afetivo, social, e
psiquico. Muitos aspectos da fisiopatogénese destas afec¢des ainda precisam ser
esclarecidos, entre eles os mecanismos imunes relacionados a instalacdo e
propagacao da infeccdo. Objetivos: Identificar e quantificar por citometria de
fluxo (CF) os leucdcitos presentes no contetudo vaginal de mulheres com flora
normal e VV. Avaliar a expressdo do CD16 nos neutrdéfilos do conteudo vaginal
destas mulheres. Materiais e Métodos: Estudo de corte transversal, no periodo
de junho de 2009 a outubro de 2010. O estudo incluiu 152 mulheres no menacme
diagnosticadas com: flora vaginal normal (n=51), vaginose bacteriana (VB) (n=34),
candidiase vulvovaginal (CV) (n=43) e VB associada a CV (VB+CV) (n=14). As
mulheres foram submetidas a exame especular para medida de pH vaginal,
teste de Whiff, coleta de material para bacterioscopia e cultura para fungos. A
VB foi detectada pelos critérios de Amsel e/ou escore de Nugent =7. A CV, pela
presenga de hifas ou esporos no conteudo vaginal. VB+CV foi diagnosticada
quando estas duas VV estavam presentes na mesma mulher segundo critérios ja
descritos. Foram consideradas com flora vaginal normal, as mulheres que

apresentaram flora do tipo 1 e auséncia de patégenos nos exames laboratoriais.
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Ao final do exame ginecoldgico, foi realizado um lavado da cavidade vaginal, o
qual foi enviado ao laboratério para processamento. Os leucécitos foram
marcados com anticorpos monoclonais conjugados a fluoréforos (anti-CD3, anti-
CD4, anti-CD8, anti-CD14, anti-CD15, anti-CD16, anti-CD19, anti-CD24 e anti-
CD56) e analisados por CF. Resultados: Os granulécitos neutréfilos foram as
células predominantes em todos os grupos estudados. A média da porcentagem de
granuldcitos neutréfilos foi significativamente maior (p<0,05) na CV comparado a
flora normal e VB. A média da porcentagem de granulécitos neutrofilos foi
significativamente menor (p<0,05) na VB comparado a flora normal e a CV.
Macréfagos e linfécitos foram detectados em percentuais bem menores que os
granuldcitos neutréfilos. Houve significancia estatistica (p<0,05) para os linfécitos
TCD4 que apresentaram média da porcentagem maior na CV e VB em comparacao
a flora normal. Considerando-se a intensidade da expressdo do CD16 nos
neutréfilos, houve maior expressao nas VV (VB, CV, VB+CV) quando comparado a
flora normal (p<0,05). Entre as VV, esta ocorréncia foi maior na VB comparado a CV
(p<0,05). Conclusoes: Os granulécitos neutrofilos foram as células predominantes
nos lavados vaginais e suas quantidades foram decrescentes considerando-se CV,
flora normal e VB. Estes dados sugerem que, como em outros tecidos, na
vagina, o0s neutrofilos sdo as principais células efetoras da resposta imune
apresentando-se em maiores ou menores concentragdes conforme o estimulo
imunolégico causado pelo micro-organismo. A maior intensidade da expresséo
do CD16 nos neutréfilos das mulheres com VV indica um atraso na apoptose

dos neutréfilos envolvidos nestas infecgdes, predominando na VB.

Palavras-chaves: leucdcitos, imunidade, vaginose bacteriana, candidiase vulvovaginal,

citometria de fluxo.
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Abstract

Introduction: Vulvovaginitis (VV) is a serious health problem in women. This disease
affects their lives in all aspects, be it, sexual, affective, social, and psychological.
Many aspects of the pathophysiology of these infections have yet to be
elucidated, including the immune mechanisms related to proliferation of
microorganisms and maintenance of the infectious process. Objectives: One
aim of this study was to identify and to quantify the immune cells present in the
vaginal lumen of women with normal flora and VV by flow cytometry (FC). Another aim
was to evaluate the expression of CD16 on neutrophils from the vaginal lumen of
these women. Materials and Methods: A Cross-sectional study was performed
from June 2009 to October 2010. The study included 152 women of childbearing age
diagnosed with: normal vaginal flora (n=51), bacterial vaginosis (BV) (n=34),
vulvovaginal candidiasis (VC) (n=43) and BV associated with VC (BV+VC) (n=14).
The women underwent speculum examination for performing vaginal pH, Whiff
test, Gram stain and culture for fungi. BV was diagnosed by the Amsel criteria
and/or Nugent score 27. VC was diagnosed by the presence of yeast or hyphae in
the vaginal discharge. A diagnosis of BV+VC was made when both criteria were

present in the same woman. Normal vaginal microflora was defined by the presence
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of type 1 flora and absence of pathogens in laboratorial exams. During gynecological
examination, a lavage of the vaginal cavity was performed and sent to the laboratory
for processing. Immune cells were labeled with fluorochrome-conjugated
monoclonal-antibodies (anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8, anti-CD14, anti-CD15, anti-
CD16, anti-CD19, anti-CD24 e anti-CD56) and analyzed by FC. Results: The
neutrophil granulocytes were the predominant cells in all groups. The mean of the
percentage of neutrophil granulocytes was significantly higher (p <0.05) in VC
compared to the normal flora and BV. On the other hand, the mean of the
percentage of neutrophil granulocytes was significantly lower (p <0.05) in BV
compared to the normal flora and VC. Macrophages and lymphocytes were
detected in percentages far lower than the neutrophil granulocytes. The mean
percentage of CD4 lymphocytes was significantly higher (p <0.05) in BV and VC
compared to the normal flora. The expression of CD16 on neutrophils was higher in
VV (BV, VC, BV+VC) compared to the normal flora (p <0.05). Among the VV, it
was higher in BV compared to VC (p <0.05). Conclusions: Neutrophil
granulocytes were the predominant cells in the vaginal lavages. Higher amount of
neutrophil granulocytes was observed in VC, normal flora and BV respectively.
These data suggest that neutrophils are presented in higher or lower concentrations
as the immune stimulation caused by the pathogen. The highest intensity of CD16
expression on neutrophils in women with VV indicates a delay in neutrophil

apoptosis in these infections, predominantly in BV.

Keywords: leukocytes, immunity, bacterial vaginosis, vulvovaginal candidiasis,

flow cytometry.
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1. Introducao

As vulvovaginites sdo doengas referidas desde o século V a.C. como
importantes agravos a saude da mulher, entretanto, somente a partir da década de
90, apds sua associacdo com aumento da transmissibilidade do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), vém recebendo a devida atenc¢do por parte da
comunidade cientifica (1,2). Além dos consideraveis gastos econémicos, as
vulvovaginites (VV) causam danos emocionais, reprodutivos e sociais como:
desconforto fisico, estresse psicoldgico, transtornos da sexualidade, problemas

conjugais e reprodutivos, além de embaragos sociais (2).

InUmeras s@o as causas que propiciam inflamacdo do epitélio vaginal
gerando diferentes tipos de VV. Os agentes infecciosos estdo entre as principais
causas, porém as VV podem ser decorrentes de processos alérgicos, irritativos,
traumaticos, manifestagbes clinicas de doencas dermatol6égicas e/ou autoimunes,
além de alteracdes fisiologicas do trato genital feminino (3,4). Considerando-se as
diversas etiologias, provavelmente, toda mulher tera durante sua vida reprodutiva,

um ou mais episodios de descarga vaginal que a levara ao consultério médico, o
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que torna o corrimento vaginal seguramente a queixa mais comum nos consultorios
de ginecologia e obstetricia (5,6). De fato, no Brasil, foram estimados trés milhdes de
episédios ao ano, gerando um gasto anual em torno de 80 a 100 milhdes de
délares. Estes indices representam um prejuizo social e econdmico consideravel
para o nosso pais (7). Nos Estados Unidos da América, considerando os custos
para diagndsticos, tratamentos e as despesas com atestados médicos, estimou-

se um gasto de um bilhdo de délares ao ano (8).

Além da alta frequéncia do problema, o diagndstico do corrimento genital
pelo ginecologista, quer na rede publica de saude ou na clinica privada, nao € facil.
Muitos aspectos podem modificar a sintomatologia e o aspecto clinico do
corrimento vaginal fazendo com que o diagndstico, na maioria das vezes, torne-
se um procedimento complexo. Apesar destes conhecimentos, a hipbtese
diagnéstica é frequentemente elaborada por uma anamnese superficial
acompanhada de exame especular despretensioso. Nao se pode confiar apenas
em sinais e sintomas clinicos para fazer o diagnéstico das VV, pois em um
namero muito grande de casos, 0s sinais e sintomas nao sao caracteristicos, o

que leva o ginecologista ao erro diagndstico (3,9,10).

Sabe-se que as queixas e as informacdes fornecidas pelas pacientes néo
garantem o diagnéstico correto da causa do corrimento vaginal. A observagao
pura e simples do corrimento vaginal por meio do exame especular, quando usada
isoladamente, ndo determina adequadamente o agente etiolégico. Um estudo
avaliou 123 mulheres com queixa de corrimento vaginal e mostrou que a

hipétese diagnostica fundamentada no exame especular para identificar a causa
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do corrimento tem uma sensibilidade diagndstica inferior a 50%. Os valores
preditivos positivos e negativos encontrados foram respectivamente 18,2% e
88,8% para candidiase e de 37,9% e 80,8% para vaginose bacteriana,
representando valores inaceitaveis. Além disso, considerando somente a

anamnese, o percentual de acertos diagnosticos foi baixo (11).

Para o correto diagndstico da etiologia do corrimento vaginal deve-se levar
em conta fatores como: a histéria clinica adequada, exame fisico completo e
busca de manifestagcbes de doencas que levam a sintomas genitais, exame
ginecoldgico detalhado, e obrigatoriamente, complementagdo com mensuragéao
do pH vaginal, teste das aminas e estudo da microbiota vaginal, o que ndo se
realiza rotineiramente na pratica clinica (6). Portanto, € necessario basear-se
nas diversas técnicas laboratoriais disponiveis e ndo apenas na avaliagao

clinica, para se evitar tratamentos inadequados ou desnecessarios (12).

As VV mais comuns que acometem as mulheres em idade reprodutiva séo a
vaginose bacteriana (VB) e a candidiase vulvovaginal (CV), respondendo por 22% a
50% e 17% a 39% das mulheres sintomaticas, respectivamente (12). O estudo da
fisiopatogénese da CV e da VB sugere que estas doencas decorrem de um
distarbio no controle do ecossistema vaginal o qual propicia o crescimento
desordenado do fungo nos casos de CV ou de bactérias anaerdbias nos casos

de VB (8,13).

A VB é considerada a principal causa de VV. E definida como uma

sindrome polimicrobiana caracterizada pelo crescimento abundante de micro-
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organismos anaerobios, em particular a Gardnerella vaginalis, Mycoplasma hominis,
Prevotella, Bacterides, Porphyromonas, Peptostreptococcus, Mobiluncus sp e
Atopobium vaginae, e diminuicdo acentuada dos Lactobacillus presentes na
flora vaginal normal (13,14). Nao esta claro, contudo, se a diminuicdo dos
lactobacilos predispée o crescimento das bactérias anaerdbicas ou se o

crescimento desordenado destas bactérias depleta o “pool” de lactobacilos (15).

Diversos fatores, considerados predisponentes, se associam a VB, tais
como: atividade sexual, multiplicidade de parceiros, homossexualismo feminino
com presenca de VB, raca negra, uso de dispositivo intrauterino (DIU), uso de
duchas vaginais e tabagismo, sem contudo serem considerados causas do
problema. Outros fatores como: parto prematuro, ruptura prematura de
membranas, corioamnionite, recém-nascido com baixo peso, abortamento
espontaneo, endometrite pds-abortamento e pds-parto, infec¢des pélvicas e pds-
cirurgicas estdo associados a VB, e sao considerados complicagées desta doenca.
Outro ponto a ser considerado é a relagdo entre VB e maior susceptibilidade a

aquisicao de doengas sexualmente transmissiveis, em especial o HIV (16,17,18).

Clinicamente, a VB apresenta-se como uma descarga vaginal anormal com
odor desagradavel, entretanto, aproximadamente 50% das mulheres séao
assintomaticas. O diagnéstico da VB pode ser feito pelos critérios de Amsel e/ou
escore de Nugent (19,20). Ao exame clinico observa-se pouca ou nenhuma
reacao inflamatoria, apesar do aumento excessivo do numero de bactérias na
luz vaginal. Os esfregacos do conteddo vaginal realizados para o estudo

microbiolégico mostram, via de regra, auséncia de células de defesa
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(leucécitos) (13,21). A auséncia de processo inflamatério na VB é algo que

necessita de maiores esclarecimentos.

A CV é uma infeccao fungica causada pela Candida sp e consiste na
segunda causa mais frequente de VV que acomete mulheres em idade fértil. A
Candida albicans é a espécie responsavel por 85% a 95% dos casos sintomaticos.
Entre as espécies ndo albicans a Candida glabrata € a mais comum. Candida
parapsilosis, Candida tropicalis, e Candida krusei, raramente causam infeccao.
Apesar da incidéncia e prevaléncia da CV serem incertas, estima-se que
aproximadamente 70% a 75% das mulheres apresentardo pelo menos um
episodio durante toda a vida e, 5% a 8% das mulheres com um episodio
primario desenvolverdo candidiase recorrente definida por quatro ou mais

episddios durante um ano, confirmado por cultura (8).

A CV manifesta-se como um processo infeccioso agudo com maior ou
menor sintomatologia, na dependéncia do grau de inflamacéao local. A descarga
vaginal e o prurido sdo as queixas mais comuns, seguidas de irritacdo e ardor
vulvovaginal, dispareunia e disuria externa. Ao exame ginecoldgico observa-se
edema e eritema vulvar acompanhado de leucorréia branca grumosa aderida as
paredes vaginais. O diagnédstico é confirmado pela identificagdo do fungo pelo
exame microscépico e/ou cultura em meio de Sabouraud. Diferentemente da
VB, na CV observa-se frequentemente uma reagao inflamatéria de intensidade
variavel, constatada pelo quadro clinico e pela observagao de células de defesa

no esfregaco do conteudo vaginal (8).
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Conforme citado anteriormente, a VB e a CV séo causadas pela proliferagcao
de micro-organismos comensais presentes na flora vaginal normal. Os
mecanismos que desencadeiam o processo infeccioso ainda ndo sao
completamente compreendidos, porém, sabe-se que estdo associados a fatores
que interferem no equilibrio do ecossistema vaginal (5). Para a manutengéo deste
equilibrio, varios mecanismos de defesa atuam de forma sinérgica: a posicao e
localizagdo anatdbmica da vagina, a integridade e trofismo da mucosa, produgao de
muco protetor, pH vaginal, microbiota colonizadora da vagina e o sistema
imunoldgico (22). Entretanto, mulheres expostas aos mesmos fatores e
patdbgenos podem desenvolver respostas diferentes, desde doencga clinica ou
subclinica até auséncia de doenca. Portanto, acredita-se que as VV,
especialmente nos casos de recorréncia, sdo desencadeadas em funcdo de
alteracbes locais do hospedeiro e que o mecanismo mais relevante para

manutencédo da homeostase vaginal € o imune (23).

O sistema imune vaginal possui muitas particularidades, nem todas
esclarecidas. As células epiteliais da mucosa vaginal além de constituirem uma
barreira fisica impedindo a passagem de patégenos, também ativam a resposta
imunolégica mediante percepcdo dos micro-organismos agressores. Este
reconhecimento se faz através de receptores presentes na superficie celular,
entre eles os chamados Toll-like receptors (TLR), que reconhecem particulas
comuns aos micro-organismos ou seus produtos. Esta ligagcdo desencadeia a
migracao de leucdcitos para combater a infecgao (24,25). Outro mecanismo de

reconhecimento aos patégenos sdo os macrofagos residentes no tecido local.
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Estas células percebem a alteragdo da homeostase tecidual e também estimulam
o recrutamento de células como neutréfilos, macréfagos, células dendriticas e
linfécitos natural killer (NK) responsaveis pela imunidade inata (26). A resposta inata
é imediata, porém nao é especifica contra o micro-organismo. E considerada a
primeira linha de defesa do sistema imune da mucosa vaginal e as principais
células efetoras sdo os neutrofilos, células capazes de migrar para o tecido nas
fases iniciais da inflamacao, destruir e fagocitar o micro-organismo invasor. Os
macréfagos também sao fagocitos, porém seu tempo de vida no tecido € maior,
portanto, predominam nas fases mais tardias da inflamacao. Por este motivo, so as
células responsaveis pela reparacdo dos tecidos lesados e resolugéo da inflamacéao.
Quando ndo € possivel debelar a infeccdo, uma resposta imune tardia &
desencadeada e direcionada especificamente contra o micro-organismo. As
principais células ativadoras deste processo s&o as células dendriticas ou células de
Langerhans presentes no tecido. Estas células sdo macrofagos especializados na
apresentacao do antigeno aos linfécitos T “naive”, os quais desenvolverao uma
resposta imune adaptativa predominantemente celular — tipo Th1 (linfécitos T) ou

humoral — Tipo Th 2 (linfocitos B) (25,27, 28, 29).

Na CV, acredita-se que o0s mecanismos de defesa vaginal operam
independentemente dos mecanismos sistémicos, pois apesar de se encontrar
células da imunidade especifica do tipo Th1 e anticorpos para candida na
circulacado periférica, nao existe correspondéncia local sugerindo uma
deficiéncia na resposta vaginal responsavel pela instalacdo da infecgdo. Além

disso, uma provavel hipétese para candidiase sintomatica relaciona-se com o limiar

Introdugdo 18



do micro-organismo no meio vaginal. Tem-se demonstrado que as células
epiteliais vaginais sdo capazes de inibir o crescimento da Candida albicans, o que
permite 0 comensalismo da candida no tecido. Quando o fungo alcanca
determinada concentragdo vaginal, as células epiteliais deixam de tolera-lo e
secretam fatores quimiotaticos para atragdo de neutrofilos, desencadeando
processo inflamatério e consequentes sintomas clinicos (30). Outro fator
associado a CV é o polimorfismo do gene que codifica a lecitina ligadora de
manose (mannose-binding lecitin - MBL). A MBL é uma proteina antimicrobiana
presente no sangue e nas secregdes vaginais, que ao se ligar com o fungo
desencadeia a cascata do complemento para combater a infeccdo. Foi
demonstrado que mulheres com este polimorfismo apresentam predisposicéo a
candidiase recorrente, sugerindo uma base genética para a infeccdo em

algumas mulheres (24).

A VB surge quando ocorre um aumento do numero de bactérias
associadas a sindrome (entre 100 a 1000 vezes), porém, os fatores
desencadeantes da alteragdo da flora permanecem em investigacdo. Os
mecanismos imunes associados a VB apos instalacdo da infeccdo também sao
pouco conhecidos. Sabe-se que o0s produtos bacterianos da VB,
lipopolissacarideos (LPS), acido lipotecoico (LTA) e peptideoglicanas (PGN), sao
ligantes para TLR e estimulam TLR4 e TLR2. Esta ligacao resulta na ativacao de
respostas antimicrobianas e producao de citocinas pré-inflamatérias. Entretanto,
em mulheres com VB, observa-se aumento da citocina pré-inflamatéria IL 18, mas

nao se observa aumento dos niveis de IL8, citocina responsavel pela migracao de
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neutrdfilos. Além disso, acidos graxos de cadeia curta produzidos pelos anaerdbios
podem inibir citocinas pro-inflamatorias afetando a migragéo das células, motivo

pelo qual a VB é considerada uma condigéo nao inflamatéria (24, 27, 31, 32).

Como o microambiente vaginal é dinamico sofrendo constantes agressoes e
mudanc¢as na composigao da flora, as células imunes atuam invariavelmente na
manutengédo da homeostase vaginal. Como ja salientado, os neutrofilos sao células
essenciais para combater estas agressdes. ApoOs realizar suas fungdes, os
neutrofilos iniciam um processo de morte celular programada (apoptose) e sao
fagocitados pelos macréfagos residentes no tecido. Durante a apoptose, os
neutréfilos sofrem alteragées que permitem seu reconhecimento pelos macrofagos e
consequente fagocitose. Este mecanismo é essencial para resolugéo da inflamagao
pois evita a liberagdo dos produtos toxicos produzidos pelos neutrofilos ativados no
tecido impedindo o dano tecidual (26,33,34). Foi descrito que durante a apoptose, 0s
neutréfilos perdem a expressdo da molécula de superficie celular CD16, indicando

esta molécula como um dos marcadores da apoptose dos neutréfilos (35,36,37).

A influéncia dos micro-organismos causando alteracbes no tempo de
apoptose dos neutréfilos tem sido avaliada, porém poucos estudaram este
fenbmeno relacionado aos germes causadores das infecgdes genitais (37,38).
Foi mostrado que o atraso na apoptose dos neutréfilos na tricomoniase vaginal
€ um dos fatores mantenedores do processo inflamatério nesta infecgao (37).
Por outro lado, um estudo recente revelou que os lactobacilos, germes
comensais da flora vaginal, aceleram o processo de apoptose dos neutréfilos

(39).
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A identificacdo e quantificacdo das células de defesa nos fluidos biologicos
sao realizadas como rotina em diversas especialidades. Exames como hemograma,
analise do liquido cefalorraquidiano permitem ao médico detectar qual o subtipo
de leucdcito predominante sugerindo a classe do agente etiologico, além de
avaliar a presenca e intensidade do processo inflamatério e se existe processo
alérgico associado (40,41). Na propedéutica basica do corrimento vaginal, os
exames detectam o agente etioldgico, porém nao dao uma idéia precisa do grau
de inflamagéao (42). Portanto, a quantificacédo sisteméatica das células de defesa
presentes na cavidade vaginal nas diferentes infecgdes podera auxiliar o ginecologista

e obstetra no manejo clinico destas afeccoes.

A deteccgao das diferentes células, sejam elas imunes ou epiteliais, pode
ser realizada por microscopia optica, porém esta técnica sofre influéncias de
fatores inerentes ao examinador como capacitacao técnica, experiéncia, estado
emocional e motivacao para o trabalho. Uma técnica interessante que vem sendo
utilizada para este fim é a citometria de fluxo (CF). A CF tem a capacidade de
identificar células de forma automatizada diminuindo a interferéncia das variaveis
humanas. Com a CF pode-se fazer uma série de analises de forma rigorosa e
confiavel, possibilitando o estudo dos mais variados aspectos da biologia celular e

permitindo saltos importantes na qualidade das investigacoes (43).

A CF tem a capacidade de medir as propriedades celulares determinando
caracteristicas detalhadas como tamanho, complexidade, fenétipo e higidez
celular. Desta forma apresenta amplo espectro de aplicagcbes como contagem

de células, imunofenotipagem, apoptose, ciclo celular, expressdao génica,
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metabolismo celular, andlises de ploidias, entre outras (44). A sensibilidade da
imunofenotipagem por CF e sua extensa aplicabilidade tornam esta técnica um
dos instrumentos mais poderosos no arsenal da patologia clinica. Um exemplo
disso é o fato da CF ser o instrumento padrao-ouro no diagnéstico das leucemias
identificando as células neoplasicas (45), e também por contabilizar as
mudancas das taxas de linfécitos B, T CD4 e T CD8 na sindrome da

imunodeficiéncia adquirida (SIDA) (46).

A CF analisa as células conduzindo-as dentro do aparelho (citémetro de
fluxo) por meio de um sistema de fluxo continuo de liquido. Este fluxo centraliza e
direciona as células uma a uma até o ponto em que sao interceptadas pelo(s) raio(s)
laser(s). A luz dispersada pela interagéo do(s) laser(s) com a célula é capturada por
um sistema éptico e através de detectores especificos € transformada em sinal
eletrdnico. Estes sinais sdo processados e analisados por software que relata
as caracteristicas celulares (Figura 1 e 2 — Apéndice). Para se determinar o
fenotipo celular, utiliza-se a analise de fluorescéncia. Nestes experimentos as
amostras celulares sdo misturadas a anticorpos especificos para a célula em
questdo, marcados com moléculas fluorescentes. Estes anticorpos se ligam a
receptores especificos na superficie da membrana celular (“clusters of differentiation”
- CD) e a fluorescéncia é detectada pelo citdmetro permitindo a identificacéo do
fendtipo (44). Os linfécitos T CD4 sao as células que apresentam o fenétipo
CD3* CD4", os linfécitos T CD8 apresentam o fenétipo CD3* CD8*, os linfécitos

B apresentam o fenétipo CD19* e os linfécitos NK, fenétipo CD56". Os macréfagos
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apresentam feno6tipo CD14*. Os granuldcitos, fenotipo CD24*, entre eles os

neutrofilos apresentam o fenétipo CD24* CD16* CD15".

A CF vem sendo utilizada nas pesquisas sobre imunidade do trato genital
apresentando resultados interessantes. Di Fabio e colaboradores (47) coletaram
amostras de lavados vaginais de macacas e mostraram que linfocitos e macréfagos
estdo presentes na vagina destes animais e podem ser identificados pela CF
(47). Givan e colaboradores (48) desenvolveram um método para identificagéo
e comparagao quantitativa dos leucécitos presentes em bidpsias dos diferentes
orgéos do trato reprodutor feminino por CF. Os leucocitos representaram 6%-20%
do numero total de células presentes na vagina, colo uterino, Utero e trompas de
Falépio, sendo que a vagina e o colo continham menor proporgao de leucocitos
que o utero e as trompas. Os linfécitos T foram o maior constituinte em todos os
tecidos, correspondendo a 30%-60% dos leucdcitos, seguido pelos granuldcitos,
significativamente menos numerosos. Macrofagos e linfocitos B foram claramente
detectados, porém em menor quantidade, representando aproximadamente 10% do

total de células de cada tecido avaliado (48).

Os leucécitos da cavidade vaginal vém sendo estudados com a finalidade de
melhorar a compreensao sobre a fisiopatologia da resposta imune vaginal.
Varios aspectos deste tema ja foram pesquisados, porém, a quantificacao das
células de defesa em condi¢des de normalidade e nas diversas infecgdes vaginais
ainda nao foi esclarecida. A CF surge como uma ferramenta Util para se estudar o
microambiente genital identificando células, micro-organismos, citocinas, entre

outros, além de correlacionar o fenétipo celular a fungado imune (47). No entanto,
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nao foram encontrados estudos que utilizaram a técnica para identificar e
quantificar as células de defesa do conteudo vaginal de mulheres com
vulvovaginites. A quantificagdo destas células, se realizada rotineiramente, podera
auxiliar no raciocinio clinico das doengas que causam inflamacéo vaginal, assim
como ocorre em outras partes do corpo. O diagnéstico mais elaborado podera
tornar o tratamento mais efetivo visando ndo s6 o agente infeccioso, mas
também a manipulacdo da resposta imunoldgica, principalmente nos casos

recorrentes.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Avaliar os leucécitos presentes no conteudo vaginal de mulheres com

vulvovaginites e flora vaginal normal por citometria de fluxo.

2.2. Obijetivos especificos

e |dentificar e quantificar os leucdcitos (neutréfilos, macréfagos, linfocitos
TCD4, TCD8, B e NK) presentes no conteudo vaginal de mulheres com flora
normal, vaginose bacteriana e/ou candidiase vulvovaginal e comparar estes

achados.

e Avaliar a expressdo do marcador de superficie celular CD16 nos
neutrofilos do conteudo vaginal de mulheres com flora normal, vaginose bacteriana

e/ou candidiase vulvovaginal e comparar estes achados.
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Abstract

Problem: Many aspects of the pathophysiology of vulvovaginitis have yet to be
elucidated, including the distribution of immune cells in different vaginal infections.
Objective: Identify and quantify by flow cytometry (FC), immune cells present in
vagina of women with vulvovaginitis (VV) and with normal microflora. Subjects
and Methods: A total of 142 volunteers (34 cases of bacterial vaginosis - BV,
43 cases of vulvovaginal candidiasis - VC, 14 cases of BV associated with VC
and 51cases of normal microflora) were sampled to evaluate the immune cells by
FC. Vaginal lavage using 5ml of PBS was performed to assess the immune
cells. They were labeled with fluorochrome-conjugated monoclonal-antibodies to
identify neutrophils granulocytes, macrophages, CD4 and CD8 T lymphocytes, B
lymphocytes and NK lymphocytes. Results: Neutrophil granulocytes were the
leukocyte population more prevalent among the vaginal lavages (84.6%). The mean
percentage of neutrophil granulocytes was higher (p<0.05) in VC compared to
BV and normal microflora. The mean percentage of neutrophil granulocytes was
lower (p<0.05) in BV compared to normal microflora. Macrophages and
lymphocytes were found in low percentages. The mean percentage of T-CD4
lymphocytes was higher (p<0.05) in VC and BV compared to normal microflora.
Conclusions: Among the leukocytes, neutrophils were the predominant ones
and they were associated with VC and inversely with BV. Despite the amount of
T-CD4 lymphocytes was lower than the neutrophils, it was associated with VC
and BV.

Keywords: cells, leucocytes, vagina, immunity, bacterial vaginosis, vulvovaginal

candidiasis, flow cytometry.
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Introduction

Vulvovaginitis (VV) is a serious problem in gynecology, increasing public
health expenditures and causing damages that may have organic, emotional, social
and reproductive implications. In addition, VV is the most frequent disease seen
by physicians providing primary health care to women (1,2,3). Bacterial vaginosis
(BV) and vulvovaginal candidiasis (VC) are the most frequent VV affecting women of
childbearing age (3). BV is a polymicrobial syndrome characterized by an
increase in anaerobes and a decrease in lactobacillus microorganisms (4,5,6). It
seems to be a critical disturbance in the vaginal ecosystem characterized by an
inefficient immune response and not a simple infection (7). Women with this
vaginal ecosystem disorder are increasingly susceptible to pelvic infections (8),
postsurgical infections (9) and sexually transmitted microorganisms, in particular
HIV (10). These women also have a higher risk of adverse outcomes of
pregnancy such as preterm birth (11). In clinical practice, about 50% of women
with BV are asymptomatic. BV is presented as a thin homogeneous gray white
vaginal discharge, and few or no signs of inflammation (4,12), however some studies
have shown that some pro-inflammatories cytokines are increased (7,13). The real
cause of the absence of the inflammatory response in such infection is still not
clear and requires more studies. VC is the second most common cause of VV,
being Candida albicans responsible for the majority (85%-95%) of symptomatic
disease. Among non-albican yeast species Candida glabrata, Candida parapsilosis,
Candida tropicalis, and Candida krusei are found less frequently causing infection.
The clinical spectrum of VC varies with the degree of local inflammation.

Sometimes, the VC cause erythema and swelling of the labia and vulva, as well
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as vaginal erythema and an adherent off-white discharge, but sometimes the
vaginal mucosa is normal, even in the presence of a great amount of fungus
(14).

Vaginal infection and imbalance of vaginal microflora are caused by
qualitative and quantitative alterations in microorganisms involved (2). Several
mechanisms cooperate to prevent the proliferation of the infectious agents, the
most important ones are: vaginal anatomic position, integrity of vaginal mucosa,
protective mucus, vaginal pH, normal microflora and local and systemic immunity
(15). The mucosal immune response plays an important role to prevent and control
the invasion and proliferation of microorganisms. Vaginal epithelial cells and resident
macrophages recognize changes in the tissue homeostasis and activate
neutrophils, macrophages, dendritic cells, natural killer cells (16,17,18). When this
immediate innate immune response cannot combat the spread of infection, alert
signals are sent to T and B lymphocytes (16,17). However, immunological
responses vary among women implying that VV is not only a consequence of the
aggressiveness of microorganisms, but also a consequence of the failure in host
defense mechanisms, especially in recurrent cases (19).

The tests used to identify cervicovaginal infections aim to detect etiologic
agents, but they do not provide any information about the status of host immune
response on the vaginal site (20). Altogether, systemic or localized infections can
affect the amount of immune cells circulating in the blood, which can be identified by
the hemogram. Hemogram is a blood test that can give an important clue about the
intensity and the type of infection (bacterial or viral) and it also can suggest if there

are allergic reactions involved. Similarly, in cases of meningitis, the analysis of
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immune cells present in the cerebrospinal fluid, can sometimes orient the
appropriated therapeutic (21,22). In this context and in order to decode the
complex pathophysiology of VV, some studies have reported the composition of
vaginal leukocytes in different circumstances (23,24,25,26,27,28,29). Flow
cytometry has proved to be a useful tool for this analysis (23,25,29,30),
however, this is the first study to our knowledge employing this technology to
characterize immune cells present in vaginal lumen comparing women with
normal microflora and women with infections. Therefore, standardizing the
number and distribution of vaginal defense cells in the various infections can
also us to assess the patient's immune status at the time of diagnosis and to
carry out more effective and individualized treatments.

The aim of this study was to identify, quantify and compare leukocytes
(neutrophil granulocytes, macrophages, CD4, CD8 T lymphocytes, B lymphocytes
and NK lymphocytes) present in vaginal lavage of women with BV, VC, BV
associated with VC, and women with normal microflora, analyzed by flow

cytometry.

Materials and Methods
Subjects and vaginal lavage sampling

A cross-sectional study was conducted in the outpatient clinic of genital
tract infections of the “Hospital da Mulher Prof. Dr. José Aristodemo Pinotti®, the
women’s hospital of the Campinas University, Campinas, Brazil. The study was
performed from June 2009 to October 2010, and 152 women were included

considering the following criteria: women with normal vaginal microflora, women
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with BV, women with VC and women with BV associated to VC. All women were of
childbearing age and had initiated sexual activity. Women having their menstrual
periods, pregnant, using antibiotics and/or antifungals (seven days or less) and with
less than 12 hours since the time of last sexual intercourse were not included. Cases
with uninterpretable test results and/or inappropriate material collected for analysis
were excluded from the study. The study was approved by the Ethics and Research
Committee of the Campinas University (Ethic permit no 643/2008), and all
subjects signed a written informed consent term.

After the interview, women underwent speculum-based gynecological
examination. BV was diagnosed by the Amsel criteria (31) and/or Nugent score 27
(32). VC was diagnosed by the presence of yeast or hyphae in the vaginal
discharge by microscopy using wet mount and/or Gram stained vaginal fluid,
and/or by culture positive for Candida sp in Sabourand medium. A diagnosis of
combined VB and VC was made when both criteria were present in the same
woman. Normal vaginal microflora was defined by the presence of type 1 flora (80%
or more of lactobacilli) (33) and absence of pathogens in the vaginal discharge
evaluated by microscopy of wet mount and Gram stain, in addition to negative
fungal culture. Vaginal lavage sampling was performed by washing the vaginal
cavity with 5 ml of PBS and retrieving the solution with a syringe. Vaginal lavage

samples were further processed for evaluation of immune cells by flow cytometry.

Sample preparation and flow cytometry-based cell phenotyping
Immediately after collection of the vaginal lavage the samples were sent to the

laboratory, centrifuged (600g/ 10min), the supernatants discharged and the pellets
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were suspended with 4 ml of cold (8-12°C) PBS containing 2% fetal bovine serum
(PBS 2% FBS). Samples were homogenized with vortex and a quick centrifugation
was performed (600g/ 30seg). One ml was taken from the upper part of the
supernatant and transferred to a conical micro-tube (1.5ml capacity). Samples were
further washed 3 times (1000g/ 5min) with 1ml of PBS 2% FBS before phenotyping.
Cell staining was performed by mixing 100pul of cell suspensions with
appropriate concentrations of fluorochrome-conjugated monoclonal-antibodies (MAb),
incubated for 30 minutes at 8-12°C and protected from light. Fluorochrome-
conjugated MAbs anti-CD3 (clone HTI3a), anti-CD4 (clone RPA-T4), anti-CD8
(clone RPA-T8), anti-CD14 (clone M5E2), anti-CD15 (clone HI98), anti-CD16 (clone
3G8), anti-CD19 (clone HIB19), anti-CD24 (clone ML5) and anti-CD56 (clone B159)
(Becton Dickinson Biosciences, Mountain View, CA, USA) were used alone or in
combination. After the incubation period the cells were washed twice (1000g/ 5min)
and final cell pellets were suspended with 300ul of PBS 2% FBS. Data acquisition
was carried out in a FACSCan (Becton Dickinson, San Jose, USA) cytometer. At
least 10.000 cells were acquired for each sample. All samples were acquired by gating
the whole leukocyte population after appropriately setting the forward (FSC) and side
(SSC) light scatter parameters, according to cell size and granularity. Cytometry
analyses were carried out by employing Cell Quest™ (Becton Dickinson, San Jose,
USA) and FlowJo™ (Treestar, Ashland, OR, USA) software. A two gating strategy
were used for data analyses: Firstly, immune cell populations was determined
employing a wide gate (Gate 1) which included whole amount of leucocytes.
Secondly, lymphocyte subsets were determined using a narrow gate (Gate 2), over

the whole lymphocyte region. Leukocytes subpopulations were identified as
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following: Granulocytes CD24", neutrophils CD24" CD15" CD16", macrophages
CD14", T CD4 lymphocytes CD3" CD4", T CD8 lymphocytes CD3" CD8", B

lymphocytes CD19* and NK lymphocytes CD56".

Statistics

Data were expressed as the mean, median and standard deviation. SAS
version 9.2 was the software used for analysis. For qualitative variables, comparisons
among the groups were performed by Chi-square or Fisher's Exact test. For
quantitative variables, the comparisons among the groups were performed by
Kruskal-Wallis test followed Mann-Whitney and by general linear model ANOVA for

repeated measures followed by Tukey test. The level of significance was set at <0.05.

Results

Thirty four women were diagnosed with BV, 43 with VC, 14 with BV and VC
simultaneously, and 51 with normal vaginal microflora. Ten women were excluded
from the study based on our exclusion criteria. The demographic characteristics of
the study groups were shown in table 1. Considering the variables analyzed, there
was no statistical significant differences among the groups showing their
homogeneity.

Leukocytes were assessed in vaginal lavages by flow cytometry. Figure 1
shows the experimental groups in relation to the percentages of different leukocyte
populations found in vaginal lavage samples, and shows that leukocyte populations
were not ubiquitously distributed among all vaginal lavages. Table 2 shows the whole

data regarding the leukocyte populations in relation to the percentage of samples
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presenting these cells. Neutrophil granulocytes were the leukocyte population with
the highest distribution among the vaginal lavages, and these cells were present in
84.6% of the total analyzed samples. Among the lymphocyte subtypes, T-CD4 had
the highest distribution, being present in 33.3% of the total analyzed samples. NK
and B lymphocytes were present in 10.5% and 13.5% of vaginal lavage samples
respectively, but interestingly most of them belonged to the groups with VV (Table 2).

Statistical calculations to compare the experimental groups in relation to
their contents of leukocyte populations were carried out taking into account only the
cases in which immune cells were present (Table 3). Thus, the mean
percentage of the neutrophil granulocytes was higher in the VC group compared to
BV and normal microflora groups (p<0.05). Additionally, the mean neutrophil
percentage of the BV group was significantly lower compared with normal
microflora (p=0.0356) and VC (p=0.0041) groups. Among the lymphocytes, the
presence of CD4 lymphocytes was associated with VV. The mean CD4
lymphocytes percentage found in women with VV (BV p=0.0222 and VC
p=0.0418) was significantly higher than in women with normal microflora (Table

3).

Discussion

In this study, we present the distribution of leukocyte populations from the
vaginal lumen of women with and without vaginal infections. Among the cells studied
we found that neutrophils and CD4 T lymphocytes varied according to the study

groups. This suggests that these cells are presented in different percentages in
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the vaginal lumen as a consequence of the immune stimulation caused by the
pathogen.

All cells in the study, granulocytes (neutrophils), macrophages, and
subtypes of lymphocytes (T-CD4, CD8-T, B and NK) were identified by flow
cytometry, appointing neutrophil granulocytes as the most frequent cells among
the samples. The results were similar to previous study of our group in which
were assessed the immune cells present in vaginal smears of women with and
without VV by optical microscopy (28). Additionally, we emphasize the advantages of
flow cytometry, its accuracy to detect of cells and the ability to distinguish the
lymphocyte subsets (TCD4, TCD8, B and NK).

Feitoza et al. (28) observed that the number of neutrophils was significantly
higher (p<0.05) in VC group than in BV and normal microflora groups. Additionally,
the number of neutrophils was significantly lower (p<0.05) in BV group compared
to the group of women with normal microflora (28). The present study also showed
the same relationship among the groups (Table 3), indicating that there are more
neutrophils in women with VC than in women with normal microflora and less
neutrophils in women with BV than in women with normal microflora.

It is believed that symptomatic candidiasis occurs when the fungus reaches a
certain vaginal concentration (34,35). In this situation, the epithelial cells no longer
tolerate it and produce chemotactic factors to attract neutrophils to the vagina, thus
ending the fungus commensalism relationship and triggering a symptomatic infection.
It is presumed that after the infection has been established, the neutrophils attracted
to the vagina aren’t able to inhibit the fungal proliferation (35). Considering that

neutrophils are the predominant cells in inflammatory processes, this fact justifies its
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higher prevalence in vaginal lavages from women with VC, where the
inflammatory signs are more evident. Moreover, the inability of neutrophils to
control fungal infection could contribute to the maintenance of the inflammatory
process and perpetuation of the symptomatology. In contrast, BV does not trigger
a significant inflammatory response, even though other studies have reported an
increase in the pro-inflammatory cytokine IL 13 in the vaginal fluid. Studies indicate
that substances produced by anaerobic bacteria in BV inhibit the migration of
neutrophils to the site of infection, which may explain the lower percentage of
neutrophil granulocytes in the group of women with BV (7,13,36). Considering the
number of neutrophils in BV associated with VC group, there was no significant
statistical difference when compared with the other groups, probably due to the
small number of cases in the group. However, we hypothesized that together,
both infections, may nullify the effect of each other, thus observing an
intermediate response.

Considering the macrophages, our results were similar to the Feitoza et al.
(28). These cells were absent in most samples and in low percentages when present.
By taking into account the lymphocytes, these cells were absent in most samples as it
was in the study of Feitoza and collegues. However, in the present study it was
possible to identify the different subtypes of lymphocytes. (28). The fact that we found
a higher percentage of CD4 T lymphocytes in BV and VC groups (Table 3) our
study suggests that the activated response in these instances is cellular immunity.

Other studies evaluated the immune cells present in the vaginal tissue
obtained from biopsies of the vaginal mucosa in humans. The predominant immune

cells in the tissue were T lymphocytes, and CD8 T lymphocytes were more frequent
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than CD4. Neutrophils, macrophages, B lymphocytes and NK cells appeared in
low frequency or were absent (23,27). In contrast, the predominant immune cells
present in the vaginal lumen, obtained by scraping the wall in Feitoza et al. study
(28) and by vaginal lavages in the present study, were the neutrophils. In these
samples, lymphocytes occurred at low frequency or were absent. These data
indicate that there are differences in the distribution of immune cells according to
the compartment analyzed, considering the vaginal tissue or lumen. Moreover, it is
suggested that the adaptive immune response may be more effective in vaginal
tissue while the innate response is predominant in the vaginal lumen, taking into
account that neutrophils are the main effector cells of the innate immune response.

An interesting point to be highlighted is that, there are few studies showing the
distribution of immune cells in vaginal cavity from women with normal microflora and
VV. However, to establish the acceptable range for this type of cells in the
vaginal lumen it will be necessary to conduct newer and larger studies in the future.
Another point to be emphasized is that flow cytometry, a very efficient technique
for diagnosis of other diseases, was used for the first time in this study to
analyze the vaginal content from women with VV. The present study is proposing a
new way to deal with the pathophysiology and diagnosis of vaginal infections.
Moreover, the possibility of immunological evaluation at diagnosis will enable the
development of new treatments focused not only on the infectious agent, but
also on the manipulation of the immune response.

In conclusion, leukocyte populations present in vaginal lumen of women
with VV and normal microflora were characterized. Neutrophil granulocytes were

the most prevalent immune cells and were associated with VC and inversely
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with BV. Macrophages, T-CD4, T-CD8, B and NK lymphocytes were absent in
most of the samples. Despite the amount of T-CD4 lymphocytes was lower than

the neutrophils, it was associated with VC and BV.
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Table 1. Demographic characteristics of the subjects studied

Normal MF BV vC BV+VC
n=51 n=34 n=43 n=14 p-value
White race 36 (70.6%) 18 (52.9%) 27 (62.8%) 6 (42.9%) 0.1791"
Age Mean (tsd) 32.6 (8.0) 31.4 (8.5) 32.1 (8.8) 29.7 (6.2) 0.6616°
Years of formal education Mean (t sd) 11.8 (4.3) 11.0 (3.7) 10.8 (4.2) 10.1 (3.8) 0.275°
Pregnancy 0.7700°
0-1 33 (64.7%) 19 (55.9%) 24 (55.8%) 9 (64.3%)
20r+ 18 (35.3%) 15 (44.1%) 19 (44.2%) 5 (35.7%)
Parity 0.6889°
0-1 35 (68.6%) 19 (55.9%) 28 (65.1%) 9 (64.3%)
20r+ 16 (31.4%) 15 (44.1%) 15 (34.9%) 5 (35.7%)
Abortion 0.8352'
No 44 (86.3%) 26 (76.5%) 34 (79.1%) 13 (92.9%)
Yes 7 (13.8%) 8 (23.5%) 9 (20.9%) 1(7.1%)
Contraceptive method 0.2704’
Combined hormonal contraceptive 22 (43.1%) 10 (29.4%) 18 (41.9%) 6 (42.9%)
Progestin only contraceptive 1 (2.0%) 2 (5.9%) 2 (4.7%) 0
Condom 7 (13.7%) 4 (11.8%) 6 (14.0%) 1(7.1%)
Intrauterine device 0 4 (11.8%) 0 2 (14.3%)
Other or none 21 (41.2%) 14 (41.2%) 17 (39.5%) 5 (35.7%)
Smokers 4 (7.8%) 8 (23.5%) 6 (14%) 3 (21.4%) 0.2099°
Age of first sexual intercourse Mean (tsd) 17.9 (3.6) 17.5 (2.7) 17.5 (2.5) 16.1 (1.5) 0.1972°
Sexual partners last 6 month 0.1887"
0and 1 48 (94.1%) 28 (82.4%) 35 (81.4%) 13 (92.9%)
20r+ 3 (5.9%) 6 (17.6%) 8 (18.6%) 1(7.1%)
Current sexual activity 0.5953'
No 5 (9.8%) 5 (14.7%) 4 (9.3%) 0
Yes 46(90.2%) 29 (85.3%) 39 (90.7%) 14 (100%)

Normal microflora (MF), bacterial vaginosis (BV), vulvovaginal candidiasis (VC), BV associated with VC (BV+VC). 'Fisher’s Exact test, 2Chi—square test, ° Kruskal-
Wallis test. p<0.05.
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Table 2. Presence of different leukocyte populations in vaginal lavage samples

Normal MF p-value
n % N % n % n % n %
Granulocytes (CD24) 0.1873
Absent 20 15.1 10 20.8 2 6.3 5 12.5 3 25.0
Present 112 84.9 38 79.2 30 93.8 35 87.5 9 75.0
Neutrophils (CD15 CD16) 0.1960
Absent 20 15.4 10 20.4 2 6.5 5 12.8 3 27.3
Present 110 84.6 39 79.6 29 93.5 34 87.2 8 72.7
Macrophages (CD14) 0.8793*
Absent 97 75.8 35 79.5 25 75.8 30 73.2 7 70.0
Present 3 24.2 9 20.5 8 242 11 26.8 3 30.0
T CD4 lymphocytes (CD4) 0.9960*
Absent 64 66.7 12 66.7 21 67.7 24 66.7 7 63.6
Present 32 33.3 6 33.3 10 32.3 12 33.3 4 36.4
T CD8 lymphocytes (CD8) 0.8847
Absent 72 75.0 13 72.2 22 71.0 28 77.8 9 81.8
Present 24 25.0 5 27.8 9 29.0 8 222 2 18.2
B lymphocytes (CD19) 0.6686
Absent 83 86.5 17 94.4 25 80.6 3 86.1 10 90.9
Present 13 13.5 1 5.6 6 19.4 5 13.9 1 9.1
NK lymphocytes (CD56) 0.3704
Absent 85 89.5 18 100 27 87.1 31 88.6 9 81.8
Present 10 10.5 0 0.0 4 12.9 4 1.4 2 18.2

Normal microflora (MF), bacterial vaginosis (BV), vulvovaginal candidiasis (VC), BV associated with VC (BV+VC). Fisher’s exact test and Chi-square test”. p<0.05.
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Table 3. Mean percentage of each leukocyte population present in vaginal lavage samples

Normal MF BV vC BV+VC

n mean sd n mean sd n mean sd n mean sd p-value
Granulocytes (CD24) 38 48.15 24.88 30 3243 21.04 35 58.44 23.47 9 46.83 27.77 0.0010
Neutrophils (CD15 CD16) 39 47.62 24.05 29 3434 21.49 34 5364 26.38 8 46.87 26.69 0.0209
Macrophages (CD14) 15 2.91 7.69 13 2.38 3.75 15 1.26 1.44 4 1.59 1.60 0.8166
T CD4 lymphocytes (CD4) 6 286 230 10 999 699 12 1210 12.82 4 8.04 292  0.0473
T CD8 lymphocytes (CD8) 5 9.08 9.65 9 17.99 22.09 8 819 572 2 272 095 0.5619
B lymphocytes (CD19) 1 0.60 6 6.65 5.70 5 883 3.65 1 10.26 0.3009
NK lymphocytes (CD56) 0 4 837  6.62 4 1031  4.45 2 400 218  0.3596

Normal microflora (MF), bacterial vaginosis (BV), vulvovaginal candidiasis (VC), BV associated with VC (BV+VC). Kruskal-Wallis test followed Mann-Whitney.
p <0.05: Granulocytes (CD24): Normal MF x VC, Normal MF x BV, VC x BV. Neutrophils (CD15 CD16): Normal MF x BV, VC x BV. TCD4 lymphocytes (CD4):
Normal MF x VC, Normal MF x BV. All other comparison: p >0.05.

Publicagées 46



Neutrophils

100 .
80 A
O\O 60_ -.::.. :E: ':v . °\°
d0f I e H
20 G
0- o — A::AA‘ Vyv' 0‘:00
NMF VC BV BV+VC
T CD4 Lymphocytes
80,
60-
® 40 : S
20' 4 :v
0_ 4--"—|L _:...& _"w..i'.':: ...::.o

NMF VC BV BV+VC

80
60-
40-
20

Macrophages

v

N
LY aa.h g v__v A

80
60
40
20+

NMF VC BV BV+VC

T CD8 Lymphocytes

at vv
A
A v
—_—
. .
A *
P —
— -y T —sr—te

NMF VC BV BV+VC

%

%

NK Lymphocytes

80
60-
40-
20 L
NMF VC BV BV+VC
B Lymphocytes
80
60
40-
20 . .
NMF VC BV BV+VC

Figure 1. Frequencies of different leukocyte populations (Neutrophils CD15°CD16", T lymphocytes CD4*, T lymphocytes CD8*, B lymphocytes CD19" and NK
cells CD56") present in vaginal lavage samples from women with normal microflora (NMF), bacterial vaginosis (BV), vulvovaginal candidiasis (VC), BV associated

with VC (BV+VC).

Publicagées 47



3.2. Artigo 2

Assunto:4A0711-370 Receipt of Paper by Journal of Leukocyte Biology
De: jlb@journalstaff.com (jlb @journalstaff.com)

Para:  jozibeghini @yahoo.com.br;

Data:  Qui, 21 Jul 2011 20:19:46

Dear Joziani Carvalho,

On July 21, 2011 we received your manuscript entitled "ALTERED CD16
EXPRESSION ON VAGINAL NEUTROPHILS FROM WOMEN WITH
VULVOVAGINITIS" by Joziani Carvalho, Paulo César Giraldo, Ruth Riboldi, Rose
Amaral, José Eleutério Jr., Steven Witkin, and Fernando Guimaraes. The manuscript
has been assigned the Paper #: 4A0711-370.

All communications regarding this paper will be with your corresponding author,
however, you will be notified once a decision is rendered. Should you have any
questions, please contact the corresponding author or the JLB Managing Editor at
jlb@journalstaff.com.

Thank you for submitting your work to the Journal of Leukocyte Biology.
Sincerely,

Luis J. Montaner, D.V.M., M.Sc., D.Phil.
Editor-In-Chief

Journal of Leukocyte Biology

9650 Rockville Pike

Bethesda, MD 20814-3998

Publicagées 48



Altered CD16 expression on neutrophils from vagina of women with

vulvovaginitis

Joziani Beghini Junqueira de Carvalho'?, Paulo César Giraldo'?, Steven S. Witkin®,
Ruth Riboldi?, Rose Luce Gomes do Amaral?, José Eleutério Jr*, Fernando

Guimaries?®

Departamento de Tocoginecologia, Faculdade de Ciéncias Médicas, Campinas
University.

“Hospital da Mulher Prof. Dr. José Aristodemo Pinotti” - Centro de Atencao Integral a
Saude da Mulher, Campinas University.

Division of Immunology and Infectious Diseases, Department of Obstetrics and
Gynecology, Weill Medical College of Cornell University.

Departamento de Saude Materno-infantil, Faculdade de Medicina, Universidade

Federal do Ceara.

Address for Correspondence:

Fernando Guimaraes

CAISM — UNICAMP

Rua Alexandre Fleming 101, Cidade Universitaria “Zeferino Vaz”
CEP: 13083-970, Campinas, SP, Brazil

Telephone: +55 19 35219462, FAX: +55 19 35219433

Email: fernando@caism.unicamp.br

Publicagées 49


mailto:fernando@caism.unicamp.br

Abstract

Neutrophils can be observed in the human vagina, being the first line of defense
against fungal and bacterial infections. CD16 down-regulation has been reported
in neutrophils undergoing apoptosis, indicating this as a surface marker for
tracking the apoptosis process. This study aimed to compare the expression of
CD16 molecules on neutrophils from the vagina of women with normal microflora
and vulvovaginitis (VV). Vaginal lavages were sampled from volunteers diagnosed
with bacterial vaginosis (BV, n=34), vulvovaginal candidiasis (VC, n=43), BV and
VC simultaneously (n=14), and women with normal microflora (n=51). Neutrophils in
vaginal lavages were identified by the expression of CD15, CD16 and CD24
surface markers assessed by flow cytometry. CD16 expression was significantly
higher on neutrophils from women with VV (BV p<0.0001; VC p=0.01; BV
associated with VC p =0.0027) compared to women with normal microflora.
Considering only women with VV, CD16 expression was significantly higher
(p=0.0273) in BV than in VC. In conclusion, CD16 expression on vaginal neutrophils
from women with BV and VC was higher than observed in women with normal
microflora. This observation may be explained by a reduction in CD16 down-
regulation, which also indicates a delay of neutrophil apoptosis in women with

VV.

Keywords: neutrophil, apoptosis, CD16, vulvovaginitis, bacterial vaginosis,

vulvovaginal candidiasis, flow cytometry
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Introduction

Vulvovaginitis (VV) represents the most common problem in gynecology
clinics, causing considerable public health expenditures plus additional emotional,
social and reproductive implications (1). The most frequent VV affecting women
of childbearing age is bacterial vaginosis (BV) (2). BV is a polymicrobial
syndrome characterized by the replacing of a lactobacillus-dominated flora with
massive amounts of bacteria such as Gardnerella vaginalis, Mobiluncus sp,
Mycoplasma hominis, Atopobium vaginae and gram-positive anaerobic rods
(Prevotella sp, Bacteroides sp, Porphyromonas sp) (3,4). Women with this
disordered vaginal ecosystem have increased susceptibility to pelvic infections
(5), postsurgical infections (6) and sexually transmitted diseases including HIV
(7). These women also have a higher risk of adverse outcomes of pregnancy
such as preterm birth (8). Vulvovaginal candidiasis (VC) is the second most
common cause of VV and Candida albicans is responsible for the vast majority
(85%-95%) of symptomatic disease. Among the non-albicans yeast species
Candida glabrata, Candida parapsilosis, Candida tropicalis, and Candida krusei
are the less frequently found causing infection (9).

Although the vaginal cavity is often exposed to microorganisms, for a clinical
infection to appear local defense mechanisms may have to be compromised. The
fact that some microorganisms remain as commensals while others cause infection
is determined by an interaction of the following factors: normal endogenous
microbial ecosystem, intact epithelial barrier and components of the local genital
tract immune system (10). In the vaginal cavity, the innate immune system plays an

important role to prevent and control pathogen invasion. Vaginal epithelial and
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immune cells have surface receptors called Toll-like receptors (TLRs) that recognize
invariant components of many microbial invaders, and their activation trigger an
immune response (10,11). Neutrophils are the first and most abundant cells
recruited from the bloodstream to the vaginal cavity, and are responsible for the
phagocytosis of microorganisms (11). In the circulation, neutrophils have a short life
span (less than 24 hours), but in injured tissues, survival is prolonged by exposure to
inflammatory mediators, which leads to a delay in neutrophil apoptosis, enabling their
prolonged function. Physiologically, neutrophils contribute to the inflammatory
response, but regulatory mechanisms are required to limit the extent of inflammation
and restore tissue homeostasis (12,13,14,15). One such mechanism is
programmed cell death, apoptosis. Apoptotic cells undergo several characteristic
alterations, including cell membrane alterations which allow their recognition by
phagocytes (13,14,15). A reduction in CD16 expression has been reported in
neutrophils undergoing apoptosis, indicating this molecule as a surface marker
for tracking the apoptosis process (15,16,17). CD16 is a cell surface molecule
encoded by the Ig superfamily genes (FcyRIll), and is expressed on NK cells,
neutrophils and macrophages.

In the course of studies on immune cells present in the vaginal lumen of women
with and without VV, we observed that CD16 expression on vaginal neutrophils
varied among samples. The aim of this study was to compare the expression of
CD16 on neutrophils from the vagina of women with normal microflora and women

with VV, including BV, VC and BV associated with VC, by using flow cytometry.
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Materials and Methods
Subjects and vaginal lavage sampling

A cross-sectional study was conducted in the outpatient clinic of genital
tract infections of the “Hospital da Mulher Prof. Dr. José Aristodemo Pinotti” the
women’s hospital of the Campinas University (Unicamp), Campinas, Brazil. The
study was performed from June 2009 to October 2010, and 152 women were
included considering the following criteria: women with normal vaginal microflora,
women with BV, women with VC and women with BV associated to VC. All women
were of childbearing age and had initiated sexual activity. Women having their
menstrual periods, pregnant, using antibiotics and/or antifungals (seven days or
less) and with less than 12 hours since the time of last sexual intercourse were not
included. Cases with uninterpretable test results and/or inappropriate material
collected for analysis were excluded from the study. The study was approved by
the Ethics and Research Committee of the Campinas State University (Ethic
permit no 643/2008), and all subjects signed a written informed consent term.

After an interview, women underwent a speculum-based gynecological
examination. BV was diagnosed by the Amsel criteria (18) and/or Nugent score =7
(19). VC was diagnosed by the presence of yeast or hyphae in the vaginal
discharge by microscopy using wet mount and/or Gram-stain of vaginal fluid,
and/or by culture positive for Candida sp in Sabourand medium. A diagnosis of
combined VB and CV was made when both criteria were present in the same
woman. Normal vaginal microflora was defined by the presence of type 1 flora (80%
or more of lactobacilli) (20) and absence of pathogens in the vaginal discharge

evaluated by microscopy of wet mount and Gram stain, in addition to a negative
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fungal culture. Vaginal lavage sampling was performed by washing the vaginal
cavity with 5 ml of PBS (phosphate buffer solution: 0.15M, pH 7.2: NaCl 0.137M;
KCI 0.0027M; Na2HPO4 0.008M; KH2PO4 0.0015M) and retrieving the solution
with a syringe. Vaginal lavage samples were further processed for evaluation of

immune cells by flow cytometry.

Sample preparation and flow cytometry-based cell phenotyping

Immediately after collection of the vaginal lavage the samples were sent to
the laboratory, centrifuged (600g/ 10min), the supernatants discarded and the
pellets were suspend in 4ml cold (8-120C) PBS containing 2% fetal bovine serum
(PBS 2% FBS). Samples were homogenized with a vortex and a quick centrifugation
was performed (600g/ 30seg). One ml was taken from the upper part of the
supernatant and transferred to a conical micro-tube (1.5ml capacity). Samples were
further washed 3 times (1000g/ 5min) with 1ml of PBS 2% FBS before phenotyping.

Cells staining was performed by mixing 100ul of cell suspensions with
appropriate concentrations of fluorochrome-conjugated monoclonal-antibodies (MAb),
and incubated for 30 minutes at 8-12°C and protected from light. Fluorochrome-
conjugated MAbs anti-CD15 (clone HI98), anti-CD16 (clone 3G8) and anti-CD24
(clone ML5) (Becton Dickinson Biosciences, Mountain View, CA, USA) were
used alone or in combination. After the incubation period the cells were washed
twice (1000g/ 5min) and final cell pellets were suspended in 300ul of PBS 2%
FBS. Data acquisition was carried out in a FACSCan (Becton Dickinson, San Jose,
USA) cytometer. At least 10.000 cells were acquired for each sample. All samples

were analyzed by gating the granulocyte population after setting appropriately the
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forward (FSC) and side (SSC) light scatter parameters, according size and granularity
of the cells. Neutrophils were identified by the expression of CD24, CD15 and CD16
surface markers. CD16 down-regulation was assessed by mean fluorescence intensity
(MFI). Cytometry analyses were carried out by employing Cell Quest™ (Becton

Dickinson, San Jose, USA) and FlowJo™ (Treestar, Ashland, OR, USA) software.

Statistics

Data were expressed as the mean, median and standard deviation. SAS
version 9.2 was the software used for analysis. Variables were compared between
groups, using the Kruskal-Wallis test followed by the Mann-Whitney test. The

level of significance was set at <0.05.

Results

To study the expression of CD16 on vaginal neutrophils from the vaginal
cavity of women with VV and normal microflora, vaginal lavage samples were
collected from 152 women who underwent a speculum-based gynecological
examination. Following clinical and laboratory evaluation, 34 women were
diagnosed with BV, 43 with VC, 14 with BV and VC simultaneously, and 51 with
normal vaginal microflora. Ten women were excluded from the study based on
exclusion criteria.

Flow cytometry allowed the quantification of granulocytes (CD24") present
in the vaginal lavages from women with VV and normal microflora. The average
percentage of granulocyte was significantly higher (p=0.031) in women with VC

(51.1% £ 29.4, median=61.6) compared to women with normal microflora
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(38.1% % 29.6, median=38.4) and women with BV (30.4% * 21.9, median=27.4)
(Figure 1). Although the percentages of granulocytes in the vaginal lavages from
women with BV associated with VC did not differ significantly from the other
groups, the granulocyte percentages of this group tended towards the levels
observed for women with normal microflora and women with BV. Granulocyte
population was characterized as CD15"CD16" cells, indicating that neutrophil is
the main leukocyte population present in vaginal lavages. CD16 expression on
vaginal neutrophils varied among the samples. Figure 2 depicts CD16
expression variation by presenting flow cytometry profiles of two different vaginal
lavage samples, one taken from a BV patient (#112) with high expression of
CD16 and another taken from a VC patient (#130) with low CD16 expression.
CD16 expression on neutrophils was evaluated by mean fluorescence intensity
(MFI) and results are presented in Figure 3. The MFI of the CD16 molecule was
higher in neutrophils in vaginal lavages from women with VV compared to
women with normal microflora. MFI of the CD16 was significantly higher
(p<0.05) in neutrophils in vaginal lavages from women with BV (269.95+287.58,
median=164.39) and women with VC (156.18+231.72, median=61.35)
compared to women with normal microflora (80.69+109.54, median=32.26).
Considering only women with VV, CD16 expression was significantly higher
(p=0.0273) in BV than in VC. In addition, the MFI of the CD16 on neutrophils in
vaginal lavages from women with BV associated with VC (250.98+252.01,
median=134.18) was significantly higher (p =0.0027) compared to women with

normal microflora (Figure 3).
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Discussion

In this study, we demonstrated that CD16 expression on neutrophils present
in the vagina appear to be affected by Candida infection and by alteration in the
vaginal bacterial flora (BV). CD16 expression on neutrophils from women with VV
was not only higher compared to women without infections, but also varied according
to clinical diagnosis. Our observations can be explained by a reduction in CD16
down-regulation, which also indicates reduced neutrophil apoptosis, in women with VV.

Down-regulation of the CD16 expression is a physiological cell membrane
alteration observed in neutrophils, mostly associated with apoptosis (15,16,17). This
programmed cell neutrophil death is essential for the resolution of inflammation
because it prevents tissue damage caused by the prolonged presence of these
activated cells at the site of inflammation (12,14). Therefore, understanding of
the local defense mechanisms, particularly those involving neutrophils and their
apoptosis, have special significance since manipulation may enable more effective
treatments for infections and control of inflammation.

Neutrophil apoptosis may be delayed, induced or enhanced by
microorganisms, depending on the immune evasion strategies developed and
health of the host encountered by these microorganisms (14). During the initial
phase of a microbial infection, the release of proinflammatory cytokines (TNF-q,
IL-18, IL-6, and GM-CSF) enhance activation and survival of neutrophils and
facilitate their accumulation to fight infection (21). After phagocytosis of bacterial
and/or interaction with bacterial products, neutrophils initiate the apoptotic process

allowing their phagocytosis by macrophages and resolution of inflammation (13,21).
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In general, studies have shown that most bacteria can induce neutrophil
apoptosis. However, it is known that several bacterial compounds, including
lipopolysaccharide (LPS), may delay neutrophil apoptosis (21). Song et al. (17)
reported that Trichomonas vaginalis lysate delays human neutrophil apoptosis
while the viable T. vaginalis trophozoites accelerate apoptosis (17). The water-
soluble surface proteins of Helicobacter pylori, a bacterium that causes persistent
infiltration of neutrophils in gastric mucosa, was shown to inhibit neutrophil apoptosis
(22). Inhibition of neutrophil apoptosis was also reported to occur in infections with
intracellular parasites such as Leishmania major and Toxoplasma gondii (23,24). A
recent study showed that Lactobacillus sp and Bifidobacterium sp have an
apoptogenic effect on neutrophils (25), which might be related to an immune
evasion mechanism since both bacteria are residents of the vagina.

However, most of the studies reporting the effect of infections on neutrophil
life-span were performed with neutrophils isolated from peripheral blood followed by
in vitro exposure of these neutrophils to different microorganisms or microbial
components. In contrast, in our study CD16 expression was assessed in neutrophils
present in fresh vaginal lavages obtained from women with VV and women with
normal vaginal microflora. Therefore, the alterations observed in neutrophil CD16
expression resulted from factors present in the vaginal environment. The lowest
mean CD16 expression found in this study was in neutrophils present in vaginal
lavages from women with normal vaginal flora (without VV). This observation is
compatible with down-regulation of CD16 expression being associated with
neutrophil apoptosis, and supports what was previously reported that Lactobacillus

sp have an apoptogenic effect on neutrophils (25). The induction of apoptosis by
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lactobacilli might be a component of an immune evasion mechanism since these
bacteria are the most common microorganism present in vaginal microflora. In
contrast, neutrophils associated with VV had a significantly higher expression of
CD16 molecule compared to women with normal microflora. This observation is
compatible with an increased life-span of neutrophils as a consequence of BV
and/or VC infections. In addition, the highest average expression of CD16 was
found on neutrophils present in vaginal lavages from women with BV (Figure 3).

Neutrophils release a cytotoxic and proteolytic cocktail that allows effective
killing of invading microorganisms. However, tissues at the site of this release can be
damaged by prolonged exposure to the neutrophils products (12,14,21). Therefore,
in this study it was observed that neutrophils associated with both, BV and VC
have higher CD16 expression imply that they have prolonged life-spans that could
damage the vaginal mucosa. Nevertheless, more intense inflammatory signs,
detected by the presence of erythema in the vaginal mucosa, were significantly
higher (p<0.0001) in women with candidiasis (VC=32.6% and BV plus VC=57.1%),
in comparison to women with BV (2.9%) or with normal microflora (0.0%). A possible
explanation for this observation may be related to the proportions of neutrophil
granulocytes found in the vaginal lavages among women with BV, VC and normal
microflora. In women with BV, the proportion of neutrophil granulocytes found in
vaginal lavages was similar to that found in women with normal microflora, while
in women with VC the proportion was significantly higher (Figure 1).

TLRs are the main receptors engaged in the innate immune response against
microorganisms in the vagina. TLR4 recognizes lipopolysaccharides (LPS) present in

gram-negative bacteria, triggering an immune response in BV (26). Engagement of
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TLR4 by its ligands has been reported to delay neutrophil apoptosis (27,28,29). An
opposite effect, i.e. induction of neutrophil apoptosis, has been attributed to short-
chain fatty acids (SCFA), which are produced by anaerobic bacteria and can be
detected in high concentrations in vaginal lavages from women with BV (30).
Nevertheless, based on our results, the high CD16 expression found on neutrophils
in vaginal lavages from women with BV seems to indicate a delayed apoptosis
of neutrophils, suggesting that TLR4 stimulation was predominant over SCFA
production in the vaginal environment.

In conclusion, CD16 expression on neutrophils present in the vagina of
women with BV and VC was higher than observed in women with normal microflora.
This observation may indicate a reduction in CD16 down-regulation, leading to a delay

of neutrophil apoptosis and neutrophil-mediated tissue damage in women with VV.
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Figure 1. Box plot of CD24" (granulocytes) cell percentages present
in the vaginal lavage samples of women with normal
vaginal microflora (MF) and vulvovaginitis (VV), including
vulvovaginal candidiasis (VC), bacterial vaginosis (BV) and
BV associated with VC (BV+VC). Statistics performed with
the Kruskal-Wallis test.
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Figure 2. Flow cytometry profiles of two vaginal lavage samples
collected from patients with vaginal candidiasis (#112) and
bacterial vaginosis (#130). Samples were analyzed by
setting appropriate SSC/FSC gates on the granulocyte
(CD24") population. CD16 expression on neutrophils
(CD24" CD15" CD16) varied among the vaginal lavage
samples.
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Figure 3. Box Plot of mean fluorescence intensity of CD16 on
neutrophils present in vaginal lavage samples of women
with normal vaginal microflora (MF) and vulvovaginitis
(VV), including vulvovaginal candidiasis (VC), bacterial
vaginosis (BV) and BV associated with VC (BV+VC).
Statistics were performed with the Kruskal-Wallis test.
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4. Discussao

Conhecer a composi¢cdo das células imunes da vagina nas diferentes
situagdes que interferem no equilibrio do ecossistema vaginal pode auxiliar na
decodificacdo dos mecanismos implicados nas defesas do trato genital feminino,
entretanto, poucas pesquisas tém sido executadas com esta finalidade (48,49
50,51,52). A CF vem sendo utilizada em estudos que caracterizam as células
de defesa vaginais em modelos animais e em humanos (47,48,50,53). Todavia,
este foi 0 primeiro estudo que utilizou a técnica para avaliagdo das populagbes de

células de defesa presentes na cavidade vaginal de mulheres com VV.

Os leucécitos identificados nos lavados vaginais das mulheres estudadas
foram granulécitos neutrdfilos, macréfagos, linfocitos T CD4, T CD8, linfocitos B e
linfécitos NK, e as células predominantes nestas amostras foram os granuldcitos
neutréfilos. Este estudo obteve resultados semelhantes a outro estudo do nosso
grupo que avaliou os leucdcitos provenientes de esfregacos da parede vaginal de
mulheres com e sem VV por microscopia Optica (52). Ressaltam-se as vantagens da

CF em relagcdo a microscopia Optica como a acuracia na detecgédo celular, a
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possibilidade de identificar os subtipos de linfécitos, além da menor interferéncia

do examinador.

Feitoza e colaboradores (52) observaram que o niumero de neutréfilos foi
significativamente maior (p<0,01) no grupo CV (mediana: 67,5) em relacdo ao
grupo controle (mediana 20,5) e ao grupo VB (mediana 3,0). Observou-se
também significancia estatistica (p<0,01) para o grupo controle em relacdo ao
grupo de mulheres com VB (52). Nosso estudo também observou as mesmas
relacbes ao se comparar 0s grupos, indicando que na CV existem mais

neutréfilos que nas demais mulheres, e na VB, menos neutréfilos.

Durante 0 exame ginecoldgico para se coletar o material desta pesquisa, a
presenca de sinais flogisticos na mucosa vaginal também foi avaliada. Observou-se
que o eritema estava presente em 32% dos casos com CV e 57,1% dos casos
com VB+CV, enquanto ocorreu em apenas 2,9% das mulheres com VB e em
nenhuma das mulheres com flora normal. Acredita-se que a candidiase
sintomética aconteca quando o fungo atinge determinada concentracdo vaginal.
Nesta situacdo, as células epiteliais deixam de tolera-lo e secretam fatores
quimiotéaticos para atracédo de neutrdfilos para a vagina. Sendo assim, o fungo deixa
de ser comensal e desencadeia uma infeccdo sintomatica. Suspeita-se que apos
iniciada a infeccdo, os neutréfilos atraidos para a vagina nao conseguem inibir a
proliferacdo do fungo (30). Visto que os neutrdfilos sdo as células predominantes
nos processos inflamatérios (28), os dados justificam a maior prevaléncia destas
células no lavado vaginal de mulheres portadoras de CV, onde o eritema e a

inflamacdo sdo mais evidentes. Além disso, a incapacidade dos neutrdfilos em
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conter a infecgdo fungica poderia colaborar para a manutencdo do processo
inflamatério e perpetuacdo da sintomatologia. O fato do grupo VB+CV
apresentar eritema e baixos percentuais de neutrofilos sugere que o fungo por
si sO ou por liberar outras substancias possa promover eritema e que este ndo é

uma decorréncia exclusiva da presenca de grande numero de neutrdfilos.

Em contrapartida, a VB nao suscita uma reacao inflamatéria significativa
(abundante migracao leucocitaria para a vagina), apesar de estudos relatarem
aumento da citocina pré-inflamtéria IL 18 no fluido vaginal de mulheres com VB.
Foi observado que existe um aumento de IL 1B, porém ndo acompanhado do
aumento de IL8, citocina responsavel pela quimiotaxia de neutréfilos. Sabe-se que
algumas substancias produzidas pelos anaerébios na VB podem inibir a
migracao dos neutréfilos para o local da infeccao (27, 31, 32). Este fato pode
explicar a menor percentagem de granuldcitos neutréfilos encontrados no grupo
de mulheres com VB. Cauci e colaboradores (27) mostraram que o numero de
neutréfilos presentes na vagina de mulheres com vaginose bacteriana é
semelhante ao de mulheres sem VV (27). Em contrapartida, nossos resultados
mostraram menor quantidade de neutréfilos na VB comparado as mulheres sem
VV, o que corrobora com a possibilidade de uma imunossupressao local em

decorréncia dos germes da VB.

Em relacdo ao numero de neutréfilos do grupo que apresentou VB e CV
simultaneamente, ndo se encontrou diferenca estatistica ao compara-lo com os
demais grupos. Talvez, isto se deva ao pequeno numero de casos do grupo.

Porém, nao se pode ignorar a hipétese que CV e VB, juntas, possam anular
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uma o efeito da outra, observando-se uma resposta intermediaria nesta

situacao.

Considerando-se os macrofagos, nossos resultados foram semelhantes ao
estudo de Feitoza e colaboradores (52). Os macréfagos estavam ausentes na
maioria das amostras e quando presentes foram observados em baixa frequéncia.
Quanto aos linfécitos, estas células estavam ausentes na maior parte das amostras
em ambos os estudos. Como o estudo de Feitoza utilizou a microscopia éptica ndo
foi possivel caracterizar os subtipos de linfocitos, o que impediu comparar os
resultados obtidos para estas células entre os estudos (52). No presente estudo, o
fato de encontrarmos maior percentual de linfécitos T CD4 nos grupos com CV

e VB sugere que a resposta imunidade adaptativa esteja ativada nestes casos.

Estudos avaliaram o tecido vaginal obtido a partir de bidépsias da mucosa
vaginal em humanos e mostraram que os linfécitos T foram os leucocitos
predominantes no tecido, e que, os linfécitos TCD8 foram mais frequentes que
linfécitos TCD4. Neutréfilos, macrofagos, linfécitos B e NK apareceram em baixa
frequéncia ou estavam ausentes (48,51). Contrariamente, analisando-se os
leucécitos presentes no lumen vaginal, obtidos por lavado vaginal no presente
estudo e por esfregaco da parede no estudo de Feitoza e colaboradores (52),
observou-se que os neutrofilos foram as células predominantes. Os linfocitos
ocorreram em baixas quantidades ou estavam ausentes. Estes dados indicam
que existem diferengas na distribuicdo das células de defesa vaginais conforme
o compartimento analisado, tecido ou lumen vaginal. Portanto, sugere-se que,

na vagina, a resposta imune adaptativa atue a partir do tecido vaginal enquanto
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a resposta imune inata é predominante no lumen vaginal, considerando-se que

os neutréfilos sdo as principais células efetoras da resposta imune inata.

Ao analisar os resultados deste estudo, observou-se que a expressao da
molécula de CD16 dos neutrdfilos variou entre as amostras. Como a diminuicao
da expressao da molécula de superficie celular CD16 é um dos marcadores do
processo de apoptose dos neutréfilos (35,36,37), a expressdo desta molécula
nos neutroéfilos foi avaliada no sentido de se estudar a apoptose dos neutréfilos

presentes nos lavados vaginais.

Apesar de poucos estudos sobre os germes causadores das infec¢des
genitais e sua influéncia na apoptose de neutrofilos, as pesquisas, em geral,
mostraram que a maioria das bactérias pode induzir a apoptose de neutrdfilos,
enquanto, varios compostos de bactérias, incluindo lipopolissacarideos (LPS),
podem atrasa-la (38). Sabe-se que o atraso da apoptose dos neutréfilos expde
o tecido as substancias toxicas destas células causando dano tecidual (33,34). Foi
relatado que trofozoitos viaveis de T. vaginalis aceleram a apoptose de neutrdfilos,
enquanto lisado de Trichomonas vaginalis atrasam-na, sugerindo que durante a
tricomoniase, as particulas de tricomonas degradadas pelos leucécitos no
tecido, retardam a apoptose dos neutréfilos, o que mantém o intenso processo
inflamatério nesta infecgédo (37). Um estudo recente mostrou que os Lactobacillus sp
e os Bifidobacterium sp, germes comensais da flora vaginal, ttm um poderoso
efeito apoptogénico nos neutrofilos, ao contrario dos micro-organismos facultativos
(S. aureus e E. coli) (39). A acao apoptogénica dos lactobacilos parece indicar

um mecanismo de evasao imunolégica, uma vez que estas bactérias pertencem
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a flora vaginal normal. Nossos resultados corroboram esta idéia, pois a
expressdao do CD16 foi mais baixa nas mulheres com flora vaginal normal,

indicando que os neutrofilos deste grupo apresentam tempo de vida menor.

Ao contrario, as maiores médias da expressdo do CD16 foram observadas
nos grupos com VV apontando um atraso na apoptose dos neutréfilos em
decorréncia da infeccao. Ao analisar as VV, observou-se maior expressao do
CD16 na VB em relacdao a CV, indicando maior atraso na apoptose dos
neutréfilos vaginais de mulheres com VB. Sabendo-se que o atraso na apoptose
esta associado com injuria tecidual acreditamos que nao foi observado processo
inflamatério na VB devido ao baixo niumero de granul6citos neutréfilos neste

grupo, inclusive menor que nas mulheres com flora normal.

A resposta imune na VB é desencadeada pela ligacdo dos LPS presentes
nas bactérias Gram negativas aos TLR4 presentes nas células epiteliais e nos
neutrofilos (54). Foi demonstrado que, nos neutréfilos, a ativagdo do TLR4 pelo
LPS da bactéria leva a um atraso na apoptose destas células (55,56,57). Por outro
lado, acidos graxos de cadeia curta produzidos pelas bactérias anaerdbicas e
encontrados em altas concentragdes na vagina de mulheres com VB, podem
induzir a apoptose dos neutrofilos (32). Contudo, nossos resultados parecem
indicar um atraso na apoptose dos neutrofilos destas mulheres sugerindo que o

estimulo do TLR4 é fator predominante em relagcao a agdo dos acidos graxos.

E importante ressaltar que os estudos citados sobre apoptose de neutréfilos
foram realizados com neutréfilos previamente isolados do sangue periférico e

expostos aos micro-organismos ou suas substancias em sistemas in vitro.
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Diferentemente, neste estudo foi avaliada a expressao do CD 16 em neutréfilos
presentes em lavados obtidos diretamente do ambiente vaginal. Sendo assim,
as alteragbes observadas no tempo de vida dos neutréfilos resultaram da

interacao do conjunto de fatores presentes no ambiente vaginal.

Nao se sabe até o momento porque algumas infeccdes sao debeladas
facilmente e outras se tornam graves ou muitas vezes recorrentes. Percebe-se
que 0 mesmo agente patogénico causa quadros clinicos variados em diferentes
individuos. Portanto, acredita-se que existam falhas imunol6gicas em determinados
individuos que determinam o surgimento de infeccdes e suas recorréncias (58).
O estudo da imunidade vaginal pode auxiliar no entendimento da fisiopatologia
das VV. A possibilidade de avaliagdo imunolégica no momento do diagndstico
permitira a elaboracdo de novas formas de tratamento enfocadas, ndo s6 no

agente infeccioso, mas visando a manipulacao da resposta imune.

E importante destacar que este estudo analisou as células de defesa
extraidas diretamente da cavidade vaginal humana permitindo estudar as
células da resposta imune em seu ambiente natural. Além disso, € o primeiro
trabalho que utilizou a CF, técnica ja empregada em outras doencas, para
avaliar os leucécitos presentes no conteudo vaginal de mulheres com VV. Os
autores propdem o estabelecimento de novos protocolos de investigagdo que
determinem padrbes de variacdo da normalidade em relacdo as células de

defesa vaginais.
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5. Conclusoes

e Os neutrdéfilos, macroéfagos, linfécitos TCD4 e TCDS8, linfocitos B e
linfocitos NK foram identificados pela citometria de fluxo em mulheres com flora
normal, vaginose bacteriana (VB), candidiase vulvovaginal (CV) e vaginose
bacteriana associada a candidiase vulvovaginal (VB+CV). Os granuldcitos
neutrofilos foram as células predominantes em todos os grupos estudados,
sendo que as demais células imunes foram detectadas em menores
percentuais. A média da porcentagem de granuldcitos neutréfilos foi maior na
CV comparado a flora normal e VB. A média da porcentagem de granulécitos
neutrofilos foi menor na VB comparado a flora normal. Os linfécitos TCD4
apresentaram média da porcentagem maior na CV e VB quando comparado a

flora normal. Dados estatisticamente significativos.

e A expressdo do CD16 nos neutréfilos foi maior nas VV (VB, CV,
VB+CV) em comparagédo a flora normal. Entre as vulvovaginites, a expressao
do CD16 foi maior na VB comparado a CV. Dados estatisticamente

significativos.
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7. Anexos

7.1. Anexo 1 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

QUANTIFICACAO DAS POPULACOES DE LEUCOCITOS PRESENTES NA
CAVIDADE VAGINAL DE MULHERES COM E SEM VULVOVAGINITES

Ne: Data: / /

Pesquisadora Responsavel: Dra Joziani Beghini Junqueira de Carvalho

Eu, , anos,
RG , registrada na UNICAMP com o HC N¢ ,
Endereco: , Cidade de

Estou ciente que o objetivo dessa pesquisa é estudar pacientes com e sem
problemas de corrimento vaginal para descobrir os tipos de células que aparecem na

vagina dessas mulheres.

Com os resultados desse estudo, espera-se conseguir novas maneiras de tratar
esse tipo de problema da mulher, ajudando aquelas que tém corrimento vérias vezes

ao ano.
Fui informada que:

1- Serei examinada pelos médicos responsaveis pelo estudo, e além dos exames de
rotina, serdo colhidas células vaginais, através de lavado da vagina. Tal procedimento

podera causar um leve desconforto momentaneo.
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2- Alguns dos exames coletados serdo avaliados pelo pesquisador e outros enviados
ao laboratério do CAISM.

3- A coleta dos exames ndo vai me trazer nenhum prejuizo e sera realizada durante o

exame ginecoldgico, que é feito em todas as pacientes do ambulatorio.
4- Nao irei receber qualquer beneficio a mais por participar da pesquisa.

5- Caso ndo aceite participar da pesquisa, sei que tenho assegurado agora e

futuramente o mesmo acompanhamento e tratamento médico neste ambulatério.

6- Tenho o direito de ser esclarecida sobre qualquer duvida que eu tenha sobre a
pesquisa que estou participando.

7- Todas as informagdes sobre mim obtidas na pesquisa ndo seréo identificadas com o

meu nome. Serei identificada apenas por um namero.

8- Qualquer duvida que venha a surgir, devido a minha participagdo na pesquisa,
poderei entrar em contato, em horario comercial, de segunda a sexta-feira, com Dra.
Joziani ou Dr. Paulo César pelo telefone (0xx19) 3521 9306.

9- Qualquer outra divida que eu tenha, posso entrar em contato com o Comité de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp, nos mesmos horarios
e periodos acima descritos, pelo telefone (0xx19) 3521 8936.

Declaro concordar por minha livre e espontanea vontade, participar desta
pesquisa que esta sendo realizada no Ambulatério de Infeccdes Genitais, do Depto de
Tocoginecologia, FCM / UNICAMP, pela Dra. Joziani Beghini Junqueira de Carvalho e
Dr. Paulo César Giraldo.

Campinas, / /

Assinatura da paciente:

Assinatura do pesquisador:

Anexos 82



7.2. Anexo 2 - Parecer do CEP

FADULDAGE DF CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

T e, o unicpeg. b posduisa'eticadimde s, ol

CEP, 260808
irupa 1i1)

PA“-ELEH CEF: 57 fed 37 HE U n® e o7 Clledo fiak oo T L [EfRvYeRle 3 oHE Pt b
CAAE; D518.0, 146 00005

I - IDENTIFIC AL AL

PROJETO: “QUANTIFICACAD DAS POPULACOES DE LEUCOCITOS PRESENTES
SO CONTEUD VAGINAL DE MULHERES COM E SEM VULYOVAGINITES™,
PESQUISADOR RESPONSAYEL: lorani Beghani Junqueirs de Carvalka

INSTITURCAD: CAISM / UNICAMP

APRESENTALAC AD CEP: 12082008

APRESENTAR RELATORIO EM: 260808 (0 Srmmslisio enaosira-w no s scina

Il = ORIETTVOS

Caracterizar as popalagies de célubss responsiveds pels imunidsde local, descamatis
para ¢ Himen vaginal em mulheres com ¢ som vulvovaginites

100 - SUMARIO

Serlo estudadas 132 mulheres sendo, 44 com candidisse vaginal, 44 com vaginose
bacierians ¢ caitras 44 sem vubvovaginite infecciosa (44). A presenca ou saséncia de
vulvovaginite serd determinada stravés da correlsglo emtre o8 achados do exame pisccolbgico,
medsds de pH vaginal, 1este das aminas, exame bacieriosedpico a fresco e comdo pelo Gram do
comieodo vaginal, Sexd colhido wm lavado da cavidade vaginal instilando-se 5 m] & PRS o qual
seri mspirado para posterior avalacho das célulss de defesa por cilometria de fhuso. ANALISE
DOS DADOS: O software utilizade para andlise serd o SAS versfio 902, My sdlise dos dadas
sevile calculados, enédia, desvio-padelio, mediana e percesiis, Serlo ulilumdos os 1estes de ui=
quadrado ¢ ANOVA seguida do sesie de Tukey caso necessbric. O nivel de significineia serd
assumedo em 5%

IV - COMENT ARIOS DOS RELATORES

Trata=se de projeso de mestrade que aborda assumio de releviineia para o entesdinscnio da
listopatogénese das vulvovaginites onde sc fard a camcterizagio & populscie de offulas
vaginas descamadss para o limen em muilberes com e sem vulvovaginies. Os resubiados do
estudo servirde posterionmente pars povas [onmas de ralamento desin doenga. O projeto estd
bemn redigido, o desenho do estudo é adequado, apresenta critérics de inelusio ¢ exclusdo hem
definidos, Oh aspectos éticos discutidos mo peojeto, O Termo de Comsenimento Livre o
Esclarecido esid adequadameme redigido de forma clara,
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESGUISA

& v fom unamp b/ pesquisaclicaides Femd

V. PARECER DY CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéneins Médicas da UNICAMP, apos
ncatar o5 pareceres dos membros-relslores previamente designados para o presenie caso ¢
atendendo 1odos os dispositivos das Resolugdes 19696 ¢ complementares, fesalve aprovar sem
restrighies o Prodocolo de Pesquisa, bem como ter aprovado o Termo do Consentimenio Livee ¢
Esclarecwdo, assim como todos os anexos incluidos na Pesquisa supeaciiada.

O contedde ¢ as conclusdes aqui apeesentados 3o de responsahdlidade exclusiva do
CEFFOMUNIC AMEP ¢ ndo representam a opinilio da Universidsde Estsdual de Campinas pem
2 CHmpromeiem,

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem 8 liberdade de fecusar-se o pariicipar ou de retirar s2u
consentimenio em qualquer fase da pesquisa, sem penalizacdo alguma ¢ sem projuizoe ao sou
cuidado (Res, CNS 19656 — Hem IV. 1.0 ¢ deve receber uma odpia do Termo de Comsemtimento
Livre ¢ Esclarecido, na integra, por ele ossinado (liem 1V.2.d).

Pesquissdor deve desemvolver a pesquisa conforme delineada no protocole aprovado ¢
descontinuar © estudo somente apds anilise das razdes da descontinuidade pelo CEP gue o
aprovou (Res. CNS fem HH11.2), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto oo sujeiio
participanie ou quando consiatar a superioridsde do regime oferecido a wm dos grupos de
pesquiss {[em V.3 L

O CEP deve ser informado de todos o8 efeitos adversos ou faios relevames gue alterem o
curso normal do estude (Res. ONS hem V4. E papel do pesquisador assegurar medidas
imedintas adequadas fremic & cvento adverso grave ooomido (mesmo que tenba side em outro
cenlm) ¢ erviar nobificaglio ao CEP ¢ & Apdncia Macloral de Vigilineia Sanitiria — ANVISA —
Jumlo com sew posicioname i,

Eventuais modificagdes ou emendss a0 protocolo devem ser apresenisdas 30 CEP de
forma clar ¢ suciola, kleatficando a parte do profocolo o ser modificada ¢ suas justificsiivas,
Em caso de projetn do Grupe | ou Il apresentados anteriommente & ANVISA, o pesquisador ou
patrocinados deve envid-las lambém & mesma junte com o pasecer aprovatdno do CEP, para
serem juntadas ao protocolo indcial (Res. 25197, Tem 100.2.0)

Relatéeios parciais e final devem ser apresemtados ao CEP, de acordo com os pragos
cstabelecidos na Resoluglo CNS-MS 19696,

VII - DATA DA REUNIAD
Homodegado na VI Reunido Ondindna do CEP/FCM, em 26 de agosio de 1008,
Profi. Dra, Coteo Silvia Bernazzo

PRESIDENTE DO COMITEOE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP
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Resumo

Os avancos tecnolégicos recentes da medicina tém oferecido colaboracao substancial
no diagnéstico, tratamento e prognéstico das doencas. A técnica de citometria de fluxo,
largamente usada em hematologia, oncologia e imunologia, vem ganhando importancia
na Ginecologia e Obstetricia. Neste artigo apresentaremos uma visao geral sobre o
tema, os principios de funcionamento do citbmetro e o histérico do seu surgimento,
assim como as principais aplicagées da citometria na saide da mulher. Apds extensa
revisdo realizada nas bases de dados MEDLINE, LILACS, EMBASE (descritores:
ginecologia, obstetricia e citometria de fluxo) além de sites e livro-texto sobre o tema,
concluiu-se que a citometria de fluxo € uma técnica moderna, pratica, porém de alto
custo, que permite a andlise de multiplos parametros celulares simultaneamente e em
poucos minutos. Tem grande potencial de aplicabilidade em ginecologia e obstetricia e
merece atengao dos profissionais para ser implementada nas rotinas diarias.

Unitermos: citometria de fluxo, ginecologia, obstetricia.

Summary

Recent technological advances in medicine have provided substantial cooperation in
the diagnosis, treatment and prognosis of diseases. The technique of flow cytometry is
widely used in hematology, oncology, immunology has become increasingly important
in obstetrics and gynecology. In this paper we present an overview of the topic,
operating principles and the history of flow cytometry, as well as key applications of
cytometry in women's health. After an extensive review performed in MEDLINE,
LILACS, EMBASE (key words: gynecology, obstetrics and flow cytometry) as well as
sites and textbook on the subject, concluded that flow cytometry is a modern technique,
practice, but high cost that allows analysis of multiple cellular parameters
simultaneously and in a few minutes. Have a potential application in gynecology and
obstetrics and deserves the attention of professionals to be implemented in daily
routines.

Uniterms: flow cytometry, gynecology, obstetrics.
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Introducao

A citometria de fluxo € um importante método para diagndstico e prognéstico de
doencas, sendo também largamente utilizada em pesquisa clinica'. Por este motivo, é
fundamental que os ginecologistas e obstetras compreendam os principios basicos
desta tecnologia muito util em outras areas do conhecimento, porém pouco difundida
na especialidade.

Os principios da citometria de fluxo (CF) foram desenvolvidos a partir da década de
30, ganhando importancia para o diagndstico em vérias especialidades como hematologia,
oncologia, imunologia, pediatria, infectologia®. O avanco da tecnologia ao longo dos anos
levou ao aumento da especificidade e sensibilidade do método’.

E uma técnica utilizada para medir as propriedades celulares por meio de um
aparelho denominado citbmetro de fluxo. As células que serdo investigadas séo
direcionadas uma a uma, em uma camara de fluxo continuo de liquido, até o ponto em que
sao interceptadas por raios laser. Neste ponto, a dispersédo da luz do laser que incidiu na
célula, é capturada por um sistema &ptico, gerando sinais eletrénicos que, uma vez
processados, podem ser analisados por software especifico que determinara as caracteristicas
detalhadas da célula (tamanho, complexidade, fenétipo e higidez) (Figura 1)°.

Portanto, esta técnica permite analisar estes multiplos parametros de cada célula
dentro de uma populacdo pura ou mista. Desta forma, apresenta amplo espectro de
aplicagcdes como imunofenotipagem, contagem de células, andlises de ploidias, ciclo
celular, apoptose, expressao génica, metabolismo celular, e andlise de expressao de
GFP (Green Fluorescent Protein), entre outras®. A extensa aplicacéo e sensibilidade da
imunofenotipagem por CF é um dos instrumentos mais poderosos no arsenal da
patologia clinica®.

A CF é utilizada em uma grande variedade de estudos para se compreender melhor a
fisiopatologia, auxiliar no diagnéstico, determinar o prognéstico e monitorar a resposta
terapéutica em diversas doencgas, em especial naquelas em que ha comprometimento
do sistema imunolégico®®.

Usada inicialmente para avaliacdo da funcéo dos linfocitos T CD4, passou a ser
utilizada no diagnéstico de neoplasias linféides e mieldides'. E o instrumento padrdo-ouro no
diagnéstico das leucemias agudas e crénicas®. A CF ajuda muito no diagnéstico das
doengas autoimunes e na sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA), contabilizando
as mudancas das taxas de linfécitos B, T CD4* e T CD8*. A fenotipagem destas
subpopulagdes celulares é clinicamente relevante na avaliagdo da resposta imune celular,
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na determinacdo da atividade de doencgas autoimunes, na classificacdo adequada de
6rgaos para transplantes, na determinacao de sinais precoces de rejeicao em pacientes
transplantados e na classificacdo de determinadas leucemias®.

Em oncologia, facilita o diagnéstico, avalia o prognéstico e monitora o tratamento.
Na microbiologia € utilizada no diagnostico bacteriano e viral, e determina sensibilidade
a antibiéticos. Na area da genética, evidencia o cariétipo e o diagndstico de portador de
aberracdes cromossoémicas (diagnéstico pré-natal e tipagem para transplantes)®. E
utilizada nos transplantes autélogo e alogénico para identificar e quantificar as células-
tronco no sangue periférico, parametro determinante e fundamental para a realizagao
do procedimento’.

Apesar de largamente difundida pela versatilidade, a CF ainda sofre criticas devido a
inconsisténcias na padronizagéo e interpretacdo em novas aplicagdes. Consensos tém
sido realizados na tentativa de padronizacéo'.

Existe, portanto, a necessidade de um maior conhecimento da aplicabilidade da
Citometria de Fluxo pelo ginecologista e obstetra, a fim de que sejam feitos diagnosticos e
prognosticos mais precisos e precoces nesta area e para ampliar as indicacdes futuras.

Histérico

Considera-se o primérdio da CF na década de 30, quando Moldavan desenvolveu o
primeiro aparelho para contagem de células. Este protétipo consistia em um equipamento
capaz de gerar fluxo de células sanguineas em suspensao através de um tubo capilar e
conta-las por intermédio de sensores fotoelétricos®. Em 1947, Gucker e colaboradores,
criaram o primeiro contador de particulas utilizando “sheath fluid”, sistema no qual as
particulas eram transportadas por um fluxo continuo de liquido (sheath fluid), capaz de
envolvé-las e centraliza-las®. Posteriormente, Crosland-Taylor (1953) adotou este recurso
para contagem de células do sangue. Desta maneira, as células eram conduzidas uma
a uma para serem analisadas individualmente'?, tornando-se a base das camaras de
fluxo utilizadas na atualidade.

Wallace Coulter, em 1949, descreveu um principio para contagem e analise
automatica das células. Neste sistema, as células suspensas passariam uma a uma
por um pequeno orificio, onde variagdes na condutividade elétrica seriam captadas. Em
1956 foi langada a primeira versdo comercial do contador celular automatico de alta
velocidade e analisador celular Coulter Counter'". Neste mesmo periodo, outras indUstrias

desenvolveram aparelhos similares.
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Em meados da década de 60, Kamentsky introduziu dois avancos importantes para
citometria, 0 uso da espectrofotometria para quantificar DNA e a medida multiparamétrica
da luz dispersada. Mais tarde, estes avangos permitiram o desenvolvimento do
“Spectrophotometric Cell Sorter”, um separador celular baseado em propriedades
espectrofotométricas'®'®. Neste mesmo periodo, Mack Fulwyler criava outro separador
de células, porém baseado no volume celular. Este aparelho, posteriormente, foi capaz
de separar neutrdfilos de linfécitos do sangue'.

A partir destes equipamentos, o grupo de Leonard Herzenberg desenvolveu um
separador celular baseado na fluorescéncia, que foi chamado Fluorescence Activated Cell
Sorter (FACS). Este sistema utilizava moléculas fluorescentes, ou fluoréforos, conjugados
a anticorpos especificos para marcacdo celular’®. Em 1974 uma versdo comercial foi
langada pela BD (Becton Dickinson and Company, San Jose, CA USA). A partir dai, os
aparelhos foram sendo aperfeicoados e patenteados'®.

Citometria de Fluxo: componentes e funcionamento

Em geral, o citbmetro de fluxo é constituido pelos seguintes componentes e
sistemas: a) sistema fluidico: inclui solugdes, condutos e componentes envolvidos com a
condugao das células através do aparelho e, principalmente, o “ponto de observagao”,
onde cada uma das células interage com o feixe luminoso do (s) laser (s); b) laser: em
namero de um ou mais, é a fonte da luz que interage com cada uma das células; c)
sistema Optico: é o conjunto de lentes que captura e direciona a luz que emerge da
interagéo do feixe luminoso com cada uma das células; d) sistema de detectores: recebe a
luz; e) sistema de componentes eletrénicos e computador periférico: convertem o sinal
luminoso que chega aos detectores em sinal digital, possibilitando seu processamento
e andlise (Figura 1)°.

A acurécia na obtencao de dados através da CF depende da passagem de uma
célula (ou particula) por vez pelo feixe luminoso. Esta condigdo € alcangada na maioria dos
citbmetros atuais, através de um processo conhecido como focalizagcado hidrodindmica
(hydrodynamic focusing). Neste processo, a solugéo que contém as células em suspensao €
conduzida por um fluxo continuo de solugéo salina (sheath fluid) capaz de envolver as
células, orientando-as para o centro do fluxo e, dessa forma, conduzi-las uma a uma.
Como resultado, cada célula (ou particula) é apresentada individualmente ao ponto de

observacao, onde é interceptada pelo feixe luminoso do laser. Ao interagir com a
célula, o feixe luminoso € desviado para diferentes dire¢cdes ou angulos. A luz desviada
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dentro de angulos pequenos, ou seja, com espalhamento frontal (forward scatter), é
proporcional ao tamanho celular e, portanto, utilizado para quantificar este parametro. A luz
desviada com angulos maiores, ou seja, com espalhamento lateral (side scatter), fornece
informacoes relacionadas a complexidade da célula, que incluem caracteristicas como
a rugosidade da membrana plasmatica, a presenca de vacuolos e granulagdes, a
forma do nicleo, entre outras (Figura 2)°.

Adicionalmente aos fendmenos relacionados ao desvio da luz, a CF utiliza a
fluorescéncia resultante da interagéo do feixe luminoso com moléculas especificas como
informacéao relevante para caracterizagdo da célula. Portanto, a adicdo de anticorpos
monoclonais especificos conjugados com material fluorescente possibilita a analise de
diversas fungdes celulares, processos metabdlicos, estagios da diferenciagéo e do ciclo
celular (Figura 2). Os sinais luminosos gerados s&o convertidos em sinais eletrénicos e

registrados, o que permite representa-los graficamente para serem analisados (Figura 3)°.

Aplicacoes em Ginecologia e Obstetricia

Como vimos, a CF é capaz de identificar células e também separa-las, o que permite
sua aplicacao em diversas areas das ciéncias biol6gicas. Na Reproducdo Humana, a
CF é empregada na determinacdo do sexo fetal e na identificacdo e exclusao dos
gametas danificados. Desta forma, populagdes celulares contendo os cromossomos
desejados sao separadas no esperma ejaculado. O nicleo do espermatozéide é marcado
com substancias fluorescentes que permitem, através da citometria, a discriminacao
entre os cromossomos X e Y carregados pelos espermatozéides’’.

E possivel também utilizar a CF para identificar células fetais no sangue materno.
Apos identificagao, estas células podem ser Uteis em diversas situagées, como andlise
genética e deteccado de trissomias. Quando as células sdo extraidas diretamente do
sangue periférico materno, reduzem-se os procedimentos de risco durante o pré-natal,
como amniocentese e bidpsias vilocoriais. Existe uma variedade de técnicas de
separacao celular e a CF esta entre uma das mais comumente descritas, apesar de
alguns fatores dificultarem o desenvolvimento de um método ideal'®' Bischoff e
colaboradores realizaram uma abordagem nédo invasiva que permitiu a deteccao de
aneuploidias fetais associadas com graves defeitos congénitos através da identificacao
dos cromossomos X, Y, 13, 18, e 21%.

Outra utilidade clinica da CF na identificagdo das células fetais consiste na
determinagao pré-natal ndo invasiva do status RhD fetal. A deteccao celular é realizada
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a partir de amostras de sangue periférico de gestantes Rh negativas previamente
sensibilizadas pelo RhD?'.

A isoimunizacdo RhD tem consequéncias deletérias importantes para a saude do
binbmio materno-fetal. O volume da hemorragia feto-materna, que é a proporcao de
hemoglobina fetal na circulagdo materna, determina a dose de imunoglobulina anti-D
em gestantes Rh negativas. A citometria tem demonstrado acurécia semelhante ao
teste padrdo-ouro, conhecido como Teste de Kleihauer, na determinagéo dos indices
de contaminagao materna pelas células fetais®®.

Na ginecologia, a CF pode auxiliar na investigagdo de crimes sexuais. Uma
ferramenta extremamente Util para identificagao do suspeito é a tipagem do DNA presente
no material coletado da cavidade vaginal de vitimas de estupro. Separar o sémen das
células vaginais a partir do swab coletado na cavidade vaginal destas mulheres é
fundamental para a determinacdo do DNA do suspeito. As técnicas tradicionais sao limitadas
quando existe pequena quantidade de esperma em meio a numerosas células vaginais.
Logo, a citometria envolvida em protocolos possibilitou a separagéo celular para posterior
identificacdo do DNA do agressor®.

Na oncologia ginecolégica, a citometria € capaz de identificar a qualidade da
amostra de esfregacos cervicovaginais de Papanicolaou, levando a menores taxas de
falso-negativos. Quando a qualidade da amostra é avaliada pelo Sistema de Bethesda,
as amostras classificadas como “insatisfatéria” e “satisfatéria, mas limitada por”, estao
associadas a 16% de resultados citolégicos posteriores de lesao intraepitelial cervical e
neoplasia. A utilizacao da CF, além de rapida, permite a determinacao da qualidade da
amostra da citologia cervical em preparacdes em meio liquido, antes da preparacao
das laminas para avaliacdo morfolégica®.

A citometria também vem se tornando um instrumento capaz de auxiliar na
determinag@o do progndstico da deteccdo precoce do cancer cervical. Entre as categorias
citolégicas, os casos com aneuploidia dos grupos de lesdo intraepitelial cervical (LIE) de
baixo e alto grau, e de células escamosas atipicas de significado indeterminado (ASC-
US) demonstram alta contagem de uma determinada regido nuclear que facilmente é
corada por prata (AgNOR - regides organizadoras nucleolares manchadas com prata).
Mulheres com citologias de ASC-US e displasia apresentam altas taxas de células na
fase S do ciclo celular, que sao facilmente identificadas pela citometria. A associagao
desses fatores revelam que os casos com aneuploidias, alta contagem AgNOR e fracao
de fase S do ciclo apresentam uma tendéncia progressiva a doenca®.
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Um ensaio com amostras de citologia cervical em meio liquido, que consiste na
imunofenotipagem de células epiteliais cervicais por meio da CF seguida de hibridizacdo
in situ ultrassensivel destas células, buscou a deteccao de RNAm de E6 e E7 do HPV.
Quando comparada ao Papanicolaou, a sensibilidade foi de 83,3% e especificidade de
91,3% para LIE de alto grau. Em um subgrupo destas amostras, a sensibilidade e
especificidade foram mais altas que a captura hibrida (Digene, Gaithersburg, MD) para
genétipos de alto risco®’. Portanto, a citometria pode auxiliar no diagnéstico de particulas
virais de HPV, aumentando a sensibilidade e especificidade para detec¢éo deste agente.

Outra utilidade importante da CF consiste na realizagdo de ensaios “multiplex” que
permitem a detecgdo simultanea de mais de um agente em uma amostra clinica. E uma
tecnologia emergente que apresenta multiplas vantagens, entre elas a necessidade de
pequeno volume de amostra, alta reprodutibilidade, alta sensibilidade, e talvez a mais
excitante de todas: o potencial para a andlise multipla. Os citdmetros tém sido usados com
sucesso em ensaios “multiplex” para o diagnéstico de doengas sexualmente transmissiveis,
como: Ulceras genitais (Treponema pallidum, Haemophilus ducreyi, Herpes simplex 1 e
2, Klebsiella granulomatis, Chlamydia trachomatis) e corrimentos vaginais (Neisseria
gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis, Trichomonas vaginalis, Gardnerella vaginalis,
Candida albicans)®.

Revisdes ja documentaram a capacidade da CF em quantificar as células bacterianas
em “amostras a fresco” em varias areas da microbiologia. Porém, a cavidade vaginal e suas
células foram pouco investigadas até o momento. Uma das primeiras descricdes da
analise de bactérias comensais em amostras vaginais por CF foi a quantificacdo simples e
rapida do total de bactérias em amostras autocoletadas da cavidade vaginal. Um maior
desenvolvimento desta técnica pode auxiliar no entendimento da dindmica complexa do
ecossistema vaginal®.

Multiplos fatores estdo envolvidos na manutencéo do ecossistema vaginal, sendo que
alguns ainda sao pouco compreendidos. Sabe-se que o equilibrio deste ecossistema
depende da integridade e trofismo da mucosa, da posi¢cdo anatébmica da vagina, da
producéo de &cido latico e perdxido de hidrogénio, do pH vaginal, do equilibrio bacteriano
com predominio de lactobacilos, da producdo de muco pela glandulas vestibulares, além da
imunidade local. O entendimento destes mecanismos poderia auxiliar no tratamento
individualizado e mais eficaz de algumas afeccdes, inclusive nas de curso cronico®. A
identificacdo detalhada do funcionamento de cada um destes mecanismos possibilitaria a
introdugéo de medidas preventivas contra estas afecgdes, tdo comuns nos consultérios
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ginecolégicos, o que melhoraria a qualidade da saude da populagédo, diminuindo os
gastos publicos com determinadas doencas e suas sequelas.

Nos estudos sobre imunidade vaginal, na tentativa de conhecer melhor a resposta
imune do trato genital feminino, a CF vem ganhando espaco devido a sua capacidade de
identificar no microambiente genital células como leucécitos e células epiteliais, micro-
organismos, citocinas, entre outras. Alguns estudos tém caracterizado leucocitos presentes
no conteudo vaginal por meio da CF. Di Fabio e colaboradores identificaram linfocitos,
macréfagos em lavados da cavidade vaginal de macacas através da andlise citométrica
por FACS. Esta técnica permite estudar o microambiente vaginal e correlacionar o
fendtipo celular & fungéo imunoldgica®'.

Givan e colaboradores desenvolveram um método para comparagdo quantitativa
dos leucdcitos nas trompas de Faldpio, uUtero, colo uterino e vagina. Através da CF,
demonstraram que os leucdcitos representam 6% a 20% do numero total de células
destes 6rgaos, sendo que o utero e as trompas contém maior propor¢ao de leucécitos
que o colo e a vagina®.

Atualmente existe a possibilidade de tornar o citbmetro um instrumento pequeno,
barato e flexivel, capaz de substituir alguns testes laboratoriais. O advento de citbmetros
portateis, que podem ser usados no ponto de coleta da amostra, permitira o envio das
leituras aos laboratérios por via eletrénica, possibilitando a avaliagao imediata por peritos,
auxiliando no controle de qualidade e tornando possivel a coleta de uma nova amostra
quando necessario®=2,

Portanto, a CF podera estar no contexto das doencas ginecoldgicas e obstétricas,
servindo como uma arma fundamental em muito pouco tempo. Podera auxiliar o diagndstico
e a monitorizacado dos tratamentos, oferecendo aos clinicos valores e resultados de
maneira rapida. Na ginecologia e obstetricia, vem sendo usada atualmente para pesquisas,
porém tem futuro promissor para as atuacdes praticas diarias.

Referéncias bibliograficas

1. Davis BH, Holden JT, Bene MC, Borowitz MJ, Braylan RC, Cornfield D, et al. 2006
Bethesda International Consensus Recommendations on the flow cytometric
immunophenotypic analysis of hematolymphoid neoplasia: medical indications.
Cytometry B Clin Cytom 2007; 72(Suppl 1):S5-13.

Apéndice 93


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Davis%20BH%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Holden%20JT%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Bene%20MC%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Borowitz%20MJ%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Braylan%20RC%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Cornfield%20D%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus

10.

11.

12.

13.

14.

Bertho AL, Ferraz R. Citometria de fluxo: principios e aplicacdes. Rio de Janeiro
(RJ):  Fiocruz [internet] 2005 [citado 2010 Abr 10]. Disponivel

em:<http://picf.ioc.fiocruz.br/apostila.doc>
Shapiro H. Practical flow cytometry. 42 ed. New York: Wiley-Liss; 2003.

Wilson WH. International consensus recommendations on the flow cytometric
immunophenotypic analysis of hematolymphoid neoplasia. Cytometry B Clin Cytom
2007; 72(Suppl 1):S2.

Stetler-Stevenson M, Davis B, Wood B, Braylan R. 2006 Bethesda international
consensus conference on flow cytometric immunophenotyping of hematolymphoid
neoplasia. Cytometry B Clin Cytom 2007; 72(Suppl 1):S3.

Craig FE, Foon KA. Flow cytometric immunophenotyping for hematologic
neoplasms. Blood 2008; 111(8):3941-67.

Ribeiro EM, Andrade EMF, Arruda AP, Ribeiro EM. Terapia com células-tronco.
Rev Bras Clin Terap 2006; 32:11-6.

Moldavan A. Photo-electric technique for the counting of microscopical cells.
Science 1934; 80:188.

Gucker FT Jr, O'Konski CT, Pickard HB, Pitts JN Jr. A photoelectronic counter for
colloidal particles. J Am Chem Soc 1947; 69:2422-31.

Crosland-Taylor PJ. A device for counting small particles suspended in fluid
through a tube. Nature 1953; 171:37.

Coulter WH. High speed automatic blood cell counter and cell size analyzer. Proc
Natl Electronics Conf 1956; 12:1034.

Kamentsky LA, Melamed MR, Derman H Spectrophotometer: new instrumem for
ultrarapid cell analysis. Science 1965; 150(3696):630-1.

Kamentsky LA, Melamed MR. Spectrophotometric cell sorter. Science 1967;
156(780):1364-5.

Fulwyler MJ. Electronic separation of biological cells by volume. Science 1965;
150(698):910-1.

Apéndice 94


http://picf.ioc.fiocruz.br/apostila.doc
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Wilson%20WH%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Stetler-Stevenson%20M%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Davis%20B%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Wood%20B%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Braylan%20R%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.cibersaude.com.br/revistas.asp?fase=r003&id_materia=3208

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

Bonner WA, Hulett HR, Sweet RG et al. Fluorescence activated cell sorting. Rev
Sci Instrum 1972; 43(3):404-9.

Shapiro H. History. In: Shapiro H. Practical flow cytometry, 42 ed. New York: Wiley-
Liss; 2003. p.73-100.

Meseguer M, Garrido N, Remohi J, Simén C, Pellicer A. Gender selection: ethical,
scientific, legal, and practical issues. J Assist Reprod Genet 2002; 19(9):443-6.

Merchant FA, Castleman KR. Strategies for automated fetal cell screening. Hum
Reprod Update 2002; 8(6):509-21.

Cha DH, Khosrotehrani K, Bianchi DW, Johnson KL. The utility of an erythroblast scoring
system and gender-independent short tandem repeat (STR) analysis for the detection of
aneuploid fetal cells in maternal blood. Prenat Diagn 2005; 25(7):586-91.

Bischoff FZ, Lewis DE, Nguyen DD, Murrell S, Schober W, Scott J, et al. Prenatal
diagnosis with use of fetal cells isolated from maternal blood: five-color fluorescent
in situ hybridization analysis on flow-sorted cells for chromosomes X, Y, 13, 18,
and 21. Am J Obstet Gynecol 1998; 179(1):203-9.

Di Simone N, Lai M, Rumi C, Riccardi P, D'Asta M, Leone G, et al. Non-invasive
detection of fetal rhesus D status: a comparison between polymerase chain
reaction and flow cytometry. Fetal Diagn Ther 2006; 21(5):404-9.

Fernandes BJ, von Dadelszen P, Fazal |, Bansil N, Ryan G. Flow cytometric
assessment of feto-maternal hemorrhage; a comparison with Betke-Kleihauer.
Prenat Diagn 2007; 27(7):641-3.

Savithrisowmya S, Singh M, Kriplani A, Agarwal N, Mehra NK, Bhatla N. Assessment of
fetomaternal hemorrhage by flow cytometry and Kleihauer-Betke test in Rh-
negative pregnancies. Gynecol Obstet Invest 2008; 65(2):84-8.

Schoell WM, Klintschar M, Mirhashemi R, Strunk D, Giuliani A, Bogensberger G, et
al. Separation of sperm and vaginal cells based on ploidy, MHC class I, CD45, and
cytokeratin expression for enhancement of DNA typing after sexual assault.
Cytometry 1999; 36(4):319-23.

Apéndice 95


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Meseguer%20M%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Garrido%20N%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Remoh%C3%AD%20J%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Sim%C3%B3n%20C%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Pellicer%20A%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Assist%20Reprod%20Genet.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Merchant%20FA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Castleman%20KR%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Cha%20DH%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Khosrotehrani%20K%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Bianchi%20DW%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
../../../../AppData/AppData/Local/Microsoft/Owner/AppData/Local/Mestrado/sites/entrez
../../../../AppData/AppData/Local/Microsoft/Owner/AppData/Local/Mestrado/sites/entrez
../../../../AppData/AppData/Local/Microsoft/Owner/AppData/Local/Mestrado/sites/entrez
../../../../AppData/AppData/Local/Microsoft/Owner/AppData/Local/Mestrado/sites/entrez
../../../../AppData/AppData/Local/Microsoft/Owner/AppData/Local/Mestrado/sites/entrez
../../../../AppData/AppData/Local/Microsoft/Owner/AppData/Local/Mestrado/sites/entrez
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Di%20Simone%20N%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Lai%20M%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Rumi%20C%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Riccardi%20P%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22D'Asta%20M%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Leone%20G%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Fernandes%20BJ%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22von%20Dadelszen%20P%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Fazal%20I%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Bansil%20N%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Ryan%20G%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
../../../../AppData/AppData/Local/Microsoft/Owner/AppData/Local/Mestrado/sites/entrez
../../../../AppData/AppData/Local/Microsoft/Owner/AppData/Local/Mestrado/sites/entrez
../../../../AppData/AppData/Local/Microsoft/Owner/AppData/Local/Mestrado/sites/entrez
../../../../AppData/AppData/Local/Microsoft/Owner/AppData/Local/Mestrado/sites/entrez
../../../../AppData/AppData/Local/Microsoft/Owner/AppData/Local/Mestrado/sites/entrez
../../../../AppData/AppData/Local/Microsoft/Owner/AppData/Local/Mestrado/sites/entrez
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Gynecol%20Obstet%20Invest.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Schoell%20WM%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Klintschar%20M%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Mirhashemi%20R%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Strunk%20D%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Giuliani%20A%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Bogensberger%20G%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

Grundhoefer D, Patterson BK. Determination of liquid-based cervical cytology specimen
adequacy using cellular light scatter and flow cytometry. Cytometry 2001; 46(6):340-4.

Singh M, Prasad S, Kalra N, Singh U, Shukla Y. Silver-stained nucleolar organizer
regions in normal and dysplastic cervical lesions: correlation with DNA ploidy and
S-phase fraction by flow cytometry. Oncology 2006; 71(5-6):411-6.

Narimatsu R, Patterson BK. high-throughput cervical cancer screening using intracellular
human papillomavirus E6 and E7 mRNA quantification by flow cytometry. Am J Clin
Pathol 2005; 123(5):716-23.

Jani IV, Janossy G, Brown DW, Mandy F. Multiplexed immunoassays by flow
cytometry for diagnosis and surveillance of infectious diseases in resource-poor
settings. Lancet Infect Dis 2002; 2(4):243-50.

Schellenberg J , Blake Ball T, Lane M, Cheang M, Plummer F. Flow cytometric
quantification of bacteria in vaginal swab samples self-collected by adolescents
attending a gynecology clinic. J Microbiol Methods 2008; 73(3):216-26.

Goncalves AKS, Giraldo PC, Cornetta MCM, Linhares IM, Amaral RLG.
Mecanismos de defesa vaginal. In: Martins NV, Ribalta JCL. Patologia do trato
genital inferior. Sdo Paulo: Roca; 2005. p.106-11.

Di Fabio S, Corrias F, Monardo F, Titti F. Flow citometry analysis of immune cell
populations isolated from cervicovaginal secretions of cynomolgus monkeys. J
Immunol Methods 2004; 284(1-2):7-14.

Givan AL, White HD, Stern JE, Colby E, Gosselin EJ, Guyre PM, Wira CR. Flow
cytometric analysis of leukocytes in the human female reproductive tract: comparison of
fallopian tube, uterus, cervix, and vagina. Am J Reprod Immunol 1997; 38(5):350-9.

Polina R, Sturgis C, Patterson J, Patterson BK. rapid, high throughput determination of
cervical cytology specimen adequacy using a capillary-based cytometer. Cytometry
B Clin Cytom 2008; 74(2):133-6.

Apéndice 96


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Grundhoefer%20D%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Patterson%20BK%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
../../../../AppData/AppData/Local/Microsoft/Owner/AppData/Local/Mestrado/sites/entrez
../../../../AppData/AppData/Local/Microsoft/Owner/AppData/Local/Mestrado/sites/entrez
../../../../AppData/AppData/Local/Microsoft/Owner/AppData/Local/Mestrado/sites/entrez
../../../../AppData/AppData/Local/Microsoft/Owner/AppData/Local/Mestrado/sites/entrez
../../../../AppData/AppData/Local/Microsoft/Owner/AppData/Local/Mestrado/sites/entrez
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Am%20J%20Clin%20Pathol.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Am%20J%20Clin%20Pathol.');
../../../../AppData/AppData/Local/Microsoft/Owner/AppData/Local/Mestrado/sites/entrez
../../../../AppData/AppData/Local/Microsoft/Owner/AppData/Local/Mestrado/sites/entrez
../../../../AppData/AppData/Local/Microsoft/Owner/AppData/Local/Mestrado/sites/entrez
../../../../AppData/AppData/Local/Microsoft/Owner/AppData/Local/Mestrado/sites/entrez
../../../../AppData/AppData/Local/Microsoft/Owner/AppData/Local/Mestrado/sites/entrez
../../../../AppData/AppData/Local/Microsoft/Owner/AppData/Local/Mestrado/sites/entrez
../../../../AppData/AppData/Local/Microsoft/Owner/AppData/Local/Mestrado/sites/entrez
../../../../AppData/AppData/Local/Microsoft/Owner/AppData/Local/Mestrado/sites/entrez
../../../../AppData/AppData/Local/Microsoft/Owner/AppData/Local/Mestrado/sites/entrez
../../../../AppData/AppData/Local/Microsoft/Owner/AppData/Local/Mestrado/sites/entrez
../../../../AppData/AppData/Local/Microsoft/Owner/AppData/Local/Mestrado/sites/entrez
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Cytometry%20B%20Clin%20Cytom.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Cytometry%20B%20Clin%20Cytom.');

FL3

—
FL1.-

Sistema optico
N

Sistema
eletrénico

§s8C
]

m— |

N .
Laser 7¢ u\l J ESC

Figura 1. Principais componentes de um citémetro
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Figura 2. Resultado da interacdo do laser com a célula. Ao interagir com a célula o
feixe luminoso (A) é desviado em diferentes dngulos. A luz com espalhamento frontal
(forward scatter, B) é proporcional ao tamanho da célula. A luz com espalhamento
lateral (side scatter, C) determina a complexidade celular. Anticorpos monoclonais
conjugados a fluoréforos permitem detectar moléculas de superficie que caracterizam a
célula (fluorescéncia, D).
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Figura 3: Exemplo de citometria utilizando como amostra suspensédo de células

vaginais obtidas por lavagem com 5ml de PBS. Figura A mostra os canais FSC (foward

scater) e SSC (side scater) que definem a morfologia das células e permite selecionar

a populacao de leucdcitos. Figura B mostra os canais de fluorescéncia FL1 e FL2 (FL:

foto sensor), permitindo a detec¢ao de leucdcitos marcados com anticorpo monoclonal

anti CD24 que caracteriza os granulocitos. Figura C mostra os canais de fluorescéncia

FL1 e FL2, permitindo a detecgdo de duas populagcbées de neutrdfilos uma marcada

simultaneamente com os anticorpos monoclonais anti CD15 e anti CD16 e a segunda

apenas com anti CD 15.

Apéndice 99



