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RESUMO

AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE EM PACIENTES COM
CANDIDIASE VAGINAL RECORRENTE. LUCAS PEDREIRA DE

CARVALHO. A candidiase vaginal recorrente € uma doenga de distribuicio mundial
causada pelo fungo do género Candida. Caracterizada pela ocorréncia de pelo menos 4
episédios de candidiase no periodo de 1 ano, esta doenga atinge cerca de 5% das mulheres
sadias no mundo. O mecanismo pelo qual ocorre a transformacao da Candida da sua forma
ndo patogénica para a forma patogénica nao € esclarecido. Trabalhos contraditérios tem
sido publicado a respeito da imunopatogénese da candidiase vaginal recorrente. Enquanto
alguns estudos mostram diminui¢io da resposta linfoproliferativa e do teste intradérmico de
hipersensibilidade tardia para o antigeno de Candida nestas pacientes, outros nio
encontram diferenca entre os niveis de citocinas de pacientes com candidiase vaginal
recorrente ¢ mulheres sadias. Resposta alérgica (hipersensibilidade tipo I) com altos niveis
de IgE e presenca de eosindfilos também tem sido reportadas em pacientes com candidiase
vaginal recorrente. O presente estudo teve como principal objetivo caracterizar a resposta
imune em pacientes com candidiase vaginal recorrente e avaliar o papel de citocinas e
antagonistas de citocinas na modulagido da resposta imune nestas pacientes. Participaram
deste estudo 20 pacientes com diagndstico de candidiase vaginal recorrente € 7 mulheres
com candidiase vaginal esporddica como controle. Para a andlise da resposta
linfoproliferativa e para a dosagem de citocinas, CMSP foram lavadas e incubadas em
presencga de antigeno de C. albicans, PPD, TT ou PHA por 72 horas para a dosagen de
citocinas ou 5 dias para o ensaio de transformac@o blastica. Em algumas culturas foram
adicionadas anticorpos monoclonais anti-IL4, anti-IL10 ou IL-12 humana recombinante. A
resposta linfoproliferativa foi realizada através da incorporagao de 3H Timidina e a
dosagem de IFN-y, IL-5 e IL-10 foi realizada pela técnica de ELISA sanduiche. Todas as
pacientes com candidiase vaginal recorrente tiveram teste de hipersensibilidade tardia para
o antigeno de C. albicans negativo. A resposta linfoproliferativa para o antigno de C.
albicans foi baixa nas 7 pacientes nas quais foi feita a avaliagio (1239 = 861 cpm). Indices
de estimulagao mais elevados (p<0,05) foram observados quando PPD (IE=4,5) ou TT
(IE=32) foram utilizados como estimulo nas culturas destes, pacientes em comparacao com
culturas estimuladas com antigeno de C. albicans (IE=1,3). A produgdo de IFN-y em 19
pacientes variou de 0 a 1132 pg/ml com média e desvio padrao de 144 = 329 pg/ml.
Auséncia de produgdo de IFN-y foi observada em 8 pacientes, baixa produgio fot
observada em 9 pacientes e apenas 2 pacientes produziram niveis elevados de IFN-y. Nos
sobrenadantes de culturas de células mononucleares de mulheres com candidiase vaginal
esporadica foram encontrados altos niveis de IFN-y quando estimuladas com antigeno de C.
albicans (353 + 248 pg/ml). Baixos niveis de IL-5 e IL-10 foram encontrados nos
sobrenadantes de culturas de pacientes com candidiase vaginal recorrente estimuladas com
antigeno de C. albicans (39 = 60 pg/ml e¢ 16 = 32 pg/ml, respectivamente). A adigido de
anticorpos monoclonais anti-IL-10 as culturas estimuladas com antigeno de C. albicans
restaurou a resposta linfoproliferativa e a producao de IFN-y de 889 = 339 cpm, para 3421
+ 1908 cpm e de 64 = 70 pg/ml, para 750 = 753 pg/ml respectivamente. A adicdo de
anticorpos monoclonais anti-IL-4 nédo restaurou a resposta linfoproliferativa ou a producgéo




de IFN-y. A adicdo de IL-12 recombinante humana foi capaz de restaurar a produgao de
IFN-y de todas as pacientes com candidiase vaginal recorrente (p = 0,0004). Pacientes com
candidiase vaginal recorrente apresentaram altos niveis de IgE sérica especifica para o
antigeno de C. albicans, embora nio tenha havido diferenca entre os niveis de IgE sérica
antigeno especifica quando estes dados foram comparados com os niveis encontrados em
controles. Estes resultados indicam que a maioria das pacientes com candidiase vaginal
recorrente apresentam uma incapacidade de produzir IFN-y quando células mononucleares
sdo estimuladas in vitro com antigeno de C. albicans e que a neutralizagdo de IL-10 ou a
adi¢ao de IL-12 restaura esta produgdo. Estes dados contribuem para o entendimento da
imunopatogénese desta importante enfermidade e abre perspectivas para a utiliza¢do da
imunoterapia no tratamento da candidiase vaginal recorrente.




ABSTRACT

Recurrent vaginal candidiasis is defined by the occurrence of at least four episodes
of vulvovaginal candidiasis in one year, affecting up to 5% of women in reproductivity age.
Although several species of candida can cause disease in humans, recurrent vaginal
candidiasis is predominantly associated with C. albicans. Candida can be isolated from the
vagina in 25% of healthy women without symptoms. The pathogenesis of recurrent vaginal
candidiasis is not well established. While absent or low lymphoproliferative responses to
C. albicans antigen have been noted in a previous reports, similar levels of IL-2 and IFN-y
have been detected in women with recurrent vaginal candidiasis when compared with
controls with isolated candidiasis. Additionally, expression of Thl cytokines have been
documented in cells recovered from vaginal fluid in recurrent vaginal candidiasis patients.
In this study, the cell-mediated immune response of twenty women with recurrent vaginal
candidiasis and seven women with sporadic candidiasis were evaluated. All patients had a
negative delayed type hipersensivity to C. albicans antigen. Different of cultures stimulated
with PPD or TT (IE=4,5; IE=32, respectively), low lymphoproliferative response was
found in cultures of recurrent vaginal candidiasis patients stimulated with C. albicans
antigen (IE=1,3) The levels of IFN-y in supernatants of peripheral blood mononuclear cells
stimulated with Candida albicans antigen, PPD and tetanus toxoid were 198 + 389pg/ml;
739 + 774 pg/ml and 1085 = 546 pg/ml, respectively. High levels of IFN-y were detected
on cells supernatants of women with sporadic candidiasis (353 = 248 pg/ml). Low levels of
both IL-5 and IL-10 were detected in cells supernatants from patients (39 + 60 pg/ml e 16 +
32 pg/ml, respectively). To evaluate the possible role of IL-4 and IL-10 modulating the
limphoproliferative response and IFN-y production, monoclonal antibodies against these
cytokines were added to C. albicans-stimulated cultures . While neutralization of IL-4 did
not restore lymphocyte proliferation or IFN-y production, neutralization of IL-10 enhanced
lymphoproliferative response by 3,8 fold and IFN-y production from 64 + 70 pg/ml to 750
+ 753 pg/ml. The addition of recombinant IL-12 restored IFN-y production (p = 0,0004).
Although high levels of Candida-specific IgE were detected on serum of patients with
recurrent vaginal sera, there was no difference between the two groups studied with regards
to IgE levels. This study shows that patients with recurrent vaginal candidiasis have an
impairment of cell mediated immune response specific to C. albicans antigen, and that IL-
10 and 11-12 are the main regulatory cytokines of this disease. This data not only contribute
to the understanding of pathogenesis of this disease but also open opportunity to the use of
immunotherapy in the treatment of patients with recurrent vaginal candidiasis.
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I INTRODUCAO

1.1 ASPECTOS GERAIS E EPIDEMIOLOGICOS

As leveduras do género Candida, estdo amplamente distribuidas na natureza, podendo
algumas espécies viver em vida saprofitica ou parasitaria em tecidos humanbs e outros
animais. Inicialmente identificadas por Berkhout em 1923, hoje j4 sdo descritas mais de 180
espécies de Candida, contudo a Candida albicans € a principal espécie responsavel por
infecgdes no homem, seguida da Candida parapsilopis e a Candida tropicalis (Fleury 1981).
Os individuos infectados pela C. albicans podem ser completamente assintomaticos,
apresentar manifestagdes clinicas variadas ou infecgdes repetidas. A candidiase bucal e a
candidiase vaginal sdo as formas mais freqiientes da infecgfio causada por fungos do género
Candida (Epstein 1984). A candidiase oral ¢ um achado comum em recém nascidos e em
individuos com protese dentéria, tendo repercussdo clinica limitada (Dorey 1985). A
candidiase oral grave, _principalmente com extensdo para esbfago produzindo esofagite,
sugere um estado de imunodeficiéncia (Challacombe 1994). Em criangas, uma forma grave de
candidiase ¢ a candidiase mucocutinea. A candidiase mucocutdnea é caracterizada pela
ocorréncia de lesdes tegumentares, principalmente na pele, unhas e mucosas, persistentes e
recidivantes onde a fatha terapéutica é observada (Kirkpatric 1989). Nestes pacientes existe
uma deficiéncia imunolbgica, e, embora as lesGes cutneas e mucosas sejam graves, O
comprometimento profundo visceral ndo é um quadro frequente (Kirkpatric 1989). Em
adultos, a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) (Carpenter 1989) e o uso de drogas
imunosupressoras sio as principais causas dos quadros de candidiase grave (Klein 1984,
Macher 1988). Nestes casos pode haver infecgdo de todo o trato digestivo e também invaséo
sistémica deste patogeno (Klein 1984). Os fungos do género Candida sdo considerados
agentes oportunistas, devido & alta prevaléncia da candidiase em individuos tratados com

drogas imunossupressoras, como os transplantados ou em portadores de doengas associadas



com imunossupress&o como pacientes com diabetes mellitus e com AIDS (Dahl 1997, Klein
1984, Macher 1988).

A candidiase vaginal € frequente em mulheres durante a vida reprodutiva. Embora ndo
seja classicamente considerada uma doenga sexualmente transmissivel, cerca de 3 em cada 4
mulheres irdo experimentar pelo menos um episédio de candidiase vaginal durante sua vida
sexual ativa (Sobel 1988). A candidiase vaginal recorrente € caracterizada pela ocorréncia de
no minimo quatro episédios de candidiase vaginal no periocdo de um ano. A Candida albicans
¢ responséavel por 85 a 90% das infecgdes em mulheres com candidiase vaginal recorrente
(Fleury 1981, Hurley 1977, Morton 1977, Odds 1988). Estima-se que a candidiase vaginal
recorrente acometa cerca de 5% das mulheres sadias na idade reprodutiva (Hurley 1977,
Hurley 1979, Hurley 1981), constituindo-se ndo s6 em um grande problema médico, mas
também social, desde que afeta de modo importante as relagdes entre os casais.

A Candida pode ser encontrada sob a forma de blastéporo, geralmente ndo patogénica
na vagina, em aproximadamente 25% de mulheres sadias‘ sem histéria de episodios de
candidiase vaginal, diferindo das pacientes com candidfase vaginal recorrente, onde a maior
percentagem de Candida é em forma de hifa (Sobel 1988). No grupo de mulheres que nunca
desenvolveram episodios de candidiase, a quantidade de Candida detectével na flora vaginal ¢
baixa (Sobel 1988), demonstrando o perfeito equilibrio entre o fungo, a flora bacteriana
vaginal normal e o sistema imune. Os fatores que levam a transformagéo da Candida da sua
forma saprofitica para a forma de hifa parasitaria ainda néo sdo bem esclarecidos.

A candidiase vaginal esporadica caracteriza-se por um ou raros episddios de infecgéio
vaginal por Candida e pode ser classificada em priméria ou secundéaria (Sobel 1996). A
candidiase vaginal é considerada primaria quando ndo sdo encontrados fatores que
predispdem ao aparecimento da infecc@io. A candidiase vaginal esporddica de ordem

secundéria tem como fatores predisponentes o habito de roupas apertadas, antibioticoterapia,



utilizagdio de anticoncepcionais orais e condigdes como gravidez (Fidel 1996). A candidiase
vaginal secundéaria € também observada, geralmente, apds terapia imunosupressora ou em
individuos com doengas associadas a imunodepressdo como AIDS ou diabetes mellitus
(Macher 1988). Cerca de 5% das mulheres com candidiase vaginal esporadica irdo evoluir
para a candidiase vaginal recorrente (Fidel 1996). Os fatores envolvidos no aparecimento da
candidiase vaginal recorrente ainda nfo sfio determinados. Apesar de ndo se tratar de uma
doenga letal, a morbidade faz da candidiase vaginal recorrente uma doenga de grande
importéncia clinica. Corrimento vaginal, dispareunia, hiperemia e edema sfo as principais
manifestagBes clinicas, tornando esta doen¢a um grande problema conjugal (Sobel 1990).
Pode haver comprometimento tanto da regido do epitélio vaginal quanto da regifio cervical

(Giger 1995).

1.2 DIAGNOSTICO E TRATAMENTO DA CANDIDIASE VAGINAL

O diagnédstico da candidiase vaginal € realizado através dos achados clinicos e
confirmado apds o isolamento e crescimento do fungo em meio de cultura ou através da
identificagfio direta da Candida pela microscopia Optica. Classicamente, o meio de cultura
utilizado para o crescimento de Candida é o meio de Sabourad's, e a identificagdio das
espécies pode ser feita através de métodos morfolégicos (API 20C) ou de técnicas de biologia
molecular como PCR e RAPD (Wissenbacher 2000, Cresti 1999). A cura da candidiase
cutinea ou mucosa pode ser obtida com medicagfio de uso local. A maioria das pacientes
infectadas por Candida sp. que fazem episédios de candidiase vaginal esporadica curam-se
espontaneamente ou apds terapia anti-fingica local com clotrimazol vaginal ou uso oral de
cetoconazol, fluconazol ou itraconazol, isoladamente ou em combinagdo com tratamento local

(Fleury 1981, Sobel 1988). Por outro lado, existe uma pequena percentagem de mulheres que,



por motivo desconhecido, s@o refratdrias ao tratamento com cetoconazol, fluconazol ou
itraconozol. Qutros casos apresentam uma involug@io da sintomatologia durante o tratamento,
mas dias ou semanas apds o encerramento deste, apresentam recorréncia dos sintomas.
Embora os antifingicos sejam extremamente eficazes no tratamento dos episodios
esporadicos de candidiase vaginal, cerca de 50% das mulheres com candidiase vaginal
apresentam um novo episoédio em um periodo de 3 meses apds a remiss&o da doenga (Sobel
1988, Fleury 1981). A auséncia de resposta ao tratamento convencional € um acontecimento
emergente nas mulheres com candidiase vaginal recorrente, embora os testes microbioldgicos
in vitro de resisténecia a drogas nfo demonstrem resisténcia da Candida aos derivados de
azoles (Fong 1993, Lynch 1996). Desta forma, é possivel que a falta de resposta terapéutica
ou freqiiente recorréncia da candidiase esteja relacionada com o hospedeiro. Mais
recentemente, a utilizagdo de antifingicos por periodos maiores do que seis meses, 0 uso
profilitico destas drogas previamente ao periodo menstrual (Perry 1995) e a utilizagéio de
antifingicos associados a anti-inflamatérios nfio hormonais ou anti-alérgicos tém sido
preconizados (Moraes 2000, Ringdahl 2000), mas a capacidade destas formas de tratamento

em curar a candidiase vaginal recorrente ainda precisa ser melhor estabelecida.

1.3 RESPOSTA IMUNE NA CANDIDIASE VAGINAL

Os mecanismos de defesa contra Candida sp. incluem elementos da imunidade inata e
adaptativa. Polimorfonucleares, principalmente neutréfilos, e macréfagos sdo as principais
células da imunidade inata envolvidas na destruigﬁob da Candida sp. (Fidel 1996). A Candida
sp. ¢ fagocitada e destruida por estas células (Fidel 1996). Pacientes neutropénicos ou com
deficiéncia funcional de neutrofilos apresentam frequentemente infecgles por esse fungo
(Odds 1988). As células NK, através da produgdo de citocinas ativadoras de neutréfilos,

macrofagos ou pela citotoxicidade, podem participar na defesa contra este fungo (Fulurija



1996). Todavia, em modelos experimentais de candidiase, embora aumento da atividade de
células NK seja documentado durante a infecgdo por Candida, o bloqueio da atividade destas
células ndo exacerba a doenga (Greenfield 1993). Na resposta imune adaptativa contra
patogenos, tanto a imunidade humoral quanto a celular podem ser importantes. Uma das
principais evidéncias do papel da imunidade mediada por células contra a infecgdo por
Candida é a documentagdo de que individuos com imunodeficiéncia celular, a exemplo da
AIDS, ou pacientes em uso de drogas imunosupressoras sdo mais susceptiveis a este fungo
(Dahl 1997, Clift 1984, Klein 1984, Macher 1988). O IFN-y produzido por células NK,
CD4+ e CD8+ ¢ a principal citocina ativadora de macréfagos, fazendo com que haja aumento
da atividade microbicida destas células (Murray 1983). A despeito da presenga de anticorpos
contra antigenos de Candida, existem duvidas a respeito da importincia da resposta imune
humoral na infecgfio causada por C. albicans. A participagdo das imunoglobulinas da classe
IgA na neutralizagio do fungo, e de IgG e do complemento na opsonizagido € consequente
fagocitose foi demonstrada in vitro (Rogers 1980, Ferrante 1979, Kagaya 1981, Yamamura
1977). Apesar de ocorrer sintese de anticorpos in vivo contra antigenos de Candida em
pacientes com candidiase, a ndo existéncia de um aumento da susceptibilidade para aquisi¢éo
de Candida em individuos com anormalidades congénitas ou adquiridas de linfécitos B,
indica que anticorpos ndo se constituem mecanismos importantes de defesa contra este fungo

(Hobbs 1977, Rogers 1980).

1.4 MODELOS EXPERIMENTAIS DE CANDIDIASE VAGINAL

Varios modelos experimentais tém sido utilizados para o estudo da candidiase vaginal.
Em alguns destes modelos a doenga est4 associada a alteragSes da resposta imune, entretanto
em outros a participagdo de estrogenocs na patogénese da doenga tem sido documentada.

Dentre os modelos experimentais utilizados para o estudo da candidiase vaginal, énfase tem



sido dada ao uso de camundongos susceptiveis como o0 BALB/c e resistentes como o CBA/j.
Assim como em outras doengas infecciosas, a dicotomia da resposta imune tipo Thl e Th2
também exerce um papel importante na suscetibilidade ou resisténcia & Candida sp.. A
dicotomia de células CD4 foi inicialmente descrita por Mosmann e Coffman (Mosmann e
Coffman 1986), que identificaram clones de células T que secretavam diferentes tipos de
citocinas, as quais se relacionam com aspectos diferentes da resposta imune. Enquanto as
células Thl secretam IL-2, IFN-y e TNF-beta e estdo relacionadas com a resposta imune
celular, as células Th2 secretam IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 e est3o relacionadas com alguns
aspectos da imunidade humoral, como a secregdo de IgE e IgG4 (Mosmann 1989).
Adicionalmente, foi documentado que essas respostas s3o antagdnicas, no sentido de que uma
grande produgdo de IFN-y por células Thl suprime a resposta Th2 e a produgéo de IL-4 e IL-
10 por célulasTh2 modula negativamente a resposta Thl (Fiorentino 1991). Mais
recentemente, foi documentada a importéncia da IL-12 na derivagfio da célula ThO para Thl e
da IL-4 na derivagdo da célula ThO para Th2 (Hsieh 1993, Macatonia 1993, Seder 1993,
Chatelain 1992). Enquanto a fonte principal de IL-12 sfio células dendriticas e macréfagos
(Trinchieri 1996), a IL-4 ¢ secretada por mastdcitos, eosinofilos, linfocitos B e linfocitos Th2
(Betz 1990, Chatelain 1992). Estudos dos mecanismos de resisténcia a infecgio por fungos
demonstraram que, em modelos experimentais de candidiase vaginal recorrente, a resposta
imune tipo Thl, com produgéo de IL-2 e IFN-y, est4 associada a resisténcia a doenga (Romani
1992, Puccetti 1994, Romani 1993). Por outro lado, a derivagdo para a resposta imune tipo
Th2, com produgdo predominante de IL-4, IL-5 e IL-10, esta relacionada com suscetibilidade
a infec¢do por C. albicans (Romani 1992, Spaccapelo 1995, Romani 1994, Tonnetti 1995). O
ambiente de citocinas nos primeiros estdgios da infecgdo por Candida pode influenciar na
resposta imune de camundongos susceptiveis ou resistentes & infecgdo. A neutralizag@io de

IFN-y e de IL-12 e a presenca de IL-4 levam a uma derivag#o para a resposta imune tipo Th2



nesses camumdongos (Romani 1992, Pucceti 1994, Romani 1994). Alternativamente, a
utilizagdo de anticorpos monoclonais in vivo que neutralizam a IL-4, restaura a resposta
imune celular tipo Thl em camundongos BALB/c e diminui a intensidade da infecg@o por
Candida mensurada por unidades formadoras de coldnias (Cenci 1997). Embora o paradigma
Th1/Th2 seja também evidente em relagdio & resisténcia e 4 susceptibilidade & Candida,
trabalhos recentes tem mostrado que a IL-4 é necessaria para a manutengdo de células Thl
protetoras na respbsta imune contra a C’andida sp (Mencacci 1998).»-05 resﬁltados desse
estudo mostram que, embora ndo haja diferenga entre a sobrevida de camundongos BALB/c e
os BALB/c deficientes de IL-4 apds um indéculo grande de Candida sp, os camundongos
deficientes de IL-4 foram mais susceptiveis 4 doenga do que os camundongos normais apés
um indculo pequeno de Candida (Mencacci 1998).

A influéncia de hormdnios na susceptibilidade para o desenvolvimento da Candida sp.
vem sendo estudada em modelos experimentais. Apesar da maioria dos estudos apontarem
para o fato de que a resisténcia & Candida est4 relacionada com a resposta imune tipo Thl,
este tipo de resposta imune com altos niveis de IL-2 e IFN-y € observada em camundongos
CBA/) (H-2") que tomaram-se susceptiveis & infecgfio pela Candida ap6s o tratamento com
estrégeno, ndo conseguindo se livrar do fungo (Fidel 1993). O papel dos horménios na
resposta imune tém sido bem estabelecidos, tanto através da documentagio de que
corticosterdides modulam a resposta inflamatéria e a resposta imune, como em doengas auto-
imune como no lupus eritematoso sistémico (Chatham 2001). Como nesse modelo
experimental de candidiase vaginal dependente de estrégeno a administragdo destes
hormdnios ndo atenua a resposta Thl (Fidel 1993), estes dados indicam que, mesmo na
presenga de uma resposta imune protetora, a candidiase pode se tomar persistente. Desta
forma além da resposta imune outros fatores como hormdnios esteréides podem contribuir

para a persisténcia da candidiase vaginal.



1.5 IMUNOLOGIA DA CANDIDIASE VAGINAL HUMANA

A candidiase vaginal recorrente e a candidiase mucocutinea sdo 0s principais
exemplos de condiges clinicas nas quais ocorrem infecgdes repetidas ou prolongadas por C.
albicans. Embora em ambas as doengas exista um aumento de susceptibilidade para esse
fungo, as alteragBes imunologicas descritas nessas condigBes sfio diferentes. Enquanto a
candidiase mucocutdnea é uma doenga caracteﬁzada por um aumento da susceptibilidade a
infeccdo por C. albicans, com comprometimento extenso de pele e mucosas e associada a
uma disfungfo neutrofilica e diminuigdo da resposta imune tipo Thl (Kirkpatrick 1989, Lilic
1996, valdimarsson 1973), a candidiase vaginal recorrente humana ocorre em mulheres
aparentemente sadias e ainda existem duvidas a respeito da sua imunopatogénese. A vagina é
composta de aproximadamente cinco camadas de células epiteliais e duas camadas basais de
células epiteliais colunares acompanhadas da membrana basal. Existem inimeros canais
intercelulares, possibilitando a migracdo de fluidos, macromoléculas e células da membrana
basal para o limen vaginal e vice-versa, 0 que garante a absor¢fo e disseminagéo de proteinas
em poucas horas. A presenca de células de Langerhans, linfécitos T af e 8, neutréfilos,
eosindfilos e anticorpos da classe IgG e IgA faz da vagina um o6rgio altamente
imunocompetente (Fidel 1996). A principal diferenga encontrada entre a populagdo celular
sistémica e a localizada a nivel vaginal é no nimero de linfocitos T y5. A nivel vaginal estes
linfécitos representam cerca de 15 a 30% da populagdo total linfocitaria, enquanto no sangue
periférico somente 3% dos linfécitos sfio T y8 (Fidel 1996). Alguns estudos ndio evidenciam
diferenga entre a resposta imune tipo 1 e tipo 2 em pacientes com candidiase vaginal
recorrente em relagdo a controles sem histéria de candidiase vaginal de repetigdo, havendo em
ambas condigdes baixos niveis de IFN-y, IL-2, IL-12, IL-5 e IL-10 no sangue periférico (Fidel
1993). Outros trabalhos demonstram deficiéncia de proliferag&o linfocitaria ap6s estimulagio

com antigeno de C. albicans e auséncia de resposta a teste de hipersensibilidade tardia ao



antigeno de C. albicansb em pacientes com candidiase vaginal recorrente (Fong 1992, Hobbs
1977). Resposta alérgica de hipersensibilidade do tipo I compartimentalizada tem sido
observada em algumas pacientes com candidiase vaginal recorrente, através da documentagio
de niveis aumentados de IgE e numero elevado de eosindfilos a nivel vaginal (Witkin 1989).
Alguns fatores podem explicar a divergéncia dos dados da literatura em relagdo &
avaliagdo da resposta imune em pacientes com candidiase vaginal recorrente. Por exemplo, a
natureza do antigeno utilizado € um fator de extrema importincia na indugfio de resposta
imune a4 Candida sp.. Neste caso tem sido mostrado que a presenga de polissacarideos no
antigeno de Candida sp. pode explicar a inibicdo da proliferagdo linfocitaria em culturas de
células mononucleares (Syverson 1979, Lee 1986). As fases do ciclo menstrual (litea ou
folicular) também podem influenciar na resposta imune & Candida sp. ou PPD, sendo
demonstrado por Cormrigam e colaboradores. uma diminui¢do de produgfio de IFN-y na fase
folicular do ciclo menstrual em relagdio a fase litea (Corngam 1998). Esta modulagﬁb é
exercida por mondcitos que sdo as principais células produtoras da IL-1, citocina envolvida na
ativagfo celular, de citocinas capazes de suprimir a resposta imune como a IL-10 e o TGF-8,
e de substdncias como as prostaglandinas que inibem a resposta imune celular. Estes dados
ndo sfo respaldados por um estudo in vitro, o qual documenta, que a adi¢@o da progesterona
em concentragdes semelhantes as encontradas na fase litea, reduziu significativamente a
resposta linfoproliferativa (Kalo-klein 1989). A progesterona modula a resposta imune através
de agdo a nivel dos monécitos, desde que a remogdo de mondcitos destas culturas, elimina a
capacidade da progesterona em diminuir a resposta linfoproliferativa (Kalo-Klein 1990). O
efeito de horménios femininos na resposta imune é varidvel na dependéncia da dose.
Enquanto niveis elevados de progesterona inibem a resposta linfoproliferativa (Kalo-Klein
1990), baixas concentragdes deste hormdnio aumentam a proliferacfio linfocitiria (Polan

1988). A modulag3o da resposta imune mediada pela progesterona pode estar relacionada com
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a producdo de IL-1 por mondcitos, desde que IL-1 € necessdria para a ocorréncia de
proliferagdo linfocitaria (Dinarello 1988). Enquanto baixas concentragSes de progesterona
estimula a produgfio desta citocina por mondcitos, niveis elevados de progesterona inibem a
secre¢do de IL-1 por estas células (Polan 1988). Nenhum efeito tem sido documentado em
relagio & adi¢do de estrégenos em concentrages similares &s encontradas tanto na fase
folicular como na fase litea na resposta linfoproliferativa. Desta forma € possivel que a
flutuagdo nos niveis de progesterona durante o ciclo menstrual possa resultar em diminui¢do
da resposta imune celular e fazer com que candidiase vaginal ocorra durante a fase lutea
{(Kalo-Klein 1989).

Ambas as células Thl como Th2 devem ser estimuladas apds uma imunizagdo ou uma
infec¢do, desde que estas células, além de participarem dos mecanismos de defesa, se regulem
mutuamente permitindo um mecanismo de defesa eficaz e controlado. Contudo, existem
exemplos, principalmente nas infecgdes causadas por agentes intracelulares, de situagdes onde
uma diminui¢do de resposta Thl secundaria ou ndo a uma exacerbagdo de resposta tipo Th2 ¢
maléfica para o hospedeiro. S&o exemplos cléssicos destas situagdes a leishmaniose visceral
(Carvalho 1985, Carvalho 1992), a leishmaniose cutinea difusa (Bomfim 1996) e a lepra
wirchoviana (Kaplan 1989). A utilizag@o de citocinas com a finalidade de aumentar a resposta
imune tem sido feita isoladamente ou como adjuvante para o tratamento e prevengdo de
doengas infecciosas (Badaré 1990). A hipdtese do presente estudo é que pacientes com
candidiase vaginal recorrente apresentam uma deficiéncia na resposta imune celular do tipo 1.
Esta hip6tese sera testada através da avaliagio in vivo e in vitro da resposta imune celular com
a utilizagdo dos testes de hipersensibilidade cutinea tardia, transformagio linfobléstica in
vitro e produgdo de citocinas. Através da determinagdo do perfil de citocinas poderiamos
também saber se existe uma predominancia de resposta Th2 nesses pacientes, 0 que poderia

explicar a supressdo da resposta Thl. Neste estudo o papel de citocinas e antagonistas de
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citocinas em modular a resposta imune sera também avaliada, para um melhor entendimento
sobre os mecanismos relacionados & alteragdo da resposta imune. A documentagdo da
ocorréncia de disturbios imunoldgicos na candidiase vaginal recorrente pode n#o s6 contribuir
para o entendimento da patogénese desta doenga como servir de base para a utilizagéio de
citocinas ou antagonistas de citocinas no tratamento da candidiase vaginal recorrente, doenga

de grande importancia clinica.
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[N JUSTIFICATIVA

A candidiase vaginal recorrente tem distribuigdo mundial e elevada prevaléncia (5%)
em mulheres em idade reprodutiva, bem como em pacientes com sindrome da
imunodeficiéncia adquirida. Estudos contraditérios tém sido reportados a respeito da
imunopatogénese da candidiase vaginal recorrente, ndo ficando claro o real papel da resposta
imune celular no desenvolvimento da doenga, nem os mecanismos envolvidos em uma
diminui¢io da resposta imune nas pacientes. A maioria das mulheres com candidiase vaginal
recorrente sdo tratadas freqiientemente com anti-fingicos, apresentando, no entanto,
recorréncia da doenga as vezes mensalmente ou a cada trés ou quatro meses. Em muitas
pacientes, a despeito da ndo documentagdo do patdégeno apds tratamento, a sintomatologia
persiste. Estes dados sugerem que fatores imunolégicos podem estar envolvidos tanto na
persisténcia do agente, como na lesdo tecidual e manifestagdes clinicas.

O Servigo de Imunologia do Hospital Universitario Professor Edgard Santos é um
centro de referéncia regional para o atendimento e para avaliagio da resposta imune de
pacientes com imunodeficiéncia. Ha cerca de 5 anos comegaram a ser encaminhados a este
servigo pacientes com candidiase de repeticio e mais especificamente pacientes com
candidiase vaginal recorrente ndio portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV). Os
estudos iniciais quantificando populag@o de linfocitos ndo mostrou anormalidades da resposta
imune do ponto de vista quantitativo, levando a que estudos da fungfio das células envolvidas
na resposta imunolégica passassem a ser realizado. Pouco se conhece sobre a resposta imune
em pacientes com candidiase vaginal recorrente e, mais especificamente, em relag@io ao perfil
de citocinas secretadas por células mononucleares destas pacientes e o papel de citocinas ou
antagonistas de citocinas em modular a resposta imune na candidiase vaginal. Estudos

também ndo tem comparado a resposta imune destas pacientes a antigenos de C. albicans com
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outros antigenos para 0s quais a maioria das pessoas tem células sensibilizadas, como o
toxodide tetdnico e o PPD.

Considerando a alta prevaléncia da candidiase vaginal principalmente nas mulheres na
fase reprodutiva, o pouco conhecimento sobre o aumento da susceptibilidade de algumas
pacientes em desenvolver a forma recorrente da candidiase, € o provavel papel da resposta
imune na génese da doenga, é importante que estudos sejam realizados para determinar o
funcionamento das células de resposta imunoldgica nestes pacientes. O conhecimento da
resposta imune na candidiase vaginal recorrente pode contribuir para o entendimento da
patogénese dessa doenga e poderd permitir a identificagdio de novas formas de tratarnenfo,

como imunoterapia, e trazer subsidios para o desenvolvimento de uma vacina.
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10 HIPOTESE

H1- Pacientes com candidiase vaginal recorrente apresentam deficiéncia na resposta imune
celular tipo Th1 com baixa produgdo de IFN-y em resposta a antigeno de C. albicans.
HO - Pacientes com candidiase vaginal recorrente apresentam uma resposta imune celular tipo

Thl.

IV OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

O principal objetivo deste trabalho € caracterizar a resposta imune celular e humoral de
pacientes com candidiase vaginal recorrente e avaliar o papel de citocinas e antagonistas de

citocinas em modular a resposta imune nestas pacientes.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Caracterizar a resposta imune de mulheres com candidiase vaginal recorrente, através da
dosagem de IFN-y, IL-5 e IL-10 em sobrenadantes de células mononucleares do sangue
periférico (CMSP) estimuladas com antigeno de C. albicans, PPD e tox6ide tetanico.

2- Comparar a resposta imune celular a antigeno de C. albicans em mulheres com candidiase
vaginal recorrente com as de mulheres com candidiase vaginal esporadica.

3- Avaliar o papel de citocinas e antagonistas de citocinas em modular a resposta imune em
pacientes com candidiase vaginal recorrente

4- Determinar os titulos de anticorpos da classe IgE especificos para antigeno de C. albicans

em soros de pacientes com candidiase vaginal recorrente e candidiase vaginal esporadica.
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V MATERIAIS E METODOS

5.1 Pacientes e controles

Participaram deste estudo pacientes com diagnéstico de candidiase vaginal recorrente
acompanhadas em diversos servigos e encaminhadas ao Servigo de Imunologia do Hospital
Universitario Professor Edgard Santos. A maioria destas pacientes foram selecionadas pela
Dra. Nilma Neves, ginecologista que também foi responsével pela obtengdo da histéria clinica
e coleta de material para isolamento da Candida sp.. Outras pacientes foram encaminhadas
diretamente ao Servigo de Imunologia por seus ginecologistas. Nestas pacientes os dados
clinicos foram colhidos por um dos membros do Servico de Imunologia € os exames
complementares para comprovagio do diagnostico solicitados ao médico acompanhante. Os
critérios de inclusdo no estudo foram: 1- existéncia de uma histéria indicativa de candidiase
vaginal recorrente. 2- diagnéstico clinico e micologico de Candida sp.. Em algumas pacientes
foi realizada cultura para identificagfio da espéﬁie de Candida e teste de sensibilidade ao anti-
fingico. A candidiase vaginal recorrente foi definida pela ocorréncia de no minimo quatro
episddios de candidiase vaginal no periodo de um ano. Os critérios de exclusdo foram:
pacientes com sorologia positiva para HIV, portadoras de doengas debilitantes como
insuficiéncia renal, insuficiéncia hepatica, diabetes mellitus e wuso de drogas
imunossupressoras. Na ocasido da avaliagio imunoldgica, todas as pacientes com candidiase
vaginal recorrente estavam com doenga ativa, e ndo estavam usando anti-fiingicos. Como
controle foram avaliadas mulheres que tinham apresentado episédio recente (a menos de dois
meses) de candidiase vaginal esporadica, definida como episédios isolados de infecgdo

vaginal por C. albicans. Os mesmos critérios de exclusdo foram seguidos para os controles.
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5.2 Antigeno

O antigeno de C. albicans utilizado para os estudos “'in vitro” fol preparado a partir
de uma cepa isolada de uma paciente com candidiase vaginal recorrente, cultivada em meio
de cultura Sabouroud e centrifugada a 3000g por 30 minutos. O material centrifugado foi
lavado com salina tamponada com fosfato (PBS) pH 7,4, por trés vezes, ressuspenso em
NaOH 0.5N, e em seguida congelado e descongelado 30 vezes. Apés centrifugagdo, o
sobrenadante foi congelado a —20° C para uso posterior. Os antigenos de toxéide tetdnico
(TT) (Wyeth-Ayerst Lab, Marietta, PA, USA) e proteina purificada derivada do
Mycobacterium tuberculosis (PPD) (Connaught Laboratories, Ontario, Canada) e os
mitogenos fitoemaglutinina (PHA) (Life Technologies. Inc. Grand Island, NY) e pokeweed
(PWM) (Gibco, Grand Island, NY), foram também utilizados. A quantificagdo da proteina do
antigeno de C. albicans foi realizada através do método de Lowry (Lowry 1951). Para a
determinagio da concentracdo ideal de antigeno a ser utilizada nos ensaios de proliferagéo
celular e determinag@o de citocinas, uma curva dose-resposta foi realizada, com concentragfes
variando de 0,01 pg/ml a 0,5 png/ml, utilizando pacientes com histéria pregressa de candidiase
vaginal esporidica e controles que negavam histéria de infec¢do por esse fungo. A
concentragdo considerada ideal foi aquela capaz de induzir respostas nas mulheres com

candidiase esporadica e ndo induzir resposta nos controles negativos (0,05 pg/ml).

5.3 Teste cutineo de hipersensibilidade tardia

O teste cutdneo de hipersensibilidade foi realizado através da inoculag@o de 0,1 ml do
antigeno de C. albicans (lmg/ml) (BRL, RJ), na regido anterior do antebrago por via
intradérmica. O resultado foi obtido 48 horas apds a realizag@io do teste, sendo considerado

positivo quando a induragéo foi maior do que 5 mm.
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5.4 Teste de transformacdo bldstica

Células mononucleares do sangue periférico heparinizado foram obtidas através de
gradiente de centrifugagio com Ficoll-Hypaque. Apds lavadas trés vezes com salina as células
foram contadas e ajustadas para a concentragio de 1x10%ml e cultivadas em 200 ul de meio
RPMI 1640 com 10% de soro humano AB (GIBCO BRL, Grand Island, NY), 100 IU/ml de
penicilina e 100 pg/ml de estreptomicina por pogo de placas de microtitulagiio de 96 orificios
(Becton Dickinson, NJ, USA). As culturas de células foram mantidas sem estimulos ou
estimuladas com antigeno de Candida albicans (0,05 pg/ml), toxdide tetdnico (SLF/ml), PPD
(2 pg/ml), ou mitégeno pokeweed (PWM) na dilui¢Zo final de 1:100. Em algumas culturas
foram adicionados anticorpos monoclonais anti-IL-4, anti-IL-10 e isotipos controle
gentilmente cedidos pelo Dr. Coffman (DNAX Institute Palo Alto, CA) ou IL-12 humana
recombinante (R&D Systems, Minneapolis, MN) na concentragdo de 200 pg/ml. Apds S dias
de incubagdo a 37° C e 5% CO2, as culturas foram pulsadas com 3H-timidina (New England
Nuclear Research Products, Boston MA) na concentragio de 1uCi/pogo e incubadas
novamente por um periodo de 6 horas. As células foram entfio coletadas (PHD Cell Harvester;
Cambridge Technology Inc., Cambridge, MA), e processadas para determinagio da
incorporagdo de 3H-timidina através de cintilag@io liquida. Os resultados foram expressos em
contagem por minutos (cpm) ou em indice de estimula¢@o (IE) que corresponde a divisdo da

cpm de culturas estimuladas pela cpm de culturas néo estimuladas.

5.5 Determinagdo de citocinas

As células mononucleares do sangue periférico foram obtidas como descrito acima.
Apés lavadas trés vezes com PBS pH7,4 as células foram contadas e ajustadas para a
concentracdo de 3x10%ml em meio RPMI 1640 com 10% de soro humano AB (GIBCO BRL,

Grand Island, NY), 100 IU/ml de penicilina e 100 pg/ml de streptomicina. Aliquotas de 1 ml

18



foram colocadas em placas de 24 pogos (Becton Dickinson, NJ, USA). As culturas de células
foram mantidas sem estimulos ou estimuladas com antigeno de C. albicans (0,05 ug/ml),
antigeno de TT (5 LF/mil), PPD (10 ug/ml)e mitégeno PHA (10 ug/ml). Apés incubagdo por
48 horas a 37°C e a 5% CO2, os sobrenadantes foram coletados e estocados a -70° C. Os
niveis de IFN-y, IL-5 e IL-10 foram obtidos através da técnica de ELISA sanduiche,
utilizando-se “kits” comercialmente vendidos (IFN-y e IL-10) (R&D Systems) ou anticorpos
monoclonais (IL-5) (Duo-set Pharmingen, San Diego, CA) e os resultados foram expressos

em pg/ml, por interpolagdo numa curva padrdo com as citocinas recombinantes.

5.6 Dosagem de IgE

Para a dosagem de IgE nos soros de pacientes com candidiase vaginal recorrente
(n=20), foram utilizados soros controles de pacientes com candidiase esporadica (n=7) e soros
de controles de individuos do sexo masculino (n=4) sem histéria de candidiase cutinea.
Placas de poliestireno foram sensibilizadas com 40 ug/pogo do antigeno de C. albicans na
presenca de tampdo carbonato-bicarbonato pH 9,6. Os soros foram adicionados a cada pogo
(100 ul) na diluigdo de 1:50 em PBS com tween 20 a 0,05% e incubados durante a noite a
4°C. Para a deplegdo de IgG, os soros foram diluidos a 1:2 em PBS e tratados com “RF-
absorbent” (Dade Bhering, Germany), reconstituido em 1,5 ml de PBS, numa concentragéo de
1:2. Depois de centrifugados os soros foram adicionados & placa (100 ul/pogo) e incubados a
4°C durante a noite. Anticorpos anti-IgE humana (produzidos em cabra) foram utilizados na
concentragdo de 1:100, 100 ul/po¢o. Apods 2 horas de incubagdo a’ temperatura ambiente,
anticorpos anti-IgG de cabra conjugado & peroxidase (1:1000, 100 ul/pogo) foram adicionados
a0s pogos e incubadas por 1 hora & temperatura ambiente. A placa foi revelada com

tetramethilbenzidine (ICN Biomadical.inc, Ohio) e H280s foi utilizado para parar a reago.
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5.7 Andlise estatistica

Para a comparagio das respostas linfoproliferativas, produgdo de IFN-y, IL-5 e IL-10
e produgdo de IgE entre os grupos de pacientes com infecgdio recorrente por C. albicans e o
grupo controle foi realizado o teste de Mann-Whitney. Valores de a de 5% (p= 0.05) foram

considerados para significancia estatistica.

5.8 Consideragdes Eticas

Termos de consentimento foram obtidos de todas as pacientes e controles estudados,
apbs estes serem esclarecidos sobre os objetivos e procedimentos da pesquisa (Anexo 1). Este
projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital Universitério Professor

Edgar Santos da Universidade Federal da Bahia.
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VI RESULTADOS

Das 20 pacientes com candidiase vaginal recorrente, C. albicans foi a espécie
identificada como o agente causador em todos os 10 isolados nos quais foram realizados
testes para a tipagem da espécie de Candida. Todas as pacientes apresentaram auséncia ou
baixa reatividade ao teste cutdneo de hipersensibilidade tardia a antigeno de Candida, com
induragdo menor que 5 mm. A idade, a duragio da doenga e a produgdo de IFN-y em resposta
ao antigeno de C. albicans e 4 PHA das células mononucleares de 20 pacientes com
candidiase vaginal recorrente estudadas estdio mostradas na Tabela 1. Todas as pacientes
encontravam-se em idade reprodutiva, variando entre 24 e 42 anos com média de 32 * 6 anos.
O tempo de doenga foi de 6 + 4 anos, variando entre 2 a 14 anos. A produgédo de IFN-y em
culturas nio estimuladas foi ausente em 19 pacientes sendo a média e o desvio padrdo de 3 +
2 pg/ml. Células mononucleares de todas as pacientes produziram IFN-y quando estimuladas
com PHA com variagdo de 1884 a 3358 pg/ml. A média e desvio padrio dos niveis de IFN-y
nessas culturas foi de 2094 *+ 545 pg/ml. Diferente das culturas estimuladas com PHA, a
maioria das culturas de células de pacientes com candidiase vaginal recorrente secretaram
baixos niveis de IFN-y quando estimutadas com antigeno de C. albicans. A produgdo de IFN-
y em 19 pacientes variou de 0 a 1132 pg/ml com média e desvio padrdio de 144 + 329 pg/ml.
Auséncia de produgdio de IFN-y foi observada em 8 pacientes, baixa produgéio foi observada

em 9 pacientes e apenas 2 pacientes produziram niveis elevados de IFN-y.
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Tabela 1. Idade, duragdo de doenga e concentragdo de IFN-y de pacientes com

candidiase vaginal recorrente.

# Paciente idade Duracéo da IFN-y (pg/ml)
Doenga (anos) Meio  C. albicans PHA

1 30 02 0 0 2150
2 39 02 0 2901
3 30 02 0 75 NR *
4 39 03 0 0 1448
5 37 03 0 0 1662
6 25 03 0 148 2288
7 25 05 18 1132 1572
8 42 05 0 0 3358
9 26 06 39 997 1673
10 24 06 0 58 1700
11 29 10 0 0 2214
12 3z 18 0 175 1997
13 32 14 0 0 1766
14 26 08 NR NR NR
15 41 05 NR NR NR
16 35 02 21 49 1391
17 46 01 0 10 NR
18 32 02 0 9 NR
19 30 06 0 0 NR
20 - 50 05 Q 12 NR

NR — N&o realizado
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Resposta linfoproliferativa

A resposta linfoproliferativa especifica para os antigenos de C. albicans, PPD e TT e
para o mitégeno PWM, representada em IE, foi realizada em 9 pacientes com candidiase
vaginal recorrente. O PPD e o TT foram utilizados como controle no sentido de comparar a
proliferagdo linfocitaria de culturas estimuladas com antigeno de C. albicans com outros
antigenos. O PPD foi escothido em virtude da vacinagfio com BCG ser amplamente realizada
em recém nascidos e o TT pelo fato de que a maioria das pessoas ser vacinada com toxéide
tetdnico. O PWM foi escolhido por estimular proliferagio em células humanas,
principalmente linfocitos T, e pelo fato de que o periodo de incubagdo (5 dias) ser 0 mesmo
que foi utilizado para os trés antigenos. Nas culturas nfo estimuladas a média e o desvio
padrfio da resposta linfoproliferativa foi 932 + 1317 cpm. Alta incorporagéo de timidina foram
observados nas culturas de células mononucleares em sete pacientes nos quais as células
foram estimuladas com o mitégeno PWM. A média e o desvio padrdo das cpm destas culturas
foi 29381 + 8479 cpni A resposta linfoproliferativa em culturas de células estimuladas com
antigeno de C. albicans foi baixa em todas as 9 pacientes com candidiase vaginal recorrente
(1239 + 861 cpm). Os niveis de IFN-y foram baixos ou ausentes em 5 das 7 pacientes nas
quais a avaliagdo desta citocina foi realizada. O indice de estimulagdo de culturas estimuladas
com antigeno de C. albicans, PPD, TT e PWM estfo representados no gréfico 1. Indices de
estimulagfo mais elevados (p<0,05) foram observados quando PPD (IE=4,5) ou TT (IE=32)
foram utilizados como estimulo nas culturas destas pacientes, em comparagdo com culturas
estimuladas com antigeno de C. albicans (IE=1,3). Estes resultados demonstram que, a
despeito de uma auséncia ou baixa resposta linfoproliferativa frente ao antigeno de C.

albicans, linfocitos destas pacientes proliferam quando estimulados com PPD e TT.
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Figura 1. Resposta linfoproliferativa de pacientes com candidiase vaginal

recorrente.

As culturas de células mononucleares do sangue periférico (CMSP) de 9 pacientes
com candidiase vaginal recorrente foram estimuladas com antigeno de C. albicans
(0,05pg/ml), derivado protéico purificado do Mycobacterium tuberculosis (PPD) (10ug/ml),
toxoide tetdnico (TT) (5 LF/ml) ou mitdégeno pokeweed (PWM). Os resultados estéo
expressos em indice de estimulagfio (cpm de culturas estimuladas / cpm de culturas ndo

estimuladas).
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Avalia¢do da produgdo de IFN-y

O IFN-y é uma das principais citocinas produzidas por células T e devido a sua
capacidade de ativar neutréfilos e macrofagos esta citocina tem participagdo nos mecanismos

de defesa contra C. albicans.

A avaliagdo da produgdo de IFN-y, realizada em sobrenadantes de culturas de 18
pacientes com candidiase vaginal recorrente e 7 controles com candidiase vaginal esporédica,
¢ mostrada na Figura 2. A média dos niveis de IFN-y em culturas de CMSP ndo estimuladas
de pacientes com candidiase vaginal recorrente e de pacientes com candidiase vaginal
esporadica foi 4 + 2 pg/ml e 3 + 2 pg/ml, respectivamente. Enquanto produgdo elevada de
[FN-y (353 + 248 pg/ml) foram detectados nos sobrenadantes de CMSP das mulheres com
candidiase vaginal esporadica, estimuladas com antigeno de C. albicans a produgdo de IFN-y
foi muito variavel e predominantemente baixa com média e desvio padrdo de 148 + 338 pg/ml
nos sobrenadantes de culturas de CMSP das mutheres estimuladas com antigeno de C.
albicans com candidiase vaginal esporadica. Houve uma diferenga estatisticamente
significante p = 0,0466, Mann Whitney, quando os valores de IFN-y observados em culturas
de pacientes com candidiase vaginal recorrente foram comparados com os observados em

mulheres com candidiase vaginal esporadica.
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Figura 2. Concentragdo de IFN-y em pacientes com candidiase vaginal

recorrente (n= 18) e mulheres com candidiase vaginal esporadica (n= 5).

A concentragio de IFN-y foi avaliada através da dosagem desta citocina em CMSP
estimuladas com antigeno de C. albicans (0,05ug/ml) através da técnica de ELISA sanduiche.
Os resultados estdo expressos em pg/ml por interpolagdo numa curva padrio com IFN-y

recombinante.
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Auséncia de resposta a C. albicans é antigeno especifica

As concentragdes de IFN-y para os antigenos de C. albicans, PPD e TT estdo
representados na figura 3. Nesse ensaio o nivel de IFN-y nas culturas nfo estimuladas foi de
17 £ 10 pg/ml. As concentragdes de IFN-y nas culturas de CMSP estimuladas corﬁ antigeno
de C. albicans foi de 168 * 367 pg/ml com variagio de 0 a 1132 pg/ml Nestes experimentos
as culturas de pacientes com candidiase vaginal recorrente apresentaram concentragdes de
IFN-y mais altos do que a populagdo total de pacientes com candidiase vaginal recorrente do
estudo. Esta ocorréncia deveu-se ao fato de que das 9 pacientes deste experimento 2
produziram altas concentrag8es de IFN-y, 4 baixos niveis de IFN-y e apenas 3 com auséncia
de produgdo desta citocina. A concentragdo de IFN-y em culturas estimuladas com PPD foi de
739 + 730 pg/ml com variagdo de 92 a 2026 pg/ml. O grande desvio padrdo observado deveu-
se ao fato de que culturas de trés pacientes ndo responderam ou apresentaram respostas muito
baixas a estimulagdo com PPD. A concentracio de IFN-y em culturas estimuladas com TT foi
de 1085 * 472 pg/ml, com variagdo de 645 a 1649 pg/ml. Houve diferenga estatisticamente
significante (P<0.001) quando os valores c_ie IFN-y observados em culturas estimuladas com

PPD ou TT foram comparadas com os encontrados em culturas estimuladas com antigeno de

C. albicans. Figura 3.
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Figura 3. Imunodeficiéncia especifica para o antigeno de C. albicans.

Avaliagdo das concentragdes de IFN-y em sobrenadantes de células mononucleares do
sangue periférico de 9 pacientes com candidiase vaginal recorrente estimuladas com antigeno
de C. albicans (0,05 ug/mi), derivado protéico purificado do Mycobacterium tuberculosis

(PPD) (10pg/mi) e toxdide tetanico (TT) (SLF/ml). Os resultados estdo expressos em pg/ml.

28



Perfil de Citocinas

Com a finalidade de determinar o perfil de citocinas secretadas por células
mononucleares de pacientes com candidiase vaginal recorrente apds estimulagdo com
antigeno de C. albicans, a determinagdo das concentragdes de IFN-y, IL-5 e IL-10 foi
realizada em sobrenadantes de culturas de 13 pacientes com candidiase vaginal recorrente. O
IFN-y e a IL-5 foram escothidos por ser o IFN-y uma citocina representante de padrdo tipo 1 e
a IL-5 uma representante da ativagdo de células Th2. A IL-10 ¢ também uma citocina tipo 2
mas sua escolha deveu-se ao fato de ser a IL-10 uma das mais importantes citocinas
moduladoras da resposta imune. A média e desvio padrfio dos niveis de IFN-y, IL-5 e IL-10
em culturas estimuladas com antigeno de C. albicans esta representada na figura 4. A
produgdo de IFN-y, IL-5 e IL-10 em culturas ndo estimuladas de pacientes com candidiase
vaginal recorrente foi respectivamente 5 + 2 pg/ml, 3 £ 1 pg/ml e 4 + 2 pg/ml. A média e o
desvio padrdo da produgdio de IFN-y em culturas estimuladas com antigeno de C. albicans
(0,05 pg/ml) destas pacientes variou de 0 al132 pg/mt (médiai desvio padrido = 198 * 389
pg/ml). Das 13 pacientes avaliadas, apenas duas delas apresentaram altas concentragbes de
IFN-y, quatro apresentaram baixos niveis de IFN-y e sete tinham concentragdes ndo
detectdveis desta citocina. Todas as pacientes com candidiase vaginal recorrente estudadas
apresentaram baixa resposta imune do tipo 2 ap6s estimulo com antigeno de C. albicans (0,05
pg/ml). A média e desvio padrio da produgéio de IL-5 e IL-10 ap6s estimulo com antigeno de

C. albicans foi de 39 + 60 pg/ml e 16 + 32 pg/ml, respectivamente.
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Figura 4. Concentragdes de citocinas (IFN-y, IL-5 e IL-10) em sobrenadante de
cultura de células pacientes com candidiase vaginal recorrente estimuladas com

antigeno de C. albicans.

As concentragdes de citocinas (IFN-y, IL-5 e IL-10) nos sobrenadantes de CMSP estimuladas
com antigeno de C. albicans (0,05 pg/ml) de 13 pacientes com candidiase vaginal recorrente

foram dosados através da técnica de ELISA sandwich. Os resultados estdo expressos em

pg/ml.
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Tentativa de modulagdo da resposta imune através da neutralizagdo ou adi¢do

de citocinas.

Com a finalidade de verificar se a baixa resposta linfoproliferativa observada em
culturas de pacientes com candidiase vaginal recorrente poderia ser aumentada com a
neutralizagdo de citocinas tipo 2, anticorpos monoclonais anti-IL-4 (200 pg/ml) ou anti-IL-10
(200 pg/ml) e isotipos controles foram adicionados as culturas de células mononucleares de
quatro pacientes com candidiase vaginal recorrente estimuladas com antigeno de C. albicans.
A despeito da auséncia de evidéncia de uma forte resposta tipo 2 nestes pacientes, os
experimentos de neutralizagfo foram realizados em virtude do papel importante de IL-4 e de
[L-10 como moduladores da resposta imune. A média e o desvio padrdo da resposta
linfoproliferativa em culturas nfio estimuladas foi 369 + 321 cpm. A resposta
linfoproliferativa ao antigeno de C. albicans foi de 889 + 339 com IE de 5 + 8. Esta resposta
aumentou significativamente apds a adi¢do de anticorpo monoclonal anti-IL-10, tendo em
média 3421 + 1908 cpm (IE = 20 + 11). Em todos os quatro pacientes cujas células foram
testadas, a neutralizagio de IL-10 aumentou a resposta linfoproliferativa. A adi¢fio de
anticorpo monoclonal anti-IL-4 ou de isotipos controles ndo restaurou significativamente a
reposta linfoproliferativa de culturas estimuladas com antigeno de C. albicans (1682 + 971
cpm; IE = 8 £13) (Figura 5). Os is6tipos controles também n#o alteraram a resposta observada
em culturas estimuladas com o antigeno de C. albicans. Estes experimentos demonstram a

participagdo da IL-10 mais nfio da IL-4 na imunopatogénese da candidiase vaginal recorrente.
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Figura 5. Tentativa de restauragdo da resposta linfoproliferativa de pacientes
com candidiase vaginal recorrente pela neutralizagdo das citocinas IL-4 e IL10

com anticorpos monoclonais.

As culturas de CMSP de quatro pacientes com candidiase vaginal recorrente foram
estimuladas com antigeno de C albicans (0,05ug/ml) (Ag) em presenga ou auséncia de
anticorpos monoclonais anti-IL-4 (Ag + alL4) e anti-IL-10 (200 pg/ml) (Ag + aIL-10). Os
resultados est3o expressos em indice de estimulagio (cpm de culturas estimuladas / cpm de

culturas ndo estimuladas).
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Na tentativa de restaurar a produgdo de IFN-y “'in vitro”’ em pacientes com candidiase
vaginal recorrente, anticorpos monoclonais anti-IL4 (200 pg/ml) ou anti-IL10 (200 pg/ml)
foram adicionados as culturas de CMSP de 7 pacientes com candidiase vaginal recorrente
estimuladas com antigeno de C. albicans. No presente experimento as concentragdes de IFN-y
em culturas n8o estimuladas foi de 5 £ 2 pg/ml. As concentragdes de IFN-y em culturas de
pacientes estimuladas apenas com antigeno de C. albicans foi de 64 = 70 pg/ml. Apéds a
adigio de anticorpo monoclonal anti-IL4 as concentragdes de IFN-y foram de 100 + 81 pg/ml,
nio sendo assim a modula¢io de IL-4 capaz de restaurar a resposta imune tipo Thl nestas
pacientes. A neutralizag@io da IL-10, no entanto foi capaz de aumentar em 11 vezes a secregio

de IFN-y, elevando o nivel desta citocina para 750 * 753 pg/ml (Figura 6).
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Figura 6. Efeito da neutraliza¢do de IL-4 ou IL-10 na produgéo de IFN-y

Concentragdes de IFN-y em sobrenadantes de culturas de CMSP de pacientes com
candidiase vaginal recorrente (n = 7) estimuladas com antigeno de C. albicans (0,05 pg/ml)
isoladamente ou em presenga dos anticorpos monoclonais anti-IL-4 ou anti-IL-10 (200

pg/ml). Os resultados estdo expressos em pg/ml.

34



Como 0s experimentos com anticorpos monoclonais anti-IL-10 mostraram uma
importante participagdo desta citocina na imunosupressdo observada na candidiase vaginal
recorrente, foi avaliada a capacidade da IL-10 em suprimir a produgdo de IFN-y em mulheres
com candidiase vaginal esporadica. Para a realiza¢do deste experimento, IL-10 recombinante
humana (10 pg/ml) foi adicionada as culturas de células de cinco mulheres com candidiase
vaginal esporadica estimuladas com antigeno de C. albicans (0,05 pg/ml). Os concentragbes
de IFN-y em culturas de células néo estimuladas foi de 10 + 5 pg/ml. A produgio de IFN-y em
culturas de células mononucleares estimuladas com antigeno de C. albicans foi de 334 + 182
pg/mi. Apds a adigdo de IL-10 recombinante humana a produgéo de IFN-y diminuiu para 10 +

10 pg/ml.
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Figura 7. Efeito da adigdo de IL-10 as culturas de CMSP de mulheres com

candidiase vaginal esporadica estimuladas com antigeno de C. albicans

Concentrages de IFN-y em sobrenadantes de culturas de CMSP de mulheres com
candidiase vaginal esporadica (n = 5) estimuladas com antigeno de C. albicans (0,05 pg/ml)

isoladamente ou em presenga de IL-10 recombinante humana (20 pg/ml). Os resultados estdo

expressos em pg/ml.
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A TL-12 ¢ a principal citocina envolvida na derivagdo da resposta ThO para Thl. Com
a finalidade de determinar se a adi¢iio exdgena desta citocina poderia restaurar a produggo de
IFN-y em pacientes com candidiase vaginal recorrente, IL.-12 recombinante humana (40
ng/ml) foi adicionada as culturas de CMSP estimuladas com antigeno de C. albicans (0,05
pg/ml) de 9 pacientes com pacientes com candidiase vaginal recorrente. A produgéo de IFN-y
nos sobrenadantes de CMSP ndo estimuladas foi de 0 pg/ml. A adi¢do de IL-12 as culturas de
células ndo estimuladas ndo aumentou a produg¢do de IFN-y (0 pg/ml). No grafico 8 sfo
mostrados a média e desvio padrio da produgdo de IFN-y de culturas estimuladas com
antigeno de C. albicans na auséncia e na presenga de IL-12. As concentragdes de IFN-y em
culturas estimuladas com antigeno de C. albicans foi de 9 + 30 pg/ml. Apds a adigdo de IL-
12 recombinante humana a produgdo de IFN-Y nas culturas estimuladas com antigeno de C.
albicans aumentou para 342 + 605 pg/ml. Houve uma diferenga estatisticamente significante
(p=0,0004) quando foi feita a comparago entre culturas com presen¢a de IL-12 e culturas
com aﬁséncia de IL-12. A adigfo de [L-12 recombinante humana as culturas estimuladas com
antigeno de C. albicans humana foi capaz de restaurar a produg@io IFN-y em todas as
pacientes com um aumento que variou de 9 a 224 vezes. Em média a adi¢dio de IL-12

aumentou a producdo de IFN-y em 38 vezes.
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Figura 7. Efeito da IL-12 recombinante humana na produgdo de IFN-y

IL-12 recombinante humana (40 ng/ml) foi adicionada as culturas de CMSP
estimuladas com antigeno de C. albicans (0,05 pg/mi) de 9 pacientes com candidfase vaginal
recorrente. IFN-y foi dosado no sobrenadante destas culturas através da técnica de ELISA de

sanduiche € os resultados expressos em pg/ml através de interpolagdo em uma curva com

IFN-y recombinante.
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Dosagem de IgE

Devido a associagdo entre candidiase vaginal recorrente e resposta alérgica
compartimentalizada, (Witkin 1989) foi realizada a dosagem de IgE de 21 pacientes com
candidiase vaginal recorrente e cinco mulheres com candidiase vaginal esporadica, afim de
comparar os niveis desta imunogjobulina no soro destas pacientes. Para a determinagfo do
“cut off ** foram utilizados soros de 5 homens sadios. 19 pacientes com candidiase vaginal
recorrente apresentaram niveis de IgE sérica especifica para o antigeno de Candida acima do
“cutoff ', e apenas 2 pacientes tiveram niveis de IgE abaixo do ‘‘cut off . A meédia dos
niveis de IgE sérica especifica para o antigeno de C. albicans em pacientes com candidiase
vaginal recorrente foi de DO= 0,1843. Ndo houve diferenca significante entre niveis de IgE
sérica das pacientes com candidiase vaginal recorrente em relagdo as mulheres com
candidiase vaginal esporadica. A média dos niveis de IgE sérica especifica para o antigeno de

C. albicans em pacientes com candidiase vaginal recorrente foi de DO= 0,1740. Figura 9.
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Figura 9. Nivéis séricos de IgE em pacientes com candidiase vaginal recorrente

e controles com candidiase vaginal esporadica.

Os niveis séricos de IgE especifica para o antigeno de C. albicans em pacientes com
candidiase vaginal recorrente (n= 19) e mulheres com candidiase vaginal esporéadica (n= 5)
foram dosados através da técnica de ELISA. Os soros foram previamente depletados de IgG
utilizando-se '*RF-absorbent’” e incubados em placas contendo antigeno de C. albicans.
Anticorpos  anti-IgE  humana foram adicionados e a reagdo revelada com
tertramethilbenzidine, sendo a densidade Optica medida a 450 nm. O “‘cut off ”* representa a
média + 2 desvios padrdes da DO a 450 nm doé valores de IgE no soro de 5 homens sadios
sem histéria de candidiase. As barras representam as medianas das produgdes de IgE de cada

grupo.
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DISCUSSAO

A candidiase vaginal recorrente é uma doenga com alta prevaléncia, de distribui¢fo
mundial ¢ devido 4 auséncia de resposta ao tratamento ou recidiva logo apds ao término
desse, a cura das pacientes é sem divida um desafio para a ciéncia. No presente estudo a
resposta imune celular e humoral de pacientes com candidiase vaginal recorrente foi
caracterizada e foi avaliado o papel de citocinas e de antagonistas de citocinas em modular a
resposta imunoldgica nessas pacientes.

Participam dos mecanismos de defesa contra a C. albicans a resposta imune inata
mediada principalmente por neutréfilos, a resposta imune mediada por células, onde ha
participagdo principalmente de células T CD4 e a resposta imune humoral através dos
anticorpos da classe IgA e IgG (Rogers 1980 Ferrante 1979 Kagaya 1981 Yamamura 1977).
Evidéncias indiretas sugerem que a resposta imune mediada por células é o principal
mecanismo de defesa contra fungos, desde que individuos com doengas que causam
deficiéncia da imunidade celular, tém dificuldade em se livrar destes microrganismos (Macher
1988). Embora a deficiéncia da resposta imune celular seja considerada teoricamente o
principal mecanismo envolvido na patogénese da candidiase vaginal recorrente, resultados
contraditérios tanto em relagdo a resposta linfoproliferativa como em relagdo a produgio de
citocinas tem sido reportados em pacientes com candidiase vaginal recorrente. Em estudos
com mulheres as quais apresentavam esta doenga, presenga ou auséncia tanto da resposta
linfoproliferativa a antigenos de C. albicans, como produgfo de citocinas tipo 1 tem sido
documentada (Fidel 1993, Fong 1992). Fatores que contribuem para esta discrepéncia incluem
a fase da doenga em que foi realizado o estudo imunolégico, o tipo de antigeno utilizado e a
natureza do material (sangue periférico ou fluido vaginal) usado para avaliar a resposta imune

(Lilic 1996). Incapacidade de resposta ao teste de hipersensibilidade tardia ao antigeno de
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Candida tem sido mostrada nas pacientes com candidiase vaginal recorrente pelo menos
durante os episodios da doenga (Syverson 1979, Fong 1992, Fidel 1993). No presente estudo
todas as pacientes com candidiase vaginal recorrente apresentaram teste intradérmico de
hipersensbilidade tardia negativo, indicando uma deficiéncia da resposta imune celular "in
vivo" ao antigeno de Candida. Adicionalmente, a auséncia de resposta linfoproliferativa de
todas as sete pacientes com candidiase vaginal recorrente testadas indica a ocorréncia de uma
imunosupressio especifica para o antigeno de C. albicans, desde que foram observados altos
indices de respostas linfoproliferativas quando células mononucleares destas pacientes foram
estimuladas com PPD, toxéide tetdnico ou o mitégeno “pokeweed”. Estes dados estfio em
concordancia com outros estudos publicados anteriormente (Witkin 1986, Witkin 1986,
Hobbs 1977), que também mostram uma diminui¢io da resposta linfoproliferativa em
pacientes com candidiase vaginal recorrente.

Um dos mecanismos propostos para explicar a auséncia de resposta linfoproliferativa
nestas pacientes € através da agfo da histamina, liberada por basofilos, a qual induz a
produgdo de PGE2 (Witkin 1991). A PGE2 é um produto do metabolismo do A4cido
aracddnico com reconhecido efeito anti-linfoproliferativo (Snijdewint 1993, Goodwin 1983).
A possibilidade de que macrofagos, por mecanismos ndo explicados, ou pela produgio de
prostaglandinas, estejam envolvidos na modulagfio da resposta imune mediada por células tem
sido sugerido, desde que a remog¢do de mondcitos de culturas de células mononucleares
estimuladas com antigeno de Candida aumentou a resposta linfoproliferativa de mulheres
sadias (Kalo-Klein 1991).

Alguns fatores internos ou externos sdo ditos capazes de influenciar na resposta imune
das pacientes com candidiase vaginal: a fase do ciclo menstrual e a natureza do antigeno
utilizado nos experimentos sfo dois desses. Neste aspecto, poucos estudos, muitas vezes

contraditorios, tem sido publicados a respeito da imunopatogénese da candidiase vaginal
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recorrente. Alguns trabalhos sugerem que a fase folicular do ciclo menstrual (dias 1 a 15) ou a
fase lutea (dias 16 a 30) podem influenciar na resposta imunolégica devido as altas
concentragdes de estrdgeno ou progesterona respectivamente. Existern, evidéncias de que os
altos niveis de progesterona secretados na fase litea sdo capazes de suprimir em cerca de 30%
a resposta linfoproliferativa (Kalo-Klein 1991). Essa diminui¢do da resposta linfoproliferativa
seria mediada pela sintese de PGE2 e inibi¢do da sintese de IL-1 por mondcitos. Contudo,
contradizendo estes dados, em estudo avaliando a resposta imune de pacientes com candidiase
vaginal, a supressdo da produgdo de IFN-y e resposta linfoproliferativa para o antigeno de
Candida e PPD foi observada na fase folicular ¢ ndo na fase lutea do ciclo menstrual
(Corrigan 1998). No presente estudo, apenas duas pacientes apresentaram altos niveis de IFN-
v. Embora nfo tenha sido questionada a fase do ciclo menstrual das pacientes, seria atipico
que apenas essas duas se encontrassem em fase do ciclo menstrual diferente das demais
pacientes. Além do mais, essas duas pacientes apresentaram baixos indices de linproliferagdo
para o antigeno de C. albicans. Adicionalmente, as pacientes com candidiase vaginal
esporadica que n3o foram questionadas acerca do periodo do ciclo que se encontravam,
apresentaram altos niveis de IFIN-y em resposta ao antigeno de C. albicans. Considerando que
a fase do ciclo menstrual represente um aspécto importante com relagdo a magnitude da
resposta imune, as alteragdes dependentes deste fator ndo devem ser antigeno especifica,
esperando-se desta maneira que anormalidades da resposta imune a outros antigenos e a
mitégenos pudessem se observadas de acordo com a fase do ciclo menstrual. A documentacgdo
de uma resposta imune normal contra outros antigenos e a PHA nestas pacientes ndo ddo
suporte 2 hipdtese de que a fase do ciclo menstrual interfere de modo siginificativo nos
resultados observados nas culturas estimuladas com antigeno de C. albicans.

Outro fator que poderia inﬂuenciaf a resposta imune dessas pacientes € o tipo de

antigeno utilizado nos ensaios (Fisher1977, Lee 1986). Infelizmente até o momento nio
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dispomos de antigenos padronizados para avaliagdo da resposta imune nfo s6 de C. albicans
como de outros agentes causadores de doengas infecciosas. Na superficie da Candida existe a
presenca de polissacarideos capazes de suprimir a resposta imune celular. O antigeno
utilizado em nosso estudo foi uma fragio solivel da C. albicans semelhante ao utilizado por
Lilic (Lilic 1996). Naquele trabalho Lilic mostra um aumento da produgfio de IFN-y em
pacientes com candidiase vaginal recorrente em resposta a este antigeno. O nosso preparado
antigénico foi capaz de induzir altos niveis de IFN-y em duas das pacientes com candidiase
vaginal recorrente e em mulheres com candidiase vaginal esporédica apds estimulo com
antigeno de C. albicans, afastando a possibilidade deste antigeno ter sido o responsivel pela
imunossupressdo encontrada nessas pacientes.

Uma outra via que poderia explicar a imunossupressdo observada em pacientes com
candidiase vaginal recorrente seria a presenga de uma resposta predominante tipo 2, com
produgdo de IL-4 ou IL-10. Dando suporte a esta hip6tese, estudos em modelos experimentais
de candidiase tem mostrado que, enquanto camundongos resistentes a infecgfio por C.
albicans apresentam uma resposta tipo 1, animais susceptiveis apresentam uma resposta tipo
2 (Rommani 1992). Apesar da maioria dos trabalhos realizados em seres humanos apontarem
para uma deficiéncia da resposta imune celular em pacientes com candidiase vaginal
recorrente, alguns estudos mostram expressdo forte de citocinas tipo 1 em resposta ao
antigeno de Candida se comparada com controles sadios (Fidel 1993, Fidel 1998). No
presente estudo, a produgfio de IFN-y nas culturas de células mononucleares de mulheres com
candidiase vaginal esporadica estimuladas com antigeno de C. albicans foi significativamente
maior do que nas pacientes com candidiase vaginal recorrente. A documentagdo de uma
imunossupressdo especifica para o antigeno de C. albicans foi reforgada pelos altos niveis de
IFN-y encontrados em sobrenadantes de culturas de células mononucleares estimuladas com

PPD, tétanus toxdide ou fitohemaglutinina, ao contrario da baixa ou auséncia de produgdo de
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IFN-y nas culturas estimuladas com antigeno de C. albicans nas pacientes com candidiase
vaginal recorrente. Embora néo tenha sido observado que as pacientes com candidiase vaginal
recorrente produzissem citocinas tipo 2 em concentragSes elevadas, a possibilidade de que
esta incapacidade de documentar estas citocinas pudesse ser explicada pela rapida capitagio
destas por células, levou-nos a avaliar se a neutralizagdo de IL-4 e de IL-10 poderia interferir
na resposta ao antigeno de C. albicans. A forte expressdo de IL-4 e baixa produgdo de [FN-y
em modelos experimentais de leishmaniose em infec¢fio causada pela L. major tem enfatizado
o papel da IL-4 em modular negativamente a resposta tipo 1 (Scott 1988). No presente estudo,
presenca de IL-4 ndo foi demonstrada em sobrenadantes de culturas, mas a neutralizagdio
desta citocina com utilizagdo de anticorpos monoclonais nfo restaurou a produgfo de IFN-y,
Os achados no presente estudo de que a' IL-4 ndo exerce papel importante na imunidade
contra a candidiase vaginal recorrente, desde quando a sua neutralizagdo in vitro nfo foi capaz
de restaurar a resposta linfoproliferativa e a produgdo de IFN-y, é sustentada pelo fato de que
a IL-4 pode ter um papel benéfico em determinado momento da doenga, como demonstrado
em ammais resistentes e susceptiveis 4 toxoplasmose (Suzuki 1996) e em modelo
experimental de candidiase vaginal (Mencancci 1998). Uma outra especulagio para justificar
a incapacidade do anticorpo monoclonal anti-IL-4 de modular a resposta imune, seria pela
dificuldade do acesso dos anticorpos a IL-4, pelo fato da liberagdo desta citocina ser feita em
intimo contato com a membrana celular (Kupfer 1994). Enquanto a neutralizagdo da IL-4 nio
aumnentou a resposta imune in vitro ao antigeno de C. albicans, estes experimentos mostraram
uma participagdo da IL-10 na supress@o da resposta linfoproliferativa e produgéo de IFN-y na
candidiase vaginal recorrente, desde que estas respostas foram observadas com a adigdo de
anticorpo monoclonal anti-IL10 nas culturas de CMSP estimuladas com antigeno de C.
albicans destas pacientes. Por outro lado, a adigdo de rhIL-10 em culturas de células de

mulheres com candidiase vaginal esporddica estimuladas com antigeno de C. albicans
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diminuiu significativamente a produgdo de IFN-y. A IL-10 é uma citocina regulatéria
secretada por macrofagos, células CD4+ Th2 e linfécitos B e estd envolvida na
imunomodula¢do tanto da resposta imune inata como da resposta adaptativa. A IL-10 inibe a
secregio de citocinas por macrofagos e linfocitos (de Waal Malefty 1991, Fiorentino 1991,
Oswald 1992), inibe a produgdo de TNF-o. em culturas de células estimuladas com LPS e
reduz a mortalidade de camundongos no modelo experimental de choque séptico induzido por
LPS (Howard 1993). A nivel da resposta imune adaptativa, a IL-10 tem sido a principal
citocina no homem em induzir depressdo de resposta Thl (Carvalho 1994, Aralijo 1996). A
nivel da fase efetora da resposta imune, também é evidenciado o papel da IL-10 em modular a
resposta imune, desde que ela induz uma diminui¢8o da atividade microbicida de macréfagos
(Bogdan 1991). Embora em modelos experimentais de doengas causadas por agentes
intracelulares énfase tém sido dada ao papel da IL-4 de inibir a resposta tipo 1 (Sher 1992,
Liew 1991), no homem, a IL-10 parece ser a principal citocina responsavel pela modulagéo da
resposta Thl. Na leishmaniose visceral, na esquistossomose e na leishmaniose cutanea recente
tem sido documentado que a produgio de IFN-y pode ser restaurada através da neutralizagfo
daIL-10 in vitro (Carvalho 1994, Arafjo 1996, Rocha 1999). Por outro lado a adigfio de IL-
10 suprime a produgg@o de IFN-y em culturas de CMSP de individuos curados de leishmaniose
visceral (Carvalho 1994). Tem sido também documentado de que os mecanismos de ativagio
linfocitaria e macrofagica através da secrecdo de IL-1B e as vias microbicidas do macréfago
dependentes de 6xido nitrico envolvidos na morte da Candida e outros patégenos como o
Schistosoma mansoni sdo diminuidos ap6s adigdo de IL-10 as culturas de células (Cenci 1993,
Gazzinelli 1992). Embora a neutralizagdo da IL-10 ter aumentado a resposta linfoproliferativa
e a produgdo de IFN-y, o nivel desta citocina foi baixo nas pacientes com candidiase vaginal
recorrente. Estes dados, contudo, sdo concordantes com estudos na leishmaniose e na

esquistossomose, onde apesar de IL-10 nfio ser muito elevada em sobrenadantes de culturas, a
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neutralizagdo desta citocina tem efeito restaurador da produgdo de IFN-y e na resposta
linfoproliferativa (Carvaltho 1995, Aratjo 1996), sugerindo que esta citocina possa estar sendo
captada rapidamente pelas células e por isso ndo estar sendo detectada no sobrenadante. Por
outro lado, a IL-10 ¢ uma citocina que auto regula a sua produgio (de Waal Malefyt 1991).
Neste caso, a dosagem desta citocina em sobrenadantes pode nfo ser relacionada com os
efeitos produzidos pela mesma.

A IL-12 é a principal citocina envolvida na derivagdo da resposta imune ThO para o
perfil Thl. A IL-12 ¢ produzida principalmente por macréfagos e tem sua sintese aumentada
apés a ligagio de moléculas co-estimulatorias CD40 e CD40L expressas em células
apresentadoras de antigeno e em celulas T respectivamente (Hsieh 1993, Macatonia 1993,
Seder 1993, Chatelain 1992). Além do seu papel em derivar a resposta para Thl, a IL-12 age
a nivel de células NK aumentando a citotoxicidade natural e a sintese de IFN-y por estas
células. A adiglio “‘in vitro’’ de IL-12 a culturas de células de pacientes com leishmaniose
visceral (Bacellar 1996) e de pacientes com leishmaniose cutdnea recente (Almeida 1986)
aumentou a resposta linfoproliferativa e produgdo de IFN-y. No presente estudo a adigio da
thiL-12 as culturas estimuladas com o antigeno de C. albicans aumentou a produggo de IFN-y
em todas culturas de células de pacientes as quais esta citocina foi adicionado. Desde que a
adigfio de IL-12 em culturas ndo estimuladas ndo aumentou a produgéo de IFN-y, & possivel
que o efeito da IL-12 tenha sido a nivel de células ThO, as quais, na presen¢a de IL-12 ¢
antigeno de C. albicans, foram induzidas a se diferenciar em Thl. Como foi documentado que
a adicdo de IL-12 e a neutralizagfio da IL—lO aumentam a resposta imune celular in vitro
nestas pacientes, € possivel que a auséncia de produgfio de IL-12 esteja relacionada com
produgio exacerbada de IL-10, que modularia negativamente a produgdo de citocinas por
macrofagos (de Waal Malefty 1991, Fiorentino 1991, Oswald 1992). Considerando que niveis

elevados de IL-10 ndo foram encontrados em sobrenadantes de culturas de pacientes com

47



candidiase vaginal recorrente, experimentos futuros devem ser realizados afim de avaliar a
expressdo de mRNA desta citocina em células mononucleares destas pacientes. Em outras
doengas tem sido mostrado que, a despeito da IL-10 ndo ser documentada em niveis elevados
em sobrenadantes de culturas, existe uma forte express@o de RNAm desta citocina (Carvalho
1994).

A participag@o de anticorpos da classe IgG e IgA na neutralizagfo in vitro da Candida
foi observada em estudos prévios (Rogers 1980). A importancia da resposta imune humoral in
vivo no controle da infecgdo por Candida € questionada, desde que ndo h4a maior
susceptibilidade a infec¢fio por este fungo em individuos com anormalidades congénitas ou
adquiridas de linfocitos B. Anticorpos sdo entretanto produzidos durante as infecgSes por
Candida. Niveis elevados de IgG e de IgA tem sido observados em pacientes com candidiase
oral (Epstein 1984). Estudos isolados tem também mostrado a presen¢a de anticorpos da
classe IgE em pacientes com candidiase vaginal recorrente (Witkin 1989). Embora a IgE
participe do processo inflamatorio, esta imunoglobulina estd principalmente relacionada com
a hipersensibilidde imediata. Presenga de IgE e eosindfilos no fluido vaginal de pacientes com
candidiase vaginal recorrente tem sido documentada (Witkin 1989), e pode explicar o quadro
clinico de prurido, edema e hiperemia nas pacientes com candidiase vaginal recorrente (Sobel
1990), além de trazer alguns questionamentos acerca do papel da histamina, promovendo a
indugdo de prostaglandinas, em reduzir a resposta tipo 1 ou mesmo a possibilidade de que
uma resposta '‘alérgica’ propicie um ambiente predominantemente Th2, contribuindo para
suprimir a resposta Thl & Candida. No presente estudo, a dosagem de IgE no soro mostrou
que 90% das pacientes com candidiase vaginal recorrente possuem niveis acima do **cutoff’”’
dessa imunoglobulina, a nivel sistémico. Embora nfio ter havido diferenga significativa entre
niveis de IgE em pacientes com candidiase vaginal recorrente em relagdio a mulheres com

candidiase vaginal esporadica, nfdo ¢ descartada a hipétese de que a IgE participe da
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imunopatogénese da candidiase vaginal recorrente. Esta area de estudo precisa ser melhor
abordada, através da andlise da resposta imune compartimentalizada a nivel vaginal. Resposta
imune compartimentalizada tem sido demonstrada na tuberculose (Arruda 1998) e na
leishmaniose (Pirmez 1990), situagdes nas quais a resposta imunolégica a nivel de liquido
pleural e na pele, respectivamente, é diferente daquela observada no sangue periférico.

Em resumo, o presente estudo mostra que pacientes com candidiase vaginal recorrente
apresentam uma supressdo da resposta imune celular caracterizada por baixa ou auséncia de
proliferagdo linfocitaria e produgdo de IFN-y em resposta ao antigeno de C. albicans. Os
niveis elevados de IgE anti-antigeno de C. albicans e o fato da neutralizagfio de IL-10 levar a
aumentar a produgdo de IFN-y e a resposta linfoproliferativa sfo indicadores de que a
resposta tipo 2 ocorre nestas pacientes e que a IL~10 estd suprimindo a resposta Thl protetora.
Embora a IL-10 tenha a capacidade de modular a resposta imune negativamente em diversos
niveis, ¢ provavel que a modulagfio mais importante desta citocina seja na sintese IL-12.
Desta forma, a IL-10 e a IL-12 se destacam como importantes citocinas na resposta imune da
candidiase vaginal recorrente. A observacdo de que pacientes com candidiase vaginal
recorrente apresentam anormalidades na resposta imune celular contribui para o
conhecimento da patogénese desta doenga e abre perspectivas para a realizagdo de

imunoterapia visando o desenvolvimento de uma resposta imune celular eficaz.
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SUMARIO DE RESULTADOS

Pacientes com candidiase vaginal recorrente apresentam uma deficiéncia da
resposta linfoproliferativa e da produgéio de IFN~y especifica para o antigeno de C.
albicans.

Diferente de pacientes com candidiase vaginal recorrente, mulheres com
candidiase vaginal esporddica apresentam altos niveis de IFN-y em sobrenadantes
de culturas estimulados com antigeno de C. albicans.

A neutralizagdo, da IL-10, mas ndo de IL-4, com anticorpos monoclonais, foi
capaz de restaurar a produgfio de IFN-y em pacientes com candidiase vaginal
recorrente.

A adi¢dio de IL-12 as culturas de pacientes com candidiase vaginal recorrente
aumentou a produ¢do de IFN-y nas culturas estimuladas com antigeno de C.
albicans.

Tanto as pacientes com candidiase vaginal recorrente como com candidiase
vaginal esporadica apresentam altos niveis de IgE sérica Candida-especifica, ndo

havendo diferenga significativa entre os grupos estudados.
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CONCLUSOES

A deficiéncia da resposta linfoproliferativa ¢ da produgio de IFN-y especificas
para o antigeno de C. albicans de pacientes com candidiase vaginal recorrente
indicam que estas alteragdes da resposta imune partiéipam da patogénese da
candidiase vaginal recorrente.

Nzo foi documentado a importéncia da IL-4 na supresséo da resposta imune na
candidiase vaginal recorrente desde que a adig@o de anticorpo monoclonal anti-IL-
4 n3o foi capaz de aumentar a produgio IFN-y.

A IL-10 desempenha um papel importante na modulagio da resposta imune na
candidiase vaginal recorrente desde que a sua neutralizagdo aumenta a produgéo de
IFN-y e resposta linfoproliferativa em culturas estimuladas com antigeno de C.
albicans.

A 1L-12 mostrou ser uma importante citocina na regulagdo da resposta imune de
pacientes com candidiase vaginal recorrente, desde que, a sua adigdo as culturas

estimladas com antigeno de C. albicans restaurou a produgéo de IFN-y.
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Basic and clinical immunology

Downregulation of IFN-y production in
patients with recurrent vaginal

candidiasis

Lucas P. Carvalho, BSc, Olivia Bacellar, PhD, Nilma Neves, MD,
Amélia R. de Jesus, MD, PhD, and Edgar M. Carvatho, MD, PhD Salvador, Brazil

Background: Recurrent vaginal candidiasis (RVC) is an
important health problem with unknown pathogenesis.
Although impairment of the T-cell response is associated with
persistent or recurrent candidiasis, data on immunologic
responses in patients with RVC are controversial.

Objectives: To evaluate the T-cell response in patients with
RVC and the ability of cytokines and cytokine antagonists to
modulate IFN-y production in cultures stimulated with Candi-
da albicans antigens.

Methods: Participants in the study included 13 patients with
RVC and 7 control women with sporadic candidiasis.
Cytokines were determined by ELISA in supernatants of
mononuclear cells with C albicans, purified protein derivative,
or tetanus toxoid antigen.

Results: IFN-y production was absent or low in 11 of 13 women
(84.6%) with RVC. Absent or low IFN-y production was specif-
ic to C albicans antigens (189 + 389 pg/mL), because high IFN-y
levels were found in cultures stimulated with purified protein
derivative (739 = 774 pg/mL) or tetanus toxoid antigens (1085 +
546 pg/mL). Monoclonal antibody anti-IL-10 enhanced IFN-y
levels (750 + 753 pg/mL), and IL-10 suppressed this cytokine
production in patients with sporadic candidiasis.

Conclusions: Mononuclear cells from patients with RVC stim-
ulated with C albicans antigen have low or absent IFN-y pro-
duction, IL-10 plays an important role in downregulation of
the T-cell response in these patients. (J Allergy Clin Immunol
2002;109:102-5.) ;

Key words: Recurrent vaginal candidiasis, cytokines, immune reg-
ulation

Recurrent vaginal candidiasis (RVC) is an important
health problem and has been observed in up to 5% of
women who have vulvovaginal infection caused by Can-
dida species.!Z Although several species of Candida can
cause disease in humans, RVC is predominantly associ-
ated with Candida albicans.3-5 Several factors such as
use of antibiotics, pregnancy, uncontrolled diabetes mel-
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litus, and use of estrogens are associated with develop-
ment of candidiasis. Additionally, it has been shown that
impairment of cell-mediated immunity and neutrophil
dysfunction can increase susceptibility to C albicans
infection.b In experimental models of candidiasis, CD4+
T (Ty! or Ty2) cells have been determined to play a cen-
tral role in the outcome of infection.”? Protection corre-
lates with the occurrence of Tyl-type respoases,d?
whereas Ty;2-like responses are associated with disease
exacerbation and pathology.!0.1! Evidence for the role of
human T-cell responses in the control of candidiasis
includes high frequency and severity of this fungal infec-
tion in patients with HIV infection!213 and documenta-
tion of an impaired cell-mediated immune response in
patients with mucocutaneous candidiasis.!#-16 In spite of
the strong association between severe candidiasis and an
abnormal Tyl-type immune response, the pathogenesis
of RVC is not well established. Although absent or low
lymphoproliferative responses to C albicans antigen
have been noted,17-19 similar levels of [L-2 and IFN-y
have been detected in women with RVC and control
patients with sporadic candidiasis.?® Additionally,
expression of Tyl cytokines has been documented in
cells recovered from vaginal fluid in patients with
RVC.2! Other studies of patients with RVC have docu-
mented increased levels of C albicans—specific IgE in
vaginal fluid,?2 as well as an association between respi-
ratory allergies and vaginitis.23-25 The aims of this study
were to characterize the cytokine profile in the super-
natant of mononuclear cells obtained from patients with
RVC and stimulated with C albicans antigens and to
determine the ability of IL-4 and IL-10 to modulate T-
cell immunologic responses to C albicans antigen.

METHODS
Subjects

Participants in this study included 13 women who were referred
to the immunology service of Hospital Universitério Professor
Edgard Santos because of recurrence of vaginal candidiasis despite



TABLE 1. Age, duration of illness, and levels of IFN-y in 13 women with recurrent vaginal candidiasis in cultures stimu-

lated with C albicans antigen or PHA

Levels of IFN-y {pg/mL)

Patient Na. Age {y) Duration of disease (y) Media C albicans PHA
1 30 2 0 0 2150
2 39 2 0 0 2901
3 30 2 0 75 ND
4 39 3 0 0 1448
5 37 3 0 0 1662
6 25 3 0 148 2288
7 25 5 18 1132 1572
8 42 5 0 0 3358
9 26 [ 39 997 1673
10 24 6 0 58 1700
Il 29 10 0 0 2214
12 32 13 0 175 1997
13 32 14 o 0 1766
ND, Not done.

antimycotic therapy. The diagnosis of candidiasis was based on
identification of Candida organisms on cytologic examination. In
the 7 patients for whom the Candida species was characterized, C
albicans was the causal ageat. All the patients had negative serolo-
gy to HIV infection, and none had diabetes or renal or liver failure.
Control patients were 7 women with sporadic candidiasis. These
patients had no history of vulvovaginal candidiasis and no evidence
of C albicans infection during a I-year follow-up period. The study
followed the guidelines of the ethical committee of the Hospital
Universitdrio Professor Edgard Santos, and informed consent was
obtained from all patients.

C albicans antigen preparation

C albicans isolate from a patient with RYC was cultured in
Sabouraud’s media. The cultures were centrifuged at 3000g for 30
minutes, and the pellet was washed 3 times with PBS. The pellet was
resuspended in 0.5 sodium hydroxide and then frozen (~70°C) and
thawed at 37°C about 20 times. After the suspension was centrifuged
at 3000g for 30 minutes, the supemnatant was collected and the pH
was adjusted to 7.3. The protein content was determined by using the
method of Lowry et al 26

Delayed-type hypersensibility response

Intradermal skin testing was performed by inoculation with 0.1
mL of C albicans antigen (Alergofar, Rio de Janeiro, Brazil) on the
forearm. The responses were evaluated after 48 hours, and results
were considered positive when induration was greater than 5 mm.

Cell culture and cytokine assay

PBMCs were isolated from heparin-treated venous blood by
Ficoll-Hypaque gradient centrifugation (LSM; Organon Teknika
Corporation, Durham, NC). After PBMCs were washed 3 times in
0.9% sodium chloride, they were resuspended in RPMI-1640 culture
medium (Gibco BRL, Grand Island, NY)} supplemented with 10%
human AB serum, 100 IU/mL penicillin, and 100 pg/mL strepto-
mycin. Cells were adjusted to 3 x 106 cells/mL, put in 24-well plates,
and stimulated with C albicans antigen (0.05 pg/mL), tetanus toxoid
(TT) (5 LF/mL), purified protein derivative (PPD) (2 pg/mL), or
PHA in a final dilution of 1:100. In the cultures of PBMCs from
some of these patients, monoclonal antibodies anti-IL~4 and anti-IL-
10 or isotype controls (kindly provided by Dr Coffman, DNAX
Institute, Palo Alto, Calif) were added in a concentration of 200
pg/mL. n a few cultures of PBMCs obtained from women with spo-
radic candidiasis and stimulated with C albicans antigen, recombi-

nant human IL-10 was added (200 ng/mL). After incubation for 72
hours at 37°C in an atmosphere of 5% CO,, supernatants were col-
lected and stored at —70° C. The levels of IL-5, 1L-10, and [FN-y
were measured by an ELISA (R&D Systems, Minneapolis, Minn)
sandwich method, and the results are expressed as picograms per
millimeter.

Statistical analysis

The statistical comparisons were performed by using the Mann-
Whitney U test.

RESULTS

The age, duration of illness, and the IFN-y production in
cultures stimulated with C albicans antigen and PHA for
the patients studied are shown in Table I. The age of the
patients ranged from 24 to 42 years (32 = 6 years); the
median illness duration was 5 years (range, 2-14 years).
Although high levels of IFN-y (526 + 329 pg/mL) were
observed in the supematants of lymphocyte cultures
obtained from women with sporadic candidiasis and stim-
ulated with C albicans antigen, absent or low production of
IFN-y was observed in 11 of 13 women (84.6%) with RVC.
However, high levels of IFN-y were observed in the cul-
tures of all 12 patients with RVC whose cells were stimu-
lated with PHA (2094 * 545 pg/mL). Results of intrader-
mal skin tests with C albicans antigen were negative in all
patients with RVC and positive in 5 of 7 patients with spo-
radic candidiasis. The immunosuppression observed in
patients with RVC was specific to C albicans antigens,
because cells from these patients secreted high levels of
IFN-y when stimulated with PPD or TT (Fig 1). The pro-
duction of IFN-y in lymphocyte cultures from patients with
RVC when stimulated with PPD was 739 +774 pg/mL, and
when stimulated with TT, 1085 + 546 pg/mL. These values
were higher (P < .05) than those observed in cultures stim-
ulated with C albicans antigen (198 + 389 pg/mL).

Levels of IL-5 and IL-10 were measured in super-
natants of lymphocyte culture to evaluate the possibility
that the decrease in IFN-y production was related to a
strong Ty2-like immune response. Low levels of both IL-
5 (39 + 60 pg/mL) and IL-10 (16 + 32 pg/mL) were detect-
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FIG 1. Levels of IFN-y in supernatants of PBMCs from patients with
RVC stimulated with C albicans {n = 13), PPD (n =9}, andTT {n =
4). Data represent mean and SD of IFN-y production in cultures

stimulated with C albicans antigen {0.05 pg/mL), PPD (2 ug/ml}, or
TT (5 LE/mL}.
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FIG 2. Cytokine profile in patients with RVC {n = 13} and control
patients (n = 7). Data represent mean and SO of IFN-y, iL-5, and IL-
10 production in supernatants of PBMCs stimulated with C albi-
cans antigen {0.05 ug/mi).
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FIG 3. Evaluation of the ability of monoclonal antibodies against
Il-4 and IL-10 to restore IFN-y production in patients with RVC (n =
8). Cultures were stimulated with C albicans antigen (0.05 pg/mL)

in the absence or presence of monoclonal antibodies anti-IL-4
{200 pg/mL) and anti-l-10 (200 pug/mL}). Ag, Antigen.

ed in cultures stimulated with C albicans antigen (Fig 2).

Monoclonal antibodies anti-IL-4 and anti-IL-10 were
added to the cultures stimulated with C albicans antigens to
determine whether the inability to produce IFN-y in patients
with RVC was due to suppressive effects of regulatory
cytokines (Fig 3). IFN-y production in cultures of PBMCs
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from 6 women with RVC stimulated with C albicans anti-
gens was 64 + 70 pg/mL. Addition of monoclonal anti-IL-4
antibody had modest effects on IFN-y production (100 + 81
pg/mL). In contrast, neutralization of IL-10 enhanced IFN-
¥ production 10-fold (750 = 753 pg/mL). Although it was
variable, enhancement of IFN-y production after IL.-10 neu-
tralization was observed in all 6 patients. Isotype controls
had no effect on IFN-y production. IL-10 was added to lym-
phocyte cultures of patients with sporadic candidiasis to
evaluate this cytokine’s ability to downregulate the immune
response to C albicans antigen. The IFN-y levels after stim-
ulation with C albicans antigen were 353 x 248 pg/mL. but
were reduced significantly to 10 + 12 pg/mL after the addi-
tion of recombinant human IL-10 (200 pg/mL).

DISCUSSION

The main findings of this study are that the majority of
the women with RVC had an antigen-specific impairment
of IFN-y production and that neutralization of IL-10
enhanced the production of this cytokine. All patients
studied were young non-malnourished women without a
history of debilitating disease and with negative HIV
serology. We chose to evaluate IFN-y production because
this cytokine is produced by natural killer and Tyl cells
and is associated with a host defense mechanism against C
albicans.? Although there was great variability in levels of
IFN-y production, it was clear that in the majority of the
women with RVC, IFN-y production was absent or [ow.

Factors involved in the impairment of T-cell responses
to C albicans antigen include the nature of the antigen
preparation, the phase of the menstrual cycle during
which the evaluation is performed,?” increased synthesis
of PGE,,!7 and an imbalance in Tyl and Ty2 subpopula-
tions of cells. The antigen used was the same throughout
the study, and reproducibility of the results was docu-
mented. Additionally, although polysaccaridic antigens
may suppress the T-cell response,2829 our antigen was
prepared in such a way that it should predominantly con-
tain protein, and based on Lilic studies, it should induce
more IFN-y and lymphocyte proliferation.!4 Although we
did not inquire about the phase of the menstrual cycle,
this variable would not be expected to affect our results,
because the chance of being in the same phase of the men-
strual cycle would be equal for both groups of patients
(those with sporadic candidiasis and those with RVC).
High activity of Ty2 cells suppress IFN-y production,30
but because of the difficulty in detecting IL-4 in super-
natants of human lymphocyte cultures, IL-5 was used as
amarker of T2 activation. The observation in the present
study of low levels of IL-5 in supernatants of PBMCs
from these patients argues against the possibility that a
strong T2 response was involved in the downregulation
of IFN-y production. Although IL-10 levels were not ele-
vated, the effect of neutralization of this cytokine in IFN-
vy production was evident. The observation that anti-IL-10
antibody restores immune response in patients, in spite of
the very small amount of this cytokine in supernatants,
may be explained in two ways: (1) IL-10 can be used
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quickly by the cells and (2) IL-10 production can be
antoregulated.3! In such cases, the low levels of IL-10 did
not rule out that this cytokine had been produced in great
amounts. We have observed similar findings in patients
with visceral leishmaniasis32 and schistosomiasis.?3

Our data indicate that patients with RVC have an
immunosuppression specific to C albicans antigens,
because normal T-cell responses were documented in
cultures with unrelated antigens such as TT and PPD.
Considering that a predominant Ty2 response was not
observed, it is possible that the unresponsiveness to C
albicans antigen may be related to anergy and that IL-10
may play an important role in the modulation of the
immune response of these patients. IL-10, one of the
most important regulatory cytokines, decreases both
lymphocyte proliferation34 and cytokine secretion by
both macrophages and lymphocytes.30:35 The potential
role of IL-10 in the pathogenesis of infectious diseases
such as visceral leishmaniasis,32 schistosomiasis,3? and
diffuse cutaneous leishmaniasis36 has been documented.

Considering that downregulation of the Tyl-type
immune response was not observed in all patients with
RVC, the absence of IFN-y production and the downreg-
ulation mediated by IL-10 only may explain in part the
pathogenesis of RVC. It is possible that although a T-cell
response is observed in peripheral blood, an impairment
in T-cell function may occur in the vaginal fluid or vagi-
nal mucosa. Alternatively, it can not be ruled out that
other suppressor factors may act at the neutrophil and
macrophage levels, decreasing the killing of C albicans.

We thank Dr Robert L. Coffman (DNAX Institute, Palo Alto,
Calif} for providing the monoclonal antibody anti-human IL-4 and
anti- human IL-10. We also thank Elbe Myrtes de S. Silva for sec-
retarial assistance.
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