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Trichomonas vaginalis associated with cervical cancer: a systematic review

A correlagdo entre Trichomonas vaginalis (T. vaginalis) e o desenvolvimento
do cancer cervical foi estabelecida. Uma revisao sisteméatica baseada em artigos originais (padrao ouro) foi
conduzida a partir de duas importantes bases eletronicas: PubMed e MEDLINE. A partir das bases de dados
Medical Subject Headings (MeSH) e Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS) os seguintes termos “T. vaginalis &
uterine cervical neoplasms” e "T. vaginalis & signal transduction” foram buscados. Critérios de inclusao e exclusao
foram estabelecidos considerando as caracteristicas especificas de cada artigo visando garantir a qualidade dos
artigos selecionados (testes de relevancia 1 e 2). Com relacdo aos efeitos patogénicos de T. vaginalis, o teste de
relevancia 1 selecionou 13 artigos de ambas as bases, PubMed e MEDLINE, enquanto o teste de relevancia 2
finalizou com 8 artigos. Os estudos selecionados demonstraram correlacao entre T. vaginalis e neoplasia cervical,
apontando os efeitos citopatogénicos do parasito e enfatizando a importancia das vias de sinalizacao, tais como
as proteinas mitégenoativadas (MAPK).

A correlation between Trichomonas vaginalis (T. vaginalis) and the
development of cervical cancerwas investigated. A systematic review based on original articles (the gold standard)
was conducted by performing a search of two major electronic databases, PubMed and MEDLINE. The search
was performed by using the exploded MeSH and DeCS terms “T. vaginalis & uterine cervical neoplasms” and
“T. vaginalis & signal transduction”. Inclusion and exclusion criteria were assessed using specific characteristics
to determine whether the quality of each article was high enough to warrant selection (the first and second tests
of relevance). With reference to the cytopathogenic effects of T. vaginalis, the first test of relevance selected13
articles from both databases, PubMed and MEDLINE, whereas the second test of relevance selected8 articles.
The studies selected showed a correlation between T. vaginalis and cervical neoplasia, demonstrating the
cytopathogenic effects of the parasite and highlighting the importance of cell signaling pathways such as the
mitogen-activated protein kinase (MAPK) pathway.
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Introducao

Metodologia

Trichomonas vaginalis (T. vaginalis), um protozodrio que
infecta a vagina, atinge cerca de 170 milhdes de mulheres
no mundo, sendo a tricomoniase considerada a infec¢io
sexualmente transmitida ndo viral mais frequente no sexo
feminino! (B). Considerado um comensal até 1950, o seu
efeito patogénico comecou a ser esclarecido a partir dessa
década. Além da transmissdo sexual, T. vaginalis pode estar
presente em objetos imidos tais como vasos sanitdrios e
artigos de toalete? (A).

A infec¢do por T. vaginalis quase sempre propicia inten-
sas alteracdes inflamatdrias em esfregacos de Papanicolaou,
e processos neopldsicos podem ser sugeridos®® (A). O risco
estimado de cincer do colo uterino no Brasil estd em torno de
17 casos por 100.000 habitantes. Na Regido Centro-Oeste,
a estimativa é de 28 mulheres a cada 100.000 habitantes,
sendo o terceiro tipo de cAncer mais comum entre as mulhe-
res. A quantidade de 8.253 anatomopatolégicos anormais foi
notificada no Brasil no periodo de 2006 a 2008’ (A).

A forma trofozoitica de T. vaginalis pode ser observada
em exame direto (solugdo fisiolégica), em meios de cultura
e/ou esfregacos de Papanicolaou. Seus tamanhos variam de
7 a 11 pm de comprimento, com ax6stilo medindo de 1 a
5 pm e flagelos de 7 a 13 pm. Em esfregacos corados por
derivados de Romanowsky (Giemsa, Panético Rdpido) o
parasito aparece em formato de pera exibindo um visivel
ntcleo alongado, os quatro flagelos aparecem, entretanto
nem sempre conservados. O axéstilo (citoesqueleto), que
atravessa o corpo do parasito, ndo aparece em preparagdes
coradas, mas pode ser visualizado por microscopia de trans-
missdo eletrdnica (MTE)%” (A).

A propriedade de se aderir as células epiteliais é caracteristica
de T. vaginalis, que, ao entrar em contato com a célula humana,
passa a forma ameboide ou pseudocistica (demonstrada por
MTE), em que os flagelos sdo adentrados ao corpo do parasito,
forma considerada essencial para a inicia¢do e manutencio
da infec¢do na mucosa cérvico-vaginal®'!' (A). A adesdo de T.
vaginalis a célula epitelial vaginal (VEC) propicia a troca de
sinais quimicos, que € iniciada a partir de receptores especifi-
cos da célula humana obtendo reconhecimento dos dominios
contidos na membrana citoplasmdatica do parasito'>!'4 (A).
O objetivo do presente trabalho foi conduzir uma revisio
sistemdtica para identificar as principais vias de sinaliza¢do
envolvidas na interagdo T. vaginalis e célula do hospedeiro,
com o propésito de estabelecer uma correlacdo entre esse

parasito e o cincer cervical.

Uma revisdo sistemadtica da literatura (RSL) foi conduzida
em acordo com as especificagdes do Preferred Reporting Items for
Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA)” (A). Artigos
cientificos advindos de bases de dados indexadas foram inclui-
dos com o propésito de responder ao seguinte questionamento:
“Qual é a principal via de sinalizagdo entre T. vaginalis e a célula
humana tendo em vista o efeito de citopatogenicidade?”.

As bases de dados foram definidas mediante a busca eletronica e
os artigos foram selecionados. Todos os estudos incluidos na selecao
foram publicados entre 1980 e 2014. Devido ao escasso nimero
de publicacdes encontradas no periodo de 10 anos, o presente
estudo optou por comegar sua busca e andlise a partir de 1980.

As palavras-chave foram pesquisadas nas bases de dados
Medical Subject Headings (MeSH), PubMed, e Descritores em
Ciéncias da Satide (DeCS), Biblioteca Virtual de Satide (BVS).
Os termos cruzados foram: “Trichomonas vaginalis & uterine cer-
vical neoplasms” e “Trichomonas vaginalis & signal transduction”.

Os artigos identificados foram incluidos nesta revisdo apenas
quando os critérios de inclusdo e exclusio adotados demonstraram
relevincia quanto ao objetivo deste estudo (Tabela 1). O teste 1
incluiu os melhores artigos encontrados com o primeiro intercru-
zamento em que a presenca do parasito foi correlacionada com as
neoplasias cervicais. O teste 2 envolveu os artigos selecionados

usando o segundo par de palavras-chave (Tabela 1).

Resultados

Ao todo, 171 artigos foram selecionados, 50 com MeSH e
121 com DeCS (Tabela 2).

Tabela 1 - Formulario de aplicacao dos testes de relevancia

Formulario de aplicacao do teste 1 Yes No
Critérios de incluséo:

1. Ainfeccdo por T vaginalis é relacionada ao cancer do colo uterino?

Critérios de exclusao:

1. Nao obedece critérios de inclusao
2. E editorial, carta ou revisdo?
Motivo da exclusao:

Formulario de aplicacao do teste 2
Critérios de incluséo:

1. Os resultados indicam efeito citopatogénico e/ou alguma via de
sinalizacdo entre T. vaginalis e a célula do hospedeiro?

Critérios de exclusao:

1. N&o obedece critérios de incluséo
2. 0s dados séo insuficientes para analise?
Motivo da exclusdo:
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Dos artigos encontrados a partir das palavras-chave inter-
cruzadas do primeiro descritor (MeSH) “Trichomonas vaginalis &
uterine cervical neoplasms”, 35 foram selecionados para a andlise,
sendo que deles 13 foram incluidos e 22, excluidos. Dos 22 ex-
cluidos, 5 eram artigos de revisdo, 3 eram relacionados a outros
aspectos e 14 eram de data anterior a 1980.

As mesmas palavras-chave encontradas no segundo descritor
(DeCS) “Trichomonas vaginalis & uterine cervical neoplasms” revelaram
99 artigos no teste de relevincia 1 (Figura 1), entretanto apenas
13 foram incluidos (Tabela 3), enquanto 86 foram excluidos.
Dos artigos excluidos, 53 eram correlacionados a outros fato-
res, enquanto 3 consistiram artigos de revisdo, 5 estiveram em
duplicata e 25 eram anteriores a 1980.

O teste de relevancia 2 (Figura 2) foi aplicado para avaliar o
segundo par de palavras-chave intercruzadas “Trichomonas vaginalis &

signal transduction” no primeiro descritor MeSH (PubMed). O teste

Tabela 2 - Estudos selecionados de acordo com as bases de dados

Bases de dados Data Hora Total
30/10/2014 8h00 35
MeSH
30/10/2014 9h30 15
30/10/2014 15h00 99
DeCS
30/10/2014 16h30 22
Total 171

MeSH: Medical Subject Headings; DeCS: Descritores em Ciéncias da Saude.

Excluidos
Artigos adicionais
(com justificativa)

Incluidos
Correlagdo direta entre os
artigos e a 1° questao

110
\/ \/ \/ \/
MeSH DeCS MeSH DeCS
35 99 22 86
Incluidos Excluidos Incluidos Excluidos
13 22 13 86

l

Artigos selecionados
13

MeSH: Medlical Subject Headings; DeCS: Descritores em Ciéncias da Saude.

Tabela 3 - Estudo qualitativo dos artigos incluidos nas bases
Medical Subject Headings e Descritores em Ciéncias da Saude —
unitermos: “Trichomonas vaginalis & uterine cervical neoplasms”

Pais de

s Métodos de Fator de
Autores publicacao/ diaanésti Journal
anoflingua iagnostico Impacto
Estados Genitourin
Yap et al.? Unidos/1995/ Western blot Med 1.14
inglés
Reino .
Yusofe kumar®  Unido20127  Culura Parasit 532
inglés citoquimica, MTE Res
Cultura,
AfzaneSuresh' Alemia:hlaélszm 2 citoquimica, ParEaXsFi)tol 2.03
9 epifluorescéncia
Estados )
Leenl o Unidos/2014/ NAATS e 262
etal. inglés Therap
Reino . o
Kharsany Unido/1993/ Colpo_scopla, Genitourin 114
etal.?! inglés Papanicolaou Med
Roeters izt Diagn
- Unidos/2006/ Papanicolaou g 1.52
etal. Inglés Cytopathol
Misrae Estados Diagn
o Unidos/2006/ Papanicolaou g 1.52
Singh inglés Cytopathol
Simdes-Barbosa Brasil/2002/ Papanicolaou,  Braz J Infect 118
etal. inglés biopsia Dis '
Sayed el-Ahl Egito/2002/ Western blot, Egyp Soc 0.20
etal.® inglés immunoblot of Paras ’
Viiki et al.% Suéda/2000/ - Papanicolaou, 5 1 ol 3,71
inglés bidpsia
Estados Papanicolaou Ann
Zhangetal”  Unidos/1995/ panico o289
inglés biopsia Epidemiol.
Omer et a2 Kenya/1991/ Papanicolaou East'\?ef(rjlcan 0.22
' inglés Exame a fresco '
Res
Estados Colposcopia, Anticanc
Lukic et al.? Unidos/2006/ Papanicolaou Res 1.87
inglés exame a fresco

NAATS: testes de acidos nucleicos; TEM: microscopia de transmisséo eletronica.

Correlacao direta dos
trabalhos com a 2° Excluid

questao xc2u7| oE

35
Artigos
MfiH D;gs — excluidos
14
Artigos
selecionados
8
MeSH: Medical Subject Headings; DeCS: Descritores em Ciéncias da Saude.

Figura 1 - Fluxograma do estudo: teste de relevancia 1

Figura 2 - Fluxograma do estudo: teste de relevancia 2
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selecionou 15 artigos, dos quais 8 foram incluidos (Tabela 4) e 7,
excluidos. Dos sete excluidos, um foi artigo de revisdo e os demais
eram relacionados a outros fatores.

O mesmo cruzamento de palavras no segundo descritor
DeSC (BVS) selecionou 22 artigos, dos quais 8 foram inclui-
dos (todos do MEDLINE), enquanto 14 foram excluidos.
Destes, 9 eram artigos correlacionados com outros aspectos,
um artigo em chinés, um de revisdo da literatura e 2 artigos

em duplicata.

Discussao

A associagdo entre 1. vaginalis e o cincer cervical vem sendo
feita preferencialmente por meio de dois métodos de diagnéstico:
o exame histopatolégico e o exame de Papanicolaou. O histo-
patoldgico ou bidpsia é considerado padrdo ouro na detecgdo
de neoplasias uterinas, por intermédio dele o parasito pode ser
observado envolto a células neopldsicas ou mesmo aderido as
suas membranas. E no momento em que € visto dessa forma, as
estruturas proeminentes em seu citoplasma sdo notadas, indicando

uma ativagdo possivelmente ocasional. Nicleo intensamente

Tabela 4 - Estudo qualitativo dos artigos incluidos nas bases
Medical Subject Headings e Descritores em Ciéncias da Saude —
unitermos: “Trichomonas vaginalis & signal transduction”

Pais de publicacao/ Métodos de Fator de
Autores . o Journal .
ano/lingua diagndstico impacto
Cultura,
Fichorova Estados cromatografia Infect 4.09
etal.” Unidos/2006/inglés de massa, Immunol '
citoquiica
Chang Estados Cultura, PCR, immunol 373
etal.” Unidos/2006/inglés citoquimica '
. RT-PCR,
Mud?EM Cangda/2006/ immunoblot, Microbiol ~ 2.83
etal. inglés . -
imunofluorescéncia
Fichorova Estados o ecct:gm?’ria de PLoS 373
etal."” Unidos/2012/inglés P One '
massa, PCRq
Ryang i Cultura, Yonsei
et al® Korea/2004/inglés immunoblot, PCR W) 1.26
Cultura,
. immunoblot, Euro
Et”j‘foux A'em?:hlaé/s 2000/ RT-PCR, Jof Cell  3.50
' g MEV, Biol
imunofluorescéncia
Cultura,
Huang Estados electroforese de Inf 415
etal*® Unidos/2012/inglés  proteinas, analise Immun '
de imagem, PCRq
Nametal®' Franca/2011/inglés  Cultura, RT-PCR Y!fcégtb 2.76

MEV: microscopia de transmissao eletronica; PCRq: reacdo em cadeia da polimerase quantitativa;

PCR: reacao em cadeia da polimerase; RT-PCR: reacdo em cadeia da polimerase em tempo real.

corado, cromatina condensada proeminente e maior nimero
de hidrogenossomos foram evidenciados em uma cepa de T.
vaginalis cultivada em células epiteliais vaginais de pacientes
portadoras de neoplasia cervical uterina'' (A).

O estudo recente conduzido por Lazenby et al. encontrou uma
alta prevaléncia de T. vaginalis em um pequeno grupo de mulheres
com cncer cervical. Os autores utilizaram testes moleculares de
alta precisdo; além disso, os resultados estiveram em acordo com o
trabalho de Yap et al., que utilizaram a técnica de Western blot>' (A).

A adesdo de T. vaginalis as células epiteliais vaginais humanas
(HVEC) ocorre a partir da sua membrana glicofosfolipidica (LPG),
composta por uma camada superficial de carboidratos. Fichorova
etal. demonstraram a condi¢do de aderéncia na interagao entre LPG
e a célula do hospedeiro propiciada por uma via molecular comum
que é ancorada por uma proteina adaptadora Myeloid Differentiation
Primary Response Gene 88 (MyD88). Essa via é estimulada pela LPG
de T. vaginalis e pela interleucina 1 beta (IL-1[), com a consequente
produgio de interleucina 8 (IL-8) e a ativacdo do fator de necrose
kappa B (NF-kB). A IL-8, quando produzida no liquido amniético
durante a gravidez, por estimulagdo de T. vaginalis, pode provocar o
rompimento da placenta, causando a prematuridade do parto'? (A).

A interagdo entre T. vaginalis e as HVEC pelas vias dos re-
ceptores do tipo Toll (z0// like receptors ou TLR) ndo é dependente
da MyD88'* (A). Os TLRs, sendo responséveis pelo reconheci-
mento de patégenos, também levariam T. vaginalis a estimular a
produgio de IL-8. A proteina TRIF e/ou TICAM 1 é um dominio
conte do adaptadores de inducéo 2 interferon beta (IF-[3) e promo-
tores de NF-kB. Ela se liga preferencialmente 2 TLR 3 requerendo
a dimerizacdo, mas estd envolvida também nas vias TLR2, TLR4
e TLR7. As vias TLR3 e TRIF dependentes, desencadeadas por
um virus endossimbionte, liberado de T. vaginalis (denominado
virus de T. vaginalis ou TVV na sigla em inglés), foram verificadas
por meio da comparacio entre culturas tratadas com baciloficina
(que inibe a acidifica¢dao do endossomo essencial para a via TLR3)
e culturas ndo tratadas. O experimento demonstrou, ao final, a
ndo inducdo de IL-8, NF-kB e IFP na auséncia do TVV' (A).

T. vaginalis induz a fosforilagdo de importantes mediadoras
envolvidas na rede intracelular de proteinas tradutoras dos sinais
extracelulares: as proteinas quinases mitégenoativadas (MAPK).
A introdugdo de T. vaginalis em cultura de células HeLa induziu
a fosforilagao da p38 MAPK, desencadeando a sua atividade e a
da quinase regulada por sinal extracelular (ERK). A fosforilagdo
comegou a ser induzida uma hora apés a indugao de 1. vaginalis
a cultura de células, tendo atingido o pico sete horas depois.
O tratamento com inibidores demonstrou uma regulagdo da ex-
pressdo génicade mRNA, TLRs 2, 4 e 9 demonstrando citoquinas
pré-inflamatdrias (IL-8 e TNF-0t) mediadas pelas vias MAPK no
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epitélio® (A). A infec¢do por T. vaginalis em macréfagos, produ-
zida 7n vitro, também ativou essa via, tendo sido demonstrada
por Ryang et al. por meio da técnica do immunoblotting utilizando
anticorpos especificos para as quinases'® (A).

A proteina de superficie TV44 foi isolada de T. vaginalis
pela técnica do immunoblot e o gene tvv analisado por andlise em
Southern. Essa proteina é reconhecida pela IgA (imunoglobulina
que oferece prote¢do contra infec¢des por micro-organismos
incluindo parasitoses) e a modula¢do da sua expressdo depende
do contato com as HVEC, assim como da demanda de ferro.
Na condigio de aderido a célula epitelial, T. vaginalis manifestou
a diminui¢do da TV44, fato que sugeriu o seu envolvimento na
via de sinalizacdo entre o parasito e a célula do hospedeiro'* (A).

A forma ameboide de T. vaginalis, configurada durante a
adesdo celular, é proveniente dos mondmeros de actina, essenciais
nos processos dindmicos que transformam as formas celulares e
geram as forcas necessdrias para locomogio celular, divisdo celu-
lar, quimiotaxia, fagocitose, macropinocitose e citocinese, assim
como para a polaridade celular e o processo de diferenciagio.
Filamentos de actina levam a locomogao de muitas particulas
citoplasmdticas, incluindo endossomos, bactérias patogénicas
e virus, inclusive particulas se dirigindo para o engolfamento
durante a fagocitose. A adesdo celular e o sinal de transdugdo
sdo processos coordenados que podem estar ligados a proteinas
associadas a actina. Dentre as proteinas regulatérias da actina,
a representativa coronina interage com a F-actina'®® (A).

A coronina é uma das proteinas-chave na regula¢do do ci-
toesqueleto de T. vaginalis em resposta A sua intera¢do com as
células do hospedeiro. Essa proteina se concentra as margens
da célula aderente e eventualmente em outros locais. Bricheux
et al. caracterizaram molecularmente a coronina do citoesqueleto
de actina de T. vaginalis localizando-a ultraestruturalmente em

dinfmicos locais das células ameboides. A coronina em T. vaginalis

Leituras suplementares

é constituida de repetidas regiGes WD, uma estrutura C-terminal
e O-helical, além de muitas fosforilacdes entre C1 e C2. O trabalho
de Bricheux et al. ndo esclareceu a parte da proteina responsavel
pela ligacdo a actina, no entanto gerou a expectativa da existéncia
de uma via de sinaliza¢io onde a coronina seja protagonista da
reorganizacdo do citoesqueleto para a adaptagdo de T. vaginalis a
forma ameboide durante o contato celular® (A).

As formas ameboides de T. vaginalis tém sido estudadas por
vdrios autores, dentre eles, Huang et al., cujos experimentos expu-
seram outra matriz extracelular (ECM), a fibronectina. Os autores
verificaram, por intermédio de reacio em cadeia da polimerase
(PCR) quantitativa, um menor ndamero de genes expressos nas
formas ameboides de 1. vaginalis em relagio as formas trofozoiticas,
fato que pode sugerir uma incorporag¢io proteico-enzimética que,

consequentemente, enfatiza o papel citopatogénico do parasito® (A).

Conclusao

T. vaginalis é uma agente infeccioso do epitélio vaginal que
atinge mulheres em todo o mundo, sendo sua prevaléncia oscilante
e de acordo com a populagdo estudada. O método diagnéstico mais
utilizado na detec¢do desse agente € a citologia de Papanicolaou,
que apresenta sensibilidade em torno de 80% e é requerida no
rastreamento do cdncer cervical. O contato dele com as HVEC
induz sinaliza¢Ges quimicas provavelmente capazes de gerar danos
significativos na mucosa local. A produgio da IL-8 por T. vaginalis
tem sido comprovada mediante experimentos de alta complexidade.

As importantes MAP quinases representam, no momento, as
principais vias de sinalizacdo entre T. vaginalis e a célula humana,
tendo em vista o efeito da citopatogenicidade. Entretanto, a via
molecular ancorada a proteina adaptadora MyD88 e a via dos
receptores do tipo Toll independentes constituem alternativas

a serem consideradas e melhor avaliadas.
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