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Resumo

Com a finalidade de investigar e comparar as células de defesa presentes
na mucosa vaginal de mulheres com (vaginose bacteriana e candidiase vaginal)
e sem vulvovaginites, foram avaliados esfregacos de 128 mulheres atendidas no
Ambulatério de Infecgdes Genitais (AlG) do Departamento de Tocoginecologia
(DTG) do Centro de Atencao Integral a Saude da Mulher (CAISM), Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP) e Centro de saude comunitario (CECOM), no
periodo de junho a dezembro de 2001. Os esfregacos foram preparados com
raspado de parede vaginal lateral a direita colhidos com cotonete estéril. A lamina
era rapidamente colocada em frasco de vidro contendo alcool 95% para fixagao
e posterior coloragdo com hematoxilina-eosina. Estudou-se sistematicamente a
presenca de células do tipo neutrdfilos, linfécitos, macréfagos, eosindfilos, e
plasmécitos em 32 mulheres com diagndstico de candidiase vaginal, 32 com
vaginose bacteriana e 64 sem infeccdo. Foram analisados dez campos
microscopicos por lamina em ocular de 10X e objetiva de 40X. Além do
esfregaco citado, foram realizados exame bacterioscopico a fresco e corado

pelo gram, pH vaginal e o teste das aminas. O diagndstico final foi resultante da
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associacao destes procedimentos. A anadlise estatistica foi feita utilizando-se o
teste Exato de Fisher e testes ndo paramétricos de Kruskal-Wallis, Mann-Whitney
e teste de Dunn para comparagdes multiplas. No grupo de mulheres com
candidiase vaginal houve uma predominancia de células do tipo neutréfilos
(mediana: 67,5) e linfécitos (mediana: 2,5), sendo esse achado significante em
relacdo ao grupo de mulheres com vaginose bacteriana (mediana 3,0 e 0
respectivamente - p<0,01) e, com o grupo controle apenas houve significancia
para os neutrofilos (mediana 20,5 - p<0,01). Houve também diferencas
significativas entre os controles e o grupo de mulheres com vaginose bacteriana
no caso dos neutrofilos (p<0,01). Os outros tipos celulares ndo foram significantes
em todos os grupos analisados. Os resultados mostraram ser possivel, de
maneira facil e simples, a identificacdo e quantificacdo das células de defesa
pesquisadas. As células do tipo neutrdéfilo foram as mais encontradas em todos
0s grupos, seguidas dos linfécitos e ja em menor proporgédo, observou-se a
presenca dos eosindfilos e macréfagos. Os plasmdcitos foram encontrados em
apenas uma paciente com candidiase vaginal. Nas pacientes com vaginose
bacteriana notou-se uma diminuicdo acentuada das células de defesa.
Morfologicamente essas células sado iguais as células sanguineas e parecem

manter a mesma proporcionalidade.

Resumo  Xii



Summary

The aim of this study was to investigate and compare defense cells in the
vaginal mucosa of women with (bacterial vaginosis and vaginal candidiasis) and
without vulvovaginitis. One hundred and twenty-eight (128) women were
examined at the Genital Infections Outpatient Clinic (GIOC) in the Tocogynecology
Department at the Center for the Integral Care of Women'’s Health (CAISM) in
the State University of Campinas (UNICAMP) and the Community Health Center
(CECOM) from June to December, 2001. Smears were prepared with scrapes
taken from the right lateral vaginal wall and collected with a sterile cotton-tipped
applicator. The glass slide was rapidly placed in a glass flask containing 95%
alcohol for fixation and subsequent hematoxylin-eosine staining. The presence
of cells such as neutrophils, lymphocytes, macrophages, eosinophils and plasma
cells were systematically studied in 32 women diagnosed with vaginal candidiasis,
32 diagnosed with bacterial vaginosis and 64 without infection. Ten fields per
slide were scanned using a 10x ocular lens and a 40x objective lens. The
diagnosis was made considering the fresh and gram-stained bacterioscopic

exams, vaginal pH and the whiff test (for amine). Statistical analysis was done
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applying the Fisher exact test, the Kruskal-Wallis and Mann-Whitney non-
parametric tests and the Dunn test for multiple comparisons. In the group of
women with vaginal candidiasis, the predominant types of cells were neutrophils
(median: 67.5) and lymphocytes (median:2.5), this finding being significant
compared to the group of women with bacterial vaginosis (median:3.0 and O-
p<0.01), respectively. Compared to the control group, only neutrophils were
significant (median:20.5-p<0.01). There were also significant differences
between the controls and the group of women with bacterial vaginosis regarding
neutrophils (p<0.01). The other cell types were not significant in all the groups
analyzed. Results showed that it was possible to identify and quantify the
defense cells investigated in an easy and simple manner. Neutrophils were the
most frequently found cells in all groups, followed by lymphocytes and a lower
proportion of eosinophils and macrophages. Plasma cells were found in only one
patient from the vaginal candidiasis group. In the bacterial vaginosis group, a
pronounced overall reduction in these cells was observed. Morphologically, these

cells are equivalent to blood cells and seem to maintain the same proportions.
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1. Introducdo

Historicamente as vulvovaginites sdo conhecidas desde a época de
Soranus e Hipécrates, e desde entao foram consideradas um agravo a saude
genital e sistémica das mulheres. Muitos estudos ja procuraram enfocar os
aspectos microbioldgicos desta afeccao, contudo ainda hoje pouco se conhece
sobre outros fatores coadjuvantes que poderiam favorecer ou dificultar a sua

instalacdo (LINHARES et al., 1998).

Apesar de serem as mais frequentes, ndo sao s as causas infecciosas
as responsaveis pela instalacdo de quadros inflamatérios do epitélio vaginal. As
constantes descargas de fluxo vaginal podem ser decorrentes de processos
irritativos, alérgicos e traumaticos, entre outros. O encontro de um maior nimero
de casos no menacme relaciona-se a varios fatores enddgenos e/ou exégenos.
A frequiéncia e o tipo de atividade sexual, numero de parceiros sexuais, habitos
alimentares e de higiene, o uso habitual de roupas intimas sintéticas e de
contraceptivos orais de altas dosagens, o uso de dispositivo intra-uterino (DIU),

diafragma, espermicidas e absorventes internos por longos periodos sao
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apontados na literatura como sendo fatores predisponentes e facilitadores das
vulvovaginites, ndo sendo contudo, primordiais e essenciais para sua instalagao.
Outras causas, como o uso de antibiéticos, as doencas sistémicas, a realizagao
de duchas vaginais e as alteragdes hormonais também podem juntar-se aos
fatores ja citados (FLEURY, 1981; LARSEN e GALASK, 1982; FIDEL e SOBEL,

1996; HILLIER e ARKO, 1997).

Mais de dez milhdes de consultas anuais sdo realizadas nos Estados
Unidos da América em funcao deste problema (DUARTE e LANDERS, 1998;
HAEFNER, 1999), sendo o motivo mais frequente da procura nos servigos publicos
ou nas clinicas particulares ginecoldgicas (SOBEL, 1999). No Brasil, estimou-se
um custo aproximado de 180 milhdes de reais ao ano, representando um

grande gasto econémico e social para nosso pais (GIRALDO et al., 1997).

Ainda erra-se muito no diagnéstico e, conseqlentemente, no tratamento do
corrimento vaginal, principalmente pela falta de conhecimento dos mecanismos
basicos da fisiopatogénese desta afecgédo. Via de regra o quadro infeccioso
primario é facilmente curado, contudo episddios infecciosos recorrentes dificilmente
sao tratados com sucesso. Estes fatos reforcam a importancia de uma avaliacédo
clinica-laboratorial adequadas para podermos alcangar os objetivos finais, que

sdo o diagnéstico e tratamento precisos.

O diagndstico das vulvovaginites €, na maioria das vezes, realizado apenas
baseado nas queixas relatadas pela paciente (ALLEN-DAVIS et al., 2002). Outros

profissionais julgam ser suficiente apenas a observagdo do corrimento pelo
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exame especular, desconhecendo que este procedimento pode induzi-lo a erro

em mais de 50% das vezes (GIRALDO et al.,1994).

Talvez estes fatos justifiquem os habituais erros médicos nesta area, e
os frequentes insucessos terapéuticos que levam a mulher a uma constante
troca de profissional, passando a fazer uso abusivo de medicamentos. Existe,
portanto, uma necessidade de implementar a forma diagndstica dos processos
inflamatdrios e infecciosos das mucosas genitais femininas, unindo-se a
anamnese detalhada ao exame especular, a mensuragdo do pH vaginal, a
realizacdo do teste das aminas e principalmente ao estudo microscoépico do

conteudo vaginal (PORTO et al., 1991).

Na gravidez, o diagnéstico das vulvovaginites e 0 seu manuseio sao
geralmente mais dificeis, podendo ter como possiveis consequéncias um maior
risco de trabalho de parto prematuro, rotura prematura de membranas,
prematuridade, retardo de crescimento intra-uterino, corioamnionite, endometrite
(GERMAIN et al., 1994; SIMOES e GIRALDO, 1998; SOPER, 1999; ADINKRA
e LAMONT, 2000; UGWUMADU, 2002). Nao podemos esquecer que em
qualquer fase da vida a sua presenca pode facilitar a aquisicdo do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) (SEWANKAMBO et al., 1997; UGWUMADU et
al., 1997; SORVILLO e KERNDT, 1998; TAHA et al., 1998; HASHEMI et al.,

2000; MOODLEY et al., 2002).

Nos ultimos anos, tem crescido o numero de mulheres infectadas pelo

HIV, provavelmente devido a maior vulnerabilidade local, decorrente da anatomia
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do trato genital feminino. Existe uma grande area de exposicdo ao sémen
infectado, e também as alteracdes locais por processos inflamatorios, sejam por
doencgas sexualmente transmissiveis (DST) ou ndo, aumentam essa predisposicao
ao virus (RIBEIRO FILHO, 2000). Em 1996, a AIDS foi a causa da morte de
2.600 mulheres com idade entre 20 e 50 anos, periodo de maior atividade
sexual. O mais preocupante e agravante dessa situagdo € que eram mulheres

com atividade heterossexual estavel e monogamica (LOPES, 1998).

Indaga-se se as vulvovaginites, principalmente nos casos de recorréncia,
seriam causadas em fung¢ao das alteragdes locais do hospedeiro ou se estariam
simplesmente na dependéncia da agressividade dos microorganismos. Para
que uma infecgao se instale, de maneira aguda ou cronicamente, as defesas do
organismo devem ser transpostas. As barreiras fisicas e quimicas sao fatores
protetores naturais que impedem a invasao dos microorganismos. A pele e as
mucosas sao as primeiras defesas fisicas que o organismo dispde para evitar
que isto ocorra. Nelas estdo presentes as células do sistema imune, que utilizam
varios mecanismos de defesa celular e humoral para manter a integridade do

local (KOBAYASHI et.al., 2001).

Sem duvida, um dos sistemas mais importantes para a manutengao da
homeostase da mucosa vaginal é o imune. Diferentemente do epitélio vesical, que
€ estéril, a mucosa vaginal apresenta uma grande variedade de microorganismos
e depende da presenca dos mesmos em propor¢cdes adequadas para manter
seu equilibrio. Os lactobacilos séo os principais componentes da flora vaginal

normal e controlam o crescimento de outros microorganismos através da
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producdo de perdxido de hidrogénio. Essa substancia é a responsavel pela
manutencdo do pH vaginal em niveis normais entre 3,5 e 4,5 (REDONDO-

LOPEZ et al., 1990; JAWETZ et al., 1998).

O controle do crescimento bacteriano e fungico é realizado pelas células
de defesa com a ativacao de varios mecanismos, tipo opsonizagao, fagocitose e
producao de imunoglobulinas, entre outros. Qualquer alteragao, por minima que
seja, nesses meios de controle favorece a proliferagdo de microorganismos,

que podem deixar de ser comensais e passarem a atuar como infectantes.

No sangue, na urina e em outros fluidos bioldgicos os padrdes indicativos
de processo infeccioso ja estdo bem estabelecidos. O aumento no numero de
leucdcitos acima de certos padrdes e a quantificagdo de alguns de seus produtos
bioquimicos, entre outros fatores, sdo usados como indicadores de infeccio.

Para a mucosa vaginal estes padrées ainda nao foram estabelecidos.

A fim de manter o organismo sem infec¢des, as células do sistema imune
atuam de forma altamente organizada, podendo ser comparadas a um exército.
Cada tipo celular age de acordo com a sua fungdo e existe um complexo
sistema de interacio intercelular. Todos os mecanismos de reconhecimento de
substancias ou células estranhas ao organismo séo realizados primeiramente por
células especificas, chamadas células dendriticas, que atuam como “sentinelas”
do sistema imunolégico. Morfologicamente, sao células “estreladas”, que capturam
antigenos e os apresentam aos linfécitos T, que desencadeiam a resposta

imune (GORCZYNSKI e STANLEY, 2001).
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Existem dois tipos de resposta imune: a inata e a adaptativa. Na resposta
imune inata sdo ativadas células de atividade fagocitaria (neutréfilos, macrofagos,
mondcitos), células “natural killer” (NK) ou linfocitos NK, células inflamatérias
(mastécitos, basdfilos, eosindfilos) e células apresentadoras de antigenos (CAA)
(células dendriticas, macréfagos, linfocitos B). Esta resposta néo é especifica, nao
conserva memoria imunoldgica, mas com ela ha producdo e liberagcdo de
citocinas (pequenos peptideos) que ativarao outros tipos celulares, como os
linfocitos. Estes, por sua vez sao os responsaveis pela ativacido da resposta
imune adaptativa, onde ocorre o processo de memorizagado (ROITT et al., 1999;

ABBAS et al., 2000; GORCZYNSKI e STANLEY, 2001).

Os leucécitos sao classificados em dois grupos, de acordo com a sua
afinidade pelo corante hematoxilina-eosina (HE). Os do tipo granuldcitos séo os
neutrofilos, eosindfilos e os basofilos. Os eosindfilos sdo assim chamados por
terem granulos citoplasmaticos com afinidade pela eosina, um corante acido
que lhes confere a coloragdo avermelhada; e os basdfilos, por terem granulos
com afinidade pela hematoxilina, um corante basico, dando-lhes coloragao
azulada. Os neutrdfilos sao corados com substancias neutras, porém, devido as
suas caracteristicas nucleares, essas células sdo facilmente distinguiveis das

outras, mesmo com o uso de HE (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999).

Os neutrdfilos, cujos nucleos lobulados, sdo mais freqliientes em numero
de trés, sao os principais fagoécitos que participam da reacgao inflamatéria e

correspondem a cerca de 60% a 70% dos leucécitos circulantes (Figura 1).
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Os eosindfilos séo células binucleadas, funcionalmente capazes de fagocitar,
mas esta ndo é a sua principal funcdo (Figura 1). Eles atuam liberando
substancias neutralizadoras de parasitas extracelulares e estdo envolvidos nas
reagdes alérgicas, controlando a resposta (inibindo) pela liberagao de histaminase,
entre outras substancias. S&o atraidos para o local por substancias liberadas
pelos basofilos e mastdcitos. Sua presenga no sangue corresponde a 2% a 6%

do total de leucdcitos (RAPAPORT,1990; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999).

Os basdfilos sdo mais raramente vistos na circulagcdo (maximo de 1%).
Sao células grandes, com nucleo volumoso, em forma de “S”. Participam das
reacdes alérgicas junto com os mastécitos, liberando estimulos para outras
células. Sao morfologicamente parecidos com os mastécitos, porém estes nao séo
circulantes, estando localizados nos tecidos (RAPAPORT, 1990; VERRASTRO

et al., 2002) (Figura 2).

Os linfécitos e mondcitos sao as células do tipo agranulécitos. Os linfocitos
sdo células esféricas de tamanho variavel e estdo no sangue em quantidades
entre 20% e 30%. Os de menor tamanho possuem nucleo com formato esférico
que ocupa quase todo o citoplasma (Figura 4). Existem vaérios tipos de
linfécitos, porém n&o conseguimos diferenciar estas células pela microscopia
Optica. Eles s6 podem ser diferenciados por técnicas imunocitoquimicas,
imunohistoquimicas ou por imunofluorescéncia, detectando os CD (sigla do
inglés clusters differenciations), que sao marcadores protéicos para cada tipo
de linfocito. A maioria dos linfécitos circulantes é do tipo T (de 70% a 80%) e uma

menor quantidade é de linfécitos B (de 10% a 20 %) (VERRASTRO et al., 2002).
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Figura 1

Neutrofilo e
eosindfilo -sangue

Figura 2
Basofilo — sangue

Figura 3
Mondcito - sangue

Fonte: http://www.tmc.tulane.edu/classware/pathology/Krause/Blood/WBC.html
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Figura 4

Linfécitos - sangue

Figura 5

Linfécito Grande
Granular —
sangue(LGG)

Figura 6
Plasmdcito - sangue

Fonte:http:.//www.tmc.tulane.edu/classware/pathology/Krause/Blood/WBC.html
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Os linfécitos T possuem receptores especializados em reconhecer
antigenos ligados a superficie de outras células, que podem ser do tipo alfa/beta
ou gama/delta. Na circulacdo sanguinea, a maioria deles expressam receptores
alfa/beta e na mucosa vaginal a maioria € do tipo gama/delta. Acredita-se que
os linfécitos T gamal/delta desempenhem papel importante na protecdo das
superficies das mucosas (FIDEL et al., 1996; ROITT et al., 1999; GORCZYNSKI

e STANLEY, 2001).

Funcionalmente eles s&o classificados em linfocitos T auxiliares, T
supressores e T citotdxicos. Os linfocitos T auxiliares (ou também chamados T
helper — sigla Th), possuem receptor CD4 que reconhece a molécula do
complexo principal de histocompatibilidade (MHC) classe Il. Atuam no
reconhecimento de macrofagos ativados e séo importantes “sinalizadores”
através da produgao de interleucinas, que interagem com outros tipos celulares.
Na dependéncia das citocinas produzidas desenvolve-se uma resposta
predominantemente celular (tipo Th1 — inflamatdria), com recrutamento de mais
células da resposta imune inata e linfécitos T para o local, ou uma resposta
predominantemente humoral (tipo Th2 — antiinflamatdria), com recrutamento de
linfécitos B e produgao de imunoglobulinas (ROITT et al., 1999; ABBAS et al.,

2000; GORCZYNSKI e STANLEY, 2001; VERRASTRO et. al., 2002) (Figura 7).
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Célula Apresentadora de Antigeno (CAA)

IL-12/ IL-18 LINFOCITO TCD4 IL-4

. V4
/ \@

1L-4, 1L-10, IL-13 |l

IFN-y ”_ 2 IL- 4
IFN
@ : Eosindfilo
Neutrdfilo LINFOCITO CD8+ .'.'.'.
LINFOCITO B :. 8
IgA, IgG

Macrofago

Mastc’)cito

Figura 7. Desenho esquematico: Mecanismos de Defesa.

Os linfécitos T supressores sao principalmente marcados por receptores
CD8 e sao os principais mediadores da resposta imune, limitando a acdo dos
linfécitos T auxiliares, citotoxicos e linfécitos B para que esses ndo exergcam suas
atividades de modo excessivo. Sdo os linfocitos envolvidos com o mecanismo
de tolerancia imunologica, que impede o sistema imune de atacar as proprias

células do organismo (RAPAPORT, 1990; VERRASTRO et al., 2002).
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Os linfécitos T citotoxicos possuem receptor CD8, que reconhece a molécula
MHC classe | da superficie de outras células. Estdo aptos a destruir células
autologas (por exemplo: células invadidas por virus, células cancerosas) e células
alogénicas (células transplantadas) e participam das reagbes de hipersensibilidade
tardia (GORCZYNSKI e STANLEY, 2001). Seu principal estimulo é a IL 2
(Interleucina 2) produzida pelo linfécito Th1, que estimula os linfocitos NK, que
nao expressam receptores CD em sua superficie. Como os linfocitos T citotéxicos,
eles atuam destruindo células autdlogas ou alogénicas, porém, sem que essas

expressem algum antigeno ativador em sua superficie.

Os linfécitos de maior tamanho sdo denominados de linfocitos grandes
granulares (LGG) (Figura 5) e caracterizam-se por ter um citoplasma maior e
um nucleo que pode, as vezes, ter uma chanfradura. Os linfocitos NK,
aproximadamente 5% dos linfocitos T auxiliares e de 35% a 50% dos linfécitos

T citotoxicos apresentam essa morfologia (ROITT et al., 1999).

Os linfocitos B sao importantes na regulagéo da resposta imune humoral.
Quando ativados, ocorre a expansao clonal com formagao dos plasmacitos, que
séo células especializadas na producao de anticorpos (imunoglobulinas). Alguns
dos linfécitos B ativados vao originar células B de memdéria imunoldgica, assim
como ocorre com alguns dos linfécitos T (RAPAPORT, 1990; GORCZYNSKI e

STANLEY, 2001).

Os plasmoécitos raramente sdo encontrados na circulagéo, pois constituem

menos de 0,1% do total de linfécitos. Sdo células restritas aos tecidos, 6rgéaos
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linféides secundarios e medula éssea. As células maduras possuem um nucleo
de forma oval, excéntrico, com a cromatina formando areas densas, dando o
aspecto de “aros de roda de carrogca” (VERRASTRO et al., 2002). O citoplasma
€ basofilico devido a grande quantidade de acido ribonucléico (RNA), necessaria
para a sintese protéica. Existe uma area clara paranuclear que corresponde a

regidao do complexo de Golgi (Figura 6).

Os mondcitos sdo células circulantes, de atividade fagocitica, sendo de
3% a 8% do total de leucécitos (Figura 3). Tém nucleo excéntrico, ovoide ou em
forma de rim. Ao migrarem para o tecido conjuntivo e parénquimas de 6rgaos
podem originar dois tipos celulares: os macréfagos e as células gigantes de

Langerhans.

Os macréfagos sao células grandes, com formato amebdide, com citoplasma
vesiculoso, devido a seu complexo de Golgi e reticulo endoplasmatico rugoso
bem desenvolvidos (VERRASTRO et al., 2002). Estas células estdo envolvidas
diretamente com o processo de fagocitose, mas desempenham outras fungdes
na resposta imune. Sao importantes “processadores” de antigenos e os
apresentam aos linfécitos. Durante o processo de fagocitose, atuam como os
principais produtores de IL-1, que vai atuar nos linfécitos T auxiliares e estimular

a producéo clonal de linfécitos T ou B (RAPAPORT, 1990).

A maioria das células anteriormente citadas podem ser encontradas na
vagina, mais especificamente na lamina basal, e também entre as camadas

basal e parabasal. Os neutrdfilos raramente séo vistos, enquanto que macréfagos,
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células de Langerhans, eosindfilos, plasmdcitos, linfocitos e mastécitos sdo mais
facilmente encontrados. Entre a lamina basal e a superficie vaginal existem os
canais intercelulares, por onde ocorre a migracdo de substancias e destas

células, mesmo na auséncia de processo inflamatério (WITKIN, 1993).

A resposta imune da vagina, tanto humoral quanto celular, parece depender
da acao hormonal. Como o epitélio endometrial, a vagina também se modifica
nas diferentes fases do ciclo menstrual, porém de forma mais intensa. Ela é dez
vezes mais sensivel a acdo do estrogeno e oito vezes mais, a agdo do
progesterona. Os horménios parecem atuar de forma antagdnica nos mecanismos
de defesa local. Pela acdo do estradiol, ocorre inibicdo da apresentacao de
antigenos pelas células epiteliais e pelas células de defesa local, tendo a
progesterona agao contraria (LIRA-NETO, 1985; KAGNOFF, 1996; MOSTAD et

al., 1997; WIRA et al., 2000).

Por outro lado, estudo feito em mulheres através de bidpsias vaginais, no seu
terco superior, nas trés fases do ciclo, demonstrou que nao ocorrem mudancgas na
concentragao de linfécitos T, linfoécitos B e células de Langerhans. Por meios
imunohistoquimicos verificou-se que os linfocitos T do tipo CD4 e CD8 perfazem o

maior componente de células do sistema imune local (PATTON et al., 2000).

Outro estudo experimental em macacas Rhesus mostrou, também
através da analise histologica-histoquimica de varias por¢gées da vagina, que
independentemente da fase do ciclo, a populagdo de células de defesa nao

varia. Existe, sim, uma variagao na distribuicdo dos tipos de células em fungao

Introdugdo 28



do terco vaginal biopsiado. Para os linfécitos T ha uma maior densidade de
células no nivel do férnix vaginal e no terco médio da vagina comparados a
regido fundica. As células de Langerhans tém maior concentragdo no introito
vaginal e os linfécitos B ndo variam nas diferentes regides analisadas, sendo,
porém, encontrados em pequenas quantidades (MA et al., 2001). Para avaliar
a quantidade de células de Langerhans em usuéarias de acetato de
medroxiprogesterona, BAHAMONDES et al., (2000) analisaram através de biopsias
vaginais a concentragao destas células. O estudo demonstrou que nao existem

diferencas entre usuarias e ndo usuarias deste horménio.

Apesar de existirem todos esses mecanismos locais de defesa, a forma de
instalacao dos processos infecciosos parece ainda ndo estar bem compreendida.
O numero de particulas agressoras, a capacidade de adesao ao epitélio, a
resisténcia aos antibiéticos ou aos antifungicos, a habilidade de produgédo de
substancias que inativam as defesas celulares e a capacidade de evitarem o
reconhecimento como particula antigénica fazem com que o equilibrio seja

rompido e 0 agente agressor consiga um ambiente favoravel a sua sobrevivéncia.

A Candida albicans pode ser um habitante comensal e viver em equilibrio
fazendo parte da microbiota vaginal de algumas mulheres (KOBAYASHI et al,;
2001); porém, alguma alteragéo a nivel local ocorre e um processo infeccioso
pode se instalar. E a resposta imune da paciente que ira determinar o sintoma,
que podera ser mais do tipo alérgica do que pela propria presenga do

microrganismo (CHEZ e SOPER, 2002).
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Os neutrdfilos, macréfagos e os linfécitos T, parecem ser os maiores
reguladores do crescimento fungico (ROITT et al., 1999; ABBAS et al., 2000;
GORCZYNSKI e STANLEY, 2001). A habilidade de reversibilidade da forma
esporulada para a forma de hifas parece ser importante para a capacidade de
infectividade da Candida albicans (KOBAYASHI e CUTLER, 1998; BROWN e
GOW, 1999; CHIANI et al.; 2000). A fagocitose € o principal mecanismo pelo
qual o fungo é destruido pelos neutréfilos e, as vezes, para as hifas de maior
tamanho, as células fagociticas liberam substancias proteoliticas no ambiente, a
fim de destrui-las (GORCZYNSKI e STANLEY, 2001). Com isto, ocorre a ativagéao
dos linfocitos T mediante exposicdo dos antigenos do fungo na superficie dos

macrofagos (WITKIN et al., 1986).

Os macréfagos e linfocitos tém fungdo normal na presenca do fungo,
mas apesar disso algumas mulheres parecem sofrer um processo crénico ou
recorrente de infecgao vaginal. Esta resposta pode depender dos constituintes
genéticos de cada individuo. Se uma mulher tiver, por exemplo, predisposi¢ao
para uma producao diminuida de IL1, ela podera ter dificuldade de erradicar a
Candida albicans do seu organismo. Uma resposta do tipo Th2 leva com
certeza a uma situagcdo de menor capacidade de contencao do crescimento
fungico, favorecendo assim episddios de repeticdo. (WITKIN et al., 1986; ROMANI

et al., 1995; WITKIN e GIRALDO, 1999; WITKIN et al., 2000).

Em alguns casos, mulheres podem desenvolver reagado de hiper-
sensibilidade ao sémen ou a componentes alergénicos ingeridos pelo parceiro

que estejam nele presentes, ou até a outras substancias que entrem em contato
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com a mucosa vaginal. Isto pode desencadear um processo alérgico que venha
a sensibiliza-la. Uma resposta de hipersensibilidade alérgica estimula os macrofagos
a produzirem prostaglandina E2, que por sua vez inibe fatores de crescimento
de linfocitos e de IL2, gerando uma diminuicdo transitéria da imunidade celular

mediada e facilitando os processos de recorréncia (WITKIN et al.,1991).

Nos casos de vulvovaginites por Trichomonas vaginalis, o principal
mecanismo de controle da infeccdo € a fagocitose pelos neutréfilos, estimulados
pelos linfécitos T (GRAVES e GARDNER, 1993; HEINE e MCGREGOR, 1993).
Observou-se que o Trichomonas vaginalis também tem a capacidade de atuar
como fagécito, ingerindo os lactobacilos e alterando o pH vaginal, tornando-o
basico, deixando o local mais apropriado para a sua sobrevivéncia. Além de
também fagocitar células de defesa e alterar as células epiteliais vaginais
através do contato direto provocando a lise celular e aproveitando-se disso para
obter materiais nutrientes (RENDOM-MALDONADO et al., 1998; SINGH et al.,
1999 GILBERT et al., 2000). Talvez seja por essa razao que em esfregagos
citolégicos de pacientes com tricomoniase ocorre uma agregacao de leucécitos
na superficie das células epiteliais, chamada de BB shot ou cannon ball (GUPTA,
1991; MARDH, 1991; GUPTA et al.,1999). Esse achado pode significar uma
tentativa de protecdo do epitélio contra o agente agressor. Todos esses
mecanismos ainda ndo estdo bem definidos e necessita-se de mais pesquisas
para seu melhor entendimento. Sdo comuns as infecgdes repetidas, pois parece

que nao ha uma resposta imune de memoria (MONTEIRO et al., 1992).
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Na vaginose bacteriana encontram-se as células guia (clue cells — células
epiteliais recobertas por Gardnerella vaginalis, dando aspecto de rendilhado), e
comma cells (Mobilluncus sp recobrindo as células epiteliais), achados sugestivos
na infecgdo. Porém, nos casos de vaginose bacteriana existe um numero
pequeno ou até inexistente de leucdcitos (GUPTA, 1991; GUPTA et al., 1999;
SILVA-FILHO e LONGATTO-FILHO, 2000). Talvez essa auséncia de processo
inflamatdrio seja devido ao fato de que a Gardnerella vaginalis, o Mobilluncus
sp, além de outras bactérias que fazem parte desta sindrome, estdo presentes
na microbiota normal da vagina (KOBAYASHI et al., 2001), e mesmo estando
em grandes quantidades nao sao tidas como infectantes. O fato de ocorrer uma
mudanc¢a do pH local, levando a uma diminuicdo da acidez, faz com que a
vaginose bacteriana possa predispor a mulher a contrair o virus HIV. A
peroxidase produzida pelos lactobacilos tem efeito viricida e também impede a
ativacdo do linfocito T CD4 localmente (TAHA et al.,, 1998; HASHEMI et al.,
1999; SCHMID et al., 2000; MOODLEY et al., 2002). A flora anaerdbica que
predomina na vaginose bacteriana parece estimular a expressao do HIV nas

células de defesa local (HASHEMI et al., 2000).

Na verdade, os mecanismos virais e celulares que estdo envolvidos na
transmissédo do HIV através do trato genital feminino ainda sdo pouco conhecidos.
Parece que, apos seis horas de exposi¢cdo ao virus, as primeiras células a
aumentarem sua concentragdo na lamina propria da mucosa vaginal sdo os

linfocitos T CD4. Somente apés um periodo maior de 96 horas que células de
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Langerhans e macréfagos sao detectados; estas células tornam-se reservatorio

viral no local (BHOOPAT et al., 2001; GUPTA et al., 2002).

Como podemos observar, existe uma grande complexidade de fatores
que determinam o equilibrio do ecossistema vaginal. Indubitavelmente, a
participagao da resposta imune celular local exerce um papel importante para a
manutencio deste equilibrio. Nestas situacdes, os mecanismos de defesa local
de longe suplantam a importancia do agente infeccioso que quase sempre tem

baixa patogenicidade.

Apesar deste conhecimento, ndo se encontrou, até o presente momento,
estudos que estabeleceram uma correlacéo clara entre os diferentes tipos de
vulvovaginites e as células responsaveis pela protegdo do epitélio vaginal. Faz-
se necessario, portanto, determinar o padrao de células do sistema imune
presentes na mucosa vaginal durante os processos de vulvovaginite e em
condi¢cdes de homeostase, para assim se ter uma melhor compreensao das

alteragdes imunoldgicas locais durante os processos de infecgao.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Verificar a existéncia de células de defesa do conteudo vaginal de
mulheres com e sem processos infecciosos locais por técnica de observacao

morfoldgica.

2.2. Objetivos especificos

1. Identificar e quantificar as células de defesa do conteudo vaginal de

mulheres com candidiase vaginal e vaginose bacteriana.

2. |dentificar e quantificar as células de defesa do conteudo vaginal de

mulheres sem infecgao.

3. Verificar se existem diferengas significativas entre as células de defesa

nos grupos estudados.
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3. @acientes e Métodos

3.1. Tipo de estudo

Estudo observacional analitico de corte transversal.
3.2. Tamanho amostral

Para o calculo do tamanho amostral, o estudo de PATTON et al.(2000)
constatou, mediante estudo histolégico em mulheres sem processo infeccioso
vaginal, um numero médio de linfécitos na mucosa vaginal, na primeira fase do
ciclo menstrual, de aproximadamente 7,0 células e, na segunda fase do ciclo,
esta média foi de 6,4 células, com um desvio padrdo de 1,3 células.
Considerando-se que nos processos de vulvovaginites ocorra uma variagao na
quantidade destas células, da ordem de pelo menos 30%, para mais ou para
menos, uma amostra de 60 mulheres para cada grupo estudado (com e sem
infeccdo) foi suficiente para obter uma diferenga significativa. Foi adotado erro

tipo | (a) o valor de 5% e o erro tipo Il (B) o valor 20%.
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3.3. Selecao de pacientes

Para fazer parte do estudo foram selecionadas mulheres com e sem queixa
de corrimento vaginal, que frequentaram o AIG do CAISM e o Ambulatério da
Mulher do CECOM, no periodo de junho a dezembro de 2001. Todas foram
informadas sobre as propostas do estudo e, em seguida responderam a um
questionario (Anexo 1), aplicado pelo pesquisador, para avaliar se preenchiam
os critérios necessarios para aceitacdo. As participantes que voluntariamente
aceitaram fazer parte da pesquisa preencheram e assinaram o termo de
consentimento pés-informacao, respeitando as normas da Comissdo de Etica e
de Pesquisa do DTG e da Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM) da UNICAMP

(Anexo 2).

3.3.1. Critério de Inclusao

— Estar no menacma.

3.3.2. Critérios de Exclusao

Ter doenga crénica degenerativa;

Usar medicagao imunossupressora ou ter feito uso ha menos de 30 dias;

Usar qualquer tipo de medicacdo de forma crbnica exceto

anticoncepcional oral (ACQO) / Anticoncepcional Injetavel (ACI);

Ter alguma suspeita de doenca sexualmente transmissivel (DST) no

momento do exame ginecoldgico;
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Suspeita de gravidez ou gravidez confirmada;
— Fazer uso de espermicidas nas relagdes sexuais;

Ter usado antibidtico ha menos de 30 dias;

— Ter tido relagao sexual vaginal ha menos de 24 horas;

Ter feito ducha vaginal ha menos de 24 horas;

Estar menstruada.

As pacientes que responderam afirmativamente para os quatro ultimos
critérios de exclusao, foram orientadas e convidadas a retornar em momento

oportuno, para fazerem parte do estudo.

3.4. Separagao por grupos

O estudo contou com dois grupos de 64 mulheres, definidos pela presenga
ou auséncia de infecgao vaginal, formando respectivamente um grupo de
estudo e um grupo de controle. A presenga ou auséncia de infecgao vaginal foi
feita através da correlagcao entre os achados do exame ginecoldgico, medida de
pH vaginal, teste das aminas e exame bacterioscépico a fresco e corado pelo
Gram do conteudo vaginal. Das 64 pacientes pertencentes ao grupo de estudo,
32 apresentaram resultados compativeis com vaginose bacteriana e 32 com

candidiase vaginal.
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3.5. Variaveis e Conceitos

3.5.1. Variaveis Independentes

— Candidiase vaginal: Definida através da presenca de esporos e/ou
hifas no exame bacterioscépico a fresco e/ou corado pelo Gram do
conteudo vaginal (SARAFIAN,1997).

— Vaginose bacteriana: Definida através da presenga de pelo menos
trés dos quatro achados que seguem (AMSEL et al.,1983):
e pH maior ou igual a 4,5;
e teste das aminas positivo;
e conteudo vaginal fino e homogéneo;

e presencga de clue cells no exame bacterioscopico.

— Auséncia de infecgao: Definida pela presenca de flora tipo | (LINHA-
RES et al., 1995), sem agentes etioldgicos na bacterioscopia a fresco

e corada pelo Gram.

3.5.2. Variaveis dependentes

— Neutroéfilos: Total de células definidas como neutréfilos, visualizadas
em dez campos microscépicos com ocular de 10X e objetiva de 40X,

do raspado da parede vaginal lateral direita.

— Linfocitos: Total de células definidas como linfécitos, visualizadas em
dez campos microscopicos com ocular de 10X e objetiva de 40X, do

raspado da parede vaginal lateral direita.
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3.5.3.

— Eosinofilos: Total de células definidas como eosinodfilos, visualizadas
em dez campos microscépicos com ocular de 10X e objetiva de 40X,

do raspado da parede vaginal lateral direita.

— Macréfagos: Total de células definidas como macrofagos, visualizadas
em dez campos microscépicos com ocular de 10X e objetiva de 40X,

do raspado da parede vaginal lateral direita.

— Plasmoécitos: Total de células definidas como plasmécitos, visualizadas
em dez campos microscépicos com ocular de 10X e objetiva de 40X,

do raspado da parede vaginal lateral direita.

Variaveis de controle

— ldade: Numero de anos completos relatados pela paciente.

— Cor da pele: Branca ou ndo branca conforme observacdo do

pesquisador.
— Estado marital: Casada ou ndo casada, segundo relato da paciente.

— Nivel escolar: Ensino superior completo (nivel universitario) ou menor,

segundo relato da paciente.
— Paridade: Nuliparas ou um ou mais partos, segundo relato da paciente.

— Inicio da atividade sexual: Idade, em anos completos, quando ocorreu

a primeira relagao sexual da paciente com penetragao vaginal completa.

— Numero de parceiros sexuais: Quantidade de parceiros sexuais nos

ultimos seis meses. Categorizado em zero a dois ou mais que dois.

— Freqiiéncia de atividade sexual: Quantidade de relagdes sexuais no

periodo de um més. Categorizado em zero a quatro ou mais que quatro.
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Ejaculagao vaginal no ultimo més: Numero de vezes no periodo de
um més em que houve ejaculagdo vaginal. Categorizado em zero a

quatro ou mais que quatro.

MAC: Método anticoncepcional utilizado nos ultimos seis meses: nenhum,
coito interrompido (Cl), método definitivo (laqueadura, vasectomia),
método hormonal (ACO e ACI), método de barreira (condom e

diafragma) e DIU.

Antecedente de alergia: Queixa de processos alérgicos localizados ou

sistémicos. Categorizados em sim ou nao, segundo relato da paciente.

Tabagismo: Habito de fumar. Categorizado em sim ou n&o, segundo

relato da paciente.

Queixa anterior de corrimento vaginal: Mulheres com queixa de
pelo menos um episédio de corrimento vaginal nos uUltimos seis meses.

Categorizado em sim ou nao.

Queixa atual de corrimento vaginal: Mulheres com queixa de corrimento

vaginal no momento da consulta. Categorizado em sim ou nao.

Alteracdes vaginais: Presenca ou auséncia de hiperemia e/ou
conteudo vaginal na observagao clinica da mucosa no momento do

exame ginecoldgico.

pH: Verificacdo do pH vaginal com fita colorimétrica especifica e
categorizado em normal (3,5 a 4,5) ou alterado (maior que 4,5 ou

menor que 3,5).

Teste das aminas: Categorizado como positivo quando, apds
adicionar-se KOH 10% ao conteudo vaginal, este apresentar odor

putrido caracteristico e negativo quando o odor for ausente.
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— Ectrépio: Determinado pela observacido clinica do colo uterino e
categorizado em presente (se jungdo escamocolunar a -2 ou —3) ou
ausente (se jungao escamocolunar a —1 ou zero) do canal cervical
(SINGER e MONAGHAN).

3.6. Técnicas, testes e exames

3.6.1. Mensuragao do pH

A mensuragéo da acidez vaginal foi realizada por meio de fita colorimétrica
da marca MERCK® (com faixa de variagdo que abrange os valores de zero a
14), colocando-se a fita na parede vaginal lateral direita, no seu tergo superior e
evitando-se o contato com o muco cervical. A leitura foi feita apds um minuto do

contato, por aproximagao colorimétrica com o gabarito padrao.

3.6.2. Teste das aminas

Colocando-se uma gota do conteudo vaginal em lamina de vidro e
adicionando-se duas gotas de hidroxido de potassio a 10%, observou-se se

havia ou ndo o desprendimento de aminas aromaticas, exalando odor caracteristico.

3.6.3. Exame bacterioscoépico para identificagao da flora vaginal

— Bacterioscopia a fresco: Amostra do conteudo vaginal colhido de
parede lateral direita no terco superior, com cotonete estéril, sendo

colocada em frasco de vidro contendo 1ml de solugao salina.
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— Bacterioscopia corada pelo método de Gram: Outra amostra do
conteudo, colhida de modo semelhante, era espalhada em lamina de

vidro, deixado secar ao ar para posterior coloracao.

Os materiais coletados foram enviados ao Laboratério de Microbiologia
do HC-UNICAMP, local onde foram processados e analisados. Através da
bacterioscopia a fresco e corada pelo método de Gram, a flora vaginal foi

definida em tipo I, Il, lll, conforme a seguir (LINHARES et al., 1995):

— Flora Tipo I: Presenca de células epiteliais, raros polimorfonucleares
ou auséncia destes, flora bacteriana com predominio de lactobacilos,
representando de 90% a 95% da flora, sendo o restante de 10% a

15% de outras bactérias.

— Flora Tipo ll: Presenca de células epiteliais, raros polimorfonucleares,
flora bacteriana representada por 50% de bacilos de Doderlein e 50%

por outras outras bactérias.

— Flora Tipo lll: Presenca de células epiteliais, raros polimorfonucleares,

flora bacteriana com auséncia de lactobacilos e 100% de outras bactérias.

3.6.4. Esfregaco citolégico corado com Hematoxilina-Eosina

Um raspado da parede vaginal lateral direita foi colocado em |amina de
vidro e fixado em alcool 95% para posterior coloragao e leitura (SARAFIAN,
1997), com a finalidade de identificar as células de defesa. Para a leitura da

lamina foram definidos alguns critérios, especificados a seguir:
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3.6.5.

A lamina com o material corado foi colocada sob outra lamina de vidro
quadriculada com caneta da marca Pilot (para retroprojetor). O
quadriculado foi feito tomando-se espago de 0,5cm na horizontal e

0,5cm na vertical, de maneira a formar cinco linhas e dez colunas.

Por convencgao, a por¢ao da identificagdo da lamina foi colocada a

direita no microscopio.

Foram analisados dois campos de cada linha tendo-se um total de dez
amostras de campos por lamina. O critério de escolha do campo foi o
local onde houvesse maior concentragao de células de defesa e com

melhor visualizagao.

A leitura foi realizada em aumento de 40X, para todas as células. Quando
houve necessidade de confirmacado do tipo de célula de defesa, foi
usada objetiva de imersdo (aumento de 100X) no ponto desejado. Em

seguida, voltava-se a objetiva anterior e prosseguia-se a contagem.

O microscopio usado na leitura foi da marca ZEISS STANDAR,
binocular, cabeca dupla, especificacdo 1,25x—47 30 14 9901.

Revisao de laminas e consisténcia de analise morfologica das células

Todas as laminas foram escrutinadas em conjunto pelo pesquisador e

por bidlogo citotécnico analista experiente, seguindo os critérios anteriormente

estabelecidos. Para maior consisténcia da analise, uma em cada trés laminas

analisadas foi submetida a supervisao de trés citopatologistas que emitiram seus

pareceres utilizando-se da mesma sistematica de observacdo. O consenso da

analise com as avaliagdes externas foi estabelecido a partir de uma variagéo da

contagem de células de 10% a 15% .
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3.7. Instrumento para coleta de dados

Os dados foram anotados em fichas previamente codificadas. As respostas
sobre os antecedentes pessoais, queixas, exame fisico ginecoldgico e resultados
de exames laboratoriais foram anotados em uma unica ficha (Anexo 3). Para

contagem de células, os dados foram anotados em anexo especifico (Anexo 4).

3.8. Armazenamento de dados

Foi criado banco de dados em planilha do Excel / Office 2000 com todas
as variaveis descritas em item anterior. As pacientes foram relacionadas
cronologicamente, seguindo as datas de coleta, atribuindo a cada uma delas
uma numeragao. Criou-se um programa de consisténcia de dados e a digitagéao
foi feita por verificagdo manual. Foram realizadas duas revisbes dos dados pelo

pesquisador antes da transferéncia para o programa SAS.

3.9. Analise estatistica dos dados

Inicialmente realizou-se analise descritiva das variaveis de controle e em
seguida foram feitas tabelas de comparag¢des de medianas para a analise das
variaveis dependentes, segundo a variavel independente. A analise estatistica
foi feita utilizando-se o Teste Exato de Fisher e os testes ndo paramétricos de
Kruskal-Wallis, Mann-Whitney e Teste de Dunn para comparagdes multiplas.
Optou-se por estes testes estatisticos porque as células de defesa nos grupos

estudados apresentaram uma distribuigdo ndo simétrica, ou seja, com uma
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grande dispersao intra e intergrupos analisados. Nestes casos, testes nao
paramétricos sdo os mais indicados para este tipo de amostra estudada. O nivel

de significancia foi de 5% (p=0,05) (CONOVER, 1998).

3.10. Aspectos Eticos

Foram seguidas as normas preconizadas pela “DECLARACAO DE
HELSINQUE 1II” (2000) e pela Resolugédo 196/99 do Conselho Nacional de
Saude (BRASIL,1996). As mulheres que aceitaram participar da pesquisa, apos
dados os esclarecimentos necessarios, frente aos objetivos da mesma, assinaram
um termo especifico de consentimento (Anexo 2). O projeto foi previamente
aprovado pela Comissao de Pesquisa do DTG do CAISM e pelo Comité de

Etica em Pesquisa da FCM da UNICAMP.

Pacientes e Métodos 45



4, Resultados

Apos aplicacado dos critérios de inclusao e exclusdo foram selecionadas
duas populagdes semelhantes. Todos os grupos apresentaram média de idade
em torno dos 30 anos (29,3; 31,3 e 28,0 respectivamente para CV, VB e
controle), sendo a maioria das mulheres de raga branca (84% para CV, 94% VB
para e 89% controle) e ndo casadas (53% CV, 59% VB e 73% controle). Na
amostra estudada, uma maior porcentagem das pacientes referiu nao ter
antecedente de alergia (72% para CV, 66% para VB e 78% para os controles) e
também referiram nado ter o habito de fumar (81% para o grupo de CV, 75%

para o grupo de VB e 81% para grupo controle).

Na analise da paridade e escolaridade obteve-se diferengas significativas
entre os grupos. Em relagdo a escolaridade, nota-se que pelo menos 15% das
mulheres estudadas tinham nivel universitario, destacando-se o fato de que no
grupo das pacientes com CV 41% eram de mulheres com alto nivel escolar
(p=0,04). Na analise da paridade, nota-se que os grupos de mulheres com CV e

controles apresentaram uma maior percentagem de nuliparas em relacdo ao
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grupo de mulheres com VB, sendo também um achado significativo (p=0,01)

(Tabela 1).
TABELA 1
CARACTERISTICAS GERAIS E ANTECEDENTES DE MULHERES
COM E SEM VULVOVAGINITE AGUDA
Caracteristicas Gerais e cv VB Controles
Antecedentes (n=32) (n=32) (n=64) p
Média de idade (dp) 29,3 (7,4) 31,2 (8,5) 28,0 (7,5) 0,17*
Cor da pele (%)
Branca 27 (84) 30 (94) 57 (89) 0,50
N&o branca 5(16) 2 (6) 7(11)
Estado civil (%)
Casada 15 (47) 13 (41) 17 (27)* 0,10
N&o casada 17 (53) 19 (59) 47 (73)
Nivel escolar (%)
Universitario 13 (41) 6 (19) 11 (17) 0,04
< Universitario 19 (59) 26 (81) 53 (83)
Antecedente alérgico (%)
Sim 9 (28) 11 (34) 14 (22) 0,40
Nao 23(72) 21 (66) 50 (78)
Tabagismo (%)
Sim 6 (19) 8 (25) 12 (19) 0,78
Nao 26 (81) 24 (75) 52 (81)
Paridade (%)
Nuliparas 18 (56) 11 (34) 35 (55) 0,01
21 14 (44) 21 (66) 29 (45)

*Teste ndo paramétrico de Kruskall-Wallis
Teste Exato de Fisher

Os antecedentes sexuais dos trés grupos estudados mostraram que o
inicio da atividade sexual ocorreu por volta dos 18 anos (18,5 para grupo de

CV, 17,9 para grupo com VB e 18,3 para o grupo controle), e a maioria das
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mulheres referiram ter tido no maximo 2 parceiros sexuais nos ultimos seis
meses (97%, 91%, 95%, respectivamente para o grupo com CV, VB e controle).
A freqUéncia de relagbes sexuais mensais foi de mais de quatro vezes ao més
(563% para grupo com CV, 69% para o grupo com VB e 61% para o grupo
controle) e, na maioria das vezes, sem a pratica de ejaculagao vaginal (sendo
69% para o grupo da CV, 59% para o grupo de VB e 73% para o grupo
controle). Nao houve qualquer diferenga significante para todos estes aspectos

analisados (Tabela 2).

TABELA 2
CARACTERISTICAS DOS ANTECEDENTES SEXUAIS DAS MULHERES ESTUDADAS

. cv VB Controles
Antecedentes Sexuais (n=32) (n=32) (n=64) P
Média de idade de inicio da
atividade sexual (dp) 18,5 (4,5) 17,9 (3,2) 18,3 (3,2) 0,63*
NuUmero de parceiros
sexuais (%)
0a2 31 (97) 29 (91) 61 (95) 0,60
>2 1(3) 3(9) 3(5)
Freqiiéncia de atividade
sexual (%)
0Oa4 15 (47) 10 (31) 25 (39) 0,44
>4 17 (53) 22 (69) 39 (61)
Ejaculacao vaginal mensal
(%)
0Oa4 22 (69) 19 (59) 47 (73) 0,35
>4 10 (31) 13 (32) 17 (27)

* Teste ndo paramétrico de Kruskall-Wallis
Teste Exato de Fisher
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Na Tabela 3 foram listados os MAC utilizados pelas pacientes. Encontrou-se
uma frequéncia maior (p=0,002) de usuarias de métodos hormonais, nas
mulheres com CV (53%) em relagao ao controle (32%) e ao grupo de VB (12%).
Nao se encontrou diferenca significativa entre os grupos em relagdo aos
métodos de Barreira e Cl, sendo 25% das usuarias do grupo da CV, 34% do
grupo da VB e 41% do grupo controle. O mesmo ocorrendo com o DIU (3%,
19%, 9% respectivamente para CV, VB e controle), métodos definitivos de
anticoncepcéao ou até mesmo nao fazerem uso de métodos contraceptivos (19%

para grupo de CV, 34% para grupo com VB e 19% para grupo controle).

Quando indagadas sobre episédio anterior e atual de corrimento vaginal,
nos trés grupos houve predominancia da resposta afirmativa. Para a queixa de
corrimento anterior obteve-se 69%, 66% e 58%, respectivamente para os
grupos de CV, VB e controle, sem significancia estatistica. Para a queixa de
corrimento atual, obteve-se 91% para o grupo de CV, 88% para grupo de VB e

63% para o grupo controle com resultado significante sendo p= 0,002.

A queixa de prurido vulvovaginal nas mulheres com candidiase mostrou-
se significativamente mais presente que nos demais grupos (56% CV, 25% VB,
17% controle) (p<0,001). Da mesma forma, encontrou-se a queixa de odor mais
frequentemente no grupo de mulheres com vaginose bacteriana (72% VB, 37%

CV, 25% controle) (p < 0,0001) (Tabela 4).
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TABELA 3

DISTRIBUIGAO DE FREQUENCIA E PERCENTUAL DOS DIFERENTES METODOS
ANTICONCEPCIONAIS UTILIZADOS POR MULHERES COM E SEM VULVOVAGINITES AGUDAS

Ccv VB Controles
MAC p
n (%) n (%) n (%)
A 17 (53) 4 (12) 20 (32) 0,002
B 8 (25) 11 (34) 26 (41) 0,33
C 1 (3) 6 (19) 6 (9 0,12
D 6 (19) 11 (34) 12 (19) 0,22

Teste Exato de Fisher

A- Soma de ACO / ACI-M / ACI-T
B- Soma de BARREIRA / CI
C-DIU

D- Soma de LQT / VST / NENHUM

TABELA 4

DISTRIBUICAO DE FREQUENCIA E PERCENTUAL DAS QUEIXAS
GINECOLOGICAS REFERIDAS PELA POPULAGAO ESTUDADA

. Ccv VB Controles
Queixas p

n (%) n (%) n (%)

Corrimento Anterior

sim 22 (69) 21 (66) 37 (58) 0,57
nao 10 (31) 11 (34) 27 (42)

Corrimento Atual
sim 29 (91) 28 (88) 40 (63) 0,002
nao 3(9) 4 (12) 24 (37)

Prurido (Vulvovaginal)
sim 8 (56) 8 (25) 11 (17) <0,01
nao 14 (44) 24 (75) 53 (83)

Odor
sim 12 (37) 23 (72) 16 (25) < 0,001
nao 20 (63) 9 (28) 48 (75)

Teste Exato de Fisher
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Na Tabela 5 observa-se que a hiperemia da mucosa vaginal esteve presente
em 41% dos casos de candidiase vaginal, enquanto que nas pacientes portadoras
de vaginose bacteriana e no grupo controle essa alteracdo praticamente nao

existiu (0% e 6%) (p< 0,01).

O conteudo vaginal foi observado na maioria das mulheres, mesmo
considerando-se o grupo controle (respectivamente 97% na CV, 97% na VB e
63% nos controles), sendo também um achado significativo (p<0,007). A medida do
pH vaginal mostrou-se normal para a maioria das mulheres do grupo da CV e
controle (respectivamente 75%, 94%) e alterado no grupo da VB (69%) sendo
estes achados estatisticamente significantes (p<0,007). Nos trés grupos analisados,
o ectropio foi encontrado em cinco mulheres com candidiase (16%), em trés
mulheres com vaginose bacteriana (9%) e em 19 mulheres do grupo controle

(30%), sem significancia estatistica.

O teste das aminas foi positivo na maioria das mulheres com VB (66%) e
em alguns casos de CV (12%) e negativo para todas as mulheres do grupo

controle (100%), sendo esses achados significativos (p<0,001).
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TABELA 5

FREQUENCIA E PERCENTUAL DE SINAIS E ALTERAGOES LABORATORIAIS
CONSTATADAS NO EXAME GINECOLOGICO DAS MULHERES ESTUDADAS

B Ccv VB Controles
Alteragdes p
n (%) n (%) n (%)
Hiperemia vaginal
presente 13 (41) 0( 0 4 ( 6) <0,01
ausente 19 (59) 32 (100) 60 (94)
Conteudo
presente 31 (97) 31 (97) 40 (63) <0,01
ausente 1(3) 1(3) 24 (37)
pH
normal 24 (75) 10 (31) 60 (94) <0,01
alterado 8 (25) 22 (69) 4 ( 6)
Ectrépio
presente 5 (16) 3(9) 19 (30) 0,06
ausente 27 (84) 29 (91) 45 (70)
Teste das aminas
positivo 4 (12) 21 (66) 0( 0 <0,01
negativo 28 (88) 11 (34) 64 (100)

[
Teste Exato de Fisher

Foi possivel observar todos os tipos de células de defesa do conteudo
vaginal. Notadamente, o numero total de neutrofilos (Figura 8) nos campos
analisados foi maior que os linfécitos (Figura 9 e 10) e das demais células, nos
trés grupos. Da mesma forma, o numero de linfocitos foi maior que o de
eosindfilos, macrofagos, plasmaocitos. Estas células, apesar de serem visualizadas,

apresentaram-se em pequenas quantidades.
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Para os eosindfilos (Figura 11), foram observados nove células no grupo
da CV, 15 no grupo da VB (sendo todas as células encontradas em um unico
caso, numero 71) e cinco no grupo controle. Para os macréfagos (Figura 12),
foram observadas sete células no grupo da CV, cinco no grupo da VB e seis no
grupo controle. Os plasmacitos (Figura 13) nao foram encontrados nos grupos
da VB e controle e somente uma célula foi vista no caso de numero 32 do grupo

CV (Tabelas 6, 7, 8 A e B e Graficos 1, 2, 3, 4).

Na analise comparativa da quantificagdo destas células de defesa,
encontrou-se significancia estatistica para os neutréfilos no grupo da CV em
relacdo aos grupos controle e VB, e também do grupo controle em relagdo a VB
(p<0,01). Quanto aos linfécitos, essas células apresentaram-se em maior numero
na candidiase vaginal em relagdo aos casos de vaginose bacteriana (p<0,07),
porém nao houve diferenca significativa em relagdo ao grupo controle. Para as

outras células de defesa ndo ocorreu significancia entre os grupos (Tabela 9).
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Figura 8

B.S.G., 23anos
candidiase vaginal
cason®18

Figura 9

R.A.M., 22 anos
controle n® 44

Figura 10

M.S.V., 35 anos
vaginose bacteriana
caso n° 31

Fonte : Leitura de ldminas das pacientes estudadas
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Figura 11

G.P.S., 27 anos
candidiase vaginal
caso n® 23

Figura 12

A.N.N., 30 anos
controle n® 42

Figura 13

G.P.S., 27 anos
candidiase vaginal
caso n® 23

Fonte : Leitura de ldaminas das paciente
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TABELA 6

DISCRIMINAGAO DOS DIFERENTES TIPOS DE CELULAS DE DEFESA ENCONTRADAS NO TOTAL
DOS DEZ CAMPOS CITOLOGICOS NO GRUPO DE MULHERES COM CANDIDIASE VAGINAL

Caso Neutréfilo Linfocito Eosindéfilo Macréfago Plasmaécito
caso 1 106 9 0 0 0
caso 2 25 19 0 0 0
caso 3 9 0 0 0 0
caso 4 982 44 0 0 0
caso 5 216 2 0 0 0
caso 6 77 0 0 0 0
caso 7 4 0 0 0 0
caso 8 99 0 0 0 0
caso 9 261 0 0 0 0
caso 10 47 13 0 0 0
caso 11 28 4 0 1 0
caso 12 58 2 0 0 0
caso 13 6 0 0 0 0
caso 14 36 0 0 0 0
caso 15 55 4 0 0 0
caso 16 0 0 0 0 0
caso 17 96 4 0 0 0
caso 18 7 0 0 0 0
caso 19 8 1 0 0 0
caso 20 110 0 0 0 0
caso 21 48 11 0 0 0
caso 22 325 11 0 0 0
caso 23 1063 33 1 2 0
caso 24 95 3 8 0 0
caso 25 117 12 0 1 0
caso 26 480 10 0 0 0
caso 27 89 0 0 2 0
caso 28 22 0 0 0 0
caso 29 26 2 0 1 0
caso 30 457 11 0 0 0
caso 31 43 7 0 0 0
caso 32 375 15 0 0 1
TOTAL 5910 217 9 7 1
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DISCRIMINAGAO DOS DIFERENTES TIPOS DE CELULAS DE DEFESA
ENCONTRADAS EM UM TOTAL DE DEZ CAMPOS CITOLOGICOS EM

TABELA 7

TRINTA E DUAS MULHERES PORTADORAS DE VAGINOSE BACTERIANA

Caso

caso 1

caso 2

caso 3

caso 4

caso 5

caso 6

caso 7

caso 8

caso 9

caso 10
caso 11
caso 12
caso 13
caso 14
caso 15
caso 16
caso 17
caso 18
caso 19
caso 20
caso 21
caso 22
caso 23
caso 24
caso 25
caso 26
caso 27
caso 28
caso 29
caso 30
caso 31
caso 32

TOTAL

Neutroéfilo
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Linfécito
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Eosinofilo
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15

Macréfago Plasmoécito
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DISCRIMINAGAO DOS DIFERENTES TIPOS DE CELULAS DE DEFESA
ENCONTRADAS EM UM TOTAL DE DEZ CAMPOS CITOLOGICOS EM
SESSENTA E QUATRO MULHERES SEM VULVOVAGINITE

Controle Neutroéfilo Linfécito Eosindfilo
controle 1 41 6 0
controle 2 136 2 0
controle 3 2 0 0
controle 4 0 0 0
controle 5 45 0 0
controle 6 16 1 0
controle 7 40 2 0
controle 8 13 0 0
controle 9 25 0 0
controle 10 4 0 0
controle 11 9 2 0
controle 12 15 0 0
controle 13 28 3 0
controle 14 25 1 0
controle 15 20 0 0
controle 16 3 0 0
controle 17 17 1 0
controle 18 25 3 0
controle 19 56 2 0
controle 20 29 7 0
controle 21 364 2 0
controle 22 2 0 0
controle 23 80 3 0
controle 24 1M 4 0
controle 25 2 0 0
controle 26 236 3 1
controle 27 87 9 0
controle 28 6 0 0
controle 29 10 5 0
controle 30 41 9 0
controle 31 66 2 0
controle 32 22 0 0
TOTAL 1238 67 1

TABELA 8A

Macréfago Plasmoécito
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Controle

controle 33
controle 34
controle 35
controle 36
controle 37
controle 38
controle 39
controle 40
controle 41
controle 42
controle 43
controle 44
controle 45
controle 46
controle 47
controle 48
controle 49
controle 50
controle 51
controle 52
controle 53
controle 54
controle 55
controle 56
controle 57
controle 58
controle 59
controle 60
controle 61
controle 62
controle 63
controle 64

SUBTOTAL

TOTAL

Neutroéfilo

45
49
0

8
415
2
30
0
20
14
27
145
38
13
11
1
15
51
555

83

90
21
30
12

125
13
24

6

1867

3105

TABELA 8B

Linfécito
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DISCRIMINAGAO DOS DIFERENTES TIPOS DE CELULAS DE DEFESA
ENCONTRADAS EM UM TOTAL DE DEZ CAMPOS CITOLOGICOS EM
SESSENTA E QUATRO MULHERES SEM VULVOVAGINITE
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Candidiase vaginal Vaginose bacteriana Controles

Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis
candidiase vaginal x vaginose bacteriana: p<0,01
candidiase vaginal x controle: p<0,01

vaginose bacteriana x controle: p<0,01

Grafico 1. Representacao grafica da distribuicdo
das células do tipo neutrofilos nos grupos estudados.
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Candidiase vaginal Vaginose bacteriana Controles

Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis
candidiase vaginal x vaginose bacteriana: p<0,01
candidiase vaginal x controle: n&o significativo
vaginose bacteriana x controle: nio significativo

Grafico 2. Representacao grafica da distribuicdo
das células do tipo linfécitos nos grupos estudados.
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Candidiase vaginal Vaginose bacteriana Controles

Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis

candidiase vaginal x vaginose bacteriana: ndo significativo
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TABELA 9

ANALISE COMPARATIVA DAS CELULAS DE DEFESA
NO CONTEUDO VAGINAL DOS GRUPOS ESTUDADOS

Células cv VB Controle  +valor  TCM
(n=32) (n=32) (n=64)
Neutréfilo <0,01 (@) (b) (c)
Mediana 67,5 3,0 20,5
P.75% 166,5 8,5 45
P.95% 982 137 236
P.99% 1063 526 555
Linfécito <0,01 (@)
Mediana 2,5 0 1,0
P.75% 11,0 2,0 3,0
p.95% 33,0 6,0 9,0
P.99% 44,0 7,0 24,0
Eosinéfilo 0,82
Mediana 0 0 0
P.75% 0 0 0
p.95% 1,0 0 1,0
P.99% 8,0 15,0 2,0
Macréfago
Mediana 0 0 0 0,29
P.75% 0 0 0
p.95% 2,0 1,0 2,0
P.99% 2,0 3,0 3,0
Plasmécito 0,22
Mediana 0 0 0
pP.75% 0 0 0
p.95% 0 0 0
p.99% 0 0 0

p* valor relativo ao Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis
TCM: Teste de Dunn para comparagdes multiplas

(a) candidiase vaginal x vaginose bacteriana

(b) candidiase vaginal x controle

(c) vaginose bacteriana x controle
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No grupo de CV, a presenca do fungo nas suas diferentes formas foram
analisadas. Na presenca de hifas e esporos houve significancia para as células
do tipo neutrdfilos (p<0,01), linfécitos (p=0,04) e macrofagos (p=0,02), em

relacdo a presenca somente da forma de leveduras (Tabela 10).

TABELA 10

ANALISE DAS CELULAS DE DEFESA NO CONTEUDO VAGINAL DOS
CASOS DE CANDIDIASE NAS DIFERENTES FORMAS DO FUNGO

Formas do fungo na Candidiase Vaginal

Células P
hifas e esporos (n=16) esporos (n=16)
Neutrofilo <0,01
mediana 166,5 41,5
p 75% 416 67,5
p 95% 1063 99
p 99% 1063 99
Linfocito 0,04
mediana 8 0
p75% 11,5 4
p 95% 44 19
p 99% 44 19
Eosinofilo 0,96
mediana 0 0
p 75% 0 0
p 95% 1 )
p 99% 1 8
Macréfago 0,02
mediana 0 0
p 75% 1 0
p 95% 2 0
2 0

Teste ndo paramétrico de Mann-Whitney
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5. Discussdo

Como ja comentamos, existem fatores envolvidos na génese das
vulvovaginites que ainda nao estdao bem definidos. Provavelmente, os fatores
intrinsecos de cada mulher sdo mais importantes na ocorréncia da infecgao que
propriamente a presenca do agente agressor. Existem mulheres que nunca
tiveram um sé episddio de vulvovaginite na vida enquanto outras sofrem pela
sua repeticao. Entre elas devem existir diferengas de respostas imunoldgicas que
expliguem esses processos de infecgdes de repeticido (ROMAGNANI, 1992; SZABO
et al., 1997; GIRALDO et al.,1999; NEMETZ et al., 1999; SCHRIJVER et al., 1999).
Com a finalidade de tentarmos entender melhor a resposta imunoldgica na
candidiase vaginal e vaginose bacteriana, avaliamos a presenca de células do
sistema imune (neutrdfilos, linfocitos, eosindfilos, macrofagos, plasmacitos)

envolvidas nestes processos e em mulheres sem infecgao aparente.

As células de defesa (neutrdfilos, linfocitos, eosindfilos, macréfagos e
plasmaécitos) estdo presentes no conteudo vaginal e foram facilmente identificadas

pela avaliagdo morfolégica, ndo mostrando diferencas em relacao as células do
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sangue, porém com algum grau de perda de qualidade, talvez devido ao tipo de
material analisado. Os macrofagos, eosindfilos e plasmocitos foram células

encontradas em pouca quantidade, contrariamente aos neutrdfilos e linfocitos.

Os neutrdfilos foram as células mais encontradas nos trés grupos estudados,
porém, para o grupo da CV, a presenca de neutréfilos foi significativamente
maior, mostrando esta célula participa de maneira importante no combate a
infeccdo a nivel da mucosa vaginal. Este achado vem de encontro com a
literatura que refere ser os neutrdfilos as principais células controladoras da

infeccao fungica (FIDEL, 2002; VONK et al., 2002).

Nao encontramos diferengas estatisticas entre as mulheres do grupo
controle e as mulheres do grupo com candidiase vaginal em relacdo aos
linfécitos, apesar destas células terem sido mais encontradas no grupo da CV.
Estudo experimental em ratas infectadas pelo fungo analisou que estas células
presentes na vagina ndo se modificam em relagdo a quantidade, seja em
infecgcdes primarias ou em reinfeccdes, porém estdao funcionalmente ativas
(FIDEL et al., 1996). Em mulheres sem infe¢gcao vaginal, verificou-se que estas
células estao presentes, porém em pequenas quantidades (HILL e ANDERSON,
1992). O fato de nao ocorrer diferengas quantitativas dessas células entre esses
grupos talvez ocorra porque provavelmente os linfécitos sejam ativados na
presenca da Candida sp, produzindo, assim como as outras células (neutréfilos
e macrofagos, por exemplo) as interleucinas, para o controle da resposta imune

mediada por células, ndo necessitando aumentar seu numero localmente.
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Os plasmoécitos foram células sem representatividade nos trés grupos
estudados. Da mesma forma, na circulagdo sanguinea eles praticamente nao
apareceram. Na infecgao fungica vaginal pela Candida albicans, os anticorpos
parecem nao atuar diretamente nos mecanismos de defesa. Um estudo com
ratas, analisou a quantidade de imunoglobulinas IgA, IgM, 1gG3, em lavados
vaginais de animais infectados (com primoinfeccdo e infecgdo secundaria) e
observou-se que elas existem em concentragcbes extremamente baixas e que
praticamente ndo alteram suas concentragdes nessas duas condigbes (WOZNIAK
et al.,, 2002). Deduz-se, assim, que as imunoglobulinas ndo atuam de forma
ativa no controle da infeccéo, o que explica a quase auséncia destas células no

raspado do conteudo vaginal.

Em relagdo aos macréfagos, também nao encontramos diferengas
significativas entre os grupos estudados, o que concorda com achado anterior
de literatura (MENDLING e KOLDOSVSKY, 1996). S6 ocorreu significancia
estatistica quando analisamos a presenca do fungo em sua forma de hifas e
esporos em relagdo a presenga apenas de esporos. Parece que os macrofagos

sdo capazes de “discriminar” as duas formas do fungo.

Em estudo para identificar a susceptibilidade das formas do fungo a atividade
proteolitica dos macrofagos, BLASI et al. (1995) verificaram que somente a forma
esporulada sofre a acdo destas células, com uma reducido acentuada ou até a
destruicao total de muitos componentes da sua parede celular, 0 mesmo néao
ocorrendo com a forma de hifa. Nosso achado foi significante para uma maior

quantidade de macrofagos na presencga de hifas e esporos, talvez pelo fato de
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os macréfagos nao atuarem somente como fagdcitos, mas também como células
apresentadoras de antigenos e na produgcdo de citocinas para ativacdo da
resposta imune adaptativa. Pode ser que estas células tenham sido mais
freqientemente encontradas na presenga de hifas e esporos justamente para
tentar controlar o crescimento fungico, que é a forma infectante (VAZQUEZ-

TORRES e BALISH, 1997).

Os eosindfilos sdo células relacionadas com os processos alérgicos, e
estdo envolvidos com o controle da resposta imune localmente através da
producao de IgE, que atua como indutor da sintese de prostaglandina E2. Essa
substancia, por sua vez, age como um potente inibidor da imunidade celular
mediada (WITKIN et al., 1988). Essas células talvez estejam mais presentes em

casos de vulvovaginites de repeticao, principalmente de CV recorrente.

Nos casos de VB, houve uma diminuicdo acentuada das células de
defesa em relagdo ao grupo de CV e ao grupo controle, principalmente dos
neutréfilos. Nao se sabe ainda se a mudanga da flora vaginal com o predominio
das bactérias anaerdbias e com a presenga da Gardenerella vaginalis sao as
responsaveis pela inibicdo da resposta imunoldgica ou se a resposta imune é
intrinsicamente deficiente nestas mulheres. Os mecanismos imunolégicos que
levam a essa alteracdo ainda nao estdo estabelecidos. Alias, o proprio
mecanismo de alteragdo da homeostase vaginal pelas bactérias que compdem

essa sindrome ainda é obscuro.
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As populacgdes estudadas foram muito semelhantes em relacéo a idade,
cor da pele, estado civil, escolaridade, numero de parceiros sexuais e
freqUéncia de atividade sexual. Em relagado a idade das pacientes, observamos
predominancia de pacientes jovens nos grupos analisados (média de 30 anos).
Isso ocorreu porque as mulheres mais jovens sao aquelas provavelmente mais

ativas sexualmente e que mais procuram os ambulatorios especializados.

Em relagdo a escolaridade, destacou-se o fato de que no grupo da CV
41% das mulheres eram de alto nivel cultural quando comparadas aos outros
grupos. Essas mulheres talvez sejam economicamente mais ativas, podendo
estar sujeitas a um maior nivel de tenséo (“stress”), o que provavelmente as

predispde a infecgdes vaginais pelo fungo (PEHLIVANOGLU et al., 2001).

Nao conseguimos estabelecer uma relagao entre tabagismo, antecedentes
alérgicos e processos infecciosos vaginais, devendo existir outros fatores que
sobreponham essa avaliagdo. Talvez com uma maior amostra e com critérios
especificos pudessemos obter alguma associagao. No entanto, ndo era essa a

finalidade do estudo em questao.

Nos trés grupos estudados, as mulheres relataram uma frequéncia de
atividade sexual maior que quatro relagdes mensais e referiram ter tido de um a
dois parceiros sexuais nos seis meses antecedentes a consulta. Com relagao a
esses fatores, os dados de literatura ndo sado unamines em afirmar suas
associagdes ao conferir aumento da ocorréncia de vulvovaginites. SPINILLO et

al., (1995) e ECKERT et al. (1998), sugeriram que o aumento da atividade
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sexual poderia favorecer a instalacdo de processos infecciosos por fungos, ja

REED et al., (2000) ndo observaram essa associagao.

Talvez aqui caiba novamente ressaltar a discussao de que os individuos
possam ter diferentes respostas imunolégicas quando expostos as mesmas
situagcbes. Para algumas mulheres, uma maior freqiéncia de atividade sexual
pode levar a alteragdes imunes locais que propiciem a instalacdo de uma infecgao
quando exposta a um agente agressor, pois este vai encontrar um ambiente
ideal para a sua proliferagcdo. Sabe-se, por exemplo, que a alcalinizagdo do
meio vaginal pelo sémen pode alterar a produgao de IL-1, que atua como um
fator importante no controle do crescimento fungico (STEELE e FIDEL, 2002) e
da proliferacédo de bactérias anaerdbias da vagina (CAUCI et al., 2002). Por
outro lado, talvez um constante estimulo imunolégico na vagina resultante da
atividade sexual em mulheres imunocompetentes, poderia favorecer a uma

melhor e mais rapida resposta imunolégica frente a algum patdégeno.

Em relacdo aos métodos anticoncepcionais utilizados, houve diferenca
entre os grupos. Apesar de nao avaliarmos a dosagem dos ACO ou ACI que as
pacientes utilizavam, ocorreram mais casos de candidiase vaginal neste grupo
de mulheres. Ainda nao esta clara a relagdo do uso de anticoncepcionais
hormonais e o crescimento fungico na vagina. Este achado é concordante com
0 que ja foi observado na literatura por alguns autores (SPINILLO et al.,1995;
CERUTI et al., 1999), contudo outros estudos n&o correlacionam essa associagao,
referindo que o uso de contraceptivo oral de baixa dosagem ndo aumenta o

risco para infeccao (SOBEL et al., 1998; HAEFNER, 1999).
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No grupo de mulheres com VB, a maioria foi de usuarias de métodos de
barreira ou Cl, o mesmo ocorrendo para o grupo controle. Porém, dentro do
grupo da VB, ainda tivemos uma mesma propor¢ao de usuarias de métodos
definitivos e de nao usuarias de métodos contraceptivos. Apesar da VB estar
mais relacionada ao uso de DIU, nao verificamos essa associagdo na amostra
estudada, assim como também nao se verificou que os métodos de barrreira
reduzem a incidéncia da afec¢cdo como descrito na literatura (CERUTI et al.,

1999; SCHWEBKE et al., 1999; CALZOLARI, 2000; URBANETZ et al., 2002).

O encontro de uma mesma porcentagem de mulheres com VB, usuarias de
métodos de barreira e de ndo usuarias de métodos anticoncepcionais corrobora
com a afirmagao que fizemos anteriormente. Fica claro que ndo é apenas a
pratica sexual com ejaculagao vaginal a responsavel pela instalagdo do processo
infeccioso, mas sim, que para algumas mulheres, devem existir fatores intrinsecos

que levam a alteragdes locais e proliferacdo bacteriana anaerébica.

Em relagdo as queixas ginecoldgicas, quando questionadas sobre episodio
anterior de corrimento e se no momento da consulta também o referiam, nos
trés grupos houve uma resposta afirmativa com uma frequiéncia maior que 50%.
A grande maioria das mulheres, no grupo controle, apesar de queixosas, nao
apresentaram alteracbes nos exames laboratoriais e ndo tinham processos
infecciosos aparentes ao exame fisico. Muitas vezes, as alteragbes que ocorrem no
muco cervical e fluido vaginal, devido as alteragbes hormonais do ciclo menstrual,

sao encarados pelas pacientes como uma anormalidade, pois ndo sabem
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interpretar essas mudancas fisiologicas. Cabe a nds, ginecologistas, dar orientacao

adequada as pacientes, tranquilizando-as de que nao sao portadoras de infecgao.

O encontro do ectrépio ao exame ginecoldgico, pode ser outro fator que
aumenta o conteudo vaginal, devido a maior produgdo de muco. Além disso,
sua presenca deve ter sido um fator que explica o pequeno numero de mulheres,

neste grupo controle, com pH vaginal alterado (> 4,5).

No grupo de mulheres com VB, a maioria delas referiam corrimento com
odor o que se confirmou ao exame fisico com a realizacado do teste com KOH a
10%. Sabe-se que a combinagdo de sinais e sintomas e a realizagdo do pH
vaginal aumentam a sensibilidade para o diagnostico de VB (THINKHAMRORP et al.,
1999). Apesar da candidiase vaginal estar relacionada a uma medida de pH mais
acido, nesta amostra estudada a maioria das pacientes tiveram o pH dentro da
normalidade. Nem sempre estes testes estao fora dos padrbes pré-estabelecidos e
isso ndo descarta a presenga das infecgdes vaginais (PRIESTLEY et al., 1997;

BORNSTEIN et al., 2001).

A hiperemia vaginal e o prurido vulvovaginal foram achados significantes
para as mulheres portadoras de CV, demonstrando que o processo inflamatério
local quase sempre esta presente nesta infegcdo. Observou-se também que o
conteudo vaginal esteve presente na maioria das mulheres avaliadas, mesmo
considerando-se o grupo controle. Apesar de na vagina nao existirem glandulas

ela tem seu conteudo vaginal que é o resultado de varios fluidos provenientes
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da cavidade uterina, canal cervical, substancias liberadas do proprio epitélio

como descamacao celular entre outros.

Apesar de existirem fatores predisponentes para a instalacdo das
vulvovaginites, estes nem sempre estdo presentes, confirmando mais uma vez
a idéia de que existam fatores intrinsecos que sao mais importantes na génese
da infecgdo. Entre estes fatores provavelmente as caracteristicas imunoldgicas
desempenhem papel se suma importancia. Em sintese, percebe-se que o
estudo das células de defesa presentes no conteudo vaginal ainda constitui um
campo aberto e amplo para investigacdes. Existe a necessidade de mudangas
nos laudos de bacterioscopia, enfocando ndo sé a presenga do agente
etiolégico, mas dando atencdo a presenca dos diferentes tipos de leucécitos.
Talvez com essas pequenas alteragdes e com uma melhor compreensédo da
fisiopatogenia das vulvovaginites pelos proprios ginecologistas, poderemos chegar
a uma diminuigdo dessas doencas infecciosas femininas e assim prevenir todas as

suas consequéncias, principalmente quando se trata do ciclo gravidico puerperal.
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6. Conclusoes

1. Foi possivel identificar as células de defesa (neutrdfilos, linfécitos, eosindfilos,
macrofagos e plasmécitos) do conteudo vaginal de mulheres com e sem
vulvovaginites. Estas células sao facilmente identificadas pela coloragdo com
hematoxilina e eosina, sendo morfo-légicamente semelhantes as células

sanguineas.

2. Nas pacientes portadoras de CV e VB, as células de defesa do tipo neutréfilos
e linfécitos foram as mais observadas, porém, na CV apresentaram-se em

maior quantidade, sendo esse achado significativo.

3. Nas pacientes do grupo controle, também, observou-se a presenca de
neutroéfilos e linfécitos em maior quantidade que as outras células de defesa.
Quando comparou-se neutrdfilos e linfécitos entre grupo controle e VB houve
significancia estatistica para o primeiro grupo. Quando comparou-se neutréfilos e
linfécitos entre grupo controle e CV houve significancia estatistica apenas

para neutréfilos para o segundo grupo.
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9. Anexos

9.1. Anexo 1 - Questionario

AVALIAGAO DAS CELULAS DE DEFESA DO CONTEUDO VAGINAL
DE MULHERES COM E SEM VULVOVAGINITES

1- Sua menstruacao esta atrasada? A-SIM[] B-NAOL
2- Seus ciclos menstruais sao diferentes de 25 a 35 dias? A-SIM[J B-NAO[
3- Sua ultima relacdo sexual tem menos de 24h? A-SIM[] B-NAOL]
4- Vocé faz ducha vaginal apds a relacao sexual? A-SIM[C B-NAO[
5- Usou espermicidas nos ultimos 30 dias? A-SIM[] B-NAOL]
6- Voceé é diabética? A-SIM[] B-NAO[
7- Vocé tem presséo alta? A-SIM[] B-NAO[]
8- Vocé tem alguma outra doenca? A-SIM[C B-NAO[
9- Usou antibioticos nos ultimos 30 dias? A-SIM[] B-NAO[
10-Usou corticoides nos ultimos 30 dias? A-SIM[J B-NAO[
11-Usou antialérgico nos ultimos 30 dias? A-SIM[] B-NAO[
12-Usa algum tipo de medicacao diariamente? A-SIM[ B-NAO[
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9.2. Anexo 2 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

AVALIAGAO DAS CELULAS DE DEFESA DO CONTEUDO VAGINAL
DE MULHERES COM E SEM VULVOVAGINITES

Eu, , anos,

endereco:

cidade de , registrada no H.C.da UNICAMP com o n°

declaro concordar por minha livre e espontanea vontade, em participar da pesquisa que
esta sendo realizada no Ambulatério de Infecgdes Genitais do Depto de Tocoginecologia,
HC/UNICAMP, pela Dra. Sandra Baptista do Nascimento Feitoza e Dr. Paulo César
Giraldo. Os doutores estao estudando pacientes com problemas de corrimento vaginal e
querem descobrir que tipos de células aparecem nos casos de corrimento vaginal. Com
os resultados do estudo, eles esperam conseguir novas maneiras de tratar esse tipo de
problema da mulher, ajudando assim pessoas que tém corrimento varias vezes ao ano.
Estou sabendo que:

1- Serei examinada pelos médicos responsaveis pelo estudo e, além dos exames de
rotina, serao colhidas células vaginais, através de raspado suave da parede vaginal.
Tal procedimento podera causar um leve desconforto momentaneo;

2- A coleta dos exames nao vai me trazer nenhum prejuizo fisico, moral ou mental e sera
realizada durante o exame ginecolégico, feito em todas as pacientes do ambulatério;

3- Nao irei receber qualquer beneficio a mais por participar da pesquisa;

4- Caso ndo aceite participar do estudo, sei que tenho assegurado, agora ou
futuramente, um mesmo acompanhamento e tratamento médico neste ambulatério;

5- Tenho o direito de receber resposta sobre qualquer duvida que eu tenha sobre a
pesquisa de que estou participando;

6- Todas as informacdes sobre mim obtidas na pesquisa ndo serdo identificadas com o
meu nome. Serei identificada apenas por um numero;

7- Qualquer duvida que venha a surgir, devido a minha participacéo na pesquisa, poderei
entrar em contato, em horario comercial, de segunda a sexta-feira, com Dra. Sandra
ou Dr. Paulo César pelo telefone (0xx19) 3788 9306.

8- Qualquer outra duvida 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) 3788 8936.

Campinas, / /

Assinatura da paciente:

Assinatura do pesquisador:
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9.3. Anexo 3 - Coleta dos dados

AVALIAGAO DAS CELULAS DE DEFESA DO CONTEUDO VAGINAL
DE MULHERES COM E SEM VULVOVAGINITES

DATA: / / CASO No..

A) IDENTIFICAGAO:

1- IDADE: ANOS COMPLETOS [ [ ] 2-COR: BRANCA [ ] NAO BRANCA [_]
3- ESTADO MARITAL: 4- ESCOLARIDADE:

A - SOLTEIRA ] A - NENHUMA L]
B - CASADA ] B—10. GRAU ]
C -AMASIADA ] C-20. GRAU ]
D - SEPARADA ] D -30. GRAU ]
E - VIOVA ]

B) ANTECEDENTES:

1-D. U.M: / / A- 1. FASE CICLO [] B - 2°. FASE CICLO[ ]

2 -INiCIO DA ATIVIDADE SEXUAL: ANOS COMPLETOS L]
3- NUMERO DE PARCEIROS SEXUAIS NOS ULTIMOS SEIS MESES: NENHUM [_| 1a2[ | 3a4[ ] >4[ ]

4- FREQUENCIA DE ATIVIDADE SEXUAL MENSAL: NENHUM [ ] 1a2[ ] 3a4[ ] >4[ ]
5- ATIVIDADE SEXUAL COM EJACULAGAO VAGINAL MENSAL: NENHUM [ ] 1a2[ ] 3a4[ ] >4[ ]
6- RELAGAO SEXUAL VAGINAL APOS RELAGAO ANAL MENSAL: NENHUM [ ] 1a2[ ] 3a4[ ] >4[ ]

7- METODO ANTICONCEPCIONAL NOS ULTIMOS SEIS MESES:
A—NENHUM[ ] B-BARREIRA[_| C-DIU[_] D-HORMONAL: ACO[_]ACI- MENSAL [ ] ACI- TRIMESTRAL[_]

8- GESTA PARA ABORTO
9- ANTECEDENTE DE ALERGIA: A- SIM [_] Qual? B-NAO [ ] C-NAO SABE[ |
10- TABAGISMO: A- SIM |:] Qtos cigarros por dia? B- NAO |:|
Ha quanto tempo? <1ano |:| 1a5anos |:| > 5 anos |:|

11- EPISODIO ANTERIOR DE VULVOVAGINITE NOS ULTIMOS 6 MESES: A- SIM[_| B-NAO[ ] C-NAO SABE [_|
Qual? CANDIDIASE[_| TRICOMONIASE[ ] VAGINOSE BACTERIANA[_| NAO DETERMINADA[ | OUTRA[ ]

12- QUEIXA ATUAL DE CORRIMENTO VAGINAL:

A-SIM ] PRURIDO: A-siM [] B-NAO [ ]
B-NAO ] ODOR: A-SIM [] B-NAO []
C-NAO SABE[_] QUANTIDADE : GRANDE [ | MODERADA [ | PEQUENA[ |
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C) EXAME GINECOLOGICO:

VULVA: A-NORMAL [_] B- ALTERADA [_|
HIPEREMIA: A- PRESENTE [_] B- AUSENTE [_]
FISSURAS: A- PRESENTE [_] B- AUSENTE [_]
VERRUGAS: A- PRESENTE [_] B- AUSENTE [_]
ULCERAS: A- PRESENTE [_] B- AUSENTE [_]
AREA HIPOCROMICA: A- PRESENTE [] B- AUSENTE []
OUTRAS:
VAGINA: A-NORMAL [] B- ALTERADA [_]
HIPEREMIA: A-PRESENTE [ ] B- AUSENTE [ ]
CONTEUDO VAGINAL: A-PRESENTE [ ] B- AUSENTE [ ]
QUANTIDADE: A-PEQUENA [ ] B- MODERADA[_]
COLORAGAO: BRANCA[ | AMARELA[ ]
ASPECTO: HOMOGENEO[ | PASTOSO[_| MUCOIDE [_]
ODOR: A- PRESENTE [] B- AUSENTE [ ]
pH: <35[ ] 35a45[ ]
TESTE WHIFT: NEGATIVO[ ] POSITIVO[_]
COLO UTERINO: A- NORMAL[ | B- ALTERADO[ |
ECTROPIO[ | CERVICITE[ | COLPITE[ | ULCERAGAO[ |
TESTE DE SCHILLER: A-NEGATIVO[] B- POSITIVO[]
D) BACTERIOSCOPIA:
EXAME A FRESCO:
Células epiteliais descamativas Al +[] ++[] +++[]
Leucocitos: Al] +[] ++[] +++[]
Elementos micaéticos: Al +[] ++[] +++[]
Tricomonas vaginalis: Al] +[] ++[] +++[]
G.vaginalis — Clue cells Al +[] ++[] +++[]
Outros: Al] +[] ++[] +++[]
COLORACAO DE GRAM:
Lactobacilos de Déderlein A[] +[] ++[] +++[]
Bacilo Gram positivo difterdide: Al +[] ++[] +++[]
Bacilo Gram negativo: A[] +[] ++[] +++[]
Bacilo Gram negativo fusiforme Al +[] ++[] +++[]
Coco Gram positivo: A D + D ++ D +++ D
Cocobacilos Gram labeis: Al +[] ++[] +++[]
Diplococo Gram neg. intracelular A[] +[] ++[] +++[]
Outros: Al +[] ++[] +++[]
RESULTADOS: A-FLORATIPO | [] B- FLORA TIPO II[_]
DIAGNOSTICOS:

CANDIDIASE[ | TRICOMONIASE[ ]
VAGINOSEBACTERIANA[ | VAGINOSE CITOLITICA[ | OUTROS[ |

C-GRANDE []
VERDE[ | MARROM[_]

BOLHOSO[ | GRUMOSO[_]

>4,5[ ]

OUTRA[_]

++++ [
++++ [
++++ [
++++ [
++++ [
++++ [

++++ [
++++ [
++++ [
++++ [
++++ [
++++ [
++++ [
++++ [

C-FLORATIPOIIII D
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9.4.

Anexo 4 - Avaliagao das células de defesa do conteudo vaginal de mulheres com e sem vulvovaginite

HC: No.:
LINHA | CAMPO | CES CEl CEP |NEUTRO| LINFO | EOSINO | MACRO | PLASMO Tg;::;,go
1 1
2
2 3
4
3 5
6
4 7
8
5 9
10
TOTAL
DOsS
CAMPOS

Codificagao:

Celularidade: [lescassa
[Jmoderada
[Jabundante

Lise: [ausente
[Jescassa
[Imoderada
[Jabundante

Flora: [JBacilo de Doderlein
[IBacilar
[JCocobacilar [1"Clue cells”
[JHifas [lLeveduras [IHifas/leveduras

CES: Células epiteliais superficiais.
CEl: Células epiteliais intermediarias.
CEP: Células epiteliais profundas.

NEUTRO: Neutrdfilos
LINFO: Linfécitos
EOSINO: Eosindfilos
MACRO: Macréfagos
PLASMO: Plasmacitos
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