Revisio sistematica da interacio in vitro do parasito patogénico humano

Trichomonas vaginalis com células hospedeiras

Matheus Santos Rabetine' e Victor Midlej" "
'Universidade Santa Ursula, Rua Fernando Ferrari, 75 — Botafogo - CEP: 22231-040. Rio de Janeiro,
Brasil.

*Autor correspondente: victor.midlej@usu.edu.br

RESUMO:

O protozoario Trichomonas vaginalis ¢ o agente causador da tricomoniase,
infeccdo no trato urogenital humano, sendo a IST ndo viral mais prevalente. Este
trabalho apresenta uma revisdo sistematica da interacdo de 7. vaginalis com células
hospedeiras a partir de um viés ultraestrutural in vitro. O tema foi escolhido devido a
importancia deste parasito que infecta 180 milhdes de pessoas por ano e ¢ capaz de
gerar sequelas nos hospedeiros, como 0 aumento em até seis vezes a predisposi¢ao para
infec¢do pelo virus HIV. Para a realizagdo deste trabalho foram determinadas sequéncias
de palavras-chave, as quais foram utilizadas para pesquisas em repositorios como
Pubmed, Scielo e Medline. Os resultados analisados apontaram a necessidade de adesao
do parasito sobre célula-alvo para estabelecer os efeitos citotoxicos, gerar danos e abrir
passagem para outros patdogenos oportunistas. Além disso, o parasito pode se associar
com outros organismos, aumentando sua citotoxidade o que evidencia respostas das
células hospedeiras como a necrose. Esses dados mostram que tricomonas ¢ um parasito
tao versatil quanto agressivo, podendo infectar células de diversas linhagens. Os efeitos
da tricomoniase podem gerar morbidades de grande impacto para a saude publica, por

isso esta patologia necessita de mais atengao.
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ABSTRACT:

The protozoan Trichomonas vaginalis is the causative agent of trichomoniasis, an
infection in the human urogenital tract, with the most prevalent non-viral STI. This
work presents a systematic review of the interaction of T. vaginalis with host cells from

an in vitro ultrastructural view. The theme was chosen due to the importance of this



parasite, which infects 180 million people a year and is capable of generating sequelae
in the hosts, such as an increase in up to six times the predisposition to infection by the
HIV virus. To carry out this work, sequences of keywords were determined, which were
used for research in repositories such as Pubmed, Scielo and Medline. The resulting
results showed the need for the parasite to adhere to the target cell to establish cytotoxic
effects, generate damage and open the way to other opportunistic pathogens.
Furthermore, the parasite can associate with other organisms, causing the lysis of host
cells and their offspring to necrosis more easily, due to the increase in their cytotoxicity
caused by this association. These data show that trichomonas is a parasite that is as
versatile as it is aggressive, and it can infect cells of different strains. The effects of
trichomoniasis can generate morbidities with a great impact on public health, which is

why this pathology requires more attention.
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1. Introducio

O protozoario Trichomonas vaginalis (Donné, 1836) ¢ o agente causador da
tricomoniase, infeccdo no trato urogenital humano, sendo a Infeccdo Sexualmente
Transmissivel (IST) ndo viral mais prevalente (Petrin ef al. 1998). As infec¢des podem
ser assintomaticas ou altamente inflamatdrias de acordo com fatores associados com o
hospedeiro e a citotoxicidade da cepa (Nievas et al., 2017). A descoberta que a infec¢ao
gerada por 7. vaginalis também esta associada a outras condi¢des como cancer de
prostata e cervical, maior probabilidade de infeccdo por HIV e condig¢des adversas da
gravidez aumentou o interesse em tratar pacientes portadores da infec¢ao (Edwards et
al.,2014).

A mulher ¢ quem mais sofre com a doenga, podendo haver consequéncias como
corrimento mefitico, comichdo, inflamacdo genital e infeccdo aguda na regido pélvica
(Secor, 2012), o que se intensifica no periodo menstrual devido a presenga do ferro, que
¢ um elemento fundamental no crescimento e na sobrevivéncia do protozoario,
desempenhando um papel critico na interacdo com o hospedeiro, modulando expressdes
de fatores de citotoxicidade neste parasito (Batista de Jesus et al., 2007). As mulheres

infectadas que se encontram em processo gestacional possuem maior predisposicao a



um rompimento antecipado da placenta, parto prematuro e gestacdo de bebés abaixo do
peso (Hirt, 2013). Nos homens, 7. vaginalis geralmente ¢ assintomatica, utilizando-os
apenas como hospedeiro portador, mas em alguns casos pode gerar inflamacao na
uretra, na prostata e causar infertilidade (Seo et al., 2014).

Uma estimativa da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) ¢ que mais da metade
dos 180 milhdes de novos casos de infeccao por 7. vaginalis a cada ano, ocorrem em
homens (OMS, 2011). Em 2017, havia 357.2 milhdes de novos casos globais de quatro
doengas com cura no mundo, clamidia (130.8 milhdes), gonorreia (78.2 milhdes), sifilis
(5.5 milhdes) e entre elas a tricomoniase, com 142.6 milhdes de casos, dentre essas, ¢ a
IST com mais casos no mundo (Unemo et al., 2017). As diferengcas marcantes na
incidéncia e prevaléncia da infeccdo por 7. vaginalis ¢ a diferenca biologica entre
homens e mulheres, j4 mencionadas acima (Poole & McClelland, 2014). Foi relatada
em 1999 apenas uma incidéncia geral de 54 casos por 1000 pessoas-ano (OMS, 2001).
No Brasil a quantidade de novos casos de tricomoniase ¢ ainda mais preocupante,
podendo chegar a aproximadamente 4,3 milhdes por ano (Von Glehn, 2016). Entre as
gestantes, pesquisas tem apontado predominancia de 7,7% (Miranda et al. 2014), sendo
no Rio de Janeiro de 3,7% (Gatti et al. 2017).

O protozoario 7. vaginalis exibe apenas a forma de trofozoito sem demonstrar
estado cistico (Petrin et al. 1998). Os quatro flagelos anteriores sdo responsaveis pela
sua mobilidade e um flagelo posterior que forma a borda externa da membrana
ondulante. As tricomonas possuem um feixe de microtubulos que passa através da
célula ao longo de seu eixo anterior-posterior, para o meio extracelular, denominado
axostilo que participa na locomocgao, na adesdo celular e na cariocinese durante a mitose
(Ribeiro et al. 2000). T. vaginalis também possui hidrogenossomo, uma estrutura
analoga as mitocondrias que t€ém como funcdo a produgdo de energia (Sogin, 1997).
Sem mitocondrias € com estruturas peculiares como os hidrogenossomos, o sistema
pelta-axostilar ¢ a costa, 7. vaginalis ¢ um interessante modelo para estudo
ultraestrutural (Benchimol et al. 2004).

O parasito inicia o processo de adesdo, em seguida aumenta a superficie de
contato com o tecido hospedeiro e comega a fagocitar, estabelecendo assim os efeitos
citotoxicos, que tem relagdo com o quadro clinico apresentado pelo portador da

patologia (Arroyo et al., 1993). A interacdo entre o parasito e a célula hospedeira ¢



primordial para o estabelecimento da infeccdo (Arroyo et al., 1993). Outros
tricomonadideos como Trichomonas tenax tem a capacidade de se comportar como 7.
vaginalis. Esse comportamento foi observado quando ha a interacdo com células
hospedeiras como células Renais Caninas Madin-Darby (MDCK) e células de linhagem
de tumor cervical (HeLa) (Ribeiro et al. 2015). A T tenax pode se mostrar mais
agressiva que algumas cepas de 7. vaginalis, conseguindo destruir muito mais rapido
culturas in vitro de células MDCK (Ribeiro et al. 2015). A Tritrichomonas foetus tem a
capacidade de se aderir firmemente com sua regido posterior onde se encontra o
axostilo. A sua interagdo com células hospedeiras bovinas provoca sinais de destrui¢cdo
mais tardiamente. Os danos gerados por 7. foetus mostraram sinais de morte por
apoptose como borbulhamento de membrana, cromatina condensada, vacuolizagdao
intensa e necrose celular (Midlej et al., 2009).

Por tudo que foi mencionado acima, se faz necessario compreender a patologia da
infeccdo, principalmente no que se refere ao impacto causado pelo parasito no tecido
humano. O parasito tem a capacidade de modificar o complexo juncional dos tecidos e
promover a ruptura dos mesmos. Além disso, 7. vaginalis também possui o artificio de
se associar a outros organismos, o que pode fazer com que se torne mais agressivo e
conferir maior resisténcia a medicamentos (Vancini et al., 2007). Dessa forma o parasito
pode gerar mais danos ao tecido hospedeiro, facilitar a colonizacao e dificultar o
tratamento e consequentemente a recuperacao do paciente (Vancini et al., 2007)

Para evidenciar os mecanismos usados pelo parasito durante a infec¢@o, o objetivo
desse trabalho foi fazer uma revisao sistematica de dados acerca da interacdo de 7.

vaginalis com células hospedeiras a partir de um viés ultraestrutural.

2. Metodologia

O método utilizado para a realizacdo deste trabalho consistiu na determinagao de
sequéncias de palavras-chave, em inglés, devido ao padrao das respectivas revistas onde
foram publicados os trabalhos. Foram utilizadas essas trés sequéncias de palavras a
seguir: (1) “T. vaginalis, host cell, cytotoxicity, ultrastructure”; (2) “Trichomonas
vaginalis, host cell, cytotoxicity”; (3) “Trichomonas vaginalis, interaction,
ultrastructure”. E importante ressaltar que nao foi estipulado nenhum critério de tempo

para a selecdo dos artigos e foram analisados somente estudos originais.



Selecdo de artigos cientificos que tratem dos
seguintes assuntos: T. vaginalis, Interacdo

com células hospedeiras, citotoxidade e
ultraestrutura

'l

palavras-chave

(1) “T. vaginalis, host cell, cytotoxicity, ultrastructure”; (2)
“Trichomonas vaginalis, host cell, cytotoxicity”; (3)
“Trichomonas vaginalis, interaction, ultrastructure”

SCIELO: Nenhum Medline: Pubmed: 77
artigo Nenhum artigo artigos
encontrado encontrado encontrados

Critérios para inclusdo dos artigos:

Conter: Trichomonas vaginalis, Ultraestrutura,
Interacdo células hospedeiras

Selecionados 47 artigos

Critério de selegdo aplicado: Morte
celular
[

Selecionados 22 artigos para analise e

discussao

Figura 1. Fluxograma da linha de raciocinio tomada para as pesquisas feitas nos repositérios a
partir das palavras-chave: O primeiro quadrante mostra a determinagdo das palavras-chave e dos
assuntos abordados pelos artigos que seriam inclusos neste trabalho. Em seguida, a aplicacdo das
palavras-chave nos 3 repositorios de busca, onde s6 um deles gerou resultado, o Pubmed. Ao aplicar as 3
sequéncias de palavras-chave “T. vaginalis, host cell, cytotoxicity, ultrastructure”; “Trichomonas
vaginalis, host cell, cytotoxicity”;, “Trichomonas vaginalis, interaction, ultrastructure” foram
encontrados 77 trabalhos, nos quais aplicamos os critérios de inclusdo e exclusdo. Nestes critérios, os
artigos deveriam abordar todos os assuntos ao mesmo tempo. Assim, ao aplicar os critérios, restaram
ainda 47 trabalhos. Portanto, adicionamos um 0ltimo critério, o de morte celular. Foram excluidos mais

25 artigos onde restaram 22 utilizados para a realizag@o deste trabalho.



2.1 Repositorio

As pesquisas com as palavras-chave acima foram realizadas em trés repositorios
sendo eles: Pubmed, Scielo e Medline. https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/ ;

https://www.scielo.org/ ; www.medline.com/ .

2.2 Compilacao de dados

Apds as pesquisas nos repositorios, foram organizados os resumos de todos os
artigos disponiveis usando o software Wordpad (Microsoft, EUA), esses foram
divididos pelas palavras-chave utilizadas em cada pesquisa. ApoOs isso os trabalhos
encontrados foram dispostos em uma tabela criada a partir do sofiware Excel
(Microsoft, EUA) e divididos a partir das palavras-chave usadas, nimero de artigos
encontrados e pelo assunto discutido.

2.3 Filtragem dos artigos
A filtragem dos artigos encontrados foi feita a partir de um critério de inclusdo e

exclusao: foi determinado que apenas trabalhos que tratassem a respeito de 7. vaginalis,
interacao com célula hospedeira, ultraestrutura e morte celular seriam analisados. Foram
construidas tabelas apresentando apenas os trabalhos que atenderam aos critérios
estipulados e um grafico apresentando os tipos de células hospedeiras utilizadas nos
artigos selecionados. Tanto o grafico quanto a tabela foram realizadas utilizando o

software Excel (Microsoft, EUA).

2.4 Levantamento de dados

O levantamento de dados para analise foi baseado nos seguintes assuntos: (1)
mecanismos de acdo de 7. vaginalis, (2) resposta da célula hospedeira e (3) resultados

ultraestruturais da interacao.

3. Resultados

Apoés a andlise dos 77 artigos foram selecionados 22 que abordaram a tematica a
respeito da 7. vaginalis e seus artificios para o estabelecimento da patologia e
citotoxidade do ponto de vista ultraestrutural. Esses trabalhos foram publicados nas

mais diversas revistas gerando impacto nos dmbitos da medicina humana e veterindria,



microbiologia e parasitologia. Isto ¢ medido pelo “Fator de impacto” das revistas, sendo
um método de revisao sistematica para avaliar a importancia de periddicos cientificos
em suas respectivas areas, uma medida que reflete o numero médio de citacdes de
artigos cientificos publicados em determinado periodo. Além disso, das publica¢des
analisadas, a maioria (10) sdo do periodo de 2010 a 2020, outras (6) do periodo de 2000
a 2010 e (6) mais antigas, 1988 e 1998, abrangendo perspectivas, conhecimento e
experiéncia de diversas partes do mundo e relativamente recentes. Do total, 9 artigos do
Brasil, 3 da Coréia, 2 dos EUA, 2 da Austrélia, 2 do México, 1 da China 1 das Filipinas,
1 da Nova Zelandia e 1 da Dinamarca mostrando a for¢a dos pesquisadores nacionais no
tema estudado (Tabela 1).

Na figura 2, o grafico representa a quantidade e tipos de células hospedeiras
utilizadas nesses estudos. Essa andlise mostra um resultado bem variado onde foram
usadas pelo menos 18 células de linhagens diferentes, tendo sido realizados ensaios com
células de carcinoma do colo do utero e cancer cervical, gengiva, prostata,
espermatozoides, fibroblastos, células urogenitais, células pulmonares, células do
oviduto bovino, ectocervicais, musculares, células renais e hemacias. Essa diversidade é
importante para compreender se existe uma especificidade de intera¢do do parasito, o
quanto ele pode ser agressivo, como ocorre sua interacdo com os mais distintos tipos de
tecidos humanos e também como diferentes hospedeiros respondem a infeccao pelo
parasito, além de possiveis danos permanentes em variados tecidos ao hospedeiro. Ja na
Fig. 3 s@o mostrados os mecanismos utilizados por 7. vaginalis durante o processo de
infeccdo celular e quantas vezes esses mecanismos foram vistos nos trabalhos
analisados nesta revisdo, ¢ importantante esclarecer que os mecanismos relatados nessa
revisdo estdo relacionados aos artigos analisados e ndo se trata de um padrdo ou
frequéncia da utilizagdo destes tais mecanismos pelo parasito. Os autores mostraram o
parasito aderindo as células hospedeiras, exibindo uma forma amebdide para aumentar a
superficie de contato, podendo liberar exossomos, que sdo vesiculas utilizadas na
comunicagdo e sinaliza¢do intercelular com didmetros variando de 100 a 1000 nm e
diferentes formas (Nievas ef al., 2017). Além disso, as tricomonas podem projetar sua
membrana para fagocitar partes das células hospedeiras, podem se associar com outros
organismos e seus efeitos citotoxicos podem levar a célula hospedeira a morte (Vancini

et al.,2007).



Também foi analisado como as células hospedeiras respondem a infec¢do pelas
tricomonas (Fig. 4). Encontramos sete tipos de respostas diferentes provocadas pela
interagdo com o parasito em questdo, sendo estas, microvilosidades retraidas (19%),
bolhas de membranas (19%), vacuolizagdo (16%), ruptura de membrana (15%),
condensacdo da cromatina (8%), descolamento da monocamada (19%) e descolamento
da membrana basal (4%). O parasito também consegue deformar as células hospedeiras
e como resultado de sua interacdo induzir a geragdo de bolhas em sua membrana,
vacuolizacdo e condensacgdo da cromatina, caracteristicas iminentes de morte celular por
apoptose (Midlej et al., 2009). As tricomonas podem ser muito agressivas e levar as
células hospedeiras a morte de formas distintas: (1) apoptose, uma morte controlada,
dependente de energia que pode afetar individuos ou grupos de células sem
extravasamento do contetido intracelular (kerr ez al., 1972). (2) Necrose, ¢ a morte das
células ou tecidos de forma descontrolada causados por uma lesdo onde ha
extravasamento do contetudo celular e geralmente afeta outras células (kerr et al., 1972).
(3) Autofagia, ¢ um processo de autodegradagdao celular a partir de enzimas dos
lisossomos (Shintani e Klionsky., 2004), porém ndo foi citada em nenhum dos trabalhos
utilizados.

Apresentamos nas figuras 5 e 6 micrografias do processo de adesdo e alguns
mecanismos de acdo exercidos pelo parasito. A partir da microscopia eletronica de
varredura (MEV) (Fig. 5 e Fig. 6a) ¢ possivel entender o processo de adesdao do parasito
e uma intera¢cdo mais intima com as células epiteliais vaginais humanas. Em células que
ndo foram expostas a tricomonas (Fig. 5a) observa-se uma cultura confluente,
apresentando abundante vilosidades, com alguns locais de separagdo, possivelmente
provocados pelo processamento da técnica de varredura. A infec¢do pelo parasito (Figs.
5b-d) mostra um epitélio mais lesionado, com perda de varias caracteristicas observadas
numa cultura controle (Fig. 5a). E possivel notar que os parasitos se organizam em
conjunto (clusters) na adesao a célula hospedeira (Figs. 5b-d), aumentando a
plasticidade celular, onde assume a morfologia ameboide quando em contato com o
epitélio vaginal (Figs. 5c-d). Danos severos as células vaginais sdo observados na figura
5d, uma possivel necrose na célula hospedeira ¢ evidenciada quando infectada por T

vaginalis.



Danos ultraestruturais apos infec¢do do parasito em células vaginais sao mostrados
por microscopia eletronica de transmissao (MET) (Fig. 6). Facilmente identificamos
caracteristicas de atividade fagocitica do parasito em relagao a célula hospedeira (Fig.
6). O processo de emissdo de pseudopddes em diregdo a célula vaginal é observado por
MEYV (Fig. 6a) e por MET (Fig. 6b). Evidenciamos o processo fagocitico na figura 6b,
onde ¢ possivel verificar uma parte do citoplasma da célula vaginais sendo incorporada
pelo parasito. Danos severos também sao evidenciados por MET (Figs. 6¢-d), a morte
por necrose da cultura vaginal ¢ mostrada na figura 6¢. Conseguimos evidenciar o
momento exato onde o parasito interage com a célula hospedeira e a mesma tem sua
membrana rompida e o material citoplasmatico extravasado (Fig. 6d).

Hé na literatura trabalhos que abordam a interacdo de 7. vaginalis com algumas
células alvo diferentes, sendo essas células da gengiva humana (Ribeiro et al., 2015),
células do oviduto bovino (BOECs) (Midlej et al.,, 2009) e células vaginais epiteliais
humanas (hVECs) (Vancini et al, 2007). Essa interagdo ocorre em diferentes
circunstancias com o0s parasitos co-incubados com outros organismos como no caso
Micoplasma hominis (Vancini et al., 2007), ou o parasito isolado sem outro organismo
presente. Os trabalhos mostram a capacidade da tricomonas ser agressiva e causar
grandes danos como a retracdo celular, bolhas de membrana, cromatina condensada
dentro do nucleo, vacuolizagdo e figuras semelhantes a mielina sdo estas caracteristicas
morfoldgicas indicadoras de morte celular (Midlej et al., 2009).

T’ vaginalis interage com células HeLa durante 1 ,3 e 5 min sendo observado o
processo de adesdo e transformacao da forma piriforme para sua forma citotoxica ou
forma ameboide (Arroyo et al., 1993). Ja no trabalho de Ribeiro e colaboradores (2015),

a tricomonas aparece fagocitando partes da célula MDCK e seus vacuolos estdo

preenchidos com fragmentos destas células.

Tabela 1: Artigos selecionados para revisio sistematica. Os artigos abaixo foram selecionados a partir
dos critérios de inclusdo e exclusdo descritos na metodologia e utilizados para analise da interagdo

parasito-hospedeiro



Cytopatic effects of

Veterinary

Trichomonas foetus on bovine itol 2.009 2009 Brasil
oviduct cells Parasitology
Electron microscopy of
Trichomonas vaginalis Acta Pathologica
Donné: interaction with Microbiologica 2.026 2009 Dinamarca
vaginal epithelium in Scandinavica
human trichomoniasis
Trichomonas vaginalis Europear} Jjournal
harboring Mycoplasma of Clinical
hominis i o Microbiology & 3.267 2007 Brasil
ominis increases in vitro .
cytopathogenicity Infectious
Diseases
Is Trichomonas tenax a Protist 1.989 2015 Brasil
parasite or commensal?
An electron microscope study
of the interaction between The Journal
Trichomonas vaginalis and Parasitology 1.843 1995 Austrélia
epithelial cells of the human Research
aminion membrane
Trichomonas vaginalis kills
and eat - evidence for . .
phagocytic activity as Parasitology 2.783 2009 Brasil
cytophatic effect
Vaginal dysbiotic bacteria act
as pathobionts of the MlCl‘Oblal‘ 2914 2020 Nova Zelandia
protozoal pathogen Pathogenesis
Trichomonas vaginalis
Trichomonas vaginalis Infection and
contact-dependent cytolysis 3.256 2013 EUA

of epithelial cells

Immunity




Observation of membrane

fusion on the interaction of Parasitology 1.641 1998 Brasil
Trichomonas vaginalis with Research '
human vaginal epithelial cells
Morphologic study of the
effect of iron on pseudocyst Mem Inst
formation in Trichomonas 1.592 2017 Brasil
A . . Oswaldo Cruz
vaginalis and its interaction
with human epitelial cells
Trichomonas vaginalis
induces cytopathic effect on Experimental
human lung alveolar basal pert 1.690 2014 Filipinas
. N . Parasitology
carcinoma epithelial cell line
A549
Signalling of Trichomonas
vaginalis for amoeboid Molecular
transformation and adhesin . . 3.418 1993 EUA
. Microbiology
synthesis follows
cytoadherence
Interaction between Korean i
Trichomonas vaginalis and Parasitoloj 1.411 2017 Coréia
the prostate epithelium 8y
Adherence of Trichomonas
vag mal}gtg SiHa cells is microorganisms 4.167 2020 Coréia
inibited by
diphenyleneiodonium
the patogenesis of human
_ cervical epithelium cells PLo0S One 2.740 2015 China
induced by interacting with
Trichomonas vaginalis
An electron microscope study
of the interaction between Parasitolo
Trichomonas vaginalis and gy 1.641 1996 Austrélia
Research

epithelial cells of the human
amnion membrane




The International
HeLa cell nucleus, a source of Journal of
thymidine for Trichomonas . . 3.673 2005 México
vaginalis growing in vitro Biochemisry &
Cell Biology
The interaction of
Trichomonas vaginalis and | Cell Structure and .
Tritrichomonas foetus with Function 2.429 1988 Brasil
epithelial cells in vitro
Trichomonas adhere and
phagocytose sperm cells: .
adhesion seems to be a Parasitology 1.641 2007 Brasil
. . Research
prominent stage during
interaction
Trichomonas vaginalis: The Journal of
ultrastructural bases of the Eukaryotic 2.143 1995 México
cytopathic effect Microbiology
The effect of iron
on Trichomonas
vaginalis TVCP2: a cysteine | 01000 2.783 2020 México
proteinase found in vaginal
secretions of trichomoniasis
patients
Trichomonas vaginalis and
Tritrichomonas foetus:
interaction with fibroblasts Mem Inst
and muscle cells - new 1.592 2012 Brasil
.. . . Oswaldo Cruz
insights into parasite-
mediated host cell
cytotoxicity
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Figura 2. Grafico de frequéncia de utilizacdo de células como modelo de estudo. As células
hospedeiras presentes no grafico foram mencionadas nos artigos da tabela 1. Este grafico mostra os tipos

celulares utilizados e a frequéncia que essas células apareceram nos artigos utilizados.
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Figura 3. Mecanismos de acdo utilizados por 7. vaginalis relatados nos trabalhos analisados. Este

grafico apresenta os diversos mecanismos citotoxicos utilizados pelo parasito durante interagdo com

\

diferentes tipos de células hospedeiras. Além disso, também ¢ analisado a proporcdo que esses

mecanismos foram observados nos artigos citados na tabela 1.

W Microvilosidades retraidas
M Bolha de membrana

M Vacuolizagao

 Ruptura de membrana

m Condensagdo da cromatina

W Descolamento da mono-
camada

B Producdo de ROS

Figura 4. Resposta das células hospedeiras apos infec¢io por 1. vaginalis relatados nos trabalhos
analisados. Esse grafico apresenta como as células hospedeiras sdo afetadas e respondem a infecgdo por

T. vaginalis e a proporg¢do que essas respostas foram observadas.



Figura 5. Interacio entre T. vaginalis e células epiteliais cervicais. Microscopia eletronica de varredura

do processo de adesdo do parasito as células hospedeiras. (a) Monocamada de células apresentando
algumas fissuras. (b) Monocamada exibe danos provenientes da interagdo com o parasito, aten¢do para
formacgdo de clusters de tricomonas e para a retragdo das células hospedeiras. (c) Tricomonas exibe sua
forma ameboide, formando grupos no processo de adesdo as células hospedeiras. (d)Tricomonas induz as
células hospedeiras a morte causando redug@o de suas microvilosidades e necrose. A, parasito amebobide;

CEC, células epiteliais cervicais; (*), ruptura de membrana; C, clusters;



Figura 6. Atividade fagocitaria de 7. vaginalis frente as células epiteliais cervicais. Microscopia

eletronica de varredura (Fig. a) e de transmissdo (Figs. b-d) da interagdo parasito — hospedeiro. (a) E
possivel notar o parasito projetando sua membrana em dire¢do a célula hospedeira, num provavel evento
de fagocitose. (b) Nota-se o momento de internalizacdo de uma porc¢do do citoplasma da VEC pelo
parasito (seta), a interagdo do parasito com a célula hospedeira ¢ melhor observada no inset. Nas imagens
(c-d) tricomonas rompe a membrana das células hospedeiras causando lise celular e eventualmente
necrose, neste tipo de morte celular ¢ possivel ver o extravasamento do contetdo interno das células
hospedeiras. (Fig. ¢) Célula hospedeira necrotica (asteriscos) (Figs. d) local de ruptura da membrana da
célula hospedeira (asteriscos). T, 7. vaginalis; CEC, células epiteliais cervicais; H, hidrogenossomos; N,

nucleo

4. Discussao

O protozoario 7. vaginalis estabelece sua patologia a partir de trés etapas onde
depende do contato com a célula hospedeira: adesdo, fagocitose e morte celular (Midlej
et al. 2009; Midlej et al. 2010), e sabe-se que a morfologia desse parasito tem ligacdo
com os efeitos citotoxicos (Honigberg. 1978). A partir da analise dos trabalhos citados

na tabela 1 e seus relatos, foi visto que 7. vaginalis pode gerar danos irreversiveis em



diversos tipos de células como fibroblastos, células epiteliais genitais, células de rim de
cachorro (MDCK), células pulmonares, espermatozoides, células do oviduto bovino,
musculares, de linhagens tumorais como apontado no grafico da figura 2. Todos os tipos
celulares encontrados nos trabalhos utilizados neste artigo sdo fundamentais para
entender até onde vai a capacidade do parasito de gerar danos, permanentes ou ndo, de
acordo com o tecido afetado e a especificidade deste protozoario. Entretanto, vemos que
células do sistema genital (células epiteliais urogenitais e células HelLa) sdo mais
frequentemente utilizadas como hospedeiras na interagdo com 7. vaginalis. Esse dado
faz referéncia a localizacdo do parasita no hospedeiro humano. Em seguida s células do
sistema genital, células MDCK foram muito utilizadas como modelo de célula
hospedeira nos artigos analisados, julgamos que essa escolha se dé ndo somente ao fato
de mostrar a habilidade do parasito infectar diferentes tipos celulares, mas a facilidade
de utilizar esse tipo celular nos laboratdrios, devido ao seu manejo e caracterizagao.
Para gerar danos, as tricomonas dependem da adesdo e da mudanga para forma
ameboide onde uma possivel razdo para essa transformagao ¢ aumentar a superficie de
contato com a célula hospedeira (Arroyo et al. 1993). Isto ¢ necessario para um
parasitismo mais estavel e eficiente, em seguida o parasito comega a gerar danos
mecanicos lisando as células hospedeiras (Figura 3). A aptidao das tricomonas para
matar e fagocitar células hospedeiras pode ter relacdo com os sintomas apresentados
pelo portador da patologia, como vaginite e pontos de hemorragia (Arroyo et al. 1993;
Midlej et al. 2009). Quando os mecanismos de patogenicidade dos parasitos sdo
analisados nos artigos selecionados nota-se que a adesdo ¢ requerida como principal
fator de citotoxidade. Seguido da projecdo de membrana e transformagdo para um
formato ameboide e a fagocitose. E importante ressaltar a relacio da mudanga
morfoldgica e da citotoxidade. No estudo de Vancini e colaboradores (2008) os autores
relatam que isolados com uma maior taxa de transformag¢dao ameboide foram os que
causaram mais danos em células epiteliais vaginais humanas e por isso sdo considerados
mais citotoxicos. No trabalho de Midlej e autores ¢ mostrado a capacidade de T
vaginalis de pingar a célula-alvo puxando suas microvilosidades até rompé-las causando
necrose (Midlej et al. 2009). Nas analises mostramos que esses mecanismos de acao
estdo presentes em grande parte dos artigos analisados corroborando com as

informagdes relatadas no presente estudo. Este tipo de comportamento também foi



descrito em amebas, porém, as amebas conseguem ingerir células mesmo sem terem
sido previamente rompidas (Martinez-Palomo et al. 1985). O parasito também tem a
capacidade de atingir células mais profundas nos tecidos dependendo de sua
citotoxicidade (Krieger ef al. 1985) e a capacidade de romper células da monocamada
(Gonzales-Roble et al. 2006). Dito isso, ¢ importante lembrar da interagdo com células
do oviduto bovino, que ¢ apenas uma monocamada de epitélio simples, entdo caso o
parasito atinja o local pode gerar graves consequéncias (Midlej et al. 2009). Alguns
autores demonstraram a capacidade dos parasitos se deslocarem até o oviduto e o utero
(Singh et al. 2005). Esta infec¢do causa inflamagao na vagina devido ao dano constante
gerado pelo parasito e tem sido associada a adversidades na gestagdo, aquisi¢ao do virus
HIV, cancer pélvico, cervical e infertilidade (Kissinger, 2005). Ja no sexo masculino o
efeito de 7. vaginalis no s€émen humano causa diferencas quanto a locomocdo e
quantidade de espermatozoides segundo o trabalho de Daly e autores (1989), o que entra
em contradi¢do com os achados de (Tuttle et al., 1977) que mostram alteragao negativa
significativa quanto a motilidade e (Benchimol et al., 2007) que também mostram a
aglutinacdo do sémen e diminui¢do da motilidade dos espermatozoides e queda da
viabilidade em 75% apds lh de interagdo com 7. vaginalis. Além do mesmo ter
conseguido fagocitar células inteiras em quanto 7. foetus apenas fragmentos. 7. foetus e
T vaginalis causam esses danos in vitro, e seria aceitdvel supor também existir a
possibilidade de ocorrer in vivo, o que poderia explicar a infertilidade em seus
respectivos hospedeiros (Benchimol ef al., 2007). Também em uma publicagdo de
(Janssenswillen et al. 1997) foi relatado um caso clinico de um paciente foi
diagnosticado com uma azoospermia ndo obstrutiva, resultante da infec¢do por
tricomonas, sugerindo que 7. vaginalis poderia ter sido a causa da azoospermia.

A infeccdo gerada por tricomonas lesiona as células epiteliais cervicais até leva-
las a morte por meio de um mecanismo dependente de contato (Lusting et al., 2013).
Em contradi¢cdo, Garber e Lemchuk (1989), e Pindak e colaboradores (1993) mostraram
que proteases e outros produtos metabolicos seriam liberados pelos parasitos no
ambiente vaginal, e estes causariam dano nas células hospedeiras a partir de seus efeitos
citotoxicos sem haver necessidade do parasito entrar em contato com as células vaginais
(Garber & Lemchuk-Favel, 1989; Pindak et al, 1993). Entretanto utilizando uma

membrana permeavel entre os parasitos e o hospedeiro em experimentos de interagao



foi confirmado que ¢ necessario o contato para haver efeitos citotoxicos (Gilbert ef al.,
2000).

As lesOes causadas pelo parasito geram manchas hemorragicas no tecido da
cervical e da mucosa vaginal, além de causar dor no ato sexual e pode levar as células a
morte (Midlej ef al., 2009). As tricomonas destroem e fagocitam células in vivo o que
gera lesdes que acabam por abrir portas de entrada para outros patdogenos como HIV-1
(Sorvillo ef al. 2001). Um experimento in vivo de Chen e colaboradores (2004) mostra
que T vaginalis atingiu camadas mais profundas da vagina através de espagos
intercelulares e outro trabalho mostra a capacidade de 7. vaginalis de perturbar o
complexo juncional de células epiteliais enquanto reduz a resisténcia transepitelial
(Madeiro da Costa et al., 2005). Mostramos que pequena parte dos artigos analisados
abrangem a perturbagdo das jungdes celulares como mecanismos de agdo do parasito.
Foi mostrado que o ferro, que esta presente no sangue, regula de forma positiva o gene
da adesina, importante proteina com fun¢do na adesdo (Lehker et al. 1991). Desta
forma, além das lesdes, o ciclo menstrual da mulher também favorece o parasito devido
a descarga de ferro que muda o ambiente da vagina resultando em um aumento na
gravidade dos sintomas clinicos e o rdpido crescimento populacional de protozoarios
(Lin et al., 2015). Além disso, foi demonstrado o papel do ferro na proliferacao do
parasito e na regulacdo de sua morfologia, (Dias-lopes et al., 2017; Jesus et al., 2007).
Esses trabalhos mostram que a deple¢d@o do ferro no meio de cultura de 7. vaginalis
reduz a expressdo de proteinas fundamentais para a regulacdo do protozoario (Jesus et
al., 2007). Assim, o ferro presente no meio facilita a colonizagdo, eventualmente a
formacdo de clusters, que sdao aglomerados de parasitos, ¢ a possibilidade de
comunicagdo entre os parasitos. A formacao de clusters também foi evidenciado em dos
trabalhos analisados. Essa relacdo dos parasitos forma uma extensa interdigitacdo
ocorrendo entre organismos adjacentes, assim, gerando mais dano ao tecido o que
complica ainda mais a relagao parasito-hospedeiro (Arroyo et al., 1993).

O protozoario também esta associado a dificuldades respiratorias pois pode causar
efeitos citopaticos em células pulmonares (Salvador-membreve et al., 2014), onde uma
possivel causa de contaminagdo seria o sexo oral (Rebhun et al., 1964). T. vaginalis
pode atrasar a apoptose de neutrofilos humanos e isso sugere que o parasito tem a

capacidade de regular apoptose das células hospedeiras (Song et al., 2010). O dano



gerado pelo parasito nas células pulmonares pode provocar dificuldades respiratorias

(Salvador-membreve et al., 2014).

5. Conclusao

A partir dos artigos analisados podemos compreender a necessidade de T
vaginalis de contato com células alvo para estabelecer a patologia. Mais ainda, vimos a
capacidade de gerar danos em diversos tipos de cé€lulas, de danifica-las gravemente e até
mesmo gerar sequelas para o portador da tricomoniase. O que mostra a versatilidade e
agressividade do parasito, que pode levar a uma suscetibilidade a outras doencas devido
aos danos no tecido. Por isso a tricomoniase ¢ uma doenca que necessita de muita

atencdo devido as perdas que pode gerar para a saude publica.
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