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RESUMO

A candidiase vulvovaginal (CVV) é caracterizada pela infeccdo ocasionada por Candida
spp., que provoca alteracGes inflamatorias na regido do epitélio vaginal e vulvar, com estimativa
de que 75% das mulheres apresentardo, ao menos, um episodio de candidiase em algum momento
da vida. A evolucéo e persisténcia da candidiase podem estar relacionadas as condicbes da
microbiota vaginal, resisténcia do patdgeno ao tratamento e a resposta imunologica do
hospedeiro. A resposta imune inata constitui a primeira linha de defesa contra patégenos,
principalmente devido a presenca de células fagociticas, como macrofagos. A resposta
imunoldgica no ambiente vaginal é produzida principalmente por meio da sinalizagdo das células
do epitélio vaginal (VEC). O mecanismo pelo qual as VEC realizam essa inibicao ainda ndo é
totalmente compreendido. Entre os possiveis mecanismos que podem estar associados a essa
acdo fungistatica do epitélio vaginal, a Anexina Al (AnxAl) parece desempenhar importante
papel. Objetivo: Realizar a quantificacdo de Anexina A1 em amostras de lavado vaginal de
mulheres em idade reprodutiva acometidas por candidiase vulvovaginal. Metodologia: Sera
realizado um estudo prospectivo, transversal, que incluira mulheres atendidas no Ambulatério de
Infecgcdes Genitais Femininas do Complexo HCFMB. Pacientes com microbiota normal (Flora
I) serdo incluidas no estudo como grupo controle, enquanto que mulheres diagnosticadas com
microbiota normal e presenca de CVV formaram o grupo de infeccdo por candidiase. O
diagnostico de microbiota foi realizado pelo escore de Nugent e os sobrenadantes obtidos do
lavado cervicovaginal foram utilizados para a determinacdo dos niveis de Anexina Al.
Resultados e conclusdo: N&o foi encontrada diferenca estatisticamente significativa entre 0s
niveis de Anexina Al nos grupos de mulheres com microbiota saudavel na presenca e auséncia
de candidiase vulvovaginal. Com este estudo destacamos a necessidade de aprofundar a
investigacao acerca do papel da Anexina A1 em mulheres acometidas por episodios de candidiase
vulvovaginal, explorando o perfil pro-inflamatorio e a capacidade da Anexina em regular esse

perfil
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I. Introducéo e Justificativa

A candidiase vulvovaginal (CVV) é caracteriza pela infecgdo ocasionada por Candida spp.,
que provoca alteracdes inflamatdrias na regido do epitélio vaginal e vulvar (1) e é responsavel por
cerca de 20 a 25% de todos os casos de vulvovaginites que acometem mulheres em idade reprodutiva
(2), com estimativa de que 75% das mulheres apresentardo, ao menos, um episodio de candidiase
em algum momento da vida (3). Diversos fatores de risco podem estar associados ao aparecimento
da CVV, como a administracdo de certos medicamentos, principalmente os que levam a alteragdes
hormonais, condicGes fisioldgicas da paciente, comorbidades como diabetes e condicGes de

imunossupressao (4).

As principais espécies do género Candida, associadas aos episodios de CVV, sdo espécies
que naturalmente residem na microbiota vaginal saudavel, com destaque para a Candida albicans,
que representam de 85% a 95% os casos de candidiase (5). Porém, em condi¢des favoraveis, a
Candida spp. pode se tornar patogénica, desencadeando a resposta inflamatéria local (6), com
guimiotaxia leucocitaria, que levam ao surgimento de sintomas como prurido, eritema e ardor na
regido vulvar, dispareunia e alteracdo do contetdo vaginal. A evolucdo e persisténcia da candidiase
podem estar relacionadas as condi¢des da microbiota vaginal, resisténcia do patdgeno ao tratamento

e a resposta imunoldgica do hospedeiro (7,8).

A resposta imune inata constitui a primeira linha de defesa contra patdgenos, principalmente
devido a presenca de células fagociticas, como macréfagos, e células natural killer (NK), que podem
atuar de forma direta na eliminacdo do patdgeno, ou de forma indireta, através resposta imune
adaptativa, por meio da producdo de citocinas e quimiocinas pré-inflamatdrias (9). A resposta
imunoldgica no ambiente vaginal é produzida principalmente por meio da sinalizacdo das células
do epitélio vaginal (VEC), que apresentam em sua superficie os receptores de reconhecimento de
padrdes (PRRs), os quais estdo associados a sinalizacdo celular de cascatas inflamatorias e producéo
de citocinas como a interleucina (IL)-6, IL-8 e fator de necrose tumoral-a (TNF- o). Diversos
trabalhos na literatura apontam que as VEC sdo capazes de reconhecer e diferenciar fungos
comensais e patogénicos, sendo que a principal hipétese discutida é de que as proprias células do
epitélio vaginal possuem atividade fungistatica, limitando assim o desenvolvimento de infec¢Ges
(10). Em um estudo de Barousse et al. (11) realizado com 92 mulheres em diferentes fases do ciclo
menstrual, demonstrou que as células de epitélio vaginal foram capazes inibir a atividade da
Candida albicans. O mecanismo pelo qual as VEC realizam essa inibicdo ainda néo é totalmente

compreendido, todavia acredita-se que ndo ha envolvimento de fatores solUveis, fagocitose,
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fosfolipidios e proteinas de superficie. A atuacdo das VEC em impedir a acdo da Candida albicans,
entretanto, é anulada pelo acido periodico o que, por fim, indica o papel dos carboidratos de
superficie.

Entre os possiveis mecanismos que podem estar associados a essa agdo fungistatica do
epitelio vaginal, a Anexina Al (AnxA1l) parece desempenhar importante papel. Sua producéo limita
o recrutamento neutrofilico e a producéo de citocinas pro-inflamatérias, modulando assim a resposta
inflamatdria, de forma a garantir a reducdo de danos as células e tecidos. Quando ativada, a AnxAl
atua inibindo a aderéncia de macrdfagos e neutrofilos ao epitélio, além de limitar a producéo de
reguladores pré-inflamatdrios, como por exemplo fator de necrose tumoral (TNF)-a, IL-1p, IL-8,
IL-12 e IL-6 (12,13,14). Diante desse cenério, e considerando a auséncia de estudos que demonstrem
a influéncia dessa proteina em casos de CVV, estudos sdo necessarios para determinar o papel da

Anexina Al em casos de candidiase episdédica em mulheres em idade reprodutiva.

Il. Objetivo

Realizar a quantificacdo de Anexina A1 em amostras de lavado vaginal de mulheres em idade

reprodutiva acometidas por candidiase vulvovaginal.

I11. Metodologia
Casuistica e coleta do lavado cervicovaginal

Foi realizado um estudo prospectivo, transversal, que incluiu 40 mulheres atendidas no
Ambulatdrio de Infecgdes Genitais Femininas do Complexo HCFMB. Todas as pacientes assinaram
0 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) ap6s a aprovacdo do projeto pelo Comité
de Etica em Pesquisa local. Foram incluidas mulheres com idade minima de 18 anos e que atenderam
aos seguintes critérios de elegibilidade: estar na menacme, nao gestante, auséncia de tratamento de
infecgdes do trato genital nos Gltimos 30 dias, estar em pausa sexual por, no minimo, 72 horas e ha
5 dias do fim da menstruacdo. Foram excluidas do estudo pacientes imunossuprimidas,
transplantadas de oOrgdos solidos, soropositivas para HIV e sifilis, e positivas para pesquisa
endocervical de Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae e HPV, e aquelas com pesquisa

vaginal positiva de infeccdo por Trichomonas vaginalis.



No momento da inclusdo, foi realizado o exame especular, empregando-se 0 espéculo
vaginal bivalve de Collins, esterilizado e isento de qualquer lubrificante, para coleta de contetido
vaginal com swab estéril, para posterior classificacdo microscopica da microbiota vaginal e
diagnostico de CVV. Também foi realizada a coleta de lavado cervicovaginal, utilizando 3mL de

solucdo fisioldgica, para quantificacdo de Anexina Al pela técnica de ELISA.

Pacientes com microbiota normal (Flora 1) foram incluidas no estudo como grupo controle
(N=20), enquanto que mulheres diagnosticadas com microbiota normal e presenca de CVV (N=20)
formaram o grupo de infec¢do por candidiase. O diagnostico de microbiota foi realizado pelo escore
de Nugent et al. (15). A caracterizacdo dos morfotipos bacterianos que habitam o microambiente
vaginal, bem como sua semi-quantificacdo no esfregaco vaginal corado pelo método de Gram,
permitem o diagnodstico em um escore variando de 0 a 10, sendo que a somatoria de 0 a 3
caracterizada como microbiota normal, 4 a 6 a microbiota intermediaria e 7 a 10 a vaginose

bacteriana.
Deteccéo da expressao proteica de Anexina Al por ELISA

Os sobrenadantes obtidos do lavado cervicovaginal armazenados a -80°C foram utilizados
para a determinacdo dos niveis de Anexina A1 (Human ANXAL ELISA kit FineTets, cat EH0855)
pelo método de ELISA sanduiche seguindo as instrucdes do fabricante. As amostras foram
centrifugadas a 1000g por 20 minutos e o sobrenadante foi utilizado no ensaio. Brevemente, foram
adicionados 100uL de amostras, diluidas 1:2, e incubadas por 90 minutos a 37°C. Posteriormente
foi adicionado anticorpo de deteccdo por 1 hora a 37°C. Apos incubacdo com o anticorpo de
deteccdo, foi adicionada estreptavidina. A reacdo foi revelada com TMB (Tetrametilbenzidina) e
interrompida pela adicao de S0uL de solugdo de parada. As densidades opticas foram avaliadas em

leitor automatico de ELISA (Epoch, BioTek®), em comprimentos de onda de 450nm.
Analise Estatistica

O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para verificar a normalidade dos dados. Foi
empregado o teste ndo paramétrico de Mann Whitney para determinar as diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos. O nivel de significancia adotado foi de 5% e as
analises foram realizadas empregando-se o software GraphPad Prism (verséo 8.0; GraphPad, Inc.,
San Diego, CA).



IV. Resultados e discussao

Os niveis de Anexina Al foram dosados em amostras de lavado cervicovaginal de pacientes
que apresentaram microbiota vaginal em condi¢cdes de presenca e auséncia de candidiase
vulvovaginal. A mediana dos seus niveis, expressos em picogramas por mL, estao apresentados no
grafico abaixo (Figura 1). Nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi observada nos
niveis de anexina quando comparados 0s grupos de microbiota saudavel na auséncia de candidiase

vulvovaginal com o grupo de mulheres acometidas pela infeccao.
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Figura 1. Niveis de Anexina Al em amostras de lavados cervicovaginais. Os niveis da proteina
Anexina Al estdo apresentados em picograma/mL; Teste de Mann Whitney; N=20/grupo

A Anexina Al, também conhecida como lipocortina-1, € uma proteina endégena de
propriedade anti-inflamatéria e que pode ser expressa por diferentes tipos celulares, como
neutrofilos, eosinofilos e macrofagos (16, 17). Durante o processo infeccioso causado por Candida
spp., incluindo as infec¢Bes vulvovaginais, foi observado um recrutamento neutrofilico regulado
por Anexina Al enddgena, incluindo alteragcGes no metabolismo lipidico da membrana, fornecendo
assim a primeira linha de defesa contra patégenos (17). No entanto, para que haja uma resolucao
adequada da inflamacédo, esse aporte de polimorfonucleares deve ser regulado pelo sistema
imunoldgico, a fim de evitar danos aos tecidos. Nesse cenario, estudos tém demonstrado o papel
da Anexina A1 como uma proteina contra regulatoria de eventos pro-inflamatorios, através de suas

propriedades de reduzir o aporte leucocitario e auxiliar no processo de apoptose de neutrofilos (13).

No presente estudo os niveis de anexina ndo apresentaram diferenca estatistica no grupo de
mulheres acometidas por candidiase vulvovaginal quando comparado ao grupo de pacientes sem o
patdgeno, o que pode ser explicado pelo reduzido nimero de mulheres incluidas no estudo. Além

disso, outra limitagdo do nosso estudo é a falta de analise de outras citocinas pro-inflamatorias,



como a Interleucina (IL)-6 e o Fator de Necrose Tumoral (TNF)-a, pois em casos de deficiéncia
de Anexina Al ja foi demonstrado que os niveis dessas citocinas estavam aumentados (18).
Estudos futuros serdo realizados para que essas limitac6es sejam resolvidas.

V. Conclusao

Este estudo destaca a necessidade de aprofundar a investigacao acerca do papel da Anexina
Al em mulheres acometidas por episodios de candidiase vulvovaginal, explorando o perfil pro-
inflamatorio e a capacidade da Anexina em regular esse perfil.
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