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RESUMO

BITTENCOURT, Rafaela de Souza. Avaliacdo da influéncia do estradiol sobre mecanismos da
resposta imunolégica em mondcitos/macrofagos induzidos por Gardnerella vaginalis. 2021, 105
p. Tese (Doutorado) — Instituto Multidisciplinar em Sadde, Universidade Federal da Bahia, Vitéria da
Conquista, 2021

Gardnerella vaginalis é uma bactéria comensal da microbiota vaginal e o principal agente da vaginose
bacteriana (VB), uma infeccdo vaginal estabelecida devido ao desequilibrio nesse ecossistema. A
patogénese da vaginose bacteriana ndo estd bem estabelecida, no entanto é considerada a principal
desordem vaginal que acomete mulheres em idade reprodutiva o que pode hipotetizar a influéncia dos
hormdnios sexuais femininos em sua patogénese. Objetivo: Avaliar a influéncia do 17p-estradiol (E2)
na resposta imunologica induzida por Gardnerella vaginalis em modelos in vitro de macréfagos
peritoneais murinos (MPMs) fémeas e mondécitos humanos do sangue periférico (hPMs) de mulheres,
com ou sem atividade ovariana fisioldgica. Metodologia: Realizado experimentos in vivo e in vitro.
Para os experimentos in vivo nos animais, foram realizados: peso corporal, indice uterino e dosagem
de estradiol e em humanos, foram realizados exames laboratoriais como hemograma, bioquimicos e
hormonais. Para 0s experimentos in vitro os macrdfagos peritoneais de fémeas BALB/C cirurgia
simulada (SHAM) ou ovariectomizadas (OVX) e os mondcitos humanos do sangue periférico (hPMs)
de mulheres em periodo fértil e menopausa foram subdivididos em trés grupos: células inoculadas com
G. vaginalis, células com salina estéril, ambas por 6 horas, e células pré-tratadas com 17p-Estradiol
(E2), por 6 horas, e inoculadas com G. vaginalis, também por 6 horas. Marcadores inflamatérios como:
citocinas GM-CSF, IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-12, IL-23, IL-27 e IL-10, nitritos totais, perdxido de
hidrogénio (H20.), foram mensurados em sobrenadante de cultura e a expressdo dos genes TLR-2,
NF-kB e ERa e ERB Além disso, uma curva de crescimento foi realizada em dois grupos. O grupo um,
apenas com G. vaginalis e o grupo dois, G. vaginalis com 17p-estradiol, durante um periodo de 24
horas. Resultados: Para a analise da curva de crescimento, pode ser constatada a atividade inibitéria
do E2 sobre a G. vaginalis. Para os experimentos em animais: In vivo, fémeas SHAMs apresentaram
maior peso uterino e maior concentracgdo de estradiol, enquanto fémeas OV X apresentaram maior peso
corporal. In vitro, a concentragdo das citocinas, IL-6, IL-8, IL-10 e os marcadores inflamatdrios,
nitritos totais e o peréxido de hidrogénio (H202), apresentaram niveis elevados em MPMs de fémeas
SHAM e OVX inoculadas com G. vaginalis quando comparados com salina estéril. Ao tratamento
com E2, os MPMs das fémeas OV X apresentaram maiores niveis de IL-10 e perdxido de hidrogénio
guando com parados com OVX sem tratamento. Entretanto, apenas o peroxido de hidrogénio se
equiparou aos MPMs das fémeas SHAM. Para as expressdes génicas de TLR-2, NF-kB e ERa e ER[}
resultado similar foi observado nos modelos SHAM e OVX entre infectados e salina estéril. As
comparacdes entre as células infectadas dos modelos SHAM, OVX e OVX tratados com E2 também
apresentaram maiores niveis de citocinas e marcadores inflamatorios e expressdes génicas para células
do modelo SHAM, com excec¢do apenas para expressdo do ERp. Para os experimentos em humanos:
In vivo, todos os sujeitos de pesquisa selecionados estavam saudaveis, porém foi observado
maior concentracdo de glicose, colesterol total, LDL e TGP nas mulheres na fase de
menopausa e maior concentragdo de leucécitos nas mulheres em periodo fértil. Para a
dosagem sérica dos hormdnios sexuais foi observado que mulheres em periodo fértil
apresentaram maiores concentragdes de 17B-estradiol e progesterona, enquanto as mulheres
na menopausa, concentracdes elevadas dos hormonios foliculo estimulante (FSH) e
luteinizante (LH). In vitro, os hPMs infectados com G. vaginalis de mulheres no periodo
reprodutivo e na menopausa apresentaram maiores niveis de nitritos totais, H2O- e citocinas
quando comparado com salina. Entretanto, os hPMs infectados de mulheres na menopausa
apresentaram maiores niveis de H-O. em comparagdo com hPMs de mulheres no periodo
reprodutivo. Em se tratando das citocinas as células tratadas com E2 ndo se equipararam as
com E2 enddgeno, exceto IL-10. Conclusdo: Aos experimentos em animais e humanos, em
relacdo a influéncia do E2 na resposta inflamatdria aguda ao desafio, in vitro, por G. vaginalis,
observa-se que 0 hormonio apresenta caracteristica imunomodulatéria, mas ndo podendo ser,



exclusivamente, definida como pr6 ou antiinflamatoria. Neste estudo, para o E2 endogeno,
todas as citocinas, marcadores inflamatorios e expressdes génicas apresentaram maiores
niveis, tanto em MPMs quanto para hPMs. Ao tratamento com E2, os MPMs de fémeas OV X
e hPMS de mulheres na menopausa apresentaram similaridade de resposta para os niveis de
IL-10 em relacdo as células com E2 enddgeno, indicando uma a¢do anti-inflamatoria. Porém,
0s genes de reconhecimento e desencadeamento de inflamacéo aguda também apresentaram
similaridade entre MPMs tratadas com E2 em relacéo as células com E2 ex6geno. Influéncias
fisioldgicas, como a progesterona enddgena, podem contribuir para que células apresentem
caracteristicas de resposta inflamatoria aguda, e o tratamento de células, exclusivamente com
E2, ndo tenha resultado em uma equiparacao de resposta de células com hormdnios sexuais
enddgenos. Entretanto, o E2 apresentou caracteristica bacteriostatica em relacao a proliferacdo
G. vaginalis, podendo este hormoénio modular fatores de viruléncia deste microrganismo,
assim, contribuindo para uma ausente ou discreta resposta imunoldgicas no curso da vaginose
bacteriana.

Palavras-chave: Estradiol, Gardnerella vaginalis, resposta inflamatoria



ABSTRACT

BITTENCOURT, Rafaela de Souza. Evaluation of the influence of estradiol on immune response
mechanisms in monocytes/macrophages induced by Gardnerella vaginalis. 2021, 105 p. Tese
(Doutorado) — Instituto Multidisciplinar em Salde, Universidade Federal da Bahia, Vitéria da
Conquista, 2021.

Gardnerella vaginalis is a commensal bacterium of the vaginal microbiota and the main agent of
bacterial vaginosis (BV), a vaginal infection established due to an imbalance in this ecosystem. The
pathogenesis of bacterial vaginosis is not well established; however, it is considered the main vaginal
disorder that affects women of reproductive age, which may hypothesize the influence of female sex
hormones in its pathogenesis. Objective: To evaluate the influence of 17p-estradiol (E2) on the
immune response induced by Gardnerella vaginalis in in vitro models of female murine peritoneal
macrophages (MPMs) and human peripheral blood monocytes (hPMs) from women, with or without
physiological ovarian activity. Methodology: in vivo and in vitro experiments were carried out. For the
in vivo experiments in animals, the following were performed: body weight, uterine index and estradiol
dosage; and in humans, laboratory tests such as blood count, biochemical and hormonal tests were
performed. For the in vitro experiments, peritoneal macrophages from BALB/C sham surgery (SHAM)
or ovariectomized (OVX) females and human peripheral blood monocytes (hPMs) from fertile and
menopausal women were subdivided into three groups: cells inoculated with G. vaginalis, cells with
sterile saline, both for 6 hours, and cells pretreated with 17p-Estradiol (E2), for 6 hours, and inoculated
with G. vaginalis, also for 6 hours. Inflammatory markers such as: cytokines GM-CSF, IL-1B, TNF-
a, IL-6, 1L-12, IL-23, IL-27 and IL-10, total nitrites, hydrogen peroxide (H202), were measured in
culture supernatant, and the expression of TLR-2, NF-kB and ERa and ERB genes. In addition, a
growth curve was performed in two groups. Group one, with only G. vaginalis and group two, G.
vaginalis with 17p-estradiol, for a period of 24 hours. Results: For the analysis of the growth curve,
the inhibitory activity of E2 on G. vaginalis can be verified. For animal experiments: In vivo, SHAM
females had higher uterine weight and higher estradiol concentration, while OV X females had higher
body weight. In vitro, the concentration of cytokines, IL-6, IL-8, IL-10 and inflammatory markers,
total nitrites and (H20>), showed high levels in MPMs of SHAM and OV X females inoculated with
G. vaginalis when compared to G. vaginalis with sterile saline. When treated with E2, the MPMs of
OVX females showed higher levels of IL-10 and hydrogen peroxide, when compared to untreated
OVX. However, only the hydrogen peroxide matched the MPMs of the SHAM females. Similar results
were observed for gene expressions of TLR-2, NF-kB and ERa and ERP in the SHAM and OVX
models between infected and sterile saline. Comparisons between infected cells from the SHAM, OV X
and OVX treated with E2 models also showed higher levels of cytokines and inflammatory markers
and gene expressions for cells from the SHAM model, with the exception only for the expression of
ERp. For the human experiments: In vivo, all selected research subjects were healthy, but a higher
concentration of glucose, total cholesterol, LDL and TGP was observed in menopausal women and a
higher concentration of leukocytes in women in their fertile period. For the serum dosage of sex
hormones, it was observed that women in the fertile period had higher concentrations of 17p3-estradiol
and progesterone, while women in menopause had high concentrations of follicle-stimulating (FSH)
and luteinizing (LH) hormones. In vitro, hPMs infected with G. vaginalis from women in the
reproductive period and menopause showed higher levels of total nitrites, H2O2 and cytokines when
compared to saline. However, infected hPMs from menopausal women had higher levels of H>O>
compared to hPMs from women in the reproductive period. With regard to cytokines, cells treated with
E2 did not match those with endogenous E2, except for IL-10. Conclusion: In animal and human
experiments, in relation to the influence of E2 on the acute inflammatory response to G.
vaginalis, it is observed that the hormone has an immunomodulatory characteristic, but it
cannot be exclusively defined as pro or anti-inflammatory. In this study, for endogenous E2,
all cytokines, inflammatory markers and gene expressions showed higher levels, both in
MPMs and hPMs. When treated with E2, MPMs from OVX females and hPMS from
menopausal women showed similar response for IL-10 levels in relation to cells with
endogenous E2, indicating an anti-inflammatory action. However, acute inflammation



recognition and triggering genes also showed similarity between MPMs treated with E2 and
cells with exogenous E2. Physiological influences, such as endogenous progesterone, may
contribute for cells to present characteristics of an acute inflammatory response, and the
treatment of cells, exclusively with E2, has not resulted in an equivalence of cell response
with endogenous sex hormones. However, E2 showed a bacteriostatic characteristic in relation
to G. vaginalis proliferation, and this hormone can modulate virulence factors of this
microorganism, thus contributing to an absent or discrete immune response in the course of
bacterial vaginosis.

Keywords: Estradiol, Gardnerella vaginalis, inflammatory response
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LISTAS DE ILUSTRACOES

O microbioma vaginal Adaptado MUHLEISEN, HERBST-
KRALOVETZ, 2016.

Curva de crescimento da G. vaginalis (UFC 108). G. vaginalis
reativo em BHI por 24 horas em estufa a 37°C com 5% de COa..
Curva Controle Positivo, G. vaginalis (ImL) em meio BHI
(100mL). Curva Tratamento (E2) G. vaginalis (ImL) em meio BHI
(100mL) + 17B-estradiol [10-7M] (5,25mL), mantidas a 37°C com
5% de COz por um periodo de zero a vinte e quatro horas (T0-T24).
(@) Leitura da absorbancia; (b) Contagem manual de coldnias. Os
dados séo expressos como media = DPM. ** p<0,01, ***p<0,001.

Avaliacédo da eficacia da ovariectomia. (a) Peso do utero corrigido
pelo peso corporal de camundongos fémeas SHAM e OVX. (b)
Dosagem de 17p-estradiol no soro das fémeas SHAM e OV X. (c)
Peso corporal de camundongos fémeas SHAM e OV X. Dados sdo
expressos como médiax DPM.*p<0,05, ***p<0,001.

Concentracdo de citocinas IL-6 (a) e (b), IL-8 (c) e (d), IL-10 (e) em
sobrenadante de cultura de MPMs (2x10°/mL) de fémeas SHAM e
OVX. MPMs inoculados com 10ul G. vaginalis (GV) (108 UFC),
grupos: (SHAM + GV) e (OVX + GV) ou 10ul salina estéril,
grupos: (SHAM + SALINA) e (OVX + SALINA). Todos os
experimentos foram relaziados pelo tempo de seis horas. Avaliacédo
realizada por ELISA. Dados sdo expressos como média = DPM.
*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001.

Concentragdo de citocinas IL-6 (a), I1L-8 (b) e IL-10 (c) no
sobrenadante de MPMs (2x10%/mL) de fémeas SHAM e OVX.
MPMs inoculados com 10ul G. vaginalis (GV) (108 UFC), por 6
horas, grupos: (SHAM + GV) e (OVX + GV). MPMs de fémeas
OVX pré-tratadas com 100ul 17B-estradiol (E2) (107 M), por 6
horas e inoculados 10ul G. vaginalis (GV), pelo tempo de seis
horas, grupo: (OVX + E2 + GV). Avaliagéo realizada por ELISA.
Dados sdo expressos como média + DPM. *p<0,05, **p<0,01 e
***p<0,001.

Concentracdo de nitritos totais (a) e (b) e peroxido de hidrogénio (c)
e (d) em sobrenadante de cultura de MPMs (2x10%/mL) de fémeas
SHAM e OVX. MPMs inoculados com 10ul G. vaginalis (GV) (108



Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.

UFC), grupos: (SHAM + GV) e (OVX + GV) ou 10yl salina estéril,
grupos: (SHAM + SALINA) e (OVX + SALINA). Todos os
experimentos foram realizados pelo tempo de seis horas. Avaliacao
realizada por reacdo de Griess para nitrito totais e Kits comerciais
para peroxido de hidrogénio. Dados sdo expressos como média +
DPM. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001.

Concentracao nitritos totais (a) e peréxido de hidrogénio (b) no
sobrenadante de MPMs (2x10°/mL) de fémeas SHAM e OVX.
MPMs inoculados com 10ul G. vaginalis (GV) (108 UFC), por 6
horas, grupos: (SHAM + GV) e (OVX + GV). MPMs de fémeas
OVX pré-tratadas com 100ul 17B-estradiol (E2) (107 M), por 6
horas e inoculados 10ul G. vaginalis (GV), todos pelo tempo de seis
horas, grupo: (OVX + E2 + GV). Avaliacéo realizada por reagéo de
Griess para nitrito totais e Kits comerciais para peroxido de
hidrogénio. Dados sdo expressos como média + DPM. *p<0,05,
**p<0,01 e ***p<0,001.

Expressdo génica relativa TLR2 (a) e (b) e NF-kB (c) e (d) em
MPMs de cultura celular (2x10°mL) de fémeas SHAM e OVX.
MPMs inoculados com 10ul G. vaginalis (GV) (108 UFC), grupos:
(SHAM + GV) e (OVX + GV) ou 10ul salina estéril, grupos:
(SHAM + SALINA) e (OVX + SALINA). Todos 0s experimentos
foram realizados pelo tempo de seis horas.Avaliacédo realizada por
RT-gPCR array. Dados sdo expressos como média + DPM.
*p<0,05, **p<0,01 e **p<0,001.

Expressdo génica relativa TLR2 (a) e NF-kB (b) em MPMs de
cultura celular (2x10%mL) de fémeas SHAM e OVX. MPMs
inoculados com 10ul G. vaginalis (GV) (108 UFC), por 6 horas,
grupos: (SHAM + GV) e (OVX + GV). MPMs de fémeas OV X pré-
tratadas com 100ul 17B-estradiol (E2) (107 M), por 6 horas e
inoculados 10ul G. vaginalis (GV), pelo tempo de seis horas, grupo:
(OVX + E2 + GV). Avaliacdo realizada por RT-gPCR array. Dados
sd0 expressos como média = DPM. *p<0,05 **p<0,01 e
***p<0,001.

Expressdo génica relativa ER-a (a) e (b) e ER-B (¢) e (d) em MPMs
de cultura celular (2x10%mL) de fémeas SHAM e OVX. MPMs
inoculados com 10p1 G. vaginalis (GV) (108 UFC), grupos: (SHAM
+ GV) e (OVX + GV) ou 10ul salina estéril, grupos: (SHAM +
SALINA) e (OVX + SALINA). Todos os experimentos foram
realizados pelo tempo de seis horas.Avaliacdo realizada por RT-



Figura 11.

Figura 12.

Figura 13.

Figura 14.

Figura 15.

gPCR array. Dados sdo expressos como média £ DPM. *p<0,05,
**p<0,01 e ***p<0,001.

Expresséo génica relativa ER-a (a) e ER-B (b) em MPMs de cultura
celular (2x10°/mL) de fémeas SHAM e OVX. MPMs inoculados
com 10ul G. vaginalis (GV) (108 UFC), por 6 horas, grupos:
(SHAM + GV) e (OVX + GV). MPMs de fémeas OV X preé-tratadas
com 100pul 17B-estradiol (E2) (10" M), por 6 horas e inoculados
10ul G. vaginalis (GV), pelo tempo de seis horas, grupo: (OVX +
E2 + GV). Avaliagcdo realizada por RT-gPCR array.Dados sé&o
expressos como média £ DPM. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001.

Concentracdo dos hormonios sexuais femininos entre mulheres na
fase reprodutiva e da pds-menopausa. (a) Concentracdo sérica de
estradiol (E2), (b) Concentracdo sérica de progesterona, (c)
Concentracdo sérica de FSH (Hormonio foliculo estimulante), (d)
Concentracdo sérica de LH (Horménio luteinizante). Os dados sdo
expressos como média £ DPM.** p <0,01. *** p <0,01

Concentracdo de citocinas GM-CSF (a), IL-1p (b), TNF-a (¢), IL-6
(d), IL-12 (e), 1L-23 (f), IL-27 (9) (0) e IL-10 (h) em sobrenadante
de cultura de hPMs (2x10%mL) de mulheres em periodo fértil.
hPMs inoculados com 10ul G. vaginalis (GV) (10® UFC), grupos:
(FERTIL + GV) ou 10ul salina estéril, grupos: (FERTIL +
SALINA). Todos os experimentos foram realizados pelo tempo de
seis horas. Avaliagédo realizada por ELISA. Dados s@o expressos
como média + DPM. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001.

Concentracdo de citocinas GM-CSF (a), IL-1p (b), TNF-a (¢), IL-6
(d), IL-12 (e), 1L-23 (f), IL-27 (9) (0) e IL-10 (h) em sobrenadante
de cultura de hPMs (2x10°mL) de mulheres em periodo da
menopausa. hPMs inoculados com 10ul G. vaginalis (GV) (108
UFC), grupos: (MENOPAUSA + GV) ou 10ul salina estéril,
grupos: (MENOPAUSAL + SALINA). Todos os experimentos
foram realizados pelo tempo de seis horas. Avaliacéo realizada por
ELISA. Dados sdo expressos como média + DPM. *p<0,05,
**p<0,01 e ***p<0,001.

Concentracdo de citocinas GM-CSF (a) IL-1p (b), TNF-a (c), IL-6
(d) 1L-12 (e), IL-23 (f), IL-27 (g) e IL-10 (h) no sobrenadante de
hPMs (2x10°/mL) de mulheres em periodo fértil e menopausa,
respectivamente. hPMs inoculados com 10pul G. vaginalis (GV) (108
UFC), por 6 horas, grupos: (FERTIL + GV) e (MENOPAUSA +
GV). hPMs de mulheres na menopausa pre-tratadas com 100ul 17p3-



Figura 16.

Figura 17.

estradiol (E2) (10" M), por 6 horas e inoculados 10ul G. vaginalis
(GV), pelo tempo de seis horas, grupo: (MENOPAUSA + E2 +
GV). Avaliacdo realizada por ELISA. Dados sdo expressos como
média + DPM. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001.

Concentracdo de nitritos totais (a) e (b) e peroxido de hidrogénio
(H202) (c) e (d) em sobrenadante de cultura de hPMs (2x10%/mL)
de mulheres em periodo fértil e menopausa. hPMs inoculados com
10ul G. vaginalis (GV) (108 UFC), grupos: (FERTIL + GV) e
(MENOPAUSA + GV) ou 10ul salina estéril, grupos: (FERTIL +
SALINA) e (MENOPAUSA + SALINA). Todos os experimentos
foram realizados pelo tempo de seis horas. Avaliagéo realizada por
reacdo de Griess para nitrito totais e Kits comerciais para peroxido
de hidrogénio. Dados sdo expressos como média £ DPM. *p<0,05,
**p<0,01 e ***p<0,001.

Concentracao nitritos totais (a) e peréxido de hidrogénio (H20.) (b)
no sobrenadante de hPMs (2x10°/mL) de mulheres em periodo fértil
e menopausa. hPMs inoculados com 10ul G. vaginalis (GV) (108
UFC), por 6 horas, grupos: (FERTIL + GV) e (MENOPAUSA +
GV). hPMs de mulheres na menopausa pre-tratadas com 100ul 17f3-
estradiol (E2) (10 M), por 6 horas e inoculados 10ul G. vaginalis
(GV), todos pelo tempo de seis horas, grupo: (MENOPAUSA + E2
+ GV). Avaliagéo realizada por reacdo de Griess para nitrito totais
e Kits comerciais para peroxido de hidrogénio. Dados sdo expressos
como média + DPM. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001
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1 INTRODUCAO

A microbiota vaginal é composta por diversos microrganismos complexos com
metabolismos interdependentes. E observado na literatura a descricdo de seis estados
comunitarios (CSTs) dos quais quatro predominam Lactobacillus spp. enquanto dois nao
contém um numero significativos, mas sim uma predominancia de bactérias anaerobicas que
podem ou ndo ser facultativos (PINES, 2015). Os estados comunitarios dominados por
Lactobacillus spp séo descritos como: CST — I (L. crispatus); CST-II (L. iners); CST-I11 (L.
gasseri) e CST-V (L. jenesenii). J& os ndo dominados pelos Lactobacillus spp tém uma
formacdo polimicrobiana, que incluem espécies dos géneros Gardnerella; Atopobium;
Molibuncus, Prevotella e outros Clostridiales e sdo descritos como, CST-IVa e CST-IVb ou
apenas CST-IV (GUATAM et al 2015).

A interacdo entre hospedeiro e as bactérias do ecossistema vaginal é dindmica e o
microbioma vaginal muda dramaticamente ao longo da vida da mulher em simultdneo com
caracteristicas hormonais e microanatémicas do epitélio vaginal. (MUHLEISEN, HERBST -
KRALOVETZ, 2016). No periodo pré-menopausa predomina o estado comunitario vaginal
saudavel (CST I, I, I E V) (SMITH, RAVEL, 2017), enquanto, durante a menopausa ocorre
a predominancia do estado comunitario CST-1V, microbiota caracteristica de mulheres
positivas para vaginose bacteriana. (MUHLEISEN, HERBST-KRALOVETZ, 2016).

O desequilibrio neste ecossistema pode causar diversas doengas, dentre essas a
vaginose bacteriana (VB) (DACTU, 2014). Um distarbio polimicrobiano caracterizado pela
reducdo da colonizacdo dos lactobacilli juntamente com o crescimento excessivo de varias
bactérias anaerobicas ou facultativas (BARUAH, 2014). O microrganismo mais relacionado
com o desenvolvimento da VB € a bactéria Gardnerella vaginalis. Bactéria gram-variavel,
sem a presenca de flagelo, com pili, anaerébica facultativa e com um grande poder de aderir
ao epitélio vaginal formando um biofilme chamado de clue cell, que serve como um apoio
para aderéncia para outras bactérias (CATLIN, 1992). G. vaginalis possui multiplos fatores
de viruléncia que podem desencadear desde a lise celular as alteracbes de mecanismos de
defesa do hospedeiro, e esses fatores podem ter varios papéis distintos na patogénese mediada
por essa bactéria. (CAUCI et al., 2002; CAUCI, 2004; GARCIA et al., 2019;
MOHAMMADZADEH et al., 2019).

A vaginolisina (VLY) é o fator de viruléncia de G. vaginalis mais extensivamente
estudado devido a sua natureza conservada dentro da espécie e sua associacdo com VB
(GARCIA et al., 2019; CASTRO et al., 2015). Outros fatores de viruléncias determinados na
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literatura sdo as enzimas hidroliticas sialidase e prolidase (CAUCI et al., 2002; CAUCI, 2004;
CASTRO et al., 2015). Com a estimulacdo microbiana inicia a cascata de sinalizacéo para G.
vaginalis, que podem ativar uma gama diversificada de receptores de reconhecimentos de
padrdes (RRPs), como o Toll -Like TLR2 (MARES et al 2008; MORRIL, GILBERT, LEWIS,
2020) e mediadores inflamatdrios sdo liberados conforme as caracteristicas microbioldgicas
vaginais (ANAHTAR et al., 2015; ROSE et al., 2012; SMITH; RAVEL, 2017). Niveis mais
elevados de citocinas pré-inflamatorias e fatores quimiotaticos séo comumente encontrados
nos estados comunitarios CST-IV em relagdo aos CST-I, II, Il e V (ROSE et al., 2012;
ANAHTAR et al., 2015). Contudo, ocorre uma contradi¢do entre 0 aumento dos niveis destas
moléculas e umas das principais caracteristicas da VB, uma resposta imune fraca ou
inexistente devido a atenuacao da cascata inflamatoria (CAUCI, 2004; LEWIS et al., 2012;
DATCU, 2014) SMITH, RAVEL, 2017). Varias hipoteses sdo levantadas em relacdo a
auséncia de resposta inflamatéria (LEWIS et al., 2013), no entanto, uma esta relacionada ao
fato de a G. vaginalis compor parte da microbiota vaginal (CAUCI et al., 2002; CAUCl et al.,
2004 CAUCI et al 2008) e outra aos fatores de viruléncia da bactéria que inibem fatores
quimiotaticos e a funcéo das células de defesa, suprimindo a cascata inflamatéria (ABRAAO,
1989; CAUCI et al., 2002; CAUCI et al., 2004 CAUCI et al 2008; MOHAMMADZADEH et
al., 2019).

O desenvolvimento dessa infeccdo é na maioria dos casos assintomatico, e quando
apresenta sintomatologia, esta pode ser na presenca de pouca ou total auséncia de resposta
inflamatéria (ABRAAO, 1989; GONDO et al, 2010), o que pode acarretar sérias
consequéncias, como complicagdes durante a gravidez, aborto, parto prematuro, assim como,
aumenta o risco de contrair infecgdes sexualmente transmissiveis (ISTs), incluindo o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) (HERRERO, DOMINGO, 2016). A vaginose bacteriana,
embora ndo seja considerada uma infeccdo sexualmente transmissivel, é altamente
relacionada com a atividade sexual (ZIRMMEMMANN et al., 2009; EREN et al., 2011;
SCHWEBKE et al., 2014). A presenga deste patogeno ja foi constatado na uretra masculina
e no fluido seminal, sugerindo-o como veiculo de transmissdao (ZIRMMEMMANN et al.,
2009). Entretanto, Schwebke e colaboraores (2014) observaram a transmisséo da G. vaginalis,
por via sexual, sem exposicao ao sémen, em casais heterossexuais. Por analogia, esta hipétese
é considerada devido a ocorréncia de vaginose bacteriana entre mulheres que mantém relagédo
sexual exclusivamente com mulheres, onde foi verificado que as parceiras sexuais

compartilhavam as mesmas cepas de G. vaginalis (EREN et al., 2011).
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No periodo reprodutivo, a prote¢do imunoldgica € atenuada no trato genital feminino
durante a fase secretora desses hormonios (WIRA et al., 2010). Esta atenuacdo otimiza as
condigdes de fertilizacdo, porém cria uma janela de vulnerabilidade para o desenvolvimento
de doencas (WIRA, RODRIGUEZ-GARCIA, PATEL, 2015). Em circunstancias normais,
ocorre uma harmonia entre os hormdnios sexuais e 0s mecanismos de defesa (SMITH e
RAVEL 2017). O equilibrio necessita proporcionar um ambiente que concilie papéis, muitas
vezes contraditério, de reproducdo, devido ao transito de espermatozoides exdgenos e o de
defesa, com a eliminagdo de patdgenos sexualmente transmissiveis, além de sustentar uma
populacdo de bactérias comensais que contribuem para manutencdo das suas funcGes
(LASSARTE et al., 2015). Na fase reprodutiva, a influéncia hormonal contribui para um perfil
e reposta adaptativa mais robusta do tipo Th2 (WIRA, RODRIGUEZ-GARCIA, PATEL,
2015). Porém, com o avango da idade e o estabelecimento da menopausa, a producdo dos
hormonios sexuais nos ovarios cessa, 0 que altera a predominancia da resposta do tipo Th2
para Thl. (GIEFIENG-KROLL etal., 2015). No geral, a imunossenescéncia exibe um nimero
reduzido de linfécitos totais e células B circulantes, enquanto ocorre um aumento das células
NK. Entre os hormoénios sexuais, 0 estrogénio, especialmente 17p-estradiol (E2), €
reconhecido na literatura por sua acdo anti-inflamatdria (VILLA et al., 2015). A modulagédo
imunoldgica ocorre por meio de receptores estrogénicos que Sdo expressos na maioria das
células do sistema inato e adaptativo, incluindo linfécitos T, B, neutréfilos, macréfagos,
células dendriticas (DC) e o natural killer (NK) (ACHILLES et al., 2018).

A VB é umas das causas mais comuns de infec¢do vaginal em mulheres sexualmente
ativas e em idade reprodutiva, fase em que ocorre 0s maiores niveis de horménios sexuais
(CASTRO et al., 2017). A patogénese da VB ndo esta bem estabelecida, sendo referida como
"um dos enigmas mais prevalentes no campo da medicina" (KENYON et al., 2013). Como,
por exemplo, uma em cada trés mulheres nos Estados Unidos, em fase de reproducéo, obteve
a prevaléncia da VB (SOPER, 2020), sugerido a possibilidade de os hormonios sexuais
femininos estarem envolvidos na sua patogénese (HOLMES et al., 1999; SCHWEBKE et al.,
2014).

Com estas observac0es, este estudo tem como hipdtese compreender a influéncia do
17pB-estradiol na patogénese desta doenca. Para tanto, foi realizado experimentos com
monacitos/macrdfagos, in vitro, para analisar a influéncia o 17f-estradiol na modulag¢do da
reposta imunoldgica contra Gardnerella vaginalis entre grupos com atividade estrogénica
fisioldgica e grupos com esta atividade estrogénica suprimida com e sem tratamento

hormonal.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Microbiota vaginal

A microbiota vaginal € composta por inimeros microrganismos e sofre modificaces
a medida em que se altera a fisiologia feminina (GUATAM et al 2015). E observado na
literatura a descricdo de seis estados comunitarios (CSTs) dos quais quatro predominam
Lactobacillus spp e dois com uma predominancia de bactérias anaerdbicas que podem ou nao
ser facultativo (PINES, 2015). Os estados comunitarios dominados por Lactobacillus séo
descritos como: CST — I (L. crispatus); CST-1I (L. iners); CST-III (L. gasseri) e CST-V (L.
jenesenii). Para os que ndo sdo dominados pelos Lactobacilli tém uma formacéo
polimocrobiana, que incluem espécies dos géneros Gardnerella; Atopobium; Molibuncus,
Prevotella e outros Clostridiales e séo descritos como, CST-1Va e CST-IVb ou apenas CST-
IV (GUATAM et al 2015; SMITH, RAVEL, 2017).

A interacdo entre hospedeiro e as bactérias do ecossistema vaginal é dindmica e o
microbioma vaginal muda dramaticamente ao longo da vida da mulher em simultaneo com
caracteristicas hormonais e microanatémicas do epitélio vaginal (MUHLEISEN, HERBST -
KRALOVETZ, 2016). Os tipos exatos de bactérias ndo foram semelhantes em mulheres na
pré-menopausa e na perimenopausa, em comparacdo com as mulheres na p6s-menopausa
(PINES, 2015). As mulheres na puberdade produzem pouco estrégeno, o que resulta em
baixos niveis de glicogénio, alta diversidade microbiana e alto pH vaginal. O epitélio vaginal,
antes da puberdade, é escamoso delgado e estratificado (anucleado nas camadas superiores) e
coberto com uma fina camada de muco (MUHLEISEN, HERBST-KRALOVETZ, 2016).
Apos a puberdade, no estado pré-menopausa, as mulheres estdo produzindo altos niveis de
estrageno, resultando em mais depositos de glicogénio nas células epiteliais e glicogénio livre
disponivel para Lactobacillus spp, desta forma, predominam estado comunitario vaginal
saudavel (CST I, II, Il E V) (SMITH, RAVEL, 2017). Na fase pré-menopausa, o epitélio
vaginal € mais espesso e coberto por uma espessa camada de muco (MUHLEISEN, HERBST -
KRALOVETZ, 2016).

Durante os anos, referente a menopausa, com a queda nos niveis de estrdgeno,
hipoestrogenismo e diminui¢do do glicogénio o epitélio vaginal se assemelha ao estagio preé-
puberdade com menos camadas e uma camada de muco mais fino. Em alguns casos, isso leva
ao esgotamento de Lactobacillus spp. e um aumento em diversas espécies microbianas e

estado comunitario (CST 1V), que tem maior associacdo com sintomas vaginais que se
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manifestam como atrofia vaginal, secura e dispareunia. I1sso contrasta com as mulheres
assintomaticas que sdo mais propensas a ter Lactobacillus spp vaginal e podem estar em
terapia de reposicdo hormonal (TRH) sistémica ou tdpica com um moderado nivel de
estrogeno e glicogénio (MUHLEISEN, HERBST-KRALOVETZ, 2016; PINES, 2015).

Pré-puberdade Pré-menopausa Pés-menopausa
Sintomatica . Assintomitica
+  Terapia - TRH

Fino epitélio vaginal Espesso epitélio vaginal Rompido ou mais fino  Fino epitelio vaginal

itélio vaginal Fina camada de muco

i Espessa camada de muco o Pt & .
g“f” cam’adg dj P Alg)s niveis de estrogénio Fina camada de muco ~ Moderados niveis de

R s estrogﬁer_uos s strogen Baixos niveis de estrogento
Baixos niveis de gicogénio = g Al BIER C2 ghagato= estrogénio Moderados niveis de
Baixos Lactobacillus spp i/;lt.os Jiiqctob_c;:ci;llus spp . Baixos niveis de gicogénio = B

aixa diversidade microbiana .

Alta diversidade micobiana Baixo ok vaginal gicogénio= Moderados Laciobacillus
Alto pH vaginal alxo pil vagma Baixos Lactobacillus

S0
spp i Baixa diversidade
! microbiana
! Baixo H Vaginal

Figura. 1. O microbioma vaginal - Antes da puberdade (painel esquerdo), as fémeas produzem
pouco estrogénio, o que resulta em baixos niveis de glicogénio, alta diversidade microbiana e alto pH
vaginal. O epitélio vaginal anterior a puberdade é um epitélio escamoso estratificado delgado
(anucleado nas camadas superiores) e coberto por uma fina camada de muco. Apés a puberdade no
estado pré-menopausa (painel intermediario), altos niveis de estrogénio, resultando em mais
depositos de glicogénio nas células epiteliais e glicogénio livre disponivel para Lactobacillus spp.,
Predominio de microbioma vaginal saudavel (CST I, II, 1l e V). Os estados de diversidade microbiana
(CST IV-A e IV-B - (CST 1V)) encontrados em alguns estados saudaveis e dishidticos ndo sdo
destacados pela simplicidade da figura. O epitélio vaginal € mais espesso e coberto por uma espessa
camada de muco. Fase da pés-menopausa (painel direito), os niveis de estrogénio caem, diminuindo
o glicogénio e o epitélio vaginal se assemelha ao estagio de pré-puberdade, com menos camadas e uma
camada mais fina de muco. Em alguns casos, isso leva a deple¢do de Lactobacillus spp. e um aumento
em diversas espécies microbianas e estados da comunidade (CST IV-A e CST IV-B (CST IV)), que
tem uma maior associagdo com sintomas vaginais (lado esquerdo do painel direito, p6s-menopausa)
gue se manifestam como atrofia vaginal, secura e dispareunia. Isso contrasta com mulheres
assintomaticas que tém maior probabilidade de apresentar Lactobacillus spp vaginal e em terapia de
reposicdo hormonal tépica ou sistémica (TRH; lado direito do painel direito, pés-menopausa)
(Adaptado MUHLEISEN, HERBST-KRALOVETZ, 2016).

O estudo de Brotman e colaboradores (2014), identificou que mulheres na pds-
menopausa tiveram uma chance 7,8 vezes maior de serem classificadas como CST IV-A ou
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CST IV-B, ou simplesmente CST IV, sem numeros significativos de Lactobacilli, quando
comparadas aos subgrupos bacterianos em mulheres na pré-menopausa. E na caracteristica
microbioldgica do microbioma vaginal denominado estado comunitario CST 1V, mais comum
em mulheres no periodo da menopausa ou devido ao desequilibrio microbiol6gico, que podem
desenvolver diversas doengas vaginais (GUATAM et al 2015; PINES, 2015; SMITH,
RAVEL, 2017). Entretanto, embora o estado comunitario CST IV seja mais predominante em
periodo da vida mulher com menores niveis de estradiol (BROTMAN et al., 2014) é no
periodo da vida reprodutiva, onde niveis de horménios sexuais sdo mais elevados, que ocorre
a principal desordem vaginal, a vaginone bacteriana (VB) (CASTRO et al, 2017; COHAN et
al., 2012).

2.2 Vaginose Bacteriana

A vaginose bacteriana se estabelece em mulheres em idade reprodutiva devido ao
desequilibrio do microbioma vaginal, entretanto, este desequilibrio ocorre por sob
circunstancias pouco esclarecidas, porém ¢ identificado a deplecdo de Lactobacilli e aumento
de micro-organimso anaerébico ou facultativos dependentes de um pH elevado (COHAN et
al., 2012). Em condigdes homeostaticas, os microrganismos do microbioma vaginal mantém
uma relacdo mutualistica com o hospedeiro (MACHADO et al., 2015). Esta relacdo €
extremamente complexa tendo Lactobacilli como um agente microbiologico importante na
homeostase deste ecossistema (COHAN et al., 2012).

A homeostasia vaginal ocorre pela producao do &cido latico através da degradacdo do
glicogénio liberada pelas células epiteliais da vagina sob influéncia do estrégeno (DATCU,
2014). Além do acido latico, 0 ambiente vaginal saudavel ocorre também devido a producéo
de substancias como Perdxido de Hidrogénio (H20.) e bacteriocinas pelos Lactobacilli, que
inibem o0 crescimento de microrganismos patogénicos existentes na microbiota
(AROUTCHEVA et al., 2001a).

Microbiologicamente, a VB caracteriza-se de forma polimicrobiana, apresentando
diversos patogenos relacionados ao seu desenvolvimento como: Mycoplasma hominis,
Peptostreptococcus species, Mobiluncus species, Prevotella species, Atopobium vagiae e
Gardnerella vaginalis, porém G. vaginalis é encontrada com predominancia (BARUAH et
al., 2014).

G. vaginalis é a primeira espécie a aderir ao epitélio vaginal formando clue cell,

células-alvo ou indicadoras, caracterizadas por células epiteliais repletas de bactérias
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(GILBERT, LEWIS, LEWIS, 2013). Essa especificidade a adesdo epitelial fornece suporte para
as outras espécies sendo um passo importante para formacao de biofilme, desenvolvimento e
na persisténcia de VB (DATCU, 2014). Clinicamente a VB € considerada uma sindrome em
mulheres apresentando, em sua maioria, um quadro assintomético. Porém, quando
sintométicas, apresentam sintomatologia como prurido, ardor, fluido vaginal de coloragéo
branco-acinzentada com pequenas bolhas e odor fétido (GILBERT, LEWIS, LEWIS, 2013).
Este odor € decorrente da producdo das aminas aromaticas por estas bactérias. As principais
aminas sdo as cadaverinas e putrinas que, quando volatizadas, conferem o mau odor genital
(GONDO etal., 2010; EREN et al., 2011). O quadro clinico da VB também pode evoluir para
complicacdes graves como infertilidade, salpingites, endometrite, doenca infecciosa pélvica
(DIP), ruptura prematura de membranas, aborto e aumento do risco de infeccdo pelo HIV,
assim como outras ISTs (HERRERO, DOMINGO, 2016).

Para o diagnostico da vaginose bacteriana, os métodos mais utilizados séo através da
coloracdo de Gram, considerado padrdo-ouro para o diagnostico microbiologico, sendo
avaliado pela classificacdo do gradiente de Nugent e os critérios clinicos de Amsel (ASMEL
et al., 1983; TONINATO, 2016). Em relacdo a classificacdo do gradiente de Nugent,
fundamenta-se principalmente na observacdo quantitativa de determinados morfotipos na
bacterioscopia de Gram (TONINATO, 2016). A predominancia ou ndo dos Lactobacilli
estabelece claramente a normalidade do ecossistema. Uma microbiota vaginal saudavel tem
cerca de 85% de Lactobacilli (escore 0 a 3), uma zona de transicdo ou de indefinicao,
equilibrio entre Lactobacilli e microbiota cocoide, (escore de 4 a 6) e uma completa
desestruturacdo do equilibrio, apresentando auséncia quase completa de Lactobacilli com
presenca de microbiota cocoide — vaginose bacteriana (escore 7 a 10) (GIRALDO et al., 2008;
NUGENT, KROHN, HILLIER, 1991). De acordo com os critérios clinicos de Asmel, para
estabelecer diagndstico de VB, devem estar presentes ao menos trés das quatro condicdes a
sequir: a) caracteristicas do fluido genital; b) hidroxido de potassio (KOH) positivo, teste das
aminas; ¢) pH vaginal > 4,5 e d) presenga de células-alvo (clue cells). Destes critérios a
presenca de células-alvo € a caracteristica mais especifica e sensivel de VB (ASMEL et al.,
1983; ZEIRMMEMMANN et al., 2009).

Epidemiologicamente a VB, como o principal distirbio vaginal, apresenta uma
prevaléncia mundial proxima de 76,8% das mulheres na faixa etaria reprodutiva (BARUAH
etal., 2014). Nos Estados Unidos uma em cada trés mulheres apresentam vaginose bacteriana
(GILBERT, LEWIS, LEWIS, 2013; SOPER, 2020). Na Africa do Sul cursa com prevaléncia de
cerca de 58.3%, no Brasil pode-se alcancar cerca 21.6% em mulheres com uma média de idade
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24.8 (KENYON, COLEBUNDERS, CRUCITTI, 2013). A vaginose bacteriana, embora a
prevaléncia varie em diferentes regiGes, representa o énus econémico global do tratamento
sintomatico estimado em U$ 4,8 bilhdes anuais (JOSEPH et al., 2021). Embora G. vaginalis
seja um microrganismo que compde a microbiota vaginal, diversos estudos demonstraram a
presenca deste patdgeno na uretra masculina e no fluido seminal, sugerindo que o trato
urogenital masculino seja um possivel reservatério. (SCHWEBKE et al., 2014;
ZIRMMEMMANN et al., 2009). Tem sido estudado que o sémen, por causa de suas
propriedades alcalinas, pode alterar o pH acido da vagina e levar ao desenvolvimento da VB
(SCHWEBKE et al.,2014). No entanto, estudos relatam a transmissédo da G. vaginalis e
estabelecimento da VB, por via sexual sem exposi¢cdo ao sémen em casais heterossexual, mas
sim microrganismos transmitidos através da atividade sexual (SCHWEBKE et al.,2014). Por
analogia, esta hipdtese é considerada devido a ocorréncia de vaginose bacteriana entre
mulheres que mantém relacéo sexual exclusivamente com mulheres, na qual foi verificada
que as parceiras sexuais compartilhavam as mesmas cepas de G. vaginalis (EREN et al.,
2011).

2.3 Gardnerella vaginalis

Em 1894, Ddderlein descreveu alteracbes na microbiota vaginal de etiologia
desconhecida, determinada como "vaginite ndo especifica”, em mulheres com gueixas de um
fluido fino e esbranqui¢ado. Foi observado que nessas mulheres Lactobacilli tipicos,
conhecidos como bacilos Ddderlein, estavam suprimidos e esses foram substituidos por
bactérias de diferentes morfologias (DATCU, 2014). Apenas em 1955 que o0s pesquisadores
Gardner e Dukes identificaram o que poderia ser 0 agente causador dessa infec¢do, que havia
sido reclassificado, anteriormente, por Greenwood e Picket para a atualmente conhecida
Gardnerella vaginalis (GARDNER, DUKES, 1955).

G. vaginalis é uma bactéria gram variavel e beta-hemolitica, caracterizada gram
positiva durante sua fase de crescimento exponencial alterando sua morfologia para gram
negativa a medida que a cultura envelhece (CATLIN, 1992). S&o pleomodrficas e pequenas.
Suas dimensfes médias séo 0,4 por 1,0 a 1,5um. A camada externa é revestida por material
microcapsular, descrito como exopolissacarideo fibrilar com um importante papel na
aderéncia de G. vaginalis as células epiteliais da vagina e na formacdo do biofilme. Esta
bactéria possui pilli e ndo possuem flagelos, caracterizando-as como imdveis (CATLIN,

1992). A parede celular contém alanina, acido glutamico, glicina e lisina e a membrana celular
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contém predominantemente acidos hexadecandico e octadecandico, sem &cidos graxos
hidroxilados (SPIEGEL, 1991).

G. vaginalis possui multiplos fatores de viruléncia, podem desencadear desde a lise
celular as alterac6es de mecanismos de defesa do hospedeiro, e esses fatores podem ter varios
papeis distintos na patogénese mediada por essa bactéria. (CAUCI et al., 2002; CAUCI, 2004;
GARCIAcetal., 2019; MOHAMMADZADEH et al., 2019). Entre os fatores de viruléncia esta
uma toxina com funcdo hemolitica especifica para eritrocitos humanos, vaginolisina
(MOHAMMADZADEH et al., 2019; MORAN et al., 1991). Apresenta, também, acdo de lise
para células nucleadas, como células tecido epitelial humano e neutr6filos humanos
(MOHAMMADZADEH et al., 2019; MORAN et al., 1991; ROTTINI et al., 1990; SPIEGEL,
1991). Para as células tecido epitelial humano a atividade foi confirmada pela liberacdo de
cromo 51(51Cr), um marcador de lesdo celular, enquanto que os neutrdfilos foram testados
pela captacdo azul de tripan (ROTTINI et al., 1990; SPIEGEL, 1991).

A vaginolisina (VLY) é o fator de viruléncia de G. vaginalis mais extensivamente
estudado devido a sua natureza conservada dentro da espécie e sua associacdo com VB
(GARCIA et al., 2019; CASTRO et al., 2015). Caracterizada como uma citolisina formadora
de poros dependente de colesterol (CDC) devido a sua similaridade de sequéncia com outros
CDCs, que reconhece a molécula reguladora do complemento, CD59, na superficie das células
humanas (MOHAMMADZADEH et al., 2019). Outros fatores de viruléncias determinados
na literatura sdo as enzimas hidroliticas sialidase e prolidase (CAUCI et al., 2002; CAUCI,
2004; CASTRO et al., 2015). A sialidase remove enzimaticamente residuos de acido siélico
terminais de diferentes glicoconjugados tais como: mucinas, fibronectinas e moléculas de
adesdo celular. (CAUCI et al., 2002; CAUCI et al., 2004). Prolidases sao enzimas proteoliticas
que (CAUCI et al., 2004), assim como a sialidase, altera componentes da matriz extracelular,
como as mucinas (CAUCI et al., 2002). Ambas fornecem nutricao as bactérias e melhora sua
capacidade de evasdo do sistema imunoldgico do hospedeiro e de interagcdes (CAUCI et al
2008).

2.4 Resposta imunoldgica contra G. vaginalis

A manutencdo da homeostase do trato genital inferior feminino é realizada por
diferentes elementos da microbiota vaginal e por diferentes mecanismos de defesa presentes
nas secrecdes e na mucosa (WIRA et al 2010). Esses mecanismos podem ser tanto

inespecificos, como a barreira epitelial, mucosa vaginal, presenca de lactobacilli, acidez do
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pH vaginal, as células fagociticas, reagdo inflamatdria e a producéo de citocinas para a¢do da
resposta imune celular e a humoral (WITKIN et al., 2007; LIBBY et al., 2008). A vigilancia
no trato genital feminino, seja contra microrganismos comensais ou patogénicos, ocorre
através dos receptores de reconhecimentos de padrbes (PRRs), como os Toll Like (TLRs)
(MORRIL, GILBERT, LEWIS, 2020; WIRA et al 2010). A estimulagcdo microbiana inicia a
cascata de sinalizacdo para G. vaginalis, devido aos constituintes da parede celular de G.
vaginalis os quais podem ativar uma gama diversificada de receptores de reconhecimentos de
padrdes (RRPs), como o Toll -Like TLR2 (MARES et al 2008).

Ao ser ativado, o TLR2 sinaliza através da molécula adaptadora MYD88 (proteina 88
de resposta primaria a diferenciacdo mieldide) que, por sua vez, desencadeia a ativacdo de
IRAK4 (quinase associada a IL-1R 4) e TRAF6 (fator 6 associado a TNFR), levando a
ativacdo de NF-«B (fator nuclear kB), C/EBPB/6 (CCAAT/proteina potenciadora de ligacao
B/8) e MAPKs (proteinas quinases ativadas por mitdgeno), como JNK, p38 e ERK1 (quinase
1 regulada por sinal extracelular) ou ERK2. O TLR2 também usa o TIRAP (proteina
adaptadora que contém o dominio TIR) para iniciar a sinalizacdo. (MILLER; CHO, 2011;
SOUZA, 2019)

Ap06s o0 reconhecimento, a resposta imunolégica e seus mediadores inflamatoérios sdo
liberados conforme as caracteristicas microbiolégicas vaginais e 0s estados comunitarios
(ANAHTAR et al., 2015; ROSE et al., 2012; SMITH; RAVEL, 2017.). Niveis mais elevados
de IL-1a, IL-1p e IL-8 e outras, comumente encontrados em CST-IV em relagdo as
comunidades dominadas por L. crispatus (CST-I), enquanto as comunidades dominantes de
L. incessaram (CST -111) induziram niveis moderados de IL-8 em relacdo ao CST-I (SMITH,;
RAVEL, 2016). Observa-se, também, aumentos significativos em IL-1a, IL-1B ¢ TNF-0 em
mulheres que passaram de um CST-I para CST-III e para um CST-IV (ANAHTAR et al.,
2015). Por outro lado, as comunidades dominadas por L. crispatus (CST-I) e L. jensenii (CST-
V) em modelos epiteliais vaginais ndo induzem fortemente a secrecdo de citocinas IL-1p ou
IL-8 e inibem algumas respostas pro-inflamatorias apés a indugdo de TLR 2/6 e 3 agonistas
(ROSE et al., 2012).

O estado comunitario CST-1V, caracteristico do quadro clinico da vaginose bacteriana,
potencialmente tem uma resposta pro-inflamatéria maior do que CST-1 ou CST-II, com
aumentos significativos em IL-1a, IL-1B, TNF-0, IFN-y, IL-4, IL-8, IL-10, IL-12p70,
entretanto, ocorre uma contradi¢do entre 0 aumento dos niveis destas moléculas e umas das
principais caracteristicas da VB que € uma resposta imune fraca ou inexistente devido a
atenuacdo da cascata inflamatdria (CAUCI, 2004; SMITH, RAVEL, 2017), assim como,
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leucdcitos polimorfonucleares nos conteldos vaginais ser pequeno ou até mesmo ausente
(DATCU, 2014).

Existem diversas hipoteses que sdo feitas em relacdo a auséncia de resposta
inflamatdria. Uma hipotese esta relacionada ao fato desses agentes infecciosos fazerem parte
da microbiota vaginal. Outra hipétese esta relacionada ao fato de os microrganismos serem
capazes de liberar substancias que inibem fatores quimiotaticos e a funcdo das células de
defesa (ABRAAO, 1989). Os fatores de viruléncia da G. vaginalis interage modulando a ag&o
imunoldgica. A interacdo da citolisina vaginolisina e a molécula CD59 forma o complexo
VLY-CD59, que altera a atividade do sistema complemento inibindo a formacgdo do complexo
de ataque a membrana do complemento (MAC) devido a capacidade do CD59 de ligar-se as
proteinas do complemento C8a ¢ C9 (MOHAMMADZADEH et al., 2019). As enzimas
hidroliticas, sialidade e prolidase suprimem a cascata inflamatéria que deveria ser
desencadeada através da IL-1B. Esta supressdo afeta, dirctamente, a expressdo das citocinas
da cascata pré-inflamatoéria, como a IL-8 ou seus receptores (CXCR1 e -2), que justificaria a
supressdo da resposta imune inespecifica (CAUCI et al., 2002; CAUCI et al 2008). A
supressao da IL-8 justificaria a auséncia do aumento de neutréfilos, que sdo as células mais
importantes na defesa vaginal. (CAUCI et al., 2002; CAUCI et al., 2004)

A imunidade inata como um precursor necessario para o estabelecimento da resposta
imune adaptativa e em mulheres com VB a resposta adaptativa esta fortemente correlacionada
na producéo da imunoglobulina A contra a citolisina produzida pela Gardnerella vaginalis
(anti-Gvh 1gA) (CAUCI et al., 2002; WITKIN et al., 2007). E comprovado que a resposta
imune através da presencga de anti-Gvh IgA esta positivamente correlacionada aos niveis de
IL-8 da cascata inflamatéria, por outro lado, quando a resposta adaptativa se encontra
prejudicada, é observado niveis elevados das enzimas hidroliticas, tanto prolidase quanto a
sialidase. (CAUCI et al., 2002; CAUCI, 2004). A sialidase também demostrou a capacidade
de contribuir para que moléculas de IgA clivem o &cido sialico, desse modo permitindo que a
G. vaginalis consuma e neutralize residuos, o que contribui, também, para que a bactéria
obtenha a capacidade de evadir da resposta do hospedeiro (LEWIS et al., 2012; LEWIS et al.,
2013). Para Cauci e colaboradores (2002; 2004; 2008) o desencadeamento das respostas
imunoldgicas inata e adaptativa sdo inversamente proporcionais aos niveis das enzimas
hidroliticas, mesmo com concentragdo elevada da citocina IL-1p, caracterizando a influéncia

da supressdo da resposta imunoldgica pelas enzimas hidroliticas.
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2.5 Estrogeno e defesa imunologica

O estrogeno é um hormonio sexual secundario, derivado do colesterol, que integra o
ciclo reprodutivo das fémeas, secretado, principalmente, pelos ovarios e por células epiteliais
da vagina. Os hormdnios estrogénicos sintetizados no corpo da mulher em fase ndo gravidica
sdo: o estrona (E1), 17B-estradiol (E2) e o estriol (E3) e destes, 0 hormdnio mais ativo é o
17B-estradiol (E2) tendo sua producdo e liberacdo sob coordenacdo do eixo hipotadlamo-
hipofise-gdnodas. (RETTBERG; YAO; BRINTON, 2014).

O horménio hipotalamico que coordena os hormonios sexuais secundario é o
horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH). Como um metrénomo, o hipotdlamo define o
ritmo do ciclo pela liberacdo pulsatil do GnRH (RETTBERG; YAO; BRINTON, 2014). A
secrecdo pulsatil de GnRH estimula a hipéfise a secretar os hormdnios gonadotroéficos:
luteinizante (LH) e o hormdnio foliculo estimulante (FSH). A hipofise traduz o tempo
definido pelo hipotadlamo em um sinal, a secrec¢do de LH e FSH, que pode ser compreendido
pelo foliculo ovariano (KESNER et al 1987; RANCE et al.,1994; ROBKER et al., 2018).

O foliculo ovariano é composto por trés células principais: células da teca, células da
granulosa e oocito. No foliculo ovariano, o LH estimula as células da teca a produzir
androstenediona. Em células da granulosa de pequenos foliculos antrais, 0 FSH estimula a
sintese de aromatase que catalisa a conversdo da androstenediona derivada da teca em
estradiol (MORSELLI et al., 2017). Durante esta fase de maturagéo do foliculo ovariano, a
producdo didria de 17B-estradiol (E2) ¢ de aproximadamente 36pg/dia, enquanto a
progesterona ¢ muito baixa, 1pug /dia (REED et al., 2018).

Uma concentracdo de estradiol produzida a partir de um grande foliculo antral
dominante causa feedback positivo no hipotalamo, resultando em um aumento na secrecéo de
GnRH e um pico de LH. O pico de LH causa o inicio do processo de ovulacdo (KARSCH et
al., 1973; ROBKER et al., 2018). Apos a ovulacdo, o foliculo é transformado no corpo luteo
que é estimulado por LH ou gonadotrofina coriénica (hCG), caso ocorra a gravidez, para
secretar progesterona (BARBIERI, 2014).

O estradiol (E2) juntamente com a progesterona preparam o endométrio uterino para
a implantacdo do concepto e este diferencia-se em um epitélio secretor e altamente
vascularizado (BARBIERI, 2014; RICHARD et al., 2007). Esta fase é caracterizada por niveis
aumentados de E2 e progesterona, com producdo didria de aproximadamente 250ug/dia
(aumento de ~ 7 vezes do folicular) e 25ug/dia (aumento de 25 vezes do folicular),
respectivamente (REED et al., 2018).
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Estes hormonios também exercem controle sobre as células do sistema imune, inato e
adaptativo, do trato genital feminino e a protecdo imune varia conforme a fase do ciclo
menstrual (WIRA et al., 2010; WIRA et al., 2014). Em circunstancias normais ocorre uma
harmonia entre 0os hormdnios sexuais e 0s mecanismos de defesa, pois necessita de um
ambiente que concilie seus papéis, muitas vezes contraditério, de reproducgdo, devido ao
transito de espermatozoides exogenos, e 0 de defesa, com a eliminacdo de patdgenos
sexualmente transmissiveis, além de sustentar uma populacdo de bactérias comensais que
contribuem para manutengdo das suas fun¢des (LASSARTE et al., 2015). Devido a esta
necessidade, a protecdo imunoldgica é atenuada no trato genital feminino durante a fase
secretora desses hormonios com intuito de otimizar as condicdes de fertilizacdo, o que cria
uma janela de vulnerabilidade para o desenvolvimento de doencas (WIRA et al., 2010; WIRA,
RODRIGUEZ-GARCIA, PATEL, 2015).

A influéncia dos horménios sexuais sobre o sistema imunol6gico ocorre também de
forma sistémica durante as fases do ciclo reprodutivo. O estrogeno modula, de diversas
formas, as células imunes; na fase ovulatéria ou gravidica € observado a supressao da
citotoxidade das células NK (HAO et al., 2007). In vitro, macrofagos tratados com estradiol
apresentaram diminuicdo das citocinas pro-inflamatorias IL-1B, IL-6 e TNF-a, enquanto, a
longo prazo, a administracdo levou a um aumento de IL-1pB, IL-6 e 1L-12p40. O estrogeno
também aumenta a atividade anti-inflamatoria, porém diminui a quimiotaxia dos neutréfilos
(GIEFIENG-KROLL et al., 2015).

Nos linfocitos T o estrégeno exerce a fungdo que desfavorece o perfil de resposta para
o tipo Thl e ativagdo de células T CD8, entretanto, altos niveis deste hormonio, caracteristicos
de mulheres em idade reprodutiva, estimulam, do desenvolvimento do perfil, a resposta do
tipo Th2 e ativam a maturagéo de linfcitos B e producéo de anticorpos (GIEFIENG-KROLL
et al., 2015). O estrogeno também reduz a apoptose de células B imaturas aumentando a
disponibilidades destes linfocitos, mas também a hipermutacdo e recombinacdo de troca de
classe de imunoglobulinas, o que contribui para uma melhor resposta humoral, mas em
contrapartida mulheres sdo mais susceptiveis as doencas autoimunes. (SAKIANI et al., 2013).

Com a menopausa, a producao de estrégeno nos ovarios cessa aumentando a expressdo
do fator de transcricdo T-bet (T-box expressed em células T) que altera a predominancia da
resposta do tipo Th2 para Thl. A funcionalidade de células do sistema imune inato tem sua
capacidade fagocitica diminuida o que leva ao decréscimo da funcdo de apresentacdo de
antigeno e ativacdo do sistema adaptativo (GIEFIENG-KROLL et al., 2015). Panda e
colaboradores (2009) descreveram a alteragdo sequencial de reconhecimento e eliminagéo de
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microrganismos em uma infeccdo. Neste estudo os pesquisadores observaram que a adesédo de
neutrofilos ao endotélio vascular e o extravasamento inicial para o tecido ndo sdo afetados
pelo envelhecimento, entretanto, a quimiotaxia parece ser comprometida, enquanto a
quimiocinese permanece intacta, reduzindo a eficiéncia da migracéo para o local infectado.

A migracdo através do tecido envolve a secrecdo de proteases, como a elastase de
neutrofilos, de granulos azurdéfilos. A atividade quimiotatica reduzida aumentaria a exposicao
do tecido a tais proteases, aumentando os danos colaterais ao tecido saudavel. No proprio local
da infeccdo, a fagocitose de neutréfilos e a subsequente morte envolvendo a geracdo de
superoxido sdo ambas reduzidas com a idade. Cada um desses fatores contribui para a reducéo
da capacidade dos adultos idosos de eliminar infeccBes bacterianas e resolver prontamente a
inflamacdo (PANDA et al., 2009).

No geral, a imunossenescéncia exibe um nimero reduzido de linfdcitos totais e células
B circulantes, enquanto ocorre um aumento das células NK. A fisiologia enddcrina, com o
avanco da idade, altera a expressdo de mediadores inflamatorios, elevando os niveis de IL-1p,
IL-6; IL-10 e TNF-a e diminuindo gradualmente os niveis de INF-y (GIEFIENG-KROLL et
al., 2015; PANDA et al., 2009). Analisando os efeitos do 17p-estradiol (E2), hormonio mais
ativos dos estrogenos, € possivel evidenciar que em baixas dosagens ocorre supressdo da
atividade imune e aumento da circulagéo de citocinas pré-inflamatérias (SMITH, RAVEL,
2017), enquanto em altas concentracdes, o E2 inibe a liberagcdo dessas citocinas. (STRAUB,
2007).

A modulacdo imunolégica sob influéncia do E2 ocorre através dos receptores de
estrégenos gque sdo expressos na maioria das células do sistema inato e adaptativo, incluindo
os linféticos T, B, neutrofilos, macréfagos, células dendriticas (DC) e as natural Killer (NK).
(FISH, 2008; KOVATS, 2015). Tem sido demonstrado que o estradiol e os ERs exercem
efeitos reguladores positivos ou negativos na producdo de citocinas inflamatérias. Contudo,
isso varia de acordo com o tipo de célula ou dose de estrogénio (KOVATS, 2015). E
reconhecido diferentes mecanismos envolvidos com a sinalizacao bioldgica dos receptores de
estrogénicos (SOLAR et al., 2013), dentre estes incluem: a) a via classica dependente de
ligante que envolve a ligacdo de complexos E2-ER intracelulares alfa ou beta a elementos de
resposta ao estrogénio (ERE) em promotores alvo levando a uma regulacdo positiva ou
negativa da transcrigdo do gene e subsequentes respostas; b) as vias independentes de ligante
através das quais os fatores de crescimento (GF) ou AMP ciclico ativam as vias da quinase
intracelular, levando a fosforilacdo e ativacdo do ER (alfa ou beta) de uma maneira

independente do ligante; e c) a sinaliza¢do independente de ERE que envolve complexos E2-
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ER que alteram a transcricdo de genes por meio da associagdo com outros fatores de
transcricdo ligados ao DNA, resultando em uma regulacdo positiva da expressdo génica
(LASHKARI 2017 et al., 2017).

Finalmente, foi hd muito reconhecido a sinalizagdo E2 da superficie celular (ndo
gendmica). O receptor GPR30 ligado & membrana pode estar envolvido na agdo anti-
inflamatoria do estrogénio ao localizar agonistas especificos do GPR30 que regulam a
expressao da superficie celular de receptores Toll-like (VILLA et al., 2015). Quando fatores
padrdes moleculares associados a patdgenos (PAMPS) séo detectados por meio de RRPs do
hospedeiro, como o0s TLRs, as vias de sinalizagdo sdo ativadas, permitindo a dissociagéo do
fator de transcricdo NFxB de seu inibidor IkB, que ¢ subsequentemente fosforilado e
degradado. O NF«B ativo ¢ translocado para o ntcleo e se liga aos elementos de resposta dos
genes alvo, permitindo a expressdo de genes pro-inflamatorios (VASQUEZ-MARTINEZ et
al., 2018). Em um nivel molecular, receptor estrogénico ativados pela via cléssica, ou seja,
ativado por horménio demonstrou prejudicar a atividade transcricional de NF-kB, evitando
sua translocacdo nuclear na presenca de fortes estimulos inflamatdrios onde a presenca da
ativacdo da via classica ndo permitiu a degradagdo do inibidor IxB do fator de transcrigao
NF«B (VILLA et al., 2015)

De maneira geral, na literatura, o hormdnio sexual 17-beta estradiol é reconhecido por
ser anti-inflamatério (AOMATSU et al., 2013; SHIVERS et al., 2015). Entretanto,
pesquisadores trazem que os efeitos provocados pela influéncia desse hormoénio na resposta
imunitaria ainda permanecem paradoxais. Uma extensa revisdo composta de mais de 500
publicac¢des conduzida por STRAUB (2007) revelou que o E2 pode assumir tanto o perfil anti-
inflamatorio quanto o perfil pro-inflamatdrio, sendo a etiologia do processo patoldgico e o
periodo do ciclo reprodutivo a dose hormonal e o tipo celular os principais responsaveis por

essa dicotomia.

2.6 Papel dos Mondcitos/Macréfagos na resposta imune

Existem dois ramos do sistema imunoldgico: o sistema imunologico ndo especifico
(inato ou natural) e o sistema imunoldgico especifico (adquirido ou adaptativo). Ap6s o
reconhecimento de um agente estranho, uma resposta efetiva € montada através do
recrutamento de uma variedade de células e moléculas para eliminar o organismo invasor
(AUFFRAY; SIEWEKE; GREISSMANN, 2009).
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A resposta imune ndo especifica € a primeira linha de defesa contra infecgdes. As
células efetoras deste ramo do sistema imune sdo monaocitos, macrofagos, granulécitos
(neutrofilos, eosinofilos e basofilos), células dendriticas e células natural Killer (NK)
(TOMAR; DE, 2014). Estas celulas eliminam os agentes invasores através de atividade
fagocitica (neutrofilos, mondcitos e macréfagos), por lise de células infectadas (células NK)
ou pela producéo de citocinas para aumentar as respostas imunes néo especificas e especificas
(todas as células) (BOUMAN; HEINEMAN; FAAS, 2005).

Os componentes celulares da resposta imune especifica sdo os linfocitos T e 0s
linfécitos B produtores de imunoglobulina. Dentro da populagdo de linfécitos T existem os
linfécitos T auxiliares (células Th ou CD4+), que fornecem ajuda a outras células do sistema
imunoldgico pela producdo de citocinas. Os linfocitos T citotoxicos / supressores (células
CD8+) produzem citocinas e podem eliminar diretamente células estranhas ou infectadas
(BOUMAN; HEINEMAN; FAAS, 2005; TOMAR; DE, 2014).

Os mondcitos constituem entre 5 e 10% dos leucdcitos circulantes humanos e 4% dos
leucocitos no sangue de camundongos. Estas células tém meia-vida curta, permanecendo
aproximadamente 24 horas no sangue (BOUMAN; HEINEMAN; FAAS, 2005, TSOU et al.,
2007), pois sdo um subconjunto de glébulos brancos que podem se diferenciar em macréfagos
teciduais e células dendriticas (DCs) (TSOU et al., 2007).

Mondcitos/macrofagos sdo células excepcionalmente plasticas, capazes de adotar os
fenotipos especificos do contexto necessarios para proteger o hospedeiro de eventos
prejudiciais e para restabelecer a homeostase do tecido quando a reacao inflamatoria termina
(LAYOUN; SAMBA, SANTOS, 2015; VILLA et al 2015; ZHANG; GONCALVES;
MOSSER, 2008). Estimulos inflamatérios (derivados de microrganismos, tecidos danificados
e outros) induzem macrofagos a adquirir a polarizacdo pré-inflamatéria ou M1, via cléssica,
consistindo na rapida ativacdo de NF-kB e na sintese e secre¢ido de citocinas pro-inflamatorias
(por exemplo, interferon (IFN)-y, GM-CSF TNFa, IL1B, IL6, IL12 ¢ 1L23) e quimiocinas
(particularmente proteina-1 quimiotatica de mondcitos, MCP1) (CHAN et al., 2018;
MARTINEZ; GORDON, 2014; TSOU et al., 2007). Esses compostos inflamatorios séo
responsaveis pelo aumento da expressdo de mediadores citotoxicos, como o 6xido nitrico
sintase induzivel (iNOS). Eles também sdo responsaveis pelo aumento da expressdo de
enzimas relevantes para a fagocitose de tecidos danificados ou microrganismos e para a
migracdo e posterior recrutamento de macrofagos (VILLA et al 2015).

Essas sequéncias de eventos que visam a remocdo rapida e eficiente dos estimulos

inflamatorios costumam ser a causa de graves danos no local da inflamacdo; assim, uma
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resposta imune bem equilibrada termina com o reparo e a recuperacdo funcional de todos os
tecidos danificados (MURRAY, 2017; SHAPOURI-MOGHADDAM et al., 2018). Esta "fase
de resolugédo” é realizada por macrofagos em conjunto com o tecido do hospedeiro e outras
células imunes como linfocitos e ocorre pela aquisi¢do do estado de ativacdo alternativa ou
polarizagdo M2 (MARTINEZ; GORDON, 2014) em que os macréfagos estimulam ainda mais
a sintese e secrecdo de citocinas anti-inflamatorias como I1L4, IL13, IL-10 e TGF-B para
finalmente reprimir a producdo de citocinas pro-inflamatérias (como TNFa, IL12 e IL1pB) e
INOS (ATRI; GUERFALI; LAOUINI, 2018; VILLA et al 2015).

Uma vez que os monaocitos/macrofagos desempenham um papel regulador importante
nas respostas imunoldgicas ao afetar o quantitativo disponivel destas células, esta resposta
sofre regulacdo, que pode ser tanto positiva quanto negativa (CUNNINGHAM; GILKESON,
2011; MURRAY, 2017). Neste contexto, é de conhecimento na literatura que a contagem
circulante de mondcitos recebe influéncia direta dos hormonios sexuais (CUNNINGHAM,;
GILKESON, 2011). Durante a menopausa, foi demonstrado um aumento no nimero de
monaocitos sanguineos em comparacdo com mulheres na fase folicular (BEN HUR et al., 1995;
BOUMAN et al., 2004). Além disso, na fase da menopausa, a contagem de mondcitos diminui
apos a terapia de reposicao de estrogénio (BOUMAN et al., 2004). Essas descobertas sugerem
que o estrogénio e, possivelmente, também a progesterona, diminuem o numero de mondcitos
(CUNNINGHAM; GILKESON, 2011) e os horménios sexuais podem desempenhar um papel
importante nas diferencas das respostas imunologicas entre as fases reprodutivas.

Nos ensaios imunoenddcrinos, os mondcitos/macrofagos representam um bom modelo
experimental para avaliar o papel do 173-estradiol (E2) no processo de ativagdo e modulagéo
da resposta imune frente a um agente infeccioso (VILLA et al 2015). Essas células sdo as
principais mediadoras da resposta inflamatdria tecidual (MOSSER et al., 2008), além de
expressarem as duas das principais isoformas intracelular de ligagao do estrogénio (ERa e
ERB) (MURPHY et al., 2009; JENSEN et al, 2016). Outros autores demonstraram que 0
receptor de estrogénio acoplado a proteina G ligado na membrana (GPR30 / GPER-1) também
é expresso em macrofagos (RETTEW; MCCALL; MARRIOTT, 2010).

Neste sentido, a VB por ser considerada a principal desordem vaginal em mulheres no
periodo reprodutivo, o presente trabalho tem como hipdtese que o 17B-estradiol exerce
modulacdo imunoldgica na patogénese da vaginose bacteriana. Sendo assim, tem-se como
objetivo avaliar o efeito do 17p-estradiol na resposta imunoldgica induzida por inoculagdo da

G. vaginalis em cultura de mondcitos/macrofagos oriundos de lavagem peritoneal de
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camundongos fémeas shams e ovariectomizadas e sangue periférico de mulheres com e sem

atividade ovariana fisiologica
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

Avaliar a influéncia do 17p-estradiol (E2) na resposta imunoldgica induzida por Gardnerella
vaginalis em modelos in vitro de macr6fagos peritoneais murinos (MPMs) fémeas e mondcitos

humanos do sangue periférico (hPMs) de mulheres, com ou sem atividade ovariana fisioldgica.

3.2 Objetivos especificos

o Avaliar o papel do E2 sobre o crescimento de G. vaginalis;

o Avaliar a resposta inflamatdria por meio de dosagem de citocinas (IL-6, IL-8 e I1L-10)
em MPMs, de camundongos fémeas cirurgia simulada (SHAM) e ovariectomizadas (OVX),
estimulados por G. vaginalis ou salina estéril;

o Avaliar a producdo de marcadores inflamatdrios (nitritos totais e perdxido de
hidrogénio (H20.)) em MPMs, de fémeas SHAM e OV X, estimulados por G. vaginalis ou salina
estéril;

o Avaliar a expressdo génica do receptor toll-like dois (TLR2) em MPMs, de fémeas
SHAM e OVX, estimulados por G. vaginalis ou salina estéril;

o Avaliar a expressdo génica do fator de transcricdo NF-xB em MPMs, de fémeas SHAM
e OVX, estimulados por G. vaginalis ou salina estéril;

o Avaliar a expressdo génica dos receptores intracelulares do estradiol, alfa (ER-a) e
beta (ER-B), em MPMs, de fémeas SHAM e OV X, estimulados por G. vaginalis ou salina estéril;

o Avaliar resposta inflamatdria gerada, por meio de dosagem de citocinas (GM-CSF, IL-
1B, TNF-a, IL-6, IL-12, IL-23, IL-27 e IL-10) em hPMs, de mulheres no periodo fértil e
menopausa, estimulados por G. vaginalis ou salina estéril;

o Avaliar a producdo de marcadores inflamatérios (nitritos totais e peroxido de
hidrogénio) em hPMs, de mulheres no periodo fértil e menopausa, estimulados por G. vaginalis
ou salina estéril;

o Comparar a resposta inflamatdria por meio de dosagem de citocinas (IL-6, IL-8 e IL-
10) estimulados por G. vaginalis, entre MPMs, de fémeas SHAM, OV X e OV X tratadas com

estradiol;
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o Comparar a producdo de marcadores inflamatérios (nitritos totais e peroxido de
hidrogénio (H20,)) entre MPMs, estimulados por G. vaginalis, de fémeas SHAM, OV X e OVX
tratadas com estradiol;

o Comparar a expressao génica do receptor Toll-like dois (TLR2) entre MPMs,
estimulados por G. vaginalis, de fémeas SHAM, OV X e OV X tratadas com estradiol;

o Comparar a expressao génica do fator de transcricdo NF-xB entre MPMs, estimulados
por G. vaginalis, de fémeas SHAM, OV X e OV X tratadas com estradiol;

o Comparar a expressdo génica dos receptores intracelulares do estradiol, alfa (ER-a) e
beta (ER-B), entre MPMs, estimulados por G. vaginalis, de fémeas SHAM, OVX e OVX
tratadas com estradiol,

o Comparar a resposta inflamatdria por meio de dosagem de citocinas (GM-CSF, IL-1p,
TNF-o, IL-6, IL-12, 1L-23, IL-27 e IL-10) estimulados por G. vaginalis entre hPMs, de
mulheres no periodo fértil, menopausa e menopausa tratados com estradiol;

o Comparar a producdo de marcadores inflamatérios (nitritos totais e peroxido de
hidrogénio) entre hPMs, de mulheres no periodo fértil estimulados por G. vaginalis,

menopausa e menopausa tratados com estradiol.



40

4 METODOLOGIA

4.1 G. vaginalis

A cepa de referéncia ATCC 49154 de G. vaginalis foi usada para a infeccdo. A bactéria
foi cultivada, por 24 horas (incubacéo: 37°C com 5% de CO3), em caldo de infusdo de cérebro
coracdao (BHI) (CASTRO, 2017). O inéculo de G. vaginalis foi obtido apos centrifugacao
(3000rpm/ 16min), ressuspenso em solucdo salina estéril, submetido ao vortex e analisado em
um espectrofotdmetro para obter os seguintes parametros: 0,135a5 (660 nm), equivalente a 1
x108 unidades formadoras de colonias (UFC) (DE OLIVEIRA et al., 2015).

4.2 Efeito do 17p-estradiol sobre a curva de crescimento G. vaginalis

Para entender o papel bactericida ou bacteriostatico do 17p-estradiol sobre G.
vaginalis, os protocolos de inéculo de Silva, (2007) e de Oliveira e colaboradores (2015)
foram adaptados para realizar duas curvas de crescimento pelo periodo de 24 horas. G.
vaginalis foi reativada em BHI por 24 horas em estufa a 37°C com 5% de CO; (CASTRO,
2017). A primeira etapa foi a inoculagio (1x10® UFC/mL). Em seguida, 0 meio foi preparado
para a primeira curva, controle positivo, apenas com G. vaginalis (ImL) em meio BHI e uma
segunda curva contendo G. vaginalis (ImL) em meio BHI com 17p-estradiol (5,25mL) em
uma concentragdo de 10'M. Ambos mantidos em estufa a 37°C com 5% de CO2 por um
periodo de zero a vinte e quatro horas (T0-T24). A partir desse momento, no tempo zero e a
cada hora, trés etapas foram realizadas simultaneamente, incluindo: (1) remogé&o de 100uL da
cultura para diluicdo em série em solucdo salina 10 a 10®; (2) 10uL da diluicdo foram
semeados em agar sangue e cultivados em estufa a 37°C com CO; a 5%, para contagem de
colbnias ap6s 24 horas; (3) transferéncia de 1,5mL da cultura para leitura da absorbancia

(660nm) em espectrofotémetro.

4.3 Experimentos com Camundongos

4.3.1 Aspectos legais

Todos o0s experimentos com camundongos foram conduzidos de acordo com 0s
principios internacionalmente aceitos para 0 uso e cuidados de animais de laboratério,
conforme estabelecido na resolucdo do parlamento europeu sobre a diretiva 86/609/CEE
relativa a protecdo dos animais utilizados para fins experimentais e outros fins cientificos e

executados apds aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto
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Multidisciplinar em Salde da Universidade Federal da Bahia (IMS/UFBA), sob protocolo n°
049/2017.

4.3.2 Animais

Foram utilizados 15 (quinze) camundongos fémeas livres de patdgenos (SPF) da
linhagem Balb/C com idades entre seis e oito semanas. Os camundongos utilizados nos
experimentos in vivo e in vitro foram obtidos do Centro Multidisciplinar de Pesquisa Biologica
na Area de Ciéncia do Laboratorio de Animais da Universidade Estadual de Campinas
(CEMIB / UNICAMP) e foram mantidos sob condicGes controladas de luz (luz das 7h as 19h)
e temperatura (23 £ 3 ° C), com livre acesso a agua e racao no biotério para camundongos do
Instituto Multidisciplinar em Salude da Universidade Federal da Bahia (IMS/UFBA).

4.3.3 Ovariectomia

A fim de diminuir significativamente o nivel de hormonios sexuais, 0s animais foram
submetidos a cirurgia de remocao ovariana de ovariectomia (OVX). A cirurgia simulada
(SHAM) foi realizada para o grupo controle. Os animais foram anestesiados com quetamina
e xilazina nas doses de 5mg/kg e 50mg/kg, respectivamente (DE ANDRADE et al., 2011). A
cirurgia foi realizada de acordo com o método atual em endocrinologia (MIRBAHA et al.,
2009). Apos a cirurgia, 0s animais receberam tratamento profilatico com antibidtico
enrofloxacina a 2,5% em uma dose Unica de 2,5mg/kg (BREGANTE et al., 1999).

4.3.4 Citologia vaginal

Os animais ficaram em observacao diaria por duas semanas ap0s 0s procedimentos
cirurgicos. O controle do ciclo estral foi iniciado no sétimo dia pds-cirurgico e realizado por
sete dias consecutivos, no periodo da manhd, até o dia da eutanasia. O procedimento consiste
em introduzir 30uL de solucdo salina estéril no canal vaginal e identificar as células sob um
microscopio optico (40x) (VILELA, 2007). Para validar a precisdo da determinacdo da fase
do ciclo estral, fluidos vaginais foram novamente coletados no momento da eutanasia,
confirmando o ciclo estral proestro das fémeas SHAMS. Para as fémeas OVX néo foi

identificado caracteristicas citologicas de fases do ciclo estral (LAMAS et al, 2015).



42

4.3.5 Obtencéo de tecido uterino, lavado vaginal

Todos os animais, SHAM e OVX, foram pesados e posteriormente realizado a
eutanasia, por decapitacdo. O Utero foi isolado e em seguida pesado. Para o célculo do peso
uterino o peso do 6rgdo umido (g) foi dividido pelo peso corporal do animal (g), razdo do peso
Umido (RPU).

4.3.6 Obtencio do sangue para dosagem de 17p-estradiol

Apos a eutanasia, aproximadamente 1mL de sangue do tronco foi coletado em tubo
com gel separado e mantido por 30 minutos em temperatura ambiente para retracdo do
coagulo. Foi realizada a centrifugagdo em 2500rpm/20min e o soro foi coletado para dosagem
hormonal (WOOD et al., 2007; de OLIVEIRA et al., 2010). Os niveis séricos de estradiol
foram medidos por ELISA de acordo as instrugdes do fabricante do kit Estradiol EIA Kit
(ACE™ Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, EUA).

4.3.7 Isolamento de Macrofagos Peritoneais Murinos (MPMs)

Para induzir o recrutamento de macrofagos para a cavidade peritoneal, 2ml de meio de
tioglicolato (3%) foi injetado na cavidade peritoneal de camundongos fémeas OVX (n =6) e
SHAM (n = 6). Apos trés dias, os animais foram submetidos ao procedimento de eutanésia
por decapitacdo. As células foram isoladas da lavagem peritoneal de acordo com o protocolo
descrito na literatura (LU; VARLEY, 2013; ZHANG; GONCALVES; MOSSER, 2008) e
cultivadas com meio RPMI 1640 (Gibco™) suplementado com soro fetal bovino (SFB) a 10%
(Sigma Aldrich) e ciprofloxacina (20ug/mL) (Sigma Aldrich). A suspensdo de MPM (2x10°
/ mL) foi semeada em placas de 24 pogos (PRIYANKA et al., 2013).

4.3.7.1 Inoculacdo de MPMs com G. vaginalis (GV) ou solucéo salina estéril e tratamento
com 17[-estradiol (E2)

Apos o periodo de cultivo, de 24 horas, antes da inoculagdo, todos 0s po¢os com 0s
MPMs foram lavados com 100ul e, posteriormente, adicionado 500ul de RPMI 1640
(Gibco™) sem suplementacdo. Os MPMs de camundongos fémeas SHAM ou OV X foram
estimuladas com 10ul do in6culo G. vaginalis (UFC 10%) (DE OLIVEIRA, et al., 2015;
SIRAIT et al., 2017) ou 10ul salina estéril, por 6h, em 5% de CO. 95% de ar umidificado a
37°C. Para os grupos de tratamento, as células foram pre-tratadas com 100ul de 17p-estradiol
(107 M) (AOMATSU et al., 2013) (Sigma Aldrich) por 6h a 37°C (GARCIA-DURAN M et
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al, 1999), antes da estimulacdo com G. vaginalis ou salina estéril. Os MPMs das fémeas OV X
e SHAM foram divididas nos seguintes grupos:

- SHAM + GV: MPMs de camundongos fémeas SHAM infectadas com G. vaginalis;

- SHAM + Salina: MPMs de camundongas fémeas SHAM tratadas com salina;

- OVX + GV: MPMs de camundongos fémeas ovariectomizadas infectadas com G.
vaginalis;

- OVX + Salina: MPMs de camundongas fémeas ovariectomizadas tratadas com salina

- OVX + E2 + GV: MPMs de camundongas fémeas ovariectomizadas, pré-tratadas
com de 17pB-estradiol e infectadas com G. vaginalis.

Os sobrenadantes foram utilizados para dosagem de citocinas, nitritos totais e peréxido
de hidrogénio. Os MPMs foram desaderidos das placas com auxilio de 50ul tripsina, mantido
em 5% de CO2 95% de ar umidificado a 37°C por aproximadamente 7min e estabilizados com
200 ul RNA later para realizacdo de expresséo génica.

4.3.7.2 Dosagem de citocinas

As citocinas IL-6, IL-8 e IL-10, proveniente do sobrenadante da cultura, dos MPMs das
fémeas SHAM e OV X dos grupos: SHAM + GV; SHAM + Salina; OVX + GV; OVX + Salina
e OVX + E2 + GV, foram analisadas pela técnica ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay), utilizando kits comerciais ProcartaPlex™ Simplex Kit Invitrogen (Thermo Fisher,
S&o Paulo, Brasil). O ensaio foi realizado seguindo as instrugdes do fabricante e os niveis de
citocinas foram demonstrados em valores absolutos (pg/mL). Todos os grupos foram

analisados em triplicata.

4.3.7.3 Concentracao de nitritos totais

A producdo indireta de 6xido nitrico por macrdfagos foi realizada através da reacao de
Griess (GREEN; TANNENBAUM; GOLDMAN, 1981). Em uma placa de 96 pogos, uma
aliquota do sobrenadante da cultura de células (50pL) reagiu com 50uL de solugdo reagente
de Griess a 0,1% (dicloridrato de naftaleno - NEED) diluido em agua destilada, incubada por
10 minutos sem luz direta e 50uL de solug¢do de e-sulfanilamida a 1% (Sigma, Séo Paulo,
Brasil) diluida em &cido fosférico a 5% (Merck SA, Rio de Janeiro, Brasil) novamente
incubada por 10 min sem luz direta. Finalmente, todos os grupos foram analisados em niveis
triplicados de NO-2 medidos na absorbancia (550nm) em um espectrofotdémetro. Todos 0s

grupos foram analisados em triplicata
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4.3.7.4 Dosagem de perdxido de hidrogénio

Dosagem de perdxido de hidrogénio proveniente do sobrenadante da cultura celular de
MPMs oriundos das fémeas SHAM e OV X. Em uma placa de 96 pocos foi adicionada uma
aliquota do sobrenadante proveniente da cultura de células e a reacdo de dosagem de H.O:
ocorreu com quantificagdo com curva padrédo seguindo as instrucdes do fabricante do kit
Amplex® Red Hydrogen Peroxide/Peroxidase (Invtrogen). Finalmente, todos 0s grupos
foram analisados em niveis triplicados medidos na absorbancia (560nm) em um

espectrofotémetro.

4.3.7.5 Expressao génica de receptores e fator de transcri¢cdo por RT- gPCR

No desenvolvimento deste estudo também foi realizado a expressdo génica relativa
nos MPMs, oriundos das fémeas SHAM e OVX subdivididos nos grupos anteriormente
detalhados, para melhor compreender os mecanismos de resposta. Para isso, foi realizado a
expressdo do receptor de reconhecimento de padrdes moleculares existentes em
diversos agentes infectantes como Toll-Like-2 (TLR2). A expressdo do fator de transcricéo,
Fator nuclear kappa B (NF-xB). A expressao relativa das duas isoformas dos receptores
intracelulares do 17B-estradiol: alfa (ERa) e beta (ERP). As expressdes génicas foram
avaliadas pelo RT - gPCR array. O ensaio de expressdo génica SYBR ® PCR Master Mix
(Applied Biosystems™) foi realizado em placas com genes-alvos, TLR2, NF-xB, ERa e Erf,
genes endogenos e genes controle. A amplificacdo foi feita pelo termociclador StepOnePlus,
com os seguintes ciclos: 50 °C por 10 minutos, 95 °C por 10 minutos, 45 ciclos de 95 °C por

15 segundos e 60 °C por 1 minuto. Os dados foram analisados pelo método comparativo (24

A e a normalizacéo foi realizada com base na expressio de GAPDH.

4.4 Experimentos com Seres Humanos

4.4.1 Aspectos éticos e legais

Por se tratar de uma pesquisa que envolveu seres humanos atendeu as exigéncias éticas
obedecendo as diretrizes da presente Resolucdo 466/12. O estudo foi desenvolvido no
Laboratério de Microbiologia e Imunologia do IMS/UFBA ap6s aprovagdo da Comité de
Etica em Pesquisa com Seres Humanos (CEP) da mesma instituicio (CAAE:

81069817.5.0000.5556). Todos os procedimentos foram iniciados somente ap6s aprovagdo
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por este e ap0s assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) em duas vias,

ficando uma com o participante da pesquisa e outra arquivada pela pesquisadora.

4.4.2 Selecdo dos sujeitos da pesquisa

As coletas foram realizadas entre os meses de abril de 2019 e mar¢o de 2020 nos
consultérios de enfermagem da Unidade de Saude da Familia (USF) Nelson Barros, do
municipio de Vitéria da Conquista. Foram obtidas amostras de sangue periférico e fluido
vaginal de 18 mulheres, 9 em idade reprodutiva e acima de 18 anos, com uma média de,
aproximadamente 30,1 anos, e 9 na menopausa, com idade a partir de 47 anos com média de
48 anos (VETERATO et al 2020). O objetivo do estudo foi apresentado de forma sucinta e
com linguagem simples na sala de espera da USF. Em seguida, as pacientes voluntarias foram
convidadas a participar da pesquisa, assinando o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE).

As voluntarias foram avaliadas previamente em uma consulta de triagem em que foi
aplicado um questiondrio com o objetivo de averiguar os critérios de exclusdo. No
questionario foi perguntado data de nascimento, sexo, histérico clinico e habitos como alcool
ou tabagismo e uso de medicagdes. O questionario foi respondido pela voluntéria,
individualmente, exceto a se¢do de “EXAME GINECOLOGICO”, este preenchido pela
enfermeira da USF apds a realizagdo do exame ginecologico “PAPANICOLAU”. A
pesquisadora esteve presente durante a aplicacdo dos questionarios para esclarecimento de
davidas.

Para as voluntarias que por ventura se enquadraram nos critérios de exclusdo da
pesquisa foi comunicado e esclarecido o(s) motivo(s) da descontinuidade da participacdo. Para
critérios de exclusao: menstruacéo no dia da coleta, habitos como alcool ou tabagismo, uso de
medicamentos (antibioticos, antifungicos e contraceptivos) nos trés meses que antecederem a
coleta, mulheres gravidas, puérperas ou amamentando, assim como portadoras do virus HIV
e HPV, diagnosticadas para infecgdes sexualmente transmissiveis, que declare diabetes,
cardiopatias, doencas psiquiatricas, cancer, doenca renal e ainda que apresente sinais e
sintomas clinicos como: verruga, erupcoes, petéquias ou Ulceras. Para mulheres na menopausa
0 uso de terapia de reposicdo hormonal foi considerado critério de exclusédo.

As amostras obtidas foram acondicionadas em suporte plastico para tubos de ensaio,
armazenados e transportados para o Laboratério de microbiologia e imunologia da
Universidade Federal da Bahia em caixas isotérmicas (4°C). Parte das amostras de sangue

foram devidamente identificados e entregues no Laboratdrio Central Municipal (LACEM) de
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Vitéria da Conquista/BA para realizagdo de dosagem dos niveis hormonais: 17p-estradiol,
progesterona, hormonio foliculo-estimulante (FSH) e horménio luteinizante (LH) e exames
para avaliacdo do estado de saude geral: dosagem de glicemia; colesterol total e fracdes;
transaminase glutdmico-oxalacética (TGO); transaminase glutdmico-pirivica (TGP); e
hemograma completo. Em caso de alteragéo negativa do estado geral de saide das voluntérias,
as amostras armazenadas nos laboratorios da Universidade Federal da Bahia foram
descartadas, seguindo o protocolo de descarte de materiais biolégico do Instituto
Multidisciplinar em Saude — UFBA.

4.4.3 Coleta de sangue periférico dos sujeitos de pesquisa

Para realizacdo do procedimento, a agulha estéril (25 x 0,8 mm/ 21G) foi rosqueada
no adaptador (canhdo), sem remover a capa protetora da agulha. Em sequéncia, o garrote foi
ajustado no bra¢o da voluntéria, a veia escolhida e realizado antissepsia do local da coleta com
algoddo umedecido em alcool 70% e, ap6s remover a capa protetora da agulha, a puncéo foi
realizada. Para a coleta do sangue, um tubo contendo EDTA foi introduzido no adaptador e
assim que o sangue comecar a fluir no tubo, o garrote foi solto. Quando a quantidade de sangue
necessaria foi atingida (20mL), a agulha foi retirada delicadamente e, a fim de evitar o
extravasamento sanguineo e formacdo de hematomas, a voluntéria foi orientada a pressionar
com algodao a parte puncionada, mantendo o brago estendido, sem dobra-lo por alguns
minutos. Uma vez estancado o sangramento, foi colocado um penso adesivo no local da
puncdo. A agulha foi descartada em um recipiente estanque, rigido, com tampa e identificado
(tipo descarpack). O algodéo foi descartado em saco branco leitoso devidamente identificado
como infectante. Todas as coletas foram realizadas por profissionais habilitados utilizando-se

de material estéril e equipamento de protecdo individual (EPI).

4.4.3.1 Isolamento de mondcitos periféricos humanos (hPMs)

As células mononucleares do sangue periférico (PBMC) podem ser extraidas do
sangue usando Ficoll, um polissacarideo hidrofilico que separa as camadas do sangue. Uma
vez obtidos os PBMC, é possivel separar monaocitos de linfécitos por técnicas baseadas em
diferentes propriedades dos mondcitos, como seu tamanho Unico e densidade comparados aos
linfdcitos, além da habilidade de aderir ao vidro ou plastico. Devido ao risco de contaminagéao
linfocitaria  foi  utilizado  Percoll, um gradiente  percossolar  hiperosmolar
(densidade=1.064g/ml). O sangue periférico foi misturado com PBS em uma proporg¢éo 1:1.

Os PBMCs foram separados por centrifugacdo em coluna de Ficoll (400g durante 20min),
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lavados e centrifugados com PBS 1x por duas vezes (100g durante 10 minutos).
Posteriormente, os hPMs foram separados em uma solucdo por centrifugacdo em coluna de
Percall (400g durante 35min) e ressuspendidos em meio RPMI 1640 suplementado com soro
fetal bovino (SFB) a 10% (Sigma Aldrich) e ciprofloxacina (20pg/mL) (Sigma Aldrich). Apos
a avaliagio da viabilidade e confluéncia adequada (2x10°/mL), as células foram alocadas em
placas de 24 pocos de poliestireno e mantidas em estufa por 24 horas a 37°C com 5% de CO2.
(ALMAEIDA et al., 2000; CAMPESI et al., 2012; SANTO-JUNIOR et al., 2018). Este
procedimento permitiu obter uma populacdo homogénea de hPMs, que se apresentaram como
células aderentes. Apds o periodo de cultivo, antes da inoculacdo com G. vaginalis, todos 0s
pogos com 0s hPMs foram lavados com 100ul de RPMI 1640 (Gibco™)e, posteriormente,
adicionado apenas 500ul de RPMI 1640 (Gibco™), sem suplementacéo.

4.4.3.2 Inoculacdo de hPMs com G. vaginalis ou solucao salina estéril e tratamento com
17p-estradiol

Os hPMs das voluntarias em idade reprodutiva ou na menopausa foram estimuladas
com 10ul do indculo G. vaginalis (UFC 108) ou 10ul de salina estéril (DE OLIVEIRA, et al.,
2015; SIRAIT et al., 2017), por 6h, em 5% de CO2 95% de ar umidificado a 37°C. Para 0s
grupos de tratamento, as células foram pré-tratadas com 100ul de 17p-estradiol (107 M)
(AOMATSU et al., 2013) (Sigma Aldrich) por 6h a 37°C (GARCIA-DURAN M et al, 1999)
antes da estimulacdo com G. vaginalis ou salina estéril. Os hPMs das voluntarias foram
divididas nos seguintes grupos:

- Fértil + GV: hPMs de mulheres fértil infectadas com G. vaginalis;

- Fértil + Salina: hPMs de mulheres fértil infectadas tratadas com salina;

- Menopausa + GV: hPMs de mulheres na menopausa infectadas com G. vaginalis;

- Menopausa + Salina: hPMs de mulheres na menopausa tratadas com salina

- Menopausa + E2 + GV: hPMs de mulheres na menopausa, pré-tratadas com de 17p-
estradiol e infectadas com G. vaginalis.

Os sobrenadantes foram utilizados para dosagem de citocinas, nitritos totais e peréxido
de hidrogénio. Os hPMs foram desaderidos das placas com auxilio de 50ul tripsina, mantidos
em 5% de CO2 95% de ar umidificado a 37°C por aproximadamente 7min e estabilizados com

200 pl RNA later para realizacéo de expressdo génica.
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4. 4.3.3 Dosagem de citocinas

As citocinas GM-CSF, IL-1pB, TNF-a, IL-6, IL-12, IL-23, IL-27 e IL-10, proveniente do
sobrenadante da cultura, dos hPMs das mulheres em periodo fértil e menopausa foram
analisadas pela técnica ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), utilizando Kits
comerciais ProcartaPlex™ Simplex Kit Invitrogen (Thermo Fisher, Sao Paulo, Brasil). O
ensaio foi realizado seguindo as instrugdes do fabricante e os niveis de citocinas foram

demonstrados em valores absolutos (pg/mL). Todos os grupos foram analisados em triplicata.

4.4.3.4 Concentragao de nitritos totais

A producdo indireta de 6xido nitrico por macrofagos foi realizada atraves da reacédo de
Griess (GREEN; TANNENBAUM; GOLDMAN, 1981). Em uma placa de 96 po¢os, uma
aliquota do sobrenadante da cultura de células (50uL) reagiu com 50uL de solugdo reagente
de Griess a 0,1% (dicloridrato de naftaleno - NEED) diluido em agua destilada, incubada por
10 minutos sem luz direta e S0uL de solugdo de e-sulfanilamida a 1% (Sigma, S&o Paulo,
Brasil) diluida em acido fosforico a 5% (Merck SA, Rio de Janeiro, Brasil) novamente
incubada por 10 min sem luz direta. Finalmente, todos os grupos foram analisados em niveis
triplicados de NO-2 medidos na absorbancia (550nm) em um espectrofotdmetro. Todos 0s

grupos foram analisados em triplicata

4.4.3.5 Dosagem de peroxido de hidrogénio

Dosagem de perdxido de hidrogénio proveniente do sobrenadante da cultura celular
dos hPMs oriundos das mulheres em idade fértil na pds-menopausa. Em uma placa de 96
pocos foi adiciona uma aliquota do sobrenadante proveniente da cultura de células e a reacdo
de dosagem de H>O> ocorreu com quantificagdo com curva padrdo seguindo as instrugdes do
fabricante do kit Amplex® Red Hydrogen Peroxide/Peroxidase (Invtrogen). Finalmente,
todos os grupos foram analisados em niveis triplicados medidos na absorbancia (560nm) em

um espectrofotémetro.

4.5 Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada usando o programa GraphPad-Prism 5.0 (GraphPad
Softwear, San Diego, CA-EUA). As comparac0es realizadas nos diferentes experimentos foram
determinadas por meio de analise paramétrica, teste T de Student ou ndo-paramétrica, teste Mann-
Whitney One-tailed, apés realizada a avaliagdo da normalidade dos dados. Os resultados foram

expressos como media mais ou menos o desvio padrdo da media (DPM). As diferencas
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estatisticas foram consideradas significativas quando p <0,05, utilizando um intervalo de
confianca de 95%. Para curva de crescimento a analise estatistica foi realizada através do two-

way ANOVA com "Bonferroni posttests".



50

5 RESULTADOS

5.1 Efeito do 17p-estradiol sobre a curva de crescimento G. vaginalis

Com a finalidade de compreender se o 17p-estradiol (E2) exerce alguma atividade
bactericida ou bacteriostatica sobre a G. vaginalis foi realizado a curva de crescimento pelo
periodo de 24 horas, onde pode se observar a influéncia inibitoria desse horménio. Na analise
do gréfico relacionado a absorbancia nota-se que a partir da hora 1 (figura 2a), do crescimento
da curva, o E2 exerce de forma significativa a acdo inibitoria sobre a G. vaginalis. Na analise
em relacdo a contagem de colbnia essa influéncia so foi significativa a partir das 16 horas
(figura 2b).
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Figura 2. Curva de crescimento da G. vaginalis (UFC 108). G. vaginalis reativo em BHI por 24
horas em estufa a 37°C com 5% de CO,. Curva Controle Positivo, G. vaginalis (1mL) em meio
BHI (100mL). Curva Tratamento (E2) G. vaginalis (ImL) em meio BHI (100mL) + 17B-estradiol
[10-7M] (5,25mL), mantidas a 37°C com 5% de CO> por um periodo de zero a vinte e quatro
horas (T0-T24). (a) Leitura da absorbancia; (b) Contagem manual de col6nias. Os dados s&o
expressos como média £ DPM. ** p<0,01, ***p<0,001
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5.2 Experimentos com Camundongos

5.2.1 Modelo In Vivo

5.2.1.1 Indice uterino, concentracio sérica 17-estradiol e peso corporal

Para avaliar a eficacia da ovariectomia, o indice uterino, dosagem do estradiol sérico
e peso corporal foram determinados comparando as fémeas SHAM, no proestro, em relacdo
as OVX. Deficiéncia de estrégeno pode causar atrofia uterina. Na figura 3a, é possivel
observar a eficacia do procedimento da ovariectomia devido a diferenca entre 0s pesos
uterinos dos animais. O grupo SHAM apresenta maior peso comparado ao OVX (p < 0,0002).
Ao realizar a dosagem do estradiol no soro dos animais, pode-se observar que as fémeas
SHAMs apresentram maior concentragdo de estradiol no soro (p < 0,0001, figura 3b). Outra
caracteristica pertinente deficiencia estrogénica esta relacionada a alteracdo da massa
corporea. Neste contexto, o0 grupo OV X apresentou um aumento significativo de peso corporal

em relacdo ao SHAM (p < 0,05, figura 3c).
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Figura 3. Avaliacdo da eficacia da ovariectomia. (a) Peso do Utero corrigido pelo peso corporal
de camundongos fémeas SHAM e OVX. (b) Dosagem de 17p-estradiol no soro das fémeas SHAM
e OVX. (c) Peso corporal de camundongos fémeas SHAM e OV X. Dados sdo expressos como
médiat DPM.*p<0,05, ***p<0,001.
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5.2.2 Modelo In Vitro

5.2.2.1 Concentracdo de citocinas em MPMs de fémeas SHAM e OVX

As citocinas, IL-6, IL-8 e IL-10, foram mensuradas nos sobrenadantes de cultura
produzidos pelos MPMs. Os resultados deste estudo apresentaram uma maior producdo de
todas as citocinas para os MPMs do grupo infectado com G. vaginalis, tanto SHAM quanto
OVX, quando comparados com o grupo apenas com salina estéril. Para a citocina IL-6 este
resultado pode ser observado para 0 modelo SHAM (p<0.0048, figura 4a) e modelo OVX
(p<0.0048, figura 4b). Em relacdo a citocina IL-8, observa-se para o modelo SHAM
(p<0.0001, figura 4c) e modelo OVX (p<0.0048, figura 3d) e para IL-10 SHAM (p<0.0001,
figura 4e) e modelo OV X (p<0.0001, figura 4f).
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Figura 4. Concentracdo de citocinas IL-6 (a) e (b), IL-8 (c) e (d), IL-10 (e) em sobrenadante de cultura de MPMs
(2x105/mL) de fémeas SHAM e OVX. MPMs inoculados com 10ul G. vaginalis (GV) (108 UFC), grupos:
(SHAM + GV) e (OVX + GV) ou 10ul salina estéril, grupos: (SHAM + SALINA) e (OVX + SALINA). Todos
os experimentos foram relaziados pelo tempo de seis horas. Avaliagdo realizada por ELISA. Dados sao expressos
como média + DPM. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001.
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5.2.2.2 Concentracao de citocinas em MPMs de fémeas SHAM e OVX tratados ou ndo com

17p-estradiol (E2)

Foi realizado a comparacao entre os MPMs das fémeas SHAM e OV X, infectados com
G. vaginalis e OVX tratada com 17p-estradiol (E2) e, posteriormente, infectados com G.
vaginalis. Neste contexto, observa-se 0 aumento nas concentragdes das citocinas, dos MPMs
do grupo SHAM infectados em relagdo aos MPMs do grupo OV X infectados e OVX tratado
com E2 e infectado, respectivamente: IL-6 (p<0.0011; p<0.0048, figura 5a), IL-8 (p< 0.0048;
p< 0.0001, figura 5b) e IL-10 (p<0.0001; p< 0.0005, figura 5c). Entre os grupos
ovariectomizados, as concentracfes para o grupo OVX infectados apresentaram um nivel de
significancia elevada de 1L-6 (p< 0.0048, figura 5a) e IL-8 (p<0.0001, figura 5b) em relacdo
ao grupo OVX tratado com E2 e infectado. Entretanto, para a dosagem de I1L-10 (p<0.0005,
figura 5c), o resultado demonstrou uma maior concentracdo desta citocina para o grupo das

fémeas OV X tratado com E2 e infectado quando comparado com o grupo OV X infectado.
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Figura 5. Concentracdo de citocinas IL-6 (a), IL-8 (b) e IL-10 (c) no sobrenadante de MPMs
(2x105/mL) de fémeas SHAM e OVX. MPM:s inoculados com 10ul G. vaginalis (GV) (108 UFC),
por 6 horas, grupos: (SHAM + GV) e (OVX + GV). MPMs de fémeas OV X pré-tratadas com
100ul 17B-estradiol (E2) (10" M), por 6 horas e inoculados 10ul G. vaginalis (GV), pelo tempo
de seis horas, grupo: (OVX + E2 + GV). Avaliacdo realizada por ELISA. Dados sdo expressos
como média £ DPM. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001.
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5.2.2.3 Concentracao de nitrito totais e peréxido de hidrogénio (H202) em MPMs de fémeas
SHAM e OVX

Para mensuragdo dos niveis de nitrito totais e peréxido de hidrogénio, nos
sobrenadantes de cultura dos MPMs. Os resultados deste estudo também demonstraram que
tanto os MPMs das fémeas SHAM quanto das fémeas OVX apresentaram uma maior
producdo destes mediadores inflamatorios pelas células do grupo infectado com G. vaginalis
em relacdo ao grupo salina estéril. Para a dosagem de nitrito totais este resultado pode ser
observado para o modelo SHAM (p<0.0042, figura 6a) e modelo OV X (p<0.0298, figura 6b).
Em relacdo ao perdxido de hidrogénio, observa-se este resultado para o0 modelo SHAM
(p<0.0009, figura 6¢) e modelo OVX (p<0.0048, figura 6d).
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Figura 6. Concentragdo de nitritos totais (a) e (b) e peroxido de hidrogénio (c) e (d) em
sobrenadante de cultura de MPMs (2x10°/mL) de fémeas SHAM e OVX. MPMs inoculados com
10ul G. vaginalis (GV) (108 UFC), grupos: (SHAM + GV) e (OVX + GV) ou 10ul salina estéril,
grupos: (SHAM + SALINA) e (OVX + SALINA). Todos os experimentos foram realizados pelo
tempo de seis horas. Avaliagéo realizada por reagao de Griess para nitrito totais e Kits comerciais

para peréxido de hidrogénio. Dados sdo expressos como média + DPM. *p<0,05, **p<0,01 e
***p<0,001.
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5.2.2.4 Concentracgao de nitrito totais e perdxido de hidrogénio (H202) em MPMs de fémeas
SHAM e OVX tratados ou ndo com 17[-estradiol (E2)

Foi realizado a comparacgéo entre os MPMs dos grupos experimentais SHAM, OV X,
infectados com G. vaginalis e OVX tratada com 17B-estradiol (E2) e, posteriormente,
infectados com G. vaginalis. Neste contexto, ndo foi observado diferenca da concentracdo de
nitritos totais entre os grupos. Entretanto, ao analisar a figura 7b observa-se que tanto os
MPMs do grupo infectado com G. vaginalis das fémeas SHAM (p<0.0048) quanto os MPMs
das fémeas OV X tratados com E2 e posteriormente infectados com G. vaginalis (p< 0.0048)

apresentaram maiores concentragdes de H>O. em relacdo aos MPMs do grupo OV X apenas

infectado.
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Figura 7. Concentracao nitritos totais (a) e peroxido de hidrogénio (b) no sobrenadante de MPMs
(2x10°/mL) de fémeas SHAM e OVX. MPMs inoculados com 10ul G. vaginalis (GV) (108 UFC),
por 6 horas, grupos: (SHAM + GV) e (OVX + GV). MPMs de fémeas OV X pré-tratadas com
100ul 17B-estradiol (E2) (10" M), por 6 horas e inoculados 10ul G. vaginalis (GV), todos pelo
tempo de seis horas, grupo: (OVX + E2 + GV). Avaliagéo realizada por reacdo de Griess para
nitrito totais e Kits comerciais para perdxido de hidrogénio. Dados sdo expressos como média +
DPM. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001.
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5.2.2.5 Expressao génica relativa do receptor Toll-Loke 2 (TLR2) e o Fator nuclear kappa
(NF-kB) em MPMs de fémeas SHAM e OVX

Em relacéo a expressdo génica do receptor TLR2 e 0 NF-«B pelos MPMs da cultura
celular, os resultados deste estudo demonstraram que tanto os MPMs das fémeas SHAM
quanto das fémeas OVX apresentaram uma maior expressao destes genes pelas células do
grupo infectado com G. vaginalis em relacdo ao grupo salina esteril. Para a expressdo de TLR2
este resultado pode ser observado para 0 modelo SHAM (p<0.0003, figura 8a) e modelo OV X
(p<0.0048, figura 8b). Em relagdo ao gene do NF-«kB, observa-se este resultado para o modelo
SHAM (p<0.0007, figura 8c) e modelo OV X (p<0.0048, figura 8d).
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Figura 8. Expressao génica relativa TLR2 (a) e (b) e NF-xB (¢) e (d) em MPMs de cultura celular
(2x10°/mL) de fémeas SHAM e OVX. MPMs inoculados com 10ul G. vaginalis (GV) (108 UFC),
grupos: (SHAM + GV) e (OVX + GV) ou 10ul salina estéril, grupos: (SHAM + SALINA) e (OVX
+ SALINA). Todos os experimentos foram realizados pelo tempo de seis horas.Avaliacdo
realizada por RT-qPCR array. Dados sdo expressos como média £ DPM. *p<0,05, **p<0,01 e
***n<0,001.
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5.2.2.6 Expressao génica relativa do receptor Toll-Loke 2 (TLR2) e o Fator nuclear kappa
(NF-kB) em MPMs de fémeas SHAM e OVX tratados ou ndo com 17p-estradiol (E2)

Ao realizar a comparacao entre 0s MPMs dos grupos experimentais SHAM, OV X
infectados com G. vaginalis e OVX tratado com E2 e infectados, pode ser observado que
ambos o0s genes foram mais expressos pelos MPMs das fémeas SHAM infectado quando
comparados com OVX infectado e OVX tratado e infectado. Estes resultados estdo
demonstrados, respectivamente, de acordo com as comparacdes entre 0s grupos para 0 TLR2
(p<0.0011; p<0.0048, figura 9a) e NF-kB (p< 0.0048; p< 0.0001, figura 9b). Entretanto, 0s
MPMs do grupo OV X tratado com E2 apresentou uma maior expressao desses genes quando
comparados com 0s MPMs do grupo apenas infectado das fémeas ovariectomizadas como
apresentados para TLR2 (p< 0.0001, figura 9a) e NF-xB (p<0.0001, figura 9b)
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Figura 9. Expressdo génica relativa TLR2 (a) e NF-xB (b) em MPMs de cultura celular
(2x105/mL) de fémeas SHAM e OVX. MPMs inoculados com 10ul G. vaginalis (GV) (108 UFC),
por 6 horas, grupos: (SHAM + GV) e (OVX + GV). MPMs de fémeas OV X pré-tratadas com
100ul 17B-estradiol (E2) (10" M), por 6 horas e inoculados 10ul G. vaginalis (GV), pelo tempo
de seis horas, grupo: (OVX + E2 + GV). Avaliacdo realizada por RT-gPCR array.Dados s&o
expressos como média £ DPM. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001.
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5.2.2.7 Expressdo génica relativa dos receptores estrogénicos intracelulares alfa (ER-a) e
beta (ER-f) em MPM:s de femeas SHAM e OVX

Para a expressédo génica dos ER-a ¢ ER-B pelos MPMs da cultura celular, os resultados
deste estudo demonstraram que tanto os MPMs das fémeas SHAM quanto das fémeas OV X
apresentaram uma maior expressao destes genes pelas células do grupo infectado com G.
vaginalis em relagdo ao grupo salina esteril. Para a expressdo de ER-a este resultado pode ser
observado para o0 modelo SHAM (p<0.0006, figura 10a) e modelo OVX (p<0.0048, figura
10b). Em relacdo ao gene do ER-p, observa-se este resultado para o modelo SHAM (p<0.0048,
figura 10c) e modelo OV X (p<0.0048, figura 10d).
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Figura 10. Expressdo génica relativa TLR2 (a) e (b) e NF-xB (¢) e (d) em MPMs de cultura celular
(2x10°%/mL) de fémeas SHAM e OVX. MPMs inoculados com 10ul G. vaginalis (GV) (108 UFC),
grupos: (SHAM + GV) e (OVX + GV) ou 10ul salina estéril, grupos: (SHAM + SALINA) e (OVX
+ SALINA). Todos os experimentos foram realizados pelo tempo de seis horas.Avaliacdo
realizada por RT-qPCR array. Dados sdo expressos como média £ DPM. *p<0,05, **p<0,01 e
***p<0,001.
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5.2.2.8 Expressdo génica relativa dos receptores estrogénicos intracelulares alfa (ER-a) e
beta (ER-f) em MPM:s de féemeas SHAM e OVX tratados ou nao com 17f-estradiol (E2)

Ao realizar a comparacao das expressdes dos receptores ER-a ¢ ER-f entre os MPMs
dos grupos das fémeas SHAM, OVX e OVX tratado com E2 infectados com G. vaginalis
(GV), pode ser observado uma maior expressao destes receptores entre os MPMs das fémeas
SHAM infectados e OVX tratados com E2 e infectados quando comparados com OVX
infectados. Os resultados sdo demonstrados, respectivamente, para ER-o (p<0.0005;
p<0.0048, figura 11a) e ER-B (p<0.0048; p<0.0006, figura 11b). Para a comparacéo entre 0s
MPMs das fémeas SHAM e OVX tratados com E2 infectados os resultados apresentaram
diferenga entre os receptores. Para 0 ER-o os MPMs das fémeas SHAM apresentaram uma
maior expresséo (p<0.0048, figura 11a), enquanto que para o ER-B a expressao foi maior para
0s MPMs das fémeas OV X tratadas e infectadas (p<0.0048, figura 11b).
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Figura 11. Expressdo génica relativa TLR2 (a) e NF-kB (b) em MPMs de cultura celular
(2x10°/mL) de fémeas SHAM e OVX. MPMs inoculados com 10ul G. vaginalis (GV) (108 UFC),
por 6 horas, grupos: (SHAM + GV) e (OVX + GV). MPMs de fémeas OV X pré-tratadas com
100ul 17B-estradiol (E2) (10" M), por 6 horas e inoculados 10ul G. vaginalis (GV), pelo tempo
de seis horas, grupo: (OVX + E2 + GV). Avaliacdo realizada por RT-gPCR array.Dados sdo
expressos como média £ DPM. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001.
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5.3 Experimentos com Seres Humanos

5.3.1 Modelo In vivo

5.3.1.1 Avaliacdo de saude geral dos sujeitos da pesquisa

A avaliacdo do estado de saude dos voluntérios foi importante para a exclusdo de
individuos com parametros que poderiam vir a interferir na cultura hPMs e na resposta
imunoldgica dessas células. Conforme os resultados dos exames realizados, todos 0s sujeitos
de pesquisa incluidos neste estudo estavam saudaveis (Tabela 1). Foi observado que as
mulheres na idade reprodutiva apresentaram um maior nimero de eritrocitos. As mulheres na
menopausa as concentracdes de glicose; colesterol total; LDL, e TGP apresentaram maiores
concentragfes. Contudo, tais alteracdes ndo comprometem os resultados dos experimentos

realizados, pois individualmente os resultados estavam dentro dos valores de referéncia.

Tabela 1. Avaliacdo de estado de satde geral dos (as) voluntarios (as).

Avaliacdo de Estado de Saude Geral dos (as) Voluntarios (as)

Mulheres Mulheres pos- Valor de
reprodutivas menopausa referéncia p-valor
(n=9) (n=9)

Eritrocitos 4,71 +0,27 451 +0.37 (mi?ﬁ% :S /5m2m 3 0.1923
Leucocitos  6697,89+1936,16  4ogacas120705 Mems  0.0106*

Plaquetas 25%1%%%07 * 212%11%%%% + 150000 a 450000 0.1135
Glicose 69,88 + 29,65 80,25 + 5,44 65299 mgid  0-0420%
Colesterol total 180 + 27,30 21415 + 2115 <100 mgdL  0.0252*
LDL 104,6 + 23.40 134,6 + 22,94 <130mgiL  00281*

HDL 55,11 + 16,24 54,56 + 9,88 >40mg/dL  0.9238

Triglicérides 106.6 + 63.32 126.2 +32.58 <175mg/dL  0.0920

TGO 18,56 + 3,7 20,44 % 3,20 < 35U/L 0.3394
TGP 15,33 + 3,42 21,22 +3,47 7 a52U/L 0.0236*

Dados séo expressos como media = DPM. *p<0,05.
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5.3.1.2 Niveis dos hormonios sexuais femininos das voluntarias

A dosagem nos niveis dos horménios sexuais femininos referentes as coletas de
sangue periférico das voluntarias revelam que durante o periodo reprodutivo existe uma
elevada concentragdo de 17p-estradiol (p<0.000, figura 12a) e Progesterona (p< 0,0031, figura
12b) quando comparado a mulheres na pds-menopausa. Em contraste, observa-se elevadas
concentrag¢Bes dos hormonios foliculo estimulante (FSH) (p<0,0009, figura 12c) e luteinizante
(LH) (p<0,0008, figura 12d) em mulheres pds-menopausa quando comparadas a mulheres em
idade fertil.
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Figura 12. Concentracdo dos hormdnios sexuais femininos entre mulheres na fase reprodutiva e
da pos-menopausa. (a) Concentragdo sérica de estradiol (E2). (b) Concentracdo sérica de
progesterona (c) Concentragdo serica de FSH (Horménio foliculo estimulante). (D) Concentracdo
sérica de LH (Horménio luteinizante). Os dados sdo expressos como média + DPM.** p <0,01.
***p <0,001



62

5.3.2 Modelo In vitro
5.3.2.1 Concentracgao de citocinas em hPMs de mulheres no periodo fértil

As citocinas, GM-CSF, IL-1B, TNF-o, IL-6, IL-12, IL-23, IL-27 e IL-10, foram
mensuradas nos sobrenadantes de cultura produzidos pelos hPMs. Os resultados deste estudo
apresentaram uma maior producéo de todas as citocinas para 0s hPMs do grupo infectado com
G. vaginalis, quando comparado com o grupo apenas com salina estéril. Para a citocina GM-
CSF este resultado pode ser observado para 0 modelo FERTIL (p<0.0001, figura 13a). Em
relacdo a citocina IL-1B, observa-se maior expressdo para esta citocina na figura 13b
(p<0.0001). TNF-a: (p<0.0004, figura 13c) IL-6: (p<0.0004, figura 13d), I1L-12: (p<0.0001,
figura 13e), IL-23: (p<0.0001, figura 13f), IL-27: (p<0.0001, figura 13g), IL-10: (p<0.0001,
figura 13h).
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Figura 13. Concentrag&o de citocinas GM-CSF (a), IL-1B (b), TNF-a (c), IL-6 (d), IL-12 (e), IL-23 (f), IL-27
(9) (0) e 1L-10 (h) em sobrenadante de cultura de hPMs (2x10%/mL) de mulheres em periodo fértil. hPMs
inoculados com 10ul G. vaginalis (GV) (108 UFC), grupos: (FERTIL + GV) ou 10ul salina estéril, grupos:
(FERTIL + SALINA). Todos os experimentos foram realizados pelo tempo de seis horas. Avaliagio realizada
por ELISA. Dados sdo expressos como média + DPM. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001.

5.3.2.2 Concentragéo de citocinas em hPMs de mulheres na menopausa

As citocinas, GM-CSF, IL-1B, TNF-o, IL-6, IL-12, IL-23, IL-27 e IL-10, foram
mensuradas nos sobrenadantes de cultura produzidos pelos hPMs. Os resultados deste estudo
apresentaram uma maior producéo de todas as citocinas para os hPMs do grupo infectado com
G. vaginalis, quando comparados com o grupo apenas com salina estéril. Para a citocina GM-
CSF este resultado pode ser observado para 0 modelo MENOPAUSA (p<0.0001, figura 14a).
Em relacdo a citocina IL-1B, observa-se a maior expressdo desta citocina na figura 14b
(p<0.0001). TNF-a: (p<0.0005, figura 14c); IL-6: (p<0.0001, figura 14d); IL-12: (p<0.0001,
figura 14e); IL-23: (p<0.0001, figura 14f), 1L-27: (p<0.0001, figura 14g), IL-10: (p<0.0001,
figura 14h).
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Figura 14. Concentracédo de citocinas GM-CSF (a), IL-1B (b), TNF-a (c), IL-6 (d), IL-12 (e), IL-23
(f), IL-27 (g) (0) e 1L-10 (h) em sobrenadante de cultura de hPMs (2x105/mL) de mulheres em
periodo da menopausa. hPMs inoculados com 10ul G. vaginalis (GV) (108 UFC), grupos:
(MENOPAUSA + GV) ou 10ul salina estéril, grupos: (MENOPAUSAL + SALINA). Todos 0s
experimentos foram realizados pelo tempo de seis horas. Avaliagao realizada por ELISA. Dados sdo
expressos como média + DPM. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001.
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5.3.2.2 Concentracgao de citocinas em hPMs de mulheres no periodo fértil e menopausa

tratados ou ndo com 17p-estradiol (E2)

Foi realizado a comparacéo entre os hPMs das mulheres do grupo fértil e menopausa,
infectados com G. vaginalis e menopausa tratada com 173-estradiol (E2) e, posteriormente,
infectados com G. vaginalis. Neste contexto, observa-se 0 aumento nas concentracGes das
citocinas, dos hPMs do grupo fértil infectados em relagcdo aos hPMs do grupo OV X infectados
e OVX tratado com E2 e infectado, respectivamente: GM-CSF (p<0.0001; p<0.0001, figura
15a), IL-1p (p<0.0001; p< 0.0001, figura 15b), IL-6 (p<0.0001; p<0.0001, figura 15d), IL-12
(p< 0.0001; p< 0.0001, figura 15e), IL-23 (p<0.0001; p<0.0001, figura 15f). Para TNF-a 0
grupo fértil apenas apresentou maior concentracdo apenas quando comparado com menopausa
submetido ao tratamento com E2 (p< 0.0383, figura 15c). Entre os grupos de mulheres na
menopausa, as concentragcdes para 0s hPMs infectados apresentaram um nivel de significancia
para GM-CSF (p<0.0001, figura 15a), IL-1B (p< 0.0016, figura 15b), IL-6 (p<0.0008, figura
15d), IL-12 (p< 0.0016, figura 15e), IL-23 (p<0.0016, figura 15f) em relacdo as células
tratadas com E2 e infectado. Entretanto, para a dosagem de I1L-10 (p<0.0001, figura 15h), o
resultado demonstrou uma maior concentracdo desta citocina para o grupo de hPMs de
mulheres na menopausa tratado com E2 e infectado quando comparado com o grupo de

menopausa infectado. A citocina IL-27 ndo apresentou diferenca entre as comparagoes.
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Figura 15. Concentragdo de citocinas GM-CSF (a) IL-1p (b), TNF-a (c), IL-6 (d) IL-12 (e), IL-
23 (f), IL-27 (g) e IL-10 (h) no sobrenadante de hPMs (2x10%/mL) de mulheres em periodo fértil
e menopausa, respectivamente. hPMs inoculados com 10ul G. vaginalis (GV) (108 UFC), por 6
horas, grupos: (FERTIL + GV) e (MENOPAUSA + GV). hPMs de mulheres na menopausa pré-
tratadas com 100ul 17B-estradiol (E2) (107 M), por 6 horas e inoculados 10ul G. vaginalis (GV),
pelo tempo de seis horas, grupo: (MENOPAUSA + E2 + GV). Avaliacdo realizada por ELISA.
Dados sdo expressos como media £ DPM. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001.
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5.3.2.3 Concentracgao de nitrito totais e perdxido de hidrogénio (H202) em hPMs de

mulheres no periodo fértil e menopausa

Os hDMs apresentaram maiores producdes de nitritos totais (p< 0.0424, figura 16a) e
perdxido de hidrogénio (p< figura 16b) para as células inoculadas com G. vaginalis quando
comparados com as inoculadas com salina estéril apenas para mulheres em idade fértil. Nao
houve diferenca estatistica quanto a comparacao entre as células inoculadas com G. vaginalis

e salina estéril de mulheres na pds-menopausa (figura 16b e 16d).
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Figura 16. Concentracdo de nitritos totais (a) e (b) e peroxido de hidrogénio (c) e (d) em
sobrenadante de cultura de hPMs (2x10%/mL) de mulheres em periodo fértil e menopausa. hPMs
inoculados com 10ul G. vaginalis (GV) (108 UFC), grupos: (FERTIL + GV) e (MENOPAUSA +
GV) ou 10pl salina estéril, grupos: (FERTIL + SALINA) e (MENOPAUSA + SALINA). Todos
0s experimentos foram realizados pelo tempo de seis horas. Avaliacdo realizada por reacdo de
Griess para nitrito totais e Kits comerciais para peroxido de hidrogénio. Dados sdo expressos como
média £ DPM. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001.
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5.3.2.4 Concentracgao de nitrito totais e perdxido de hidrogénio (H202) em hPMs de

mulheres no periodo fértil e menopausa tratados ou ndo com 17p-estradiol (E2)

Para a comparagao entre os hPMs dos grupos experimentais FERTIL, MENOPAUSA,
infectados com G. vaginalis e MENOPAUSA tratada com 17B-estradiol (E2) e,
posteriormente, infectados com G. vaginalis, ndo foi observado diferenca da concentracdo de
nitritos totais entre os grupos. Entretanto, ao analisar a figura 17b observa-se que os hPMs do
grupo infectado com G. vaginalis das mulheres na menopausa (p<0.0208) apresentaram maior
producéo deste reativo de oxigénio quando comparadas com mulheres férteis e mulheres na

menopausa com tratamento.
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Figura 17. Concentracdo nitritos totais (a) e peroxido de hidrogénio (b) no sobrenadante de hPMs
(2x10°/mL) de mulheres em periodo fértil e menopausa. hPMs inoculados com 10ul G. vaginalis
(GV) (108 UFC), por 6 horas, grupos: (FERTIL + GV) e (MENOPAUSA + GV). hPMs de
mulheres na menopausa pré-tratadas com 100ul 17B-estradiol (E2) (107 M), por 6 horas e
inoculados 10ul G. vaginalis (GV), todos pelo tempo de seis horas, grupo: (MENOPAUSA + E2
+ GV). Avaliacéo realizada por reacdo de Griess para nitrito totais e Kits comerciais para peréxido
de hidrogénio. Dados sdo expressos como média £ DPM. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001.



69

6 DISCUSSAO

G. vaginalis é um bacilo facultativo e gram-variavel, residente da microbiota vaginal,
sendo o principal agente etiologico da vaginose bacteriana (VB) (CASTRO et al., 2017). Por
razfes ainda ndo muita esclarecidas, a resposta imune tanto a G. vaginalis quanto a VB
apresentam dados da literatura dispares e pouco caracterizadas (GARCIA et al., 2019). A
resposta a esse patdgeno, em sua maioria, apresenta-se com pouca resposta inflamatoria, sendo
relacionada na literatura sua capacidade de evasdo do sistema imune (SMITH; RAVEL,
2017). Entretanto é reconhecido na literatura complicagdes como doenca inflamatéria pélvica,
aborto e parto pré-maturo, mesmo que, na maioria dos casos, a afeccdo se mostre
assintomatica (CAUCI et al., 2002). A VB ¢ considerada a principal desordem vaginal que
acomete as mulheres em fase reprodutiva (SCHWEBKE et al., 2014). Nesta fase ocorrem 0s
maiores niveis de hormonios ovarianos, estrogeno e progesterona; horménios que modulam o
sistema imune sob diversas influéncias (VILLA et al., 2015), alterando-se conforme a fase do
ciclo menstrual (folicular e IGtea) e na pos-menopausa (FISH, 2014). Estas alteracGes
influenciam a capacidade fagocitica, quimiotatica, como também na inibi¢do ou producédo de
citocinas e anticorpos (BOUMAN, HEINEMAN, FAAS, 2005). O 17p-estradiol (E2) € o
principal hormonio estrogénico e conhecido na literatura pela sua atividade anti-inflamatoria
(AOMATSU et al., 2013; SHIVERS et al., 2015). Seus mecanismos de ac¢do sdo estudados
prioritariamente através dos seus receptores intracelulares, que se apresentam em duas
isoformas: alfa (ERa) e beta (ER-) (GHOSH, RODRIGUEZ-GARCIA, WIRA, 2015). N&o
é conhecido na literatura uma relacdo direta entre G. vaginalis e estradiol. No entanto, este
hormonio tem uma relagéo direta com a alteracdo da microbiota vaginal de fémeas (SMITH,;
RAVEL, 2017). Em periodo reprodutivo, fémeas produzem altos niveis de estradiol
resultando em mais depdsitos de glicogénio nas células epiteliais e glicogénio livre disponivel
para Lactobacillus spp (MUHLEISEN, HERBST-KRALOVETZ, 2016). A patogenia da VB
estd relacionada com a deplecdo Lactobacillus spp e aumento de bactérias anaerdbicas
hipotetizando que alteragcbes estrogénicas induziriam ao estabelecimento da vaginose
bacteriana (SMITH; RAVEL, 2017).

Para melhor compreender a interacdo do E2 com a capacidade proliferativa de
microrganismos, foi realizado uma curva de crescimento, no qual foi observado a capacidade
bacteriostatica do 17p-estradiol sob G. vaginalis. Essa caracteristica inibitoria também foi
observada por Guess e colaboradores (2019), ao quantificarem Cryptococcus neoformans, que
evidenciaram uma maior capacidade proliferativa em células mononucleares de sangue

periférico (PBMCs) de homens em comparagcdo com mulheres, exceto quando as células
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foram tratadas com 17-B estradiol. Por outro lado, camundongos machos e fémeas,
suplementados com E2, demonstraram diminuicdo da depuracdo de Pseudomonas
aeruginosa, independente da progesterona, indicando que o estradiol (E2) tem acéo
proliferativa (ABID et al., 2017). Essas informacgdes contraditorias, juntamente com o
resultado do presente estudo, indicam que o E2 ndo tem caracteristicas exclusiva de inibicéo
ou proliferacdo, mas que sua influéncia sob a capacidade de proliferacdo de patogenos tende
a ser microrganismo dependente.

As fémeas OV X deste estudo apresentaram maior peso corporal e menor peso uterino
devido a atrofia uterina, quando comparadas com as SHAMSs. Estes resultados s&o
corroborados com literatura em que pesquisadores observaram ganho de massa corporal apos
procedimento de ovariectomia em animais (LAMAS et al., 2015, MELI et al., 2004). YAO e
colaboradores (2018) demonstraram uma reducdo significativa do peso do Utero das fémeas
ovariectomizadas quando comparadas ao peso das fémeas SHAMs. Da mesma maneira, De
Oliveira e colaboradores (2010) observaram que fémeas submetidas a ovariectomia
apresentam menores niveis séricos de estradiol quando comparadas com SHAM na fase do
ciclo proestro. Esta informagao confirma o resultado do presente estudo, no qual o grupo OVX
também apresentou menores niveis de estradiol ao ser comparados com o grupo de fémeas
SHAMs. Estes resultados sdo amplamente discutidos na literatura onde fémeas sem atividade
ovariana apresentam reducdo estrogénica, bem como, elevacdo da massa corporea (HEINE et
al., 2000; KO e KIM, 2020). Além disso, esses resultados mostram que o Utero é um Orgéo-
alvo do estradiol exercendo acdo proliferativa no endométrio e hipoestrogesterismo interfere
diretamente no peso deste 6rgao (WOOD et al., 2007).

Quando observado os resultados referentes as mulheres, constata-se que a transi¢ao do
periodo reprodutivo para a menopausa € marcada por profundas alteracdes hormonais
ocasionadas pela inatividade ovariana (COSTA, 2014). Tal fato pode ser evidenciado neste
estudo, no qual é possivel perceber uma reducdo acentuada dos horménios estradiol e
progesterona em mulheres no periodo da menopausa quando comparado a mulheres
reprodutivas. Em contrapartida, na menopausa ocorre hiperatividade do eixo hipotalamico-
hipofisario-gbnadas que estimula o ovario a produzir estradiol (RETTBERG; YAO;
BRINTON, 2014). Porém, como esse periodo é marcado pela faléncia ovariana, ocorre uma
retroalimentacdo estimulando a hipdfise a liberar os horménios luteinizante (LH) e foliculo
estimulante (FSH) continuamente (RETTBERG; YAQO; BRINTON, 2014, ROBKER et al.,

2018). Esse cenario também pode ser constatado neste estudo ao comparar as mulheres férteis
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com as que estdo no periodo da menopausa, demonstrando assim, um aumento nos niveis dos
hormdnios hipofisarios nas mulheres sem atividade ovariana.

No presente estudo, foram realizadas as dosagens de citocinas, in vitro, em macrofagos
peritoneais de murinos (MPMs) e mondcitos de sangue periférico humanos (hPMs). As
citocinas IL-6, IL-8 e IL-10 foram mensuradas nos sobrenadantes de cultura de MPMs e hPMs
e as citocinas GM-CSF, IL-1B, TNF-a, IL-12, IL-23, IL-27 apenas no sobrenadante de hPMs.
Todas as citocinas testadas apresentaram maiores concentracfes quando desafiadas com G.
vaginalis em comparacdo com células apenas com salina estéril. CAUCI e colaboradores,
(2004) e SMITH e RAVEL, (2017) encontraram maiores niveis de IL-1a, IL-1B, TL-1Ra,
TNF-a, IFN-y, IL-4, IL-8, IL-10, IL-12p70, no lavado vaginal de mulheres na fase reprodutiva
com caracteristica de microbiota de VVB. Outros estudos reafirmam este papel estimulador da
resposta imune da microbiota relacionada a mulheres positivas para vaginose bactaeriana
(ANAHTAR et al, 2015; SHIPITSYNA et al, 2012). As citocinas sdo produzidas em
decorréncia a alguma alteracdo no organismo (LIN, CALVANO, LOWRY, 2000; ROSE-
JOHN, 2018). Elas sdo moléculas que estimulam ou inibem diversas células com funcgéo de
caracteristica imunoldgica para o reestabelecimento da homeostase do organismo (LIN,
CALVANO, LOWRY, 2000; ROSE-JOHN, 2018). As agdes das citocinas sao redundantes,
Ou seja, uma mesma acgéo pode ser desencadeada por mais de um tipo de citocina (ZHANG,
2007, MURAKAMI. KAMIMURA e HIRANO, 2019) e, frequentemente, estimula suas
células alvo a produzirem mais citocinas, tendo um efeito do tipo cascata (SOMMER,
WHITE, 2010; GANDHI et al. 2016).

Para GM-CSF, foram observados maiores niveis desta citocina nos hPMs oriundos de
mulheres em fase reprodutiva quando comparados com hPMs de mulheres na menopausa. No
entanto, hPMs de mulheres submetidas ao pré-tratamento com E2, produziram menores niveis
de GM-CSF tanto em comparagdo com células de mulheres férteis quanto no periodo da
menopausa, indicando uma possivel atividade anti-inflamatoria ao tratamento isolado com E2.
GM-CSF tem como principais fontes de producdo macrdfagos, células endoteliais atuando
nos progenitores da medula dssea, (MO) tendo como fungdo aumentar a producdo de
leucdcitos inflamatorios eficazes na cicatrizagao de feridas (HAMILTON, 2020). Da mesma
maneira que o presente estudo, Suzuki e colaboradores (2007) observaram uma diminuigéo
de GM-CSF em fémeas ovariectomizadas pré-tratadas com E2. Porém, os autores também
observaram que o tempo de tratamento das fémeas influéncia nos niveis de GM-CSF, pois,
fémeas tratadas por 10 semanas, apresentaram niveis elevados de GM-CSF. De maneira

contraria ao presente estudo, em uma pesquisa com queratinécitos humanos foi observado um
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aumento de GM-CSF ao tratamento do estradiol (KANDA e WATANABE, 2004). Entretanto,
nestes contextos, para a GM-CSG, pode-se avaliar que o estradiol tem uma relacao dicotdmica
indicando uma caracteristica imunomodulatoria. Todavia, para o resultado do nosso estudo, o
E2 apresentou uma caracteristica anti-inflamatoria.

IL-1B ¢ principalmente produzida por mondcitos/macréfagos ativados e células
endoteliais. Existem duas espécies conhecidas de IL-1: IL1a e ILI1B. A IL-lo esta
predominantemente associada as membranas celulares e exerce sua influéncia por meio de
contatos entre células (DINARELLO, 2018). A IL-1B é mais facilmente detectavel na
circulacdo e é capaz de induzir alteracdes fisioldgicas e metabdlicas semelhantes as induzidas
pelo TNF-a (DINARELLO, 1991; FONG et al., 1996; MANTOVANI et al., 2019). No
presente estudo, observou-se resultando semelhante ao anterior. Mulheres em idade
reprodutiva apresentaram maiores niveis desta citocina quando comparadas com mulheres no
periodo da menopausa. Além disso, para os hPMs tratados com E2 obteve-se mesmo padréo
da resposta anterior. O tratamento ao E2 exdgeno demonstrou diminuir os niveis de IL-1p
quando comparadas com celulas sem tratamento para ambos 0s periodos reprodutivos e
menopausa. Em um estudo in vivo com ratas mantidas em niveis hormonais de pseudoestro,
Joo e colaboradores (2011) infectaram intravaginalmente animais com G. vaginalis e
observaram niveis elevados de IL-1B, TNF-o e IL-6, sendo esses niveis reduzidos pelo
tratamento oral e intravaginal de L. johnsonii. Niveis elevados de IL-1 também foram
observados por Anderson e colaboradores (2011) em esfregacos vaginais de gestantes
positivas para VB, com deteccdo de G. vaginalis quando comparados com VB negativas.

Quando se observa estudos ao tratamento do E2, os dados em literatura séo
controversos. Kramer e colaboradores (2004) ao dosarem IL-1 em macréfagos derivados de
pacientes com leucemia aguda e tratados com E2, observaram uma reducédo de IL-1 e outras
citocinas inflamatorias dependente do tempo de cultivo, quando comparados com células sem
tratamento. Isso foi visto por Zhang e colaboradores (2015) que observaram uma redugéo da
resposta inflamatdria em cultura de células ATCC RAW 264.7. No entanto, no estudo de
Calippe e colaboradores (2010) esta reducédo néo foi observada, onde MPMs de OV X tratadas
in vivo com E2, apresentaram uma maior expressdo quando comparadas com OVX sem
tratamento e SHAM. Neste contexto, assim como a citocina anterior, a literatura ndo apresenta
um consenso sob a modulacdo do E2 em relacdo a resposta inflamatoria. Porém, para o
resultado deste estudo, o0 E2 apresentou resposta de caracteristica anti-inflamatdria.

Para TNF-a, os resultados do presente trabalho nao indicam maiores producdes destas

citocinas pelos hPMS oriundo das mulheres reprodutivas quando comparados com as células
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das mulheres na menopausa. Além disso, o tratamento do E2 exdgeno os hPMs apresentaram
uma reducdo desta citocina quando comparadas com células com E2 enddgeno. TNF-a esta
entre as primeiras e mais potentes citocinas das respostas subsequentes a lesdo aguda e a outros
estimulos, sendo que as fontes primarias de sintese de TNF-a incluem mondcitos/macrdfagos
e células T (VAN et al., 1998; KANY; VOLLRATH e RELJA, 2019). Apresenta diversas
funcBes organicas como: indutor de catabolismo muscular e caguexia, ativacdo da coagulacao,
promogcdo da expressao ou liberacdo de moléculas de adesdo, prostaglandina E2, fator de
ativacdo plaquetéaria (PAF), além de induzir a producéo de outras citocinas (VAN DER et al.,
1995; VOLLRATH e RELJA, 2019). Prigione (2012) confere uma caracteristica bifésica a
esta citocina. Em se tratando das células epiteliais vaginais primarias, estas apresentam
suprarregulacdo de TNF-o em resposta a estimulagdo pelos compostos microbianos como LPS
e peptidoglicano (WIRA et al., 2010). Para COVID-19, DING e colaboradores (2021)
relataram a regulacdo negativa de TNF-o em mulheres no periodo reprodutivo e que a
menopausa é considerada indicio de fator de risco para o agravamento dessa enfermidade. A
acao de E2 sobre a modulacdo de TNF também foi relatada em outros estudos (KRAMER et
al., 2004 e ZHANG et al., 2015).

No que diz respeito a IL-6, observou-se que os MPMs oriundos das fémeas SHAM e
0s hPMS das mulheres em periodo reprodutivo apresentaram maiores niveis desta citocina
quando comparadas com células das fémeas ovariectomizadas e células das mulheres no
periodo da menopausa. Contudo, tanto os MPMs quanto os hPMs apresentaram menores
niveis de IL-6 quando foram submetidas ao tratamento do E2. A producéo IL-6 ocorre a partir
de praticamente todas as células e tecidos, tendo como potentes indutores TNF-a e a IL-1
(LIN, CALVANO, LOWRY, 2000; TANAKA et al. 2014) e apresenta caracteristicas pro-
inflamatoria, sendo um mediador importante da resposta de fase aguda (HEINRICH,
CASTELL, ANDUS, 1990; ROSE-JOHN, 2018), portanto, tem um papel fundamental para o
desenvolvimento da resposta imune inata adequada (XING, et al, 1998; ROSE-JOHN et al.
2015). A funcdo de controle sobre infeccdo desta citocina foi observada por Kovacs e
colaboradores (2014), em modelo murino fémea de infeccdo sistémica por C. albicans. Os
niveis séricos de IL-6 apresentaram maior concentragdo em comparagao com 0s animais ndo
infectados, 0o que mostrou que camundongos deficientes em IL-6 sdo mais suscetiveis a
infecgOes (Romani e colaboradores (1996) e Van e colaboradores (1999).

Em um estudo sobre a COVID-19 utilizando fémeas SHAM e mulheres reprodutivas,
demonstrou-se que o E2 foi negativamente correlacionado com IL-6 em mulheres no periodo

reprodutivo. Os pesquisadores sugerem que o suplemento hormonal pode ser uma terapia
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potencial para pacientes com COVID-19, devido a potencialidade do E2 na regulagdo de
citocinas relacionadas a imunidade e inflamacao (DING et al.,2021). Esta potencialidade do
estradiol pode ser observada também nos resultados obtidos no presente estudo, 0s quais
MPMs e hPMs tratados com E2 apresentaram menores niveis desta citocina ao desafio por G.
vaginalis. Kramer e colaboradores (2004) também observaram uma reducdo de IL-6
relacionado ao tratamento com E2. No entanto, Calippe e colaboradores (2010) observaram
uma maior expressao de IL-6 e outras citocinas em MPMs de OVX tratadas in vivo com E2,
quando comparadas com OV X sem tratamento e fémeas SHAM ao estimulo de LPS. Como
padrdo observado neste estudo, o tratamento do estradiol reduziu a produgéo de citocinas em
células apos tratamento com o E2, destacando a caracteristicas anti-inflamatorias desta
citocina ao estimulo de G. vaginalis.

Apbs o reconhecimento ao estimulo que possa alterar o equilibrio homeostatico,
células do sistema imunolégicos sdo recrutadas para o reestabelecimento da homeostasia.
Uma das citocinas produzidas para o recrutamento é IL-8. No presente estudo, os MPMs
oriundos das fémeas SHAM e os hPMS das mulheres em periodo reprodutivo apresentaram
maiores niveis desta citocina quando comparadas com células das fémeas ovariectomizadas e
células das mulheres no periodo menopausa. Entretanto, tanto para os MPMSs quanto para 0s
hPMs apresentaram menores niveis de IL-8 quando foram submetidas ao tratamento do E2
em relacdo as células sem tratamento. IL-8 é produzida por diversas células do sistema
imunoldgico, incluindo, mondcitos/macrofagos (ZHANG, 2007; KANY; VOLLRATH e
RELJA, 2019). Seus estimulos normalmente séo as citocinas IL-1, TNF-a e IFN-y, e tem
como principal funcdo a migracdo de leucdcitos, como neutrofilos, ao local da infec¢éo
(CURFS, MEIS, HOOGKAMP-KORSTANJE, 1997; ZHANG, 2007, ABBADIE et al., 2009;
KANY; VOLLRATH e RELJA, 2019). Especificadamente para vaginose bacteriana, Eade e
colaborados (2012) observou a regulacédo positiva de IL-8 em co-cultura de células epiteliais
(EADE et al., 2012). Fichorova e colaboradores (2013) também observaram caracteristica de
mediadores da inflamacdo em isolado priméario de G. vaginalis obtido de mulher positivas
para VB demonstrando uma suprarregulacdo de fatores quimiotaticos como IL-8 e RANTES.
No entanto, Cauci e colaboradores (2002, 2004) identificaram niveis baixos de IL-8 em
mulheres positivas para VVB. Sob a interagédo entre E2 e IL-8, Kramer e colaboradores (2004),
ndo observaram alteracdo dos niveis de desta citocina em macréfagos tratados com E2. Para
Shi e colaboradores (2006), E2 inibiu a producdo de IL-8 em linhagem celular de mondcitos
(U-937), quando comparadas com esta mesma linhagem celular que produziu IL-8
naturalmente. IL-8 possui importante papel de recrutamento de outros leucdcitos para o sitio
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da inflamacao apresenta na literatura resultados conflitantes. Embora no resultado do presente
estudo indique o potencial de recrutamento, vale ressaltar que diversos estudos de Cauci e
colaboradores (2002, 2004 e 2008) sempre relatam a presenca minima de 1L-8 de mulheres
positivas para VB mesmo com a elevacdo de outras citocinas, como a IL-1 B.

IL-12 pertence a uma familia de citocinas que incluem IL-12, IL-23, IL-27 e IL-35
(GUO, CAO e ZHU, 2019). No presente estudo foi observado que hPMs de mulheres em
periodos reprodutivos apresentaram maiores niveis de IL-12, IL-23 que mulheres na
menopausa. Em se tratando da IL-27 ndo foi observado diferenga estatistica entre hPMS de
mulheres no periodo fértil e na menopausa. Para as células submetidas ao tratamento com E2,
apenas IL-12 apresentou, pds-tratamento, menores niveis dessa citocina. IL-12 e IL-23 sdo
citocinas predominantemente pré-inflamatorias/prostimulatorias que contribuem com papéis
importantes no desenvolvimento de células Thl e Th17, respectivamente (VIGNALI e
KUCHROO, 2012). Embora a IL-27 tenha sido inicialmente considerada uma citocina pro-
inflamatéria com algumas observagdes recentes apoiando essa visdo (COX et al, 2011;
YOSHIDA, HUNTER, 2015), atualmente é considerada, na maioria dos estudos, uma citocina
imunorreguladora (VIGNALI e KUCHROO, 2012). IL-27 apresenta capacidade de modificar
diretamente as funcOes efetoras das células T CD4+ e CD8+ para induzir IL-10 e para
promover respostas de células T reguladoras especializadas (YOSHIDA, HUNTER, 2015).
Onderdonk e colaboradores (2015), em uma analise gendmica de esfregacos vaginais,
observou que a deteccdo de G. vaginalis estava relacionada com aumento dos niveis IL-12.
Outro estudo com mulheres VB positivas em comparagdo com negativas também evidenciou
elevados niveis de IL-12 em lavado cervicovaginal (KYONGO et al., 2015). Em relagéo IL-
23 e IL-27 versus G. vaginalis, os dados em literatura sdo bastante escassos. J& em relacdo a
interacdo entre E2 e 1L-12, Bouman e colaboradores (2004a) ndo observaram diferenca em
mondcitos estimulados com LPS a niveis fisioldgicos E2 em diferentes fases do ciclo
reprodutivo. No entanto, Elenkov e colaboradores (2001) observaram que durante a gravidez,
mulheres tiveram menor producdo de IL-12 comparados aos niveis observados no periodo
pos-parto. Este resultado é similar ao encontrado no presente estudo, com uma reducdo de IL-
12 sob niveis gravidicos de E2. E importante ressaltar que em condic@es de gravidez ocorrem
elevados niveis de progesterona e no presente estudo o tratamento ocorreu apenas com E2. A
interacdo de E2 em relagdo a IL-23 e IL-27 é bastante escassa na literatura. Entretanto, para
IL-27, embora este estudo ndo tenha apresentado resultado estatistico ao tratamento com E2,
esta citocina tem caracteristica anti-inflamatoria, resposta observada pelo aumento de IL-10

nas analises dos MPMs e hPMs deste estudo.
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Com atividade anti-inflamatéria, a IL-10 surgiu como um modulador da atividade do
TNF-a (LIN, CALVANO, LOWRY, 2000; OUYANG W e O'GARRA, 2019), porém, atua
também na inibigdo de outras citocinas como IL-1 e IL-6 (THOMPSON-SNIPES et al., 1991,
OUYANG W e O'GARRA, 2019). Outra caracteristica € a inibicdo da producdo de IFN-y
pelas células NK (THOMPSON-SNIPES et al., 1991; BEDKE et al., 2019). Contudo, a
producéo de IL-10 é negativamente regulada por muitas citocinas, como IL-4, IL-13 e IFN-y,
e também pela sua propria autorregulacdo (BENJAMIN et al., 1992; VAN et al., 1995,
BEDKE et al., 2019). No presente estudo, para IL-10, um padrdo de resposta diferente das
outras citocinas analisadas foi observado. As células MPMs e hPMs, pré-tratadas com E2
apresentaram maiores niveis quando comparadas com células de fémeas OV X e mulheres no
periodo da menopausa sem tratamento, demonstrando similaridade de resposta com as celulas
com E2 enddgeno. No entanto, quando observado os resultados, apenas entre células
infectadas e células com salina, Joo e colaboradores (2011), observaram resultados diferente
do resultado do presente estudo. Estes pesquisadores destacaram uma menor producéo de IL-
10 em ratas infectadas intravaginalmente com G. vaginalis quando comparadas com as ndo
infectadas. Um aumento convergente em relacdo a IL-10 e E2 foi observado por Marks e
colaboradores (2010) em PBMCs. Estes pesquisadores avaliaram a vacina contra papiloma
virus humano (HPV 16) em PBMCs de mulheres saudaveis na pré-menopausa estimulados
com vacina, demonstrando um aumento da citocina IL-10 quando as células foram tratadas
com E2.

Com isso, em relacdo as citocinas analisadas no presente estudo e a analise da
influéncia do estradiol, foi observado que o tratamento com E2 além de ndo equiparar a
dosagem da maioria das citocinas das células MPMs e hPMs com atividade enddgena dos
hormonios sexuais, ainda reduziu seus niveis na presenca do E2 exdgeno, com excecao para
IL-10. Essa ndo equiparacdo das citocinas em células pré-tratadas com E2 quando comparadas
com células oriundas de fémeas e mulheres com atividade ovariana preservada pode estar
relacionada a influéncia da progesterona endégena na resposta inflamatoria. Esta hipdtese
pode ser observada no trabalho de Marks e colaboradores (2010). Estes pesquisadores
observaram o aumento significativo nos niveis de diversas citocinas pro-inflamatorias e anti-
inflamatdrias em PBMCs estimulados com E2 e P4 enddgenos, quando estimulados com a
vacina VLP e comparacdo com células ndo estimuladas.

Outro estudo realizado em camundongos SHAM e OVX, tratados com E2 ou P4
infectados com o virus da influenza H1N, identificou que camundongos OV X tratados com

estradiol demonstraram diminuicdo da caquexia, menor duracdo da doenga, inicio tardio da
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morbidade, menos morbidade e mortalidade geral do que OVX tratados com progesterona.
Nessa mesma pesquisa, o estradiol desempenhou um papel protetor e a progesterona um papel
prejudicial na fisiopatologia (DAVIS et al.,, 2017). Fémeas OVX pre-tratadas com
progesterona apresentaram niveis significativamente maiores de TNF-a em um modelo de
alergia (De OLIVEIRA et al., 2010). Uma outra hipdtese pode estar relacionada a dose
utilizada no tratamento que se equipara a dose gravidica (STARUB, 2007). Pesquisas sugerem
que altas doses de E2 podem inibir a producdo de citocinas inflamatorias, enquanto a
estimulagdo com E2 em seu nivel fisiol6gico aumenta sua producdo (KLEIN et al., 2016;
DING et al., 2021). Estes dados podem ser verificados no estudo de Bouman e colaboradores
(2005) no qual foi observado que o E2 tem efeito bipotencial em mondcitos e macrofagos
derivados de humanos, com baixas doses aumentando a producdo de citocinas pro-
inflamatorias (como IL-1, IL-6 e TNF) e altas concentra¢des, reduzindo a producdo dessas
citocinas. Essas diferencas de respostas entre 0s niveis de E2 também foram observadas no
tratamento de camundongos ovariectomizados com doses fisiologicas de E2. Essa dose foi
capaz de aumentar a producdo de citocinas pré-inflamatérias por células dendriticas CD11c™*
(AHARKOVA-VATCHKOVA et al., 2004). Em contrapartida, Littauer, Skountzou (2018)
descreveram que durante a gravidez, o estradiol (E2) pode ter efeitos bifasicos, com a
estimulagdo da sinalizacdo pro-inflamatdria e ativacdo de Natural Killer (NK) em baixas
concentra¢Bes ou 0 aumento da expressao de PD-L1 em células T e a sintese de TGF-p e IL-
10, quando em alta concentra¢Ges (ROBINSON, KLEIN, 2012).

Com a finalidade de entender o mecanismo de acdo do E2 na modulagdo da resposta
induzida por G. vaginalis, nosso estudo buscou avaliar a expresséo de Toll-like 2 (TLR-2) e
do Fator nuclear kappa B (NF-kB). A escolha desses genes foi baseada em estudos anteriores
do grupo de pesquisa (dados submetidos a publicacdo), no qual essa via foi principalmente
regulada na modulacédo exercida pelo E2 na resposta de Staphylococcus aureus. Além disso,
a molécula TLR2 poder estar relacionada a ativacdo da resposta inflamatéria induzida por G.
vaginalis (ZARIFFARD et al., 2005). Os dados do presente trabalho demonstram o aumento
na expressdo do receptor Toll-like-2 (TLR-2) nos MPMs das fémeas SHAMSs ou OV X quando
estimulados in vitro com G. vaginalis em comparacao com celulas apenas com salina. Além
disso, o tratamento com E2 nas fémeas OV X induziu um aumento da expressdo dos genes do
TLR-2 em comparagdo com OVX sem tratamento. Os receptores Toll-Like (TLR 1-10) sdo
proteinas transmembranas altamente conservadas (ARANCIBIA et al., 2007, ANTHONEY,
FOLDI e HIDALGO, 2018). E que funcionam como receptores de reconhecimento padrédo

(PRR) presentes nos macrofagos, nas células dendriticas e nos neutrofilos, responsaveis pelo
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reconhecimento dos padrées moleculares associados a patégenos (PAMP) (BOWIE, 2007,
KANY; VOLLRATH e RELJA, 2019). No caso do TLR-2, estes podem funcionar formando
dimeros como TLR1-TLR2, TLR2-TLR6 (UEMATSU, AKIRA, 2007; KUMAR, KAWA,
AKIRA, 2007; LEIFER e MEDVEDEV, 2016). Apos o reconhecimento de um PAMP, a via
de sinalizacdo é ativada dependente de proteinas do tipo TIR (MyD88, TIRAP, TRIF e
TRAM) (MCGETTRICK , O’Neill, 2010; KANY; VOLLRATH e RELJA, 2019). Estas
proteinas recrutam quinases ativando o principal fator de transcricdo para resposta
inflamatoria “Fator nuclear kappa B” (NF-kB) (ARANCIBIA et., al, 2007; HENNESSY,
PARKER, O’NEILL, 2010, ANTHONEY, FOLDI e HIDALGO, 2018). Mares e
colaboradores (2008) demonstraram a inducdo da expressdo de TLR2 em lavado
cervicovaginal de mulheres em idade reprodutiva com VB. Também foi descrito que
microrganismos como Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia trichomatis ou Candida albicans
também podem estimular celulas via TLR2 (DEVA et al., 2003; DARVILLE et al., 2003;
FISETTE et al., 2003). Sob a analise da influéncia do estradiol, resultados semelhantes foram
observados por Soucy e colaboladores (2005) que demonstraram que a ovariectomia resulta
em menor expressao de TLR-2 em microglias apds desafio com lipopolissacarideo (LPS) em
comparagdo com fémeas ndo ovariectomizadas. No entanto, Jitprasertwong e colaboradores
(2016) observaram uma diminuigdo significativa da expressdo de TLR-2 em monocitos
estimulados com estradiol. Esses resultados demonstram a ndo existéncia de um consenso na
literatura sobre influéncia de E2 sob receptores do tipo TLR2 sugerindo sua acdo conforme 0s
niveis desse hormonio ou tipos celulares estudados (GIANNONI et al., 2011, LASHKARI et
al., 2017, JITPRASERTWONG et al., 2016).

Da mesma maneira que para TLR2, os dados deste estudo demonstram o aumento da
expressdo do NF-kB nos MPMs das fémeas SHAMs ou OV X quando estimulados com G.
vaginalis em comparacdo com células inoculadas apenas com salina. No tratamento com E2,
0s MPMs das fémeas OV X apresentaram um aumento da expressdo dos genes do NF-xB em
comparacao as células das OVX sem tratamento, embora ndo tenha chegado ao nivel das
fémeas SHAM. Em termos da resposta celular as condic¢des inflamatdrias, a mais significativa
delas é, sem duvida, a ativacdo da transcri¢do via NF-kB (LIN, CALVANO, LOWRY, 2000,
ANTHONEY, FOLDI e HIDALGO, 2018). Diversas proteinas quinases adaptadoras tem sido
relacionada a ativagéo desta via. Estas sdo fosforiladas exercendo efeito adjunsante ativado o
NF-xB por desassociacdo do IkB, proteina membro da familia inibidora do NF-xB
(ANTHONEY, FOLDI e HIDALGO, 2018). Esta desassociacdo permite a translocacdo do
nucleo para ativacdo dos genes de transcricdo (VAN, LOWRY, 1995; VILLA et, al 2015).
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Joo e colaboradores (2011) também verificaram que a infec¢do por G. vaginalis aumenta a
expressdao de NF-xB em fémeas infectadas intravaginalmente com G. vaginalis quando
comparadas com o tratamento com Lactobacillus johnsonii. Em se tratando da acdo do
estradiol, contraditoriamente ao resultado do presente estudo, Yun e colaboradores (2018)
observaram que camundongos ovariectomizados possuem maior ativacdo da sinalizagéo de
NF-kB em comparagdo com camundongos de controle simulado em um modelo de
comprometimento da memoria induzida por beta-amiléide (AB) in vivo. Giannoni e
colaboradores. (2011) também verificaram que o E2 tem atividade anti-inflamatéria reduzindo
a expressdo de NFkB em células mononucleares de sangue umbilical. No entanto, Villa e
colaboradores (2015) demonstram que, apesar da ativagdo, 17B-estradiol pode inibir sua
translocacdo para o nucleo influenciando, desta forma, induzindo a uma acéo anti-inflamatéria
do estradiol.

Tratando-se de estresse oxidativo, no presente estudo foi realizado a dosagem de
nitritos totais, subprodutos do 6xido nitrico (ON), uma espécie reativa de nitrogénio e
peroxido de hidrogénio (H20.), espécie reativa de oxigénio. O perfil de resposta de nitritos
deste estudo pelas células MPMs das fémeas SHAM e OV X e hPMS das mulheres no periodo
reprodutivo demonstrou que G. vaginalis modula de maneira positiva maiores niveis quando
comparadas com estas mesmas células apenas com salina estéril. Ao tratamento exdgeno com
E2 estas células tratadas ndo apresentaram diferenca estatistica em comparacéo as células com
0 E2 enddgeno. A sintese do ON ¢ intermediada por enzimas denominadas 6xido nitrico
sintase (NOS) (MARLETTA, 1994, LIND et al., 2017). No sistema imunol6gico, dentre
diversas funcdes, ON esta envolvido no controle de doencas infecciosos tendo como a iNOS
(6xido nitrico induzivel) a sua principal forma sintetizada, sendo induzida por uma variedade
de células imunoldgicas, incluindo macrdfagos e monécitos (MONCADA et al., 1991, LIND
etal., 2017, KANY; VOLLRATH e RELJA, 2019). Os resultados do presente estudo podem ser
correlacionados com os achados de Joo e colaboradores (2011). Os pesquisadores observaram
que animais, inoculados com G. vaginalis intravaginalmente, apresentaram maiores niveis da
enzima oxido nitrico sintase quando comparado com os animais infectados e tratados com
Lactobacillus johnsonii (JOO e colaboradores 2011). Ao considerar a fungéo antioxidante do
E2, seria esperado que as células MPMs e hPMs com E2 enddgeno obtivessem menores
concentracfes em comparagdo com as células oriundas das fémeas e mulheres sem atividade
ovariana (AL-GUBORY et al., 2008; KUMAR, KAWAI, AKIRA., 2009). No entanto, 0s
dados do presente estudo ndo apresentaram diferenca nos niveis de nitritos totais entre as
celulas de fémeas e mulheres com acéo fisiologica do E2, bem como induzido pelo estimulo
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exogeno. Porém, De Oliveira e colaborades (2010) descreveram que tratamento com estradiol
tem acdes diversificadas de acordo com a dose, tipo celular e estimulo. Ao analisar nitritos
totais e em modelo murino de alergia, os pesquisadores observaram que estes marcadores
reduziram os niveis desse marcador nas celulas de medula 6ssea e aumentaram no lavado
broncoalveolar de fémeas OV X tratadas com E2.

Da mesma maneira que para nitritos totais, no presente estudo, os niveis de peroxido
de hidrogénio (H20, foram maiores em MPMs inoculados com G. vaginalis quando
comparado com o grupo salina. No tratamento com o E2, os MPMs do grupo Sham
apresentaram niveis elevados de H202 quando comparadas co,células de fémeas OVX. Para
0s hPMS a acdo do E2, enddgeno ou exdgeno, demonstrou 0 mesmo padrdo de resposta. Neste
contexto as células oriundas de mulheres na menopausa e sem tratamento apresentaram
maiores niveis de H.O,, Esses dados sdo compativeis com a literatura onde é observado um
maior estresse oxidativo em mulheres na menopausa. Per6xido de hidrogénio é uma das
espécies reativa de oxigénio (ERO) (DING et al., 1988, URBAN et al., 2017). As células
imunoldgicas, as fagociticas, atuam pela capacidade microbicida dada pela exploséo
respiratéria resultante da producdo de espécies reativas (PAAPE et al., 2002, AL-GUBORY
et al., 2012; KANY; VOLLRATH e RELJA, 2019). As ERO, como H,0,, sdo deletérias aos
microrganismos. Uma das formas de eliminacdo ocorre através da oxidagdo da membrana
formando pontes dissulfeto entre os aminoacidos cisteina, assim eliminando a bactéria
(EATON, 1991; URBAN et al., 2017). O presente estudo verificou um aumento de producéo
de H.0; pelos MPMs e hPMs infectados por G. vaginalis. Essa caracteristica pode estar ligada
a uma tentativa de eliminagdo desse microrganismo pelas células estudadas. Outros estudos
associaram o aumento da infecgdo por G. vaginalis com a diminui¢édo de Lactobacillus
produtores de H,O. (DEMBA et al., 2005; MITCHELL et al., 2011). Embora a produgéo desta
espécie reativa controle a infeccdo por G. vaginalis, um estudo demonstrou que a producédo
de &cido lactico é mais supressora que H20- contra G. vaginalis (O'HANLON et al., 2011).
Na relagdo da modulacéo desse marcador pelo E2, Heinrich et al. (2013) observaram a
capacidade do 17B-estradiol em reduzir a producdo desse marcador inflamatorio em um
modelo experimental com porcos, sendo a modulagdo ocorrida dependente da dose de E2
administrada. Os dados obtidos no presente estudo, apenas para 0 modelo murino, confrontam
dados da literatura que indicam que E2 atua como agente antioxidante. Narumi e
colaboradores (2018) observaram que mulheres em idade reprodutiva apresentaram niveis
reduzidos de H»O> quando comparadas com mulheres no periodo da menopausa. Esses

mesmos dados foram observados com as células hPMs, de mulheres no periodo da menopausa
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no presente estudo. No presente trabalho foi testado apenas MPMs e hPMS, em condicdes
especificas de cultivo. Com isso, a utilizacdo de outros tipos celulares, bem como alterac6es
nos parametros de cultivo e tratamento podem trazer outros resultados em relacdo a producéo
de citocinas e demais marcadores inflamatorios.

Para a andlise dos receptores estrogénicos intracelulares ER-a (alfa) e ER-B (beta) em
MPMs infectados por G. vaginalis, os resultados deste estudo demonstraram regulacdo
positiva das duas isoformas. Os MPMs sob modulagédo do E2 enddgeno das fémeas SHAM,
quanto E2 exdgeno no tratamento das fémeas OV X apresentaram maior expressdo quando
comparado aos MPMs das OV X sem tratamento. Ainda, o tratamento com E2 em MPMs de
fémeas OVX apresentaram maior expressao de ER-B quando comparado com MPMs de
fémeas SHAM. Efeito similar de regulacdo positiva do receptor ER-p em fémeas OVX foi
observado por Esqueda e colaboradores (2007) onde o tratamento com E2 em um modelo
murino de hipertensdo, aumentou a expressao de ER-f, mas nao teve efeito sobre os receptores
ER-o. Da mesma maneira, macrofagos oriundos de fémeas ovarectomizadas foram
estimulados com LPS e verificou-se uma expressao negativa de ER-a. Porém, o tratamento
com estradiol ndo restaurou a expressdo desse receptor. A expressdo foi restaurada somente
quando as células foram tratadas com interleucina 4 (IL-4) (VILLA et al, 2015). Os receptores
ER-a ¢ ER-B fazem parte da familia dos receptores ligados ao ndcleo e sdo expressos em
diversas células imunoldgicas como os mondcitos e macrofagos (KOVATS et al 215). Estes
resultados indicam que a regulacao relativa dos genes ER-a e ER-B do 17B-estradiol pode
diferir entre as isoformas desses receptores e conforme os tipos celulares. Outro fator
importante a ser analisado, no presente estudo, é que apenas a inoculagéo bacteriana foi capaz
de induzir a expressao desses receptores. Similaridade de resultado foi descrito por Marks e
colaboradores (2010) onde PBMCs estimulados com a vacina contra HPV-16, resultou em um
aumento de 10 e 11 vezes nos niveis de expressio de ER-o ¢ ER-B, respectivamente. E
importante considerar que o 17p-estradiol também pode sinalizar por meio de receptores ndo
ligados ao nucleo ou por mecanismos independentes de receptor, como a sinalizagdo da
proteina G e Map quinases (MAPK) (STAUB, 2007). N&o existem dados em literatura sobre
qual mecanismo uma estimulacdo ndo estrogénica pode estar relacionada a expressdo dos
receptores intracelulares, ER-o ¢ ER-B. Para este mecanismo trabalhos futuros serdo

necessarios para avaliar as vias alternativas de sinalizacao.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A inflamacdo aguda, através da liberacdo de mediadores, tem um papel crucial no
inicio e progressdo de doencas, sendo cada vez mais reconhecido como um importante
mecanismo de defesa ndo especifico diante de injurias contra o organismo vivo. Na literatura,
E2 é um horménio reconhecido por sua agdo anti-inflamatdria e antioxidante. No entanto, no
presente estudo, os resultados indicaram uma imunomodulacdo na resposta inflamatéria do
17p-estradiol mediante a infec¢do por G. vaginalis, principal agente da vaginose bacteriana.
Esta modulacdo é devido a presenca de alta producdes de citocinas pro-inflamatorias em
fémeas SHAM e mulheres reprodutivas, superior a producdo em fémeas ovariectomizadas e
mulheres no periodo da menopausa. Embora, o tratamento com E2 ndo tenha elevado a
producéo de citocinas nos MPMs das fémeas OVX e hPMS das mulheres no periodo da
menopausa, exceto a IL-10, foi observado neste estudo 0 aumento na expressao dos receptores
TLR-2 e do NF-kB com o tratamento com estradiol nos MPMs tratados com estradiol,
sugerindo um perfil pro-inflamatéria deste horménio no contexto de expressédo de génica.

Entretanto, a analise das dosagens no sobrenadante ocorreu a equiparacdo de resposta
para IL-10 das células MPMs e hPMs tratadas com o E2 com as células oriundas de fémeas e
mulheres com E2 enddgeno, indicando uma acao de regulagdo da resposta inflamatoria. Este
resultado pode estar relacionado com alteracdo, in vitro, do fenétipo celular, embora essa
analise ndo foi testada no presente estudo.

Uma outra explicacdo para a reducdo na liberagdo de citocinas em MPMs e hPMs
tratados com E2 pode estar ligado a caracteristicas da bactéria em estudo. Foi demonstrado
efeito bacteriostatico desse hormdnio observado durante a curva de crescimento, em que 0
estradiol diminuiu a capacidade proliferativa de G. vaginalis, com isso, induzindo uma menor
estimulacdo nas células infectadas. Além disso, uma outra explicacdo é que G. vaginalis
produz enzimas hidroliticas, como vaginolisina, sialidade e prolidase, que possuem
capacidade imunomodulatdria, sendo essas mais produzidas durante a VB, mais frequente em
mulheres em periodo fértil. Ou seja, pode existir um efeito direto do E2 na expressdo desses
fatores de viruléncia. No entanto, mais estudos sdo necessarios para fundamentar essa
hipotese.

Embora, clinicamente a VB ainda seja considerada uma condi¢do ndo inflamatoria, a
aparente discrepancia entre sinais e sintomas clinicos (falta de neutrofilos/inflamacéo
evidente) ndo é totalmente compreendida nesta desordem vaginal. No entanto, os resultados

aqui apresentados convergem com diversos resultados publicados que identificam medidores
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inflamatérias em mulheres reprodutivas com desenvolvimento de vaginose bacteriana

sugerindo uma influéncia hormonais na condicédo inflamatdria subclinica desta afeccéo.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Vocé esta sendo convidado (a) a participar do projeto de pesquisa acima citado. O documento abaixo
contém todas as informagdes necessarias sobre a pesquisa que estamos fazendo. Sua colaboracao
neste estudo serd de muita importancia para nds, mas se desistir a qualquer momento, isso nao
causara nenhum prejuizo a vocé.

Eu, ., profisséo
, residente e domiciliado na

, portador da Cédula de identidade, RG , e inscrito no

CPF/MF nascido(a) em / / , abaixo

assinado(a), concordo de livre e espontanea vontade em participar como voluntéario(a) do estudo
“Avaliacao da influéncia do estradiol na resposta imunolégica a infeccdo a G. vaginalis”. Declaro
que obtive todas as informagdes necessarias, bem como todos o0s eventuais esclarecimentos quanto as
duvidas por mim apresentadas.

Estou ciente que:

)] O estudo se faz necessario para que se possam descobrir as possiveis causas da doenca
denominada Vaginose Bacteriana avaliando a influéncia do estradiol na resposta imunoldgica
a infeccdo por G. vaginalis a ser estudada no projeto Avaliacdo da influéncia do estradiol na
resposta imunoldgica a infeccdo a G. vaginalis”;

1) Serei questionada sobre: Dados pessoais: nome; idade; altura; peso; escolaridade. Saude
geral: hébitos como alcool; tabagismo; alguma doenca a declarar (no coracao, rim, cancer,
diabetes, alérgia, pisiquicas, outras); uso de medicamento. Histéria menstrual: menarca; data
da altima menstruacdo. Histéria Obstétrica: aborto (espontdneo ou provocados); parto.
Historia sexual: vida sexual ativa; dor, odor e sangramento nas relagdes; uso de preservativo;
anticoncepcional; doenca sexualmente prévia e portadora de virus como HIV, HPV, Hepatites.
Histdria ginecoldgica: corrimento; dor ao urinar; odor; dor pélvica; prurido; hiperemia;
verruga; bolha/vesicula; ferida/llcera; petéquias (pontos vermelhos) e algum tratamento
ginecoldgico. Se menopausa: tratamento de reposicdo hormonal; medicacdo e dosagem;
algum sintoma. Serei informada que os critérios de exclusdo sdo: ter tido relacdo sexual nas
Gltimas 48 horas, o0 uso de ducha ou creme vaginal nas Gltimas 48 horas, habitos como alcool
ou tabagismo, uso de medicamentos (antibioticos, antifingicos e contraceptivos) nos trés
meses que antecederem a coleta, gravidas, puérperas ou amamentando, nos Ultimos seis meses,
assim como portadoras do virus HIV e HPV, diagnosticadas para infec¢cBes sexualmente
transmissiveis, diabéticas, hipertensas e ainda que apresente sinais e sintomas clinicos como:
vesiculas, verruga, erupgdes, petéquias ou ulceras. A secio “EXAME GINECOLOGICO”
serd preenchido pelo profissional de salde durante o atendimento e “OUTRAS
INFORMAGCOES” por membro da equipe de pesquisa. Além disso, todas as pacientes
serdo submetidas a realizacdo de hemograma completo para confirmagdo de bom
estado de saude geral das doadoras A enfermeira Rafaela de Souza Bittencourt estara
presente durante todo o momento de aplicacdo do questionario para o esclarecimento de
eventuais duvidas;

1) Recebi a informagéo da disponibilidade, gratuita, do servigo de apoio psicoldgico realizado
pelo NASF (Nucleo de Apoio a Salde da Familia), vinculado &s Unidades de Saude da
Familia, pois contelido o questionario pode vir a gerar constrangimento podendo envolver
sofrimento psicoldgico. Posteriormente ocorrerd a coleta dos materiais clinico do estudo.
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A minha pressdo arterial seré aferida uma vez pela enfermeira Rafaela de Souza Bittencourt
para averiguar o bom estado de salde geral;

Serdo feitas uma coleta de amostras de fluido vaginal, e sangue periférico, cera de 10mL.
Todos o0s materiais serdo coletados no consultério da Unidade de Saude da Familia;

No momento da coleta de sangue podera haver alguma dor suportavel decorrente da puncao
da pele. Para minimizar essa possivel dor, é recomendado a escolha do membro sem nenhum
tipo de leséo, e manté-lo apoiado com uma leve inclinacdo para baixo, garrotear acima do local
a ser puncionado introduzir a agulha em um angulo adequado com o bisel voltado para cima.
Serd utilizado um sistema fechado, a vacuo, totalmente descartavel. As agulhas deste sistema
destacam-se pelo corte de seu bisel e sua excelente capacidade de deslizamento durante a
puncdo, minimizando o desconforto da pungdo durante a coleta de sangue. Também é
recomendado caminhar, se possivel, enquanto espera 0 exame, para aumentar o fluxo do
sangue e manter as veias cheias. Em caso de ansiedade, é recomendado que o (a) voluntéario
(@) converse ou lembre-se de algo agradavel enquanto espera pela coleta. Também é
interessante ler ou ouvir musica ou gravagdes que sejam relaxantes;

Devo informar caso apresente tendéncia para sentir tontura ou desmaiar, para que a coleta seja
realizada comigo deitado (a) em maca para prevenir um desmaio e/ou queda. Caso eu sinta
tontura ou sensagdo de desmaio em qualquer momento, abaixar a cabeca e coloca-la entre as
pernas ou deitar-se vai ajudar-me a melhorar;

Se houver pequena perda de sangue da veia no local da puncdo geralmente h4 um pequeno
desconforto que desaparece em poucos dias. Se uma mancha roxa, eventualmente, aparecer
no local da coleta, é recomendado que eu faga uma compressa de gelo no local, quatro vezes
ao dia, nas primeiras 24 horas. Caso sinta alguma dor, é recomendado fazer uso de meu
analgésico de costume. Complicagfes de coleta de sangue rotineira s&o raras e geralmente de
pequeno porte.

No momento da coleta do fluido vaginal podera ocorrer desconforto devido a fric¢do na vagina
e colo do Utero, para atenuar possiveis desconforto sera utilizado espéculos descartaveis para
auxiliar na abertura do canal vaginal, os materiais serdo friccionados de maneira suave, porém
coletando a maior quantidade de fluido possivel.

A participacdo neste projeto ndo tem objetivo de me submeter a um tratamento, bem como
ndo me acarretara qualquer despesa financeira com relagdo aos procedimentos médico-clinico-
terapéuticos efetuados no estudo;
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XI) Apos a coleta das amostras o fluido vaginal sera submetido a metodologia de qPCR para
analise da carga bacteriana total, G. vaginallis e lactobacilos. As amostras sanguineas serao
submetidas ao hemograma completo, para atestar 0 bom estado de salde da voluntaria, e,
também serd realizado a selecdo de mondcitos para melhor compreensdo da resposta
imunoldgica quando infectado por G. vaginallis. Para esta compreensdo serdo utilizadas as
seguintes metodologia: ELISA para mensurar niveis de citocinas, que sdo substancias
importantes no processo de combate & infeccdo; Inibir a reducdo do citocromo C pela
superdxido dismutase para deteccdo de espécie reativas de oxigénio, importante no processo
de envelhecimento celular; detectar os niveis de nitrito e nitrato para mensurar a produgédo de
oxido nitrico, substancia importante no combate a infeccdo por bactéria e a técnica de PCR
array para avaliar os marcadores inflamatdrios;

XIl)  Tenho a liberdade de desistir ou de interromper a colaboragdo neste estudo no momento em
gue desejar, sem necessidade de qualquer explicacéo;

XII) A desisténcia ndo causara nenhum prejuizo a minha salde ou bem estar fisico. Ndo vira
interferir no atendimento ou tratamento medico;

XIV)  Os resultados obtidos durante este ensaio serdo mantidos em sigilo, mas concordo que sejam
divulgados em publicacBes cientificas, desde que meus dados pessoais ndo sejam
mencionados;

XV) Caso eu desejar, poderei pessoalmente tomar conhecimento dos resultados, ao final desta
pesquisa.

() Desejo conhecer os resultados desta pesquisa.
() Néo desejo conhecer os resultados desta pesquisa.

XVI) Este material ndo sera utilizado em outros projetos de pesquisa.

IX )  Poderei contactar O Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do Instituto
Multidisciplinar em Satde (CEP-SERES HUMANOS - IMS/CAT - UFBA) -, no Fone (77) 3429-2720
(e-mail: cepims@ufba.br), endereco: Rua Hormindo Barros, 58, Quadra 17, Lote 58, Bairro Candeias,
CEP: 45.029-094, Vitoria da Conquista — BA, para recursos ou reclamagdes em relacdo ao presente
estudo.

X) Poderei contactar o pesquisador responsavel, Professor Dr Lucas Miranda do Instituto
Multidisciplinar em Salde (IMS/CAT - UFBA), pelo telefone (77) 3429-2719, e-mail lucasm@ufba.br
ou endereco: Rua Hormindo Barros, 58, Quadra 17, Lote 58, Bairro Candeias, CEP: 45.029-094,
Vitdria da Conquista — BA, para qualquer esclarecimento ou reclamacdo em relacdo ao presente
estudo.

X1) O sujeito de pesquisa ou seu representante, quando for o caso, devera rubricar todas as folhas do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE - apondo sua assinatura na ultima pagina do
referido Termo.

XIl) O pesquisador responsavel devera da mesma forma, rubricar todas as folhas do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE- apondo sua assinatura na ultima pagina do referido
Termo.


mailto:cepims@ufba.br
mailto:lucasm@ufba.br
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XI1I1) Resolugdo 196/96 - Estou recebendo uma cdpia deste Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

Vitéria da Conquista, de de 20
() Paciente / () RESPONSAVEN ........coiiuiiiiiiiiieie e

Impressdo Datiloscopica:

Responsavel pelo Projeto:

PROF. DR. LUCAS MIRANDA MARQUES
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APENDICE B - QUESTIONARIO DE AVALIACAO DE ESTADO DE SAUDE

Esse questionario tem como objetivo averiguar os critérios de inclusdo necessarios as
voluntarias para pesquisa do estudo intitulado “AVALIACAO DA INFLUENCIA DO
ESTRADIOL NA RESPOSTA IMUNOLOGICA A INFECCAO A G. VAGINALIS”.
Agradecemos a sua colaboracéo!

FICHA DE ATENDIMENTO GINECOLOGICOS E OBSTETRICOS

NUMERO: DATA:

UNIDADE DE SAUDE DA FAMILIA

DADOS PESSOAIS
NOME: IDADE (Anos): ALTURA
PESO ESCOLARIDADE

HISTORIA DA SAUDE EM GERAL

1. HABITO DE FUMAR 2. HABITO DE BEBER 3. DOENGA NO CORAGAO
1.Jsim 2.InEo 1.Jsim 2.InAo 1.Jsim 2.[InAo

4. DOENGA NOS RINS 5.JATEVE CANCER 6. DIABETICA

1.Jsim 2.[InAo 1.Jsim 2.[InAo 1.[Jsim 2.[InAo

7. ALERGICA 8. ALTERAGOES PSIQUICAS 9. OUTRA DOENGA
1.Jsim 2.[InAo 1.Jsim 2.[InAo

USO DE MEDICAMENTO?

HISTORICO MENSTRUAL

MENARCA (IDADE) DATA DA ULTIMA MENSTRUCAO

HISTORICO OBSTETRICO

ABORTAMENTOS
ESPONTANEOS PROVOCADOS
PARTOS
PREMATUROS (ANTES DO NORMAL NO TEMPO CERTO CEAREA NO TEMPO CERTO
TEMPO) 1.Iim 2.[INnAo
1. INormAL

1.Ism 2.[InAo
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2. CJcesATeA
AMAMENTANDO TEVE FILHO NOS ULTMOS 3 MESES
1. Jsim 2. _INAo
1.Jsim 2.[InAo - O
HISTORICO SEXUAL
1. VIDA SEXUAL ATIVA 2. DOR NAS RELAGOES SEUXIAS 3. ODOR NAS RELAGOES SEXUAIS
1.Jsim 2.[INAo 1.Osim 2.InAo 1.[JreTiD0o 2 ] cARACTERISTICO
4. SANGRAMENTO NAS RELAGOES 5. USO DE PRESERVATIVO (CAMISINHA) 6. USO DE ANTICONCEPCIONAL NO
SEXUAIS 1 DSIM Z.DNAO MOMENTO
1.Jsim 2[JnAo 3. [Jas vezes 1.Jsim 2.[InAo
7. USO DE ANTICONCEPCIONAL NOS ULTIMOS 3 MESES 8 OUTRO CONTRACEPTIVO
1.Jsim 2.[INAo
DOENGCAS SEXUALMENTE TRANSMISIVEIS (DST) / PORTADORA DE VIiRUS
DST HIV
1. [IrrEVIA E TRATADA 2. [_JDESCONHECE OU NEGA 1.[Jsim 2.[INAo 3. [JNAO saBE

3. JPREVIA E NAO TRATADA

HPV

1.Jsim 2.[INAo 3. [JNAo saBE

HEPATITE B ou HEPATITE C

1.[Jsim 2.[INAo 3. [JNAO sABE
sesiMqual? 1.8 2. Jc

HISTORICO GINECOLOGICO

1. CORRIMENTO 2. DISURIA (Dor ao urinar) 3. ODOR

1.Jsim 2.[InAo 1.Jsim 2.InAo 1.Jrémpo 2 [JcARACTERISTICO
4. DOR PELVICA 5. PRURIDO (Coceira) 6. HIPEREMIA (Vermelhidzo)
1.Jsim 2.[InAo 1.Jsim 2.InAo 1.Im 2.[InAo

7. VERRUGA 8. BOLHA/VESICULA 9. FERIDA/ULCERA

1.Jsim 2.[InGo 1.[Jsim 2.[INAo 3. [JnAo saBE 1. [Jsim 2.[InAo

3. CInAo saBe 3. [InEo saBe

10. PETEQUIAS (Bolinhas vermelhas)

11 EM ALGUM TRATAMENTO GINECOLOGICO?

1. Osiv 2.CIndo
3. [InAo saBE
MENOPAUSA (EXCLUSIVO PARA MULHERES NA MENOPAUSA)
REALIZA TERAPIA DE REPOSICAO HORMONAL SINTOMAS
1.Jsim 2.InGo 1.[Jsecura vaGINAL 2.[JATROFIA

Qual a medicagdo e dosagem?

3. DDISPAREUNIA (DOR DURANTE A RELACAO SEXUAL)

HISTORICO DAS ULTIMAS 48 HORAS

2. RELAGAO SEXUAL

1.Jsim 2.[INAo

2. USO DE DUCHA VAGINAL 3. USO DE MEDICAMENTO NA VAGINA

1.Jsim 2.Indo 1.Iim 2.[InAo
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EXAME GINECOLOGICO (PREENCHIDO PELO PROFISSIONAL DE SAUDE)

ACHADOS EM GENITALIA EXTERNA

1. [_IsicuLA

2. Jrruca

3.Icera

4. JLHA

5. __Iréquias

6._Dbor

7. OUTRO (Descrever)

ACHADOS EM GENITALIA INTERNA

1.[Dicopus ENDOCERVICAL

2.IRRIMENTO VAGINAL

3.[JLo FRIAVEL

4.[__)ssA ANORMAL DE TECIDO NO COLO

5. OUTRO (Descrever):

OUTRAS INFORMAGOES (PREENCHIDO POR MEMBRO DA EQUIPE DE PESQUISA)

PRESSAO ARTERIAL

A DATA

ASSINATURA DA VOLUNTARIA ASSINATURA E CARIMBO
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ANEXO A - PARECER DO CEUA

o o Universidade Federal da Bahia y
%- Instituto Multidisciplinar em Sadde - Campus Anisio Teixeira
:ww COMISSAO DE ETICA EM USO DE ANIMAIS

[CEUA - IMSICAT - UFBA)

PARECER DE APROVACAO

PROJETO DE PESQUISA - Protocolo 049/2017 - Apreciacdo em 08/02/2018 - Aprovado sem restri¢coes

Titulo: Avaliagao da influéncia do estrediol na resposta imunolégica a infeccao a Gardnerella Vaginalis.
Protocolo: 049/2017
Pesquisador: Lucas Miranda Marques.

Instituigao: Instituto Multidisciplinar em Sadde - Campus Anisio Teixeira — UFBA

CERTIFICADO

A Comisséo de Etica em Uso de Animais (CEUA - IMS/CAT - UFBA) certifica que o projeto de pesquisa “Avaliagao da
influéncia do estradiol na resposta imuncidgica a infecgdo a Gardnerella Vaginalis.”, Protocolo n® 049/2017, do
pesquisador Lucas Miranda Marguzs, que foi submetido & avaliagdo desta Comisséo, estd de acordo com os principios
éticos da experimentacao animal e fol aprovado na 182 reuniao ordindria no dia 20/12/2017.

CERTIFICATE

The Committee on Ethics in Animal Use (CEUA - IMS [ CAT - UFBA) certifies that the research project " Evaluation of the
influence of estradiol on the immunological response to infection with Gardnerefla Vaginalis", Protocol No.
049/2017, by researcher Lucas Mirarnda Marques, which was submitted to the evaluation of this Commission, is in
accordance with the ethical principles of animal experimentation and was approved at the 18th ordinary meeting on

12/20/2017.
Vitdria da Conquista, 18 de fevereiro de 2018.
/ C -t
/;/ZN? G . r"jﬁtxtﬂ-g
Ricardo Evangelista Fragd
Coordenador CEUA - IMS/CAT — UFBA
COMISSAQ DE ETICA EM USO DE ANIMAIS - CEUA - IMS/CAT - UFBA
Prédio Administrativo 1" andar - Rua Hormindo Barros, 58 - Quadra 17 - Lote 58 - Bairro Candeias - Vitdria da Conquista - BA - CEP 45.029-094

htip:www.ims.ufba.br/ceua/ e-mail: cevaimsufba@ufba.br
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