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RESUMO

7z

Introducdo Trichomonas vaginalis € um protozoario flagelado
encontrado em secrec¢fes genitais humanas. A Tricomoniase é considerada
a doenca sexualmente transmissivel ndo viral mais frequente no mundo.
Gestantes e portadoras do virus da imunodeficiéncia sdo as que tém
apresentado frequéncias mais elevadas. Objetivos O presente estudo
realizou uma revisdo sistemética “Trichomonas vaginalis, genetic variation,
and pathogenicity” e um artigo original intitulado “Association between T.
vaginalis in pregnant, non-pregnant and HIV-positive women” no intuito de: a)
estabelecer a frequéncia dos testes de diagndéstico para deteccéo do parasito
nos 3 grupos de mulheres; b) verificar se as condi¢cdes de imunossupressao
ou coinfeccéo sao fatores de risco para T. vaginalis; c) avaliar a acuracia das
técnicas de diagnostico tendo como padrdo-ouro a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR). Métodos A populacao do estudo foi constituida por 309
mulheres atendidas em trés hospitais de referéncia de Goiania: gestantes no
Hospital e Maternidade Dona Iris (HMDI), 106 ndo gestantes atendidas no
Hospital das Clinicas/ Universidade Federal de Goias, e 103 HIV-positivas
atendidas no Hospital de Doencas Tropicais da secretaria estadual de saude,
Goiania, Goias, Brasil. A deteccédo do parasito foi realizada comparativamente
através de quatro técnicas de diagndstico: exame a fresco, cultura, citologia
de Papanicolaou e PCR. A acuracia das técnicas foi realizada para as trés
populacbes de mulheres onde a PCR foi considerada o padrdo ouro.
Resultados O presente estudo encontrou chance significativa de associagcao
entre a frequéncia de T. vaginalis em HIV positivas e a sua frequéncia em néo
gravidas representada pelo ODDS RATIO (OR) 2,26. A comparacao entre
gestantes e o grupo controle de nao gestantes ndo apresentou chance
significativa (OR=1,07). A PCR e o exame a fresco apresentaram o0s
percentuais mais elevados no grupo das gestantes e das HIV positivas e a
sensibilidade de ambas foi também mais elevada nos dois grupos em relacédo
ao grupo de nao gravidas. A cultura apresentou percentuais de acuracia
guase que semelhante nos 3 grupos (sensibilidade) e as técnicas coradas

foram as mais sensiveis, porém as menos especificas devido ao elevado
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namero de falsos positivos (FP). A presenca de lesbes pré-cancerigenas
esteve associada a presenca de T. vaginalis tanto no grupo das gravidas
guanto no das HIV positivas (OR= 4,65 e OR=2,14). Conclusao A frequéncia
de T. vaginalis em mulheres nao gravidas foi 18%, em gestantes foi 19% e em
portadoras do HIV foi 33%. A imunossupressao fisiolégica (gravidez) nao é
fator de risco para T. vaginalis, sendo que a co-infeccao pelo HIV é fator de
risco. No teste de acuracia o exame a fresco e a cultura apresentaram taxas
de sensibilidade maior no grupo das HIV-positivas (54% e 70%). Os
percentuais de especificidade da cultura corada apresentaram-se baixos nos
3 grupos.

Palavras-Chave: Trichomonas vaginalis, mulheres, gestantes, HIV,

imunossupressao.
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ABSTRACT

Introduction Trichomonas vaginalis is a flagelate protozoa found in
genital human secretions. Tricomoniasis is considered the most prevalent non
viral sexually transmitted disease worldwide. Pregnant women and population
with immunossupression had the highest frequencies in accord with literature.
Purposes The presente study aimed firstly at the systematic review
“Trichomonas vaginalis, genetic variation, and HIV-positive women” and
secondly focused at the original article “ Association between T. vaginalis in
pregant, non-pregnant and HIV-positive women” in order to: a) establish the
prevalence of diagnostic techniques in 3 groups of women; b) verify whether
imunossupression and/or coinfection conditions represents a risk fator for
acquiring T. vaginalis; d) evaluate the accuracy of diagnostic techniques taking
PCR as gold standard. Methods The study population included 309 women
receiving care at 3 referral public healthcare centers in Goiania. Pregnant
women (100) at Dona Iris Maternity and General Hospital, non-pregnant
women at Federal University of Goias’ Teaching Hospital and 103 HIV-positive
women in heathcare at an outpatient clinic of the Tropical Diseases Hospital
in Goiania, Goias, Brazil. The parasite has been detected comparatively
through 4 diagnostic techniques: wet mount, culture, Papanicolaou’s smear
and PCR. Accuracy from all techniques was performed in the three women
population and PCR was considered gold standard. Results The present
study found a positive association between T. vaginalis’ frequency in HIV
positive compared with non-pregnant women (ODDS RATIO (OR) 2,26).
Comparisom between pregnant women and the non-pregnant women control
group demonstrated no association (OR 1,07). PCR technique and wet mount
presented the most elevated percentage in the pregnant and HIV positive
groups correlated with the women control group. Culture presented almost the
same acuracy percentages in the three groups (sensibiity) and the stainning
techniques were the most sensibles however with the lowest specificities due
to the vast number of false positives (FP). Precancerous lesions were
associated with T. vaginalis’ presence both in pregnant and HIV positive

women (OR=4,53 and OR-2,12). Conclusion T. vaginalis’ frequency in non-
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pregant-women was 18%, in pregnant women was 19% and in HIV positive
was 33%. Physiological immunossupression (pregnancy) did not represent
risk factor for T. vaginalis’ infection however coinfection for HIV represented
risk factor. Accuracy of diagnostic techniques (wet mount and culture)
presented higher sensitivitie rates in HIV-positive women (54% e 70%).
Cultured T. vaginalis stained by Quick Panoptic presented lower specificity
rates in the 3 study groups.

Key-words: Trichomonas vaginalis, women, pregnant women, HIV,

immunosupression.
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1 INTRODUGCAO

Trichomonas vaginalis, espécie descoberta pelo pesquisador francés
Alfred Francois Donné, em 1836, € um protozoéario flagelado (subfilo
Mastigophora) encontrado em secrec¢des genitais humanas. O primeiro
registro fotogréfico de T. vaginalis ocorreu a partir do encontro de Donné com
o fisico Léon Focault (1819-68) (DIAMANTIS; MAGIORKINIS;
ANDROUTSOS, 2009; THORBURN, 1974).

A tricomoniase é considerada a doenca sexualmente transmitida ndo
viral mais frequente no mundo. No ano de 2008 foram notificados 276,4
milh6es de novos casos da infeccdo pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS). Na regido das Américas a prevaléncia foi 22% na populacéo feminina
com incidéncia de 177,7% a cada 1000 mulheres (WHO, 2012).

O estado imunologico das mulheres € uma importante caracteristica a
ser analisada no levantamento da prevaléncia do parasito, uma vez que
gestantes e portadoras do HIV sdo as que apresentam as frequéncias mais
elevadas, de acordo com trabalhos revistos na literatura (KUREWA et al,
2010; MIRANDA; PINTO; GAYDOS, 2010).

O estado gestacional pode favorecer a infeccéo por T. vaginalis porque
representa um periodo onde a imunidade esta fisiologicamente reduzida. A
tricomoniase esta associada ao risco de parto prematuro segundo revisao
sistematica baseada em evidéncias feita em acordo com o centro de controle
e prevencao de doencas (CDC) (MEITE et al, 2015).

A porta de entrada e saida do virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
€ induzida por T. vaginalis devido a erosdo que sua presenca causa ha
mucosa vaginal. Além disso o HIV apresenta tropismo pelas células de defesa
do organismo, podendo exercer um papel de carreador de particulas virais,
facilitando a replicacdo viral no hospedeiro (GUENTHNER; SECOR;
DEZZUTI, 2005; REDOM-MALDONADO, 1998).

O objetivo desta pesquisa foi estabelecer a frequéncia de T. vaginalis
em gestantes, ndo gestantes e portadoras do HIV por meio da comparacao

de quatro técnicas de diagnadstico.
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REVISAO DA LITERATURA

l. Estrutura, classificacéo e ciclo biolégico

Espécie do reino animal e subreino protozoa, T. vaginalis € uma célula
polimorfa que apresenta nucleo bem definido, com envelope nuclear. Possui
uma organela propria para cada fungéo, como toda célula eucarionte, mas sua
energia é produzida por hidrogenossomos onde o ciclo respiratério é
interrompido e o hidrogénio é liberado (NEVES, David, 2005).

T. vaginalis apresenta-se na forma trofozoitica e pseudocistica, ndo
tendo sido verificada a sua forma cistica até a presente data. Os trofozoitos
séo as formas mais jovens e de flagelos livres enquanto os pseudocistos
caracterizam-se por flagelos interiorizados, conferindo ao organismo o
aspecto ameboide (AFZAN; SURESH, 2012).

De acordo com Cheon et al. (2013) o corpo de T. vaginalis mede em
meédia 9,5 um (7,4 a 11,4 um), com uma membrana ondulante que se estende
ate trés quartos do comprimento total de seu corpo. Os quatro flagelos saem
de um sé canal periflagelar medindo em meédia 11 pm, o axostilo ou
citoesqueleto segue da parte anterior a parte posterior final da célula,
apresentando a funcdo de suporte, participando no processo da divisdo
celular e causando a constricdo do nucleo durante a cariocinese. O axostilo
tende a apresentar comprimento maior nas espécies recém extraidas do
hospedeiro (frescas), no entanto T. vaginalis tende a crescer em tamanho
(corpo) sob condi¢cbes desfavoraveis de cultivo. As espécies com maior tempo
de incubacdo apresentaram medidas de comprimento e largura maiores do
gue as recém extraidas, a excecao apenas do axostilo (CHEON et al, 2013).

T. vaginalis é constituido por um genoma de aproximadamente 160
megabases, altamente repetitivo, com uma predicdo de 254 copias de 18S
rRNA e 251 coépias de 5.8S rRNA. O parasito divide-se por mitose, processo
no qual uma unica célula eucarionte origina duas idénticas. A diversidade das
espécies do género Trichomonas pode ser uma consequéncia da clonalidade
(divisBes por mitose), onde as diferencas genéticas, adquiridas ao longo do
tempo de infeccdo, podem permanecer fixas a populacdo e levarem a uma
estrutura populacional diversa. T. vaginalis vem desenvolvendo um recente e

substancial aumento no tamanho de seu genoma em detrimento do fenébmeno
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da duplicacdo (FIGUEROA-ANGULO, 2012; IBANEZ-ESCRIBANO et al,
2014; KAY et al, 2012).

Nucleo deT.vaginalis

Figura 1: T. vaginalis em meio ao infiltrado leucocitatio na Citologia de Papanicolaou (40 x).

As condicdes fisico-quimicas como pH, temperatura, tensdo de
oxigénio e forca ibnica, podem afetar o aspecto de T. vaginalis. A faixa de pH
entre 5,0 e 7,5 e as temperaturas entre 20 e 40°C sdo adequadas a esta
espécie (NEVES, David, 2005).

Anaerobio facultativo T. vaginalis é capaz de manter em reserva o
glicogénio. O epitélio vaginal é rico em glicogénio, sendo a acidez vaginal um
produto de seu metabolismo (carboidrato), o qual prové uma fonte de carbono
para a microbiota vaginal (SPEAR et al, 2014).

Durante o crescimento in vitro, T. vaginalis pode utilizar o glicogénio
como fonte de carbono. O parasito pode desencadear atividades enzimaticas
com propriedades bioquimicas de uma alfa- amilase, estando em meio
condicionado. Esta atividade é responsavel pela degradacdo do glicogénio
exdgeno, e libera compostos simples como a maltose (HUFFMAN et al, 2015).

A principal forma de transmissdo do parasito € a sexual, mas a

transmissao ndo sexual da tricomoniase ja foi descrita em casos de fémites,
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assentos umidos e 4gua de piscinas. A transmissao vertical também ja foi
demonstrada em lavados nasofaringeanos, tais como no caso de um recém-
nascido relatado por Carter e Whithaus (2008) onde a presenca de T. vaginalis
foi verificada, detectada por microscopia Optica, microscopia eletrénica de
varredura e pela técnica molecular (CARTER; WHITHAUS, 2008; PEREIRA-
NEVES; BENCHIMOL, 2008).

Il. Métodos de Identificacao

Il.1. Exame a fresco

O diagnéstico de T. vaginalis tem como base a microscopia 6ptica. O
exame microscopico é realizado tradicionalmente para o diagnostico de T.
vaginalis tendo em vista sua rapidez e seu baixo custo, no entanto €&
necessaria agilidade na realizacao da analise direta no intuito de evitar a perda
da mobilidade dos parasitos (TETARDINI et al, 2016).

O exame a fresco € uma técnica realizada a partir do swab cérvico-
vaginal com adicdo de apenas uma gota de solucéo fisioldgica, sob lamina-
laminula e ao microscopio optico. Nela, T. vaginalis € visto em movimentacéo
flagelar, que o distingue dos leucocitos polimorfonucleares. Stoner et al.
(2013) verificaram que, no exame a fresco, os flagelos de T. vaginalis vao
perdendo os seus movimentos, gradativamente, a partir dos 30 minutos da
coleta. E presumivel que a exposicido ao oxigénio seja a causa dessa perda,
uma vez que o parasito ndo completa o ciclo do &cido citrico sendo ele
considerado um anaerdébio facultativo (STONER et al, 2013).

A técnica do exame a fresco comparada a PCR em tempo real
apresentou sensibilidade de 40% e especificidade de 100%. O swab contendo
o fluido vaginal foi examinado no periodo de até 10 minutos apos a coleta
(LELI et al, 2016). Percentuais de sensibilidade mais elevados sdo alcancados
com a utilizacdo de variadas técnicas de coloracao, tais como o Giemsa e a
safranina combinada com o azul de metileno (TESTARDINI et al, 2016).

Em uma populacdo de 386 mulheres gravidas, a sensibilidade de
45,8% foi encontrada a partir da técnica direta em solucao salina, corada pelo
Giemsa. Esta acuracia foi obtida a partir da alternancia de PCR e cultura como
padrao ouro (TESTARDINI et al, 2016). No Hospital Universitario de Benha,
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no Egito, dentre 200 mulheres ndo gravidas pesquisadas o exame a fresco
obteve a sensibilidade de 59,1%, tendo como padrdao ouro a cultura
(HUSSEIN et al, 2015). Na provincia de Hue, regido central do Vietnam, 783
mullheres, sintomaticas e assintomaticas, foram testadas pelo exame a
fresco, obtendo 6% (52/783) de prevaléncia com diferenca significante entre
assintoméaticas e sintométicas (0,7% e 19,3% respectivamente) (TON NU et
al, 2015).

Il.2. Exame citoldgico

A citologia oncoparasitaria (COP) € o método de diagndstico mais
utilizado na detecgéo de T. vaginalis tendo em vista ser de baixo custo e de
facil acesso nos laboratérios clinicos. Entretanto esse método requer
profissionais treinados (citotécnicos) e/ou especialistas para sua execucao
(LEMOS; AMARAL, 2016).

O diagnostico citologico é feito sob a microscopia Optica nos aumentos
de 100 e 400 vezes. A coloracdo de Papanicolaou possibilita a visualizagéo
do ndcleo ovalado e do citoplasma basofilico de T. vaginalis. Pelo
Papanicoalou T. vaginalis obteve a melhor visualizacdo de seu nucleo e de
seus flagelos comparada a de duas outras técnicas de coloracao (Giemsa,
Gram e Papanicolaou) (KARAMAN et al, 2008; MENEZES et al, 2016).

A amplificacdo do DNA de T. vaginalis foi realizada em 130 esfregacos
positivos no teste de Papanicolaou. O nested PCR demonstrou a positividade
de 75,4% (98/130) dos espécimens comprovando a presenca significativa do
parasito nos esfregacos vaginais (ZIAEI HEZARJARIBI et al, 2015). Loo et al
(2009) apresentaram a sensibilidade e a especificidade do teste de
Papanicolaou (98 e 96% respectivamente), com valor preditivo positivo de
88%. O esfregaco foi considerado verdadeiro positivo (VP) quando este
coincidiu com os resultados do exame a fresco e da cultura simultaneamente
(LOO et al, 2009).

[1.3. Cultura
A cultura para T. vaginalis € uma técnica que visa a manutencéo e a
multiplicacédo dos parasitos em suas formas trofozoiticas. O cultivo é realizado

em meio liquido e necessita do seguimento minucioso e da analise
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microscopica. Em 1940 foi desenvolvida a primeira cultura axénica da
espécie, o meio TYM e suas modificagcbes, atualmente denominado Diamond,
€ 0 mais utilizado pelos pesquisadores. Esse meio é constituido pela adi¢cdo
de soro bovino fetal e pela adicdo de antibi6ticos bactericidas e antifungicos
(LEMOS; GARCIA-ZAPATA, 2014).

O crescimento 6timo e a reproducdo de T. vaginalis requerem
condi¢Bes anaerdbias. Nutrientes como carboidratos, aminoacidos, purinas,
pirimidinas, &cidos graxos e ferro sdo essenciais em seu cultivo. Uma série de
férmulas comerciais vem sendo produzidas para o cultivo de T. vaginalis,
grande parte delas, modificacbes do meio Diamond. Um meio de cultura
comercial que, em geral, apresenta ingredientes comuns ao meio Diamond é
o tioglicolato. A empresa Hardy diagnostics produziu uma formula semelhante
a do caldo tioglicolato e denominou-a Diamond modificado (HARDY
DIAGNOSTICS, 2016; PERAZZI et al, 2010; POCH et al, 1996).

A técnica da cultura em meio tioglicolato modificado apresentou 75%
de sensibilidade para presenca de T. vaginalis e 100% de especificidade,
tendo como parametro a PCR. A populacédo avaliada foram 386 mulheres
gravidas atendidas no Hospital das Clinicas de Buenos Aires (TESTARDINI
et al, 2016). A cultura em meio Diamond apresentou 10% de casos positivos
em uma populacdo de 200 mulheres ndo gravidas atendidas no Hospital
Universitario de Benha, no Egito, percentual este, que correspondeu a 90,9%
dos casos positivos obtidos mediante o exame a fresco e outras duas técnicas
de coloracédo (HUSSEIN, 2015).

A cultura foi considerada padrdo ouro, mas vem sendo substituida
pelas técnicas de amplificacdo de acidos nucléicos (MENEZES; MELLO;
TASCA, 2016).

Il.4. Técnica molecular

As reacdes em cadeias de polimerases (PCR) s&o altamente
especificas (98%) porque séo preparadas para amplificar genes proprios do
parasito através de oligonucleotideos selecionados (primers). A sensibilidade
das PCRs (aproximadamente 95% de acordo com trabalhos mais recentes) é
dependente de otimizacao e padronizacao adequadas, as quais vao requerer
esforco e dedicacdo dos pesquisadores (LEMOS; GARCIA ZAPATA, 2014).

Introducdo 6



Patil et al. (2012) encontraram maior positividade de T. vaginalis pelo
exame da PCR em relacéo a cultura em meio In Pouch, utilizando os primers
TVK3 e TVKY7. Khalaf e Kadhim (2010) avaliando uma populacdo de 662
mulheres ao sul do Iraque, encontraram a positividade de 4,5% com mesma
técnica molecular e o mesmo par de iniciadores (TVK3/TVK7) (KHALAF;
KADHIM, 2010; PATIL et al, 2012).

A deteccao de T. vaginalis em trabalhadoras do sexo nas Filipinas foi
realizada pelos métodos da cultura e da PCR. Ambos os métodos obtiveram
sensibilidade de 97% em padrdo ouro expandido. Apenas duas amostras
foram negativas na PCR e positivas na cultura. Os primers TVK3 e TVK7
apresentaram-se os mais eficientes (QUEZA; RIVERA, 2013).

[I. Epidemiologia

[ll.1. Prevaléncia

T. vaginalis acomete 170-200 milh6es de pessoas em todo mundo
sendo a Tricomoniase considerada a doenca sexualmente transmitida néo
viral mais frequente (CONRAD et al, 2011). A OMS apontou 276,4 milhdes de
novos casos em 2008. A populacdo feminina obteve prevaléncia de 22% e
incidéncia de 177,7% a cada 1000 mulheres na regido das Ameéricas (WHO,
2012).

As taxas de prevaléncia de T. vaginalis estdo mais elevadas nas
populacdes carentes (10 a 40%), de paises como Zimbabue e Zambia, Egito,
regido costeira do Peru, nordeste do Brasil na América Latina (KUREWA et al,
2010; LEON et al,2009; MIRANDA; PINTO; GAYDOS, 2010; SAYED EL-AHL,
2002).

[ll.2. Faixa etaria

O aumento da prevaléncia de T. vaginalis em mulheres em idade
avancada pode sugerir um prolongamento da infectividade e também o
predominio da natureza assintomatica da infeccdo. A média de idade de maior
prevaléncia variou de 33 e 35,4 anos em estudos realizados na India, no Sri
Lanka e no Iran (FERNANDO et al, 2012; KALANTARI et al, 2014,
SIVARANGINI et al, 2013).

Introducdo 7



Em mulheres apés os 40 anos T. vaginalis esteve prevalente em 11,8%
através de diagnéstico realizado por testes moleculares com processo de
captura (NAAT), amplificagéo por transcricdo mediada (AMT) (GINOCCCHIO
ET AL, 2012). O estudo retrospectivo de Meites et al. (2013) encontrou 33,7%
da prevaléncia de T. vaginalis entre mulheres sintomaticas com 50 anos ou
mais. Em Sutton et al (2007) T. vaginalis obteve 20% de frequéncia na faixa
etaria entre 40 e 49 anos contra 8,3% na faixa entre 14 e 19 anos (MEITES et
al, 2013; SUTTON et al, 2007).

ApOs os 40 anos, a prevaléncia de T. vaginalis esteve elevada em uma
populacédo masculina, onde o percentual atingiu 60% em idade superior aos
50 anos (SEO et al, 2014).

I11.3. Fatores de risco

[11.3.1. Gravidez

A infeccdo por T. vaginalis vem apresentando frequéncias mais
elevadas em populacdes gestantes e HIV positivas (SALAWU; ESUME, 2016;
TESTARDINI et al, 2016).

A gravidez representa um estado onde a imunidade se encontra
fisiologicamente reduzida. Parturientes apresentando a infeccdo por T.
vaginalis estdo predispostas ao parto prematuro. Gestantes inseridas no
programa Medicaid na Carolina do Sul (108.346) foram avaliadas quanto ao
risco de associacdo entre doenca sexualmente transmissivel (DST) e
prematuridade ao nascimento. A infeccao por T. vaginalis diagnosticada nos
8 primeiros meses de gestacéo apresentou risco maior de associacdo com o
parto entre a 33° e a 36° semanas de gravidez (HAZARD RATIO 1,22,
p=0,032) e o diagndstico positivo até o 7° més apresentou risco associativo
elevado no periodo até as 33 semanas de gestacdo (HR 1,59, p=0,002)
(MANN et al, 2009).

Gestantes com tricomoniase podem transmitir os parasitos através de
partos naturais. Sintomas como 0 baixo peso ao nascimento, secrecdes
supurativas nasais, desconforto respiratorio e pneumonias estdo envolvidos
com as infec¢des por T. vaginalis (CARTER E WHITHAUS, 2008).
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[11.3.2. Virus da imunodeficiéncia

Através do mecanismo da fagocitose, T. vaginalis pode favorecer a
permanéncia e a disseminagdo de microorganismos no organismo do
hospedeiro, dentre eles o virus da imunodeficiéncia (PEREIRA-NEVES;
BENCHIMOL, 2007). O estudo prospectivo de Maese et al (2011) demonstrou
gue a terapia antirretroviral (TARV) pode manter a supressao do HIV-1 na
maioria das mulheres, mesmo quando a infecg&o por T. vaginalis permanece
presente. Os autores avaliaram o numero de coépias virais de pacientes HIV
positivas, no swab vaginal, durante a infeccdo por T. vaginalis e ap6s o
tratamento (MAESE et al, 2011).

[11.3.3. Cancer cervical

As lesdes pré-invasivas do colo uterino ocorrem com maior frequéncia
em mulheres que apresentam comprometimento imunologico. O exame
clinico visual realizado com o acido acético a 5% encontrou 22,1% (99/448)
de lesbes pré-cancerigenas em uma populacao de HIV positivas (GEDEFAW
et al, 2013). Através do método de Papanicolaou foi encontrada frequéncia
mais elevada em portadoras do HIV quando comparadas a um grupo controle
(12,1 versus 5,4%) (LEMOS; GARCIA-ZAPATA; TAVARES, 2012).

T. vaginalis foi observado com frequéncia na presenca de
anormalidades citolégicas. Lemos e Amaral (2016) encontraram 4,2% de
lesdes indeterminadas e de baixo grau na presenca do parasito e Misra e
Sighn 8,1% em lesdes de baixo grau segundo Bethesda. As lesdes pré-
cancerigenas geralmente apresentam-se em um ambiente de estresse
vaginal caracterizado por infiltrado leucocitario e maior nimero de hemacias
(LEMOS; AMARAL, 2016; MISRA; SIGHN, 2006).

[ll.4. Fisiopatologia

[11.4.1. Reacao Inflamatdria

A presenca da infeccdo por T. vaginalis é, na maioria das vezes,
caracterizada por um acumulo local de células do sistema imune. Em contato
com as células epiteliais vaginais o parasito propicia a ativagdo de mastocitos

saguineos, que passam a liberar beta-hexosaminidase e citoquinas
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inflamatorias, subsequentemente induzindo a migracdo neutrofilica (HAN et
al, 2012).

O leucotrieno B4 é um dos lipides mediadores secretados por T.
vaginalis e que induz a quimiotaxia dos neutréfilos durante a infeccdo. A IL8
também vem sendo detectada em altas propor¢cdes a partir de experimentos
empreendidos com o cultivo de T. vaginalis em células epiteliais vaginais
(CEVs). Neutréfilos estimulados pela lise parasitéria (produtos excretorios e
secretorios) induzem a elevacao da IL8 (NAM et al, 2012).

T. vaginalis induz a sinalizacdo purinérgica contribuindo para a
producdo do oOxido nitrico pela acdo dos neutréfilos estimulados. O 6xido
nitrico constitui um efeito de citotoxicidade que advem da mediacdo dos
macréfagos contra o parasito. A membrana glicofosfolipidica de T. vaginalis €
a estimuladora da liberagdo do Oxido nitrico pelos leucocitos
polimorfonucleares no meio cérvico — vaginal (FRASSON et al, 2012).

[11.4.2. Tratamento

Metronidazol € uma droga derivada do nitroimidazole, antimicrobiana,
gue foi especialmente desenvolvida para o tratamento da tricomoniase.
Apesar de seu uso excessivo, por mais de 50 anos, o metronidazol continua
sendo a droga de escolha no tratamento e profilaxia das infeccdes por T.
vaginalis. Do total de 15 mulheres infectadas pelo parasito, 5 foram
clinicamente resistentes ao metronidazol. Cepas selvagens e cepas
resistentes foram cultivadas em diluicdes seriadas do medicamento (400
ug/mL a 3ug/mL) A concentracdo minima letal (CML) para as cepas
resistentes, apés 24 horas de incubacdo foi 200 pg/mL e a menor
concentracgao efetiva foi 20 ug/mL (RABIEE et al, 2012).

A resisténcia clinica ao metronidazol tem sido relatada em 2 a 4% de
isolados clinicos de T. vaginalis. Um novo tipo de metronidazol, derivado da
ureia e da tioureia, foi preparado através de reacbes de 2-(2-metil-5-
nitroimidazol) hidrocloreto de etilamina com varios cianatos e tiocianatos.
Varios dos compostos apresentaram significante atividade antitricomonicida
com valores apresentando indice inibitério médio (ICso) de 4,9 a 6,8 pg/mL,

comparados ao metronidazol padréo que obteve ICsp de 8,0 pug/L. O composto
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6b foi o melhor preparado e foi 1,6 vezes mais potente do que o metronidazol
(ALAWADI et al, 2014).

A multidose de metronidazol (500 miligramas 2 vezes ao dia durante 7
dias) pode ser superior a dose Unica de 2 gramas no tratamento de T. vaginalis
em mulheres HIV positivas em uso de terapia antiretroviral (TARV). O risco
relativo de falha do tratamento foi de 2,63 (intervalo de confiangca 95%, 1,04-
6,63) em mulheres com TARV comparadas as sem TARV (p=0,03) (ADAMSKI
et al, 2014).

Efeitos adversos ao metronidazol existem, dentre 0s mais comuns
estdo nauseas e desconforto abdominal. O tratamento da tricomoniase com
produtos naturais vem sendo desenvolvido por pesquisadores, porém nenhum
com progressao clinica. Uma gama de moléculas ativas e um grande namero
de novas drogas contra o parasito vém sendo originadas de compostos tais

como os terpenes, os fendlicos e os alcaloides (VIEIRA et al, 2015).
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2 OBJETIVOS

Geral:

Estabelecer a prevaléncia e a validacdo dos testes para diagnéstico
de T. vaginalis em mulheres nado gravidas, gravidas e portadoras do HIV.

Especificos:

1. Fazer um artigo original (artigo 1) com o tema: “Trichomonas
vaginalis, genetic variation, and pathogenicity: a systematic

review”,

2. Fazer um artigo original (artigo 2) com o tema: “Association
between Trichomonas vaginalis in pregnant, non-pregnant, and

HIV-positive women”.

2.1. Estabelecer a frequéncia de T. vaginalis em mulheres nao

gestantes, em gestantes e em portadoras de HIV;

2.2. Verificar se as condicfes de imunossupressao ou coinfeccéo

sao fatores de risco para T. vaginalis;

2.3. Verificar a acuracia dos testes diagnosticos (exame a fresco,
citologia, cultura) para T. vaginalis tendo como padrao ouro a
PCR.
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3 METODOS

Desenho do estudo

Estudo transversal e prospectivo.

Aspectos da populagcéo

A populagéo estudada foi de 309 mulheres. 100 gestantes, 106 nao
gestantes e 103 HIV positivas atendidas no Hospital e Maternidade Dona Iris,
no Hospital das Clinicas e no Hospital de Doencas Tropicais em Goiania, no

periodo entre agosto de 2015 a agosto de 2016.

Aspectos laboratoriais

O contedado cérvico-vaginal foi coletado durante as consultas
ginecologicas pela equipe médica dos hospitais. A coleta foi dupla (ecto e
endocervical). Para os exames direto, cultura e PCR foram necessarios
cotonetes estéreis (swabs) e para a citologia foram utilizadas a espatula de
Ayre e a escovinha para a feitura dos esfregacos. Os swabs cérvico-vaginais
foram transportados em solucéo salina para o exame direto, em meio liquido
(tioglicolato modificado) para a cultura e em agua desionizada para a PCR. O
exame a fresco foi realizado sob lamina-laminula ao microscopio 6ptico nos
respectivos locais do estudo. Em seguida foram encaminhados aos
laboratorios Sao Francisco de Assis e Alpha DNA onde foram realizadas as
analises dos exames da cultura e da PCR.

Para o exame da PCR foi preparado um controle positivo para T.
vaginalis a partir de isolados da Cultura seguido da extracdo de seu DNA com
a utilizacdo do QlAamp DNA mini kit (marca QIAGEN®).

Os primers selecionados para a amplificacdo do gene de 262 pares de
bases foram: TVK3 (foward): ATTGTCGAACATTGGTCTTACCCT e TVK7
(reverse): TCTGTGCCCCGTCTTAAGTATGC.
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Critérios de inclusdo / exclusdo de pacientes para as amostras do
estudo:

Os critérios basicos para inclusdo consideraram pacientes do sexo
feminino apresentando os comprovantes dos diagndésticos laboratoriais
relacionados com as doencas. A selecdo destas pacientes foi feita pelos
profissionais  especialistas (ginecologistas) mediante 0s exames
(comprovantes do diagnéstico) que estiveram contidos nos respectivos
prontuarios médicos: portadoras do HIV atendidas no Hospital de Doencas
Tropicais de Goiania (HDT/GO).

Houve um grupo de mulheres saudaveis: gestantes em consulta pré-
natal, ndo gestantes em fase adequada para a coleta ginecologica, mulheres
gue nao apresentaram sangramento no momento da coleta e que aceitaram
participar do projeto, apos terem tomado conhecimento das informacdes
basicas do mesmo, dos seus procedimentos e de seus riscos, e que
assinaram, na presenca de uma testemunha, o “Termo de Consentimento”
(anexado).

Os procedimentos e coleta dos exames laboratoriais necessarios para
o estudo foram feitos nos hospitais de estudo e encaminhados ao laboratorio
onde foram realizados.

As amostras foram consideradas satisfatorias de acordo com o Sistema
Bethesda 2001.

Foram excluidos todos 0s casos que ndo se enquadraram nesses

critérios.

Amostragem

Na fase preliminar, foi feito um estudo piloto, durante os trés primeiros
meses. Durante esse periodo, foi preparado o meio liquido para a cultura de
T. vaginalis, o mesmo utilizado por Testardini et al (2016).

O meio de cultura foi testado através de amostras aleatorias de
secrecdo vaginal que foram encontradas positivas no Exame direto. O estudo
piloto foi realizado com mulheres atendidas no Hospital e Maternidade Dona

Iris, em Goiania (HMDI/GO), o qual foi observado e aprovado por docente —

Métodos 14



doutor do departamento de Ginecologia e Obstetricia FM/UFG (Professor Dr.
Waldemar Naves do Amaral).

Na fase de desenvolvimento foram coletadas amostras aleatorias de
mulheres em consulta ginecoldgica no Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Goias (HC/UFG), no HMDI e no HDT onde foram examinadas “a
fresco” ao microscopio optico, em cada respectivo hospital. Depois elas foram
encaminhadas aos laboratérios (Laboratério Sdo Francisco de Assis) onde
foram coradas pelo Papanicolaou, analisadas e cultivadas no meio de cultura.
ApOs esta etapa as amostras foram congeladas para a realizacdo da técnica
da PCR (Laborat6rio Alpha DNA).

Considerag0es ético-legais

Qualquer resultado de pacientes individuais obtido nesta pesquisa foi
mantido de forma estritamente sigilosa, e nao foi divulgado publicamente, sem
autorizacao da propria paciente. A identificacdo das amostras foi feita apenas
com as iniciais de cada nome e através de uma numeracao consecutiva.

Os aspectos ético-legais foram regidos pelas disposicdes
regulamentares das comissdes éticas de pesquisa médica das instituicbes

envolvidas no projeto.

Analise dos dados

Os dados originais obtidos nesta pesquisa foram armazenados num
banco de dados tipo EPIINFO 7.0. Pela natureza do estudo foram calculados
testes nao-paramétricos (Teste do Qui-quadrado, Teste entre duas
proporcoes e Teste exato de Fisher). O nivel de significancia dos testes néao

foi menor de 5%.
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4 RESULTADOS

4.1 PUBLICACOES

Artigo 1 — Trichomonas vaginalis, genetic variation, and pathogenicity: a
systematic review.

Autores: Patricia Abreu Pinheiro de Lemos; Waldemar Naves do Amaral.
Revista: World Journal of Research and Review (WJRR), vol 3, n6, pp 60-64.

(Publicado).

Artigo 2 — Association between Trichomonas vaginalis infection in pregnant,
non-pregnant and HIV-positive women.

Autores: Patricia Abreu Pinheiro de Lemos; Rosane Silva Carneiro de Araujo;
Waldemar Naves do Amaral.

Revista: Interlink Continental Journal of Medicine and Medical Sciences

(ICIMMS) vol 2(4), pp. 039-045, 2016. (Publicado).
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Patricia Abreu Plabeiro de Lemos, Bs dacal t ot Lab Y
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L

The objective of the present study was to conduct a
systematic review to identify the principal genetic types of T
vaginalis. Correlating the parasite with oxidative stress may
explain the putative association between trichomoniasis and

IL METHODS
A systematic review of the hiterature was conducted

The database PubMed and Virmual Health Library
(Biblioteca Virmual de Saiide) were electronically searched for
Medical Subject Headings (MeSH) and Health Science
Descriptors (DeCS), respectively. The term initially used
was “Trichomonas vaginalis and genetic variation”. The
papers identified were included in the review only if the
inclusion and exclusion criteria were met and the papers were
found to be relevant to the study objective (Table 1). The first
test included the best papers found with the first
cross-referencing.  In the second test, articles were selected
using a second pair of keywords: “Trichomonas vaginalis and
oxidative stress”.

All the studies included in the selection were published
between 2006 and 2016 except for 2 papers from 2004 and
2005, respectively. These latter articles were considered
relevant to the present study and since the search yiclded so
few papers they were included.

m. RESULTS

A The first test of relevance

The search for articles in the English language using the
term  “Trichomonas vaginalis and genetic variation™
retrieved 103 papers. Of these, 70 were identified using
MeSH and 33 with DeCS (Table 2).

Of the 70 articles retrieved from PubMed using the first
MeSH temm “Trichomonas vaginalis and genetic variation™,
19 were included (Table 2-a) and 51 excluded. Of the 51
papers excluded, 36 were published prior to 2006, 8 dealt
with unrelated aspects. 3 were short communications, 2 were

www.wirr.org
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review articles, | was a case study, and 1 was in another
language.

Of the 33 articles retnieved from the Virtual Health Library
using the DeCS “Trichomonas vaginalis and genetic
variation ", 1 was included (Table 2-a), while the remaining
32 were excluded. Of the papers excluded, 16 were published
prior to 2006, 9 dealt with unrelated aspects, 6 were
duplicates and | was a short communication. Of those
initially excluded because they were published before 2006,
an exception was made for one paper published in 2004,
which was considered relevant.

B. The second test of relevance

The second MeSH term “Trichomonas vaginalis and
axidative stress” retrieved six papers from PubMed, with
four of these being included (Table 2-b) and two excluded.
The two that were excluded were review articles, Of the four
papers included, one was published in 2005 but nevertheless
was considered relevant to the study.

The second DeSC “Trichomonas vaginalis and oxidative
arrexy” retrieved 16 papers from the Virtual Health Library,
one of which was included (Table 2-b), while the remaining
15 were excluded. Of these, 10 dealt with unrelated aspects,
4 were duplicates, and | consisted of a review article.

IV. DISCUSSION

Two principal types of population structure of 7" vaginalis
were reported in the selected articles: type | and type 2. Type
1 corresponds to the wild type G3 strain, which is the type
most commonly found at wet mount microscopy. This
corresponds to the most active stage, since positivity at wet
mount microscopy is associated with movement of the
flagella of the parasite. In addition, Matini et al. found the
CT66 mutation in mternal transcnbed spacer (ITS) region 1.
Mwﬁmdhmbﬂunmofcmw&ymu
nucleotide location 66 ' '

Wi

Figure 1 Sty flowchan Retevance et |

A statistically significant (»=0.0/) and clinically important
association was found between type | T. vaginalis infections
and increased viral loads in HIV-positive women in use of
mutiretroviral therapy (ART). Nevertheless, compared to
population-based groups (HIV-positive women and controls),
there was no genetic difference between the species '*).

Type 2 T vaginalis has been found to be more resistant to
metronidazole. Resistance was related to the inhibition of
nitroreductase (nry,). Variations in the DNA sequences
affected only one base in the nird, nir6, nrr9, and nirl0
haplotypes of T. vaginalis. The ntrd and nir3 haplotypes
of metronidazole were significantly associated with the mr3
genotype 1. On the other hand, Type 1 parasites were more
susceptible to infection by the 7. vaginalis virus (TVV) and
were more susceptible to metronidazole compared to the type

The virulence of T. vagimalis may be impacted by the
presence of the TVV because of the ability of the virus to
trigger variations in phenotype. The study conducted by
Fraga et al. included isolates with TVV in Group 2. The
presence of TVV was associated with the genetic
polymorphism. 0(&937cﬁnicﬂisollmoftw
analyzed, 21 were infected with the genetic group 1 .

The active state of 7. wvaginalis may reflect its greater
capacity for phagocytosis. Bearing in mind that a phagocyte

61 www.wjrr.org
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T. vaginalis may be associated with the endosymbiotic
presence of the Mollicutes class of bacteria. Species of
Mollicutes were detected in 7.5% of isolates (3/40).
Mycoplasma hominis was detected in the C12 and Al63
isolates. Isolate C147 was positive for Mollicutes class but
mmummmmmhmm
only one that reflected clinical symptomatology '™

mmammumam
parasite in the host organism, since there are inumunogenic
proteins on the surface of T. vaginalis that may flourish due to
lh of the endosymbiont, as suggested by Conrad et

Fichorova et al. argued that placental insufficiency in
mmuybnhmalothr vaginalis viras
inducing the production of interleukin 8 !

Different manifestations of trichomoniasis may be due to
the variations in the host’s individual factors. The molecular
behavior of 7. vaginalis has already been evaluated based on
clinical signs and symptoms. Rivera et al. conducted a smdy
with a population of asymptomatic sex workers in different
regions of the Philippines. Sequencing of the 5.8SrDNA
gene and the internal transcriber spacer (ITS) regions was
conducted using 57 isolates of 7. vaginalis.
strain as reference. similarity was 99-100% for the isolates
from the Philippines. Of the 57 isolates, 46 belonged to H1
and this had the best representation. with 6 types of
sequences. Seven isolates belonged to H4, while of the four
other types each one represented a single isolate. The
sequences of types 2 and 6 (H2 and H6) differed from the
reference strain by only one nucleotide position. Types 1 and
4 did not reflect random mutations alone, but, rather, 7.
vaginalfs strains wuy associated with the patients’
asymplomatic state

Woehle et al. experimentally validated the expression of a
set of long. non-coding RNAs (IncRNAs) in the T1 strain, in
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the virulent TO16 strain and in the highly virulenst FMV1
strain. Six cases of IncRNAs were found in each of the three
strains tested. mm«mwmamm
transcripts analyzed 1
r-qmu'mmwuwmmm
types according with its intensity: mild, moderate or severe,
The asymptomatic patients had four specific markers. The
1724 pb marker was found in all the isolates from women in
whom the infection was mild, while 2418 was found in
isolates from women in whom infection was moderate and
mmcm(mdlmw)mqhﬁuldy
in the group of women with severe infections !
Gnumuenoodemypoﬁnmhhlpedu
genome may explain its adaptation to the different
microenvironments of the host, given the multiplication of
the parasite by cloning (mitosis) and the expansion of its
genome 7). T vaginalis contains 2 fpi genes that encode
riose phosphate isomerase (TIM). This enzyme catalyzes the
isomerization between glyceraldehyde-3-phosphate and
dihydroxyacetone phosphate in the parasite. At the end of the
study, results showed that the tpi2 transcript was
approximately 3.3 times more abundant than tpil ™.
Lara-Gonzélez et al. reported the TvIIMI enzyme to be a
more stable protein than TvTIM2, since the former contains
an isoleucine whereas the latter contains a valine. The
removal of a methyl group causes a decrease in the stability of
various isoleucine (Ile) mutations in valines, since the
difference in stability is associated with the loss of van der
Waals interactions and with the difference in hydrophobia ™4,

The ATP-binding cassette (ABC) transporter gene family
expands considerably in T. vaginalis. including expansion of
membrane transport and flow. According with the topology
of each protein and based on the number and order of
transmembrane domains and of the nucleotide binding
domain (NDB), 7. vaginalis was found not to encode
full-length transporters,  Furthermore, a large number of
orphan ABC genes were found in 7. vaginalis, denoting the
suppression of stop codons by 7. vaginalis. The study
MuuMdmmmmn
T vaginalis is unique among the sequenced eukaryotes ")

Six genes were selected for a phylogenetic analysis.
Different evolutionary were found between
strains: with GP63a, PMS1, M1h la, CRN, GP63b and LLF4
representing potentially virulent genes and a potential drug
target for later analysis. The set of data on the surface protein
consisted of 4,182 positions aligned with 30 local
polymorphisms translated to 24 varying locations in the

www.wirr.org
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The set of data consisted of 5,619 unequivocally aligned
positions including 34 polymorphic positions, translating to
23 varying locations in the protein sequence. The
of the maintenance gene sustains the B7RC2 and F1623
strains '),

Actin plays a role in the pathogenicity of T- vaginalis. It is
presumed that its ability to change morphologically is related
to its virulence, and the of cytoskeletal integrity
must be emphasized "', Momeni et al. amplified the actin

gene using nested polymerase chain reaction (PCR) and
MednllOOpb&mh?bohuo(Wt
vaginalis. According with agarose gel electrophoresis
examination, no change occurred in the length of 45
amplicons. Four different types of T vaginalis (G, E, He and
1) were identified in the 45 isolates. The most comumon type
was G (51.1%) M.

Oxidative stress in the human body may play a role in the
state of activation of 7" vaginalis. Since these parasites are
anaerobic, they can act by reducing oxygen and other

(PFOR) catalyze the oxidative decarboxylation of malate and
pyruvate in the hydrogenosomes of T. vaginalis and may be
able to act in the absence of the iron element, since the
expression of 4 ME and 2 PFOR has been

Two principal types of population structure of 7. vaginalis
were found: type 1 and type 2. T. vaginalis can reduce the

among pregnant women in Zimbabwe". BMC Infecr Dueas. 2010:10:
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Trichomonas vaginalis is a parasitic responsible for the sexually transmitted disease
trichomonosis. The objective of the present study was to evaluate and compare the frequency of the
parasite in groups of and HIV-positive womenaccording with five different

Trichomonas vaginalis is a parasitic protozoan  detected in 201 women infected by T.

responsble for the sexually transmitted disease by wel mount microscopy (Salawu and Esume, 2016).
trichomonosis. This parasitic infecton is reachinghigher  Additionally the parasite was detected in 6.2% of
incidence in groups of pregnant women and women with  pregnant women attending care at the Obstetrics Clinic at
the human immunodeficiency virus (HIV). HIV was  the University Hospital of Buenos Aires. The gene 18S
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of the gene, with a mutation risk that was considered
minimal or zero (Crucciti et al., 2003; Khalaf and Kadhim,
2010).

to

the gold standard (PCR) (Leli et al,, 2016; Testardini ot
al, 2016). Culture was considered gold-standard in the
past however has been replaced by the nucleic acid
lechniques (Menezes et al, 2016). In a

thioglycollate succesfully
vaginalis infections and 100% of specificity compared

Secretion samples were coliected by the medical leams
at the respective hospitals in the period of a year (from
August 2015 to August 2016). During a gynecological
examination, cervicovaginal secretion were coliected
using a sterile swab against ectocervix and endocervix.

For this exam, the swabs were immediately soaked in
sterile saline solution (0,85%). Microscopic examination
was performed within half an hour of sampling.

using the Quick Panoptic method
Pap smears
Fine and neous smears distributed evenly over
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Tabke 1. Disrbuton o vapiss ey king PCR s e god srdar i thee grups o women n G, 206

Tvagingis Noopregnant  95%C1  Preguanl  %%IC  HVposie  %%IC

Present 9% 11 62 19090 18 M9 HEA) A6 42
Mbsece  ETR1%) T34 888 BIEI0N TSI 885 GIETAN) SE T4
Tota 106 (100%) 100 (100%) 103 (100%)

OR107 083 217 “0R2% 118 4%
10008 RATIO: Pragnant verses Non-pregart, ‘HIV posiive versus Mo regrant women

Table 2 Dsiuon o T vagnas equery ancrg e chncyes 1 regrt - pagert, anc HV postve amen G 2016

Diagnostic lechniques ~~ Nonpregnant  CI% C%  Prgnant 1% CI% HVgositie CI% CI%

Tolal

PCR 19(17,9%)
328%

202
847
Cultured T.vaginalis stained 95 (89.6%)
106 (34.3%)

Pap smear
Toal

15 265 9090 1M B0 UEM A6 QT 72(1000%
05 805 OBMy 42 140 AN AN L9 RN0K)
B VY TN A% 4N BES) 120 2046 104(1000%)
W75 B4 B0 248 B2 GIEEI% ST T5M  165(1000%)
019 M Q@00 TR 63 @G B0 085 22(1000%)

10032%)

103 (38.3%)

X8 {100.0%)

(P 96% Confidence rienval

DNA extraction

For Ihs exam he swabs were immediaiely
soaked i dised waler, T, vaginalis was
exrackd from the vaginal sampls usng e
QlAamp DNA mini K (QWGEN,

The primers selected were TVK3 and TVIC, as
recomended by Khalal and Khadim (2010). The
PCR reaction mix yieided a final vokume of 22 L
which consisied of 1 L of each primer, 10 L of
ONA, 0.5 of Taq polymerase (5 iimiirogen), 05
L of bufer mix (10 mM) and 6.5 L. of water, The
target DNA was ampified in acoordance wih the
folowing protocok: 2 minutes at 36°C, 33 cycles of
1 minute at 34°C, 1 minute at 60°C, 1 minute and
30 seconds & 70°C and another 30 minules for

The sty poloco was approved by e
it femal evew Do Wheh s ceded
by e Netoral Comssno o Eies i Reseach

The chi-square test and Fisher's exact test were
wed in the sialisical analysis which was

conducted using the Epilnfo sofware program
version 7. Significance level was defined s p <
005,

RESULTS

The present study showed HIV-posiive women
siongly associated with T. vaginall” infection
(OR= 2.26). Comparsom between pregoant and
non-pregnant women showed OR close 1o be
associated (OR=107).

PCR and wet mount techniques presented the

highest percentages i the HIV-positve goup
(33,% and 20,3%). Cuure showed around 30%

i e tree goups and cubre saned by
Panptc deleced e st equences of all
aound 8%
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Table 3. Distribution of 7. vaginalis“infection in non-pregnant, pregnant and HIV-positive women in Goidnia, 2016,

Diagnostic techniques PCR gold standard
Non-pregnant women
% Sensitivity | % Specificity PPV NPV
Wet mount 23 99 80 85
Culture 47 73 25 88
Cultured T. vaginalis’ stained with Panoptic 100 12 17 100
Pap smear 45 15 83
Pregnant women
% Sensitivity | % Specificity PPV NPV
Wet mount 47 96 75 89
Cufture 66 26 85
Cuftured T. vaginalis' stained with Panoptic 89 23 20 90
Pap smear 50 85 24 85
HIV positive
% Sensitivity | % Specificity PPV NPV
Wet mount 54 99 67 85
Cullure 70 81 81 85
Cuftured T. vaginaks’ stained with Panoptic 94 19 36 87
Pap smear 75 37 35 74

Table 4. Distribution of 7. vaginalis” frequency with the presence of cytological abnormalities in three groups of women in Goidinia, 2016.

Cytological abnormalities Non-pregnant Pregnant HIV positive
. vaginalis
+ - + ” + .
Negative for Malignity 19(1000%) B82(942%) 17(894%) 79(975%) 28(8535%) 60 (86,96%)
ASC-Us 0(0,0%) 1(1,1%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 3(882%)  3(8.82%)
LsiL 0(0,00%)  4(480%)  2(10,5%) 2(24%) 5(7.25%)  5(7.25%)
OR- 4,65 (IC % 0,61-35,34) _ OR= 214 (IC % 0,72-6,29)

“Frequency taking PCR Wwwudwwmww

Infraepithelial Lesions. mmmmc&mm

diagnostic techniques in the detection of T.
vaginalis mm-:gobmmupcmm
verified that the mtmwmmnlqnmmmm

shwnd sansitivity (23%) than in pregnant

(47%) and in HIV-positives (54%). Culture

wmmmmmumm
of women.

Stained methods (Papanicolaou and Quick Panoptic)
presented the highest frequencies however with high
false-positives rales.

The present study evaluated the presence of
cytological abnormalities in three groups of
correlating the rates found In pregnant women and the

rates found inthe HIV-positive group with the rates found
in the group. The purpose was to give
further strength to correlate 7. vaginalis infection with a
status of immunossupression.

The results founda strong association between

trichomoniasis and cytological abnormalities in both
groups of pregnant and HIV-positive women (OR=4.65
and OR=2,14).

There was no association between T.

frequency andvaginal microbiota predominated
with cocci and short bacilli. Comparing pregnant group
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Table 5: Distribution of T. vaginalis' frequency among difierent vaginal microbiotain three groups of women in Goidinia, 2016°

Microblota Total
T.vaginalis  Lactobacilli Coccimdshat  Mixed  Polymico  Bacli | Coool
bacill bia
Non-pregnant
N 7(363%) IASE%)  0(00%)  0©00%) 0@00%)  19(1000%)
: 00G45%)  2BO22%) 2(53%)  1(LI%)  SOT%  1(LI%) 87 (1000%)
Total NE4IR) FG49%) 25(6%)  1(09%) S@AT%)  1(09%)  106(1000%)
Pregnant
+ 7 (368%) IASE%)  1(53%)  2(105%) 0(Q0%)  19(100,0%)
- (580%)  13(160%)  IS(I85%)  S(62%)  1(12%) O0(00%)  81(1000%)
Total SA(S40%)  19(190%)  18(180%) 6(60%) 3(0%  0(00%)  100(1000%)
HIV-pasitive
R 10294% <AEI2E > 6(176%) QM%) 000%) 3(88%)  34(1000%)
. NEILYE)  00Q8%)  16@I%)  SO2%)  3EI%)  3@3%)  6(1000%)
Total 32 31.0%) 34 (33,0%) 2Q213%) 6(58%) 3(29%) 7(68%) 103 (1000%)
“Frequency taking PCR as gold-standard (p > 0,06)
DISCUSSION mitosis by a different process from
that of trophozoites (Poreira-Neves et al, 2003; Csw et
The frequencies of T. vagnaiis infection in al., 2014).

The frequency of 19% found in pregnant women, taking
PCR as gold-standard, was similar to the rates found by
Testardini et al (2016) whose PCR detected exactly

Panoptic) were proved to be more sensitive than

cytological methods in the diagnosis of T. vaginalis
(Karaman et al., 2008).

the most active stage. T. vaginalls' active may

reported by Testardini et al (2016) identical
culture médium,
The staining method used here (quick
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and HIV-positive women (OR=4.65 and OR=2, 14).
PCR was considered the gold standard for diagnosis of
T. vaginalis.

Abdolali M, Zohreh KA, Shahintaj A, Parvin G, Jamshidi A (2016).
Comparisom of three methods of clinical and

parasitic
for the outcomes of infections and diseases. PLoS Negl.
Trop. Dis. 9(12): 20004176,

Specimens. 79:303-308,
Csw B, Edan EM, Jassim AN, Adhiad A (2014). Study of growth curve
n‘lmbﬂmlu Trichomonas vaginalis parasite in the
Baghdad Sc. J. 11(2): 761-767.
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Karaman 0, Karadaj N, Atambay M, Arserim Kaya NB, Daidal NO
A Comparison of cytological and methods in
the diagnosis of Trichomonas vaginalis. Tlrk. Paraz. 32(4): 300

Khalaf AK, Kadhim KJ (2010). Use TVK 3/7gene as 1o delect
Tnchomonas iwui-dwmhwmm

and an i assay evaluated by quantitative
real-ime PCR for of Trichomonas vaginalis infection in &
low-risk women, Infez. Med. 24(2): 112-6,
Lemos PAP, Amaral WN (2016). Prevalence of Trichomonas vaginalis

Inst. Med. Trop. Sao Paulo 58: 5.
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CONCLUSOES

Existem dois tipos principais da espécie T. vaginalis: tipo 1 e tipo 2. As
variacdes genéticas do parasito correspondem aos polimorfismos
genéticos originados da cepa selvagem (tipo 1). A possivel ativacéo de
T. vaginalis durante o seu processo de reducdo do oxigénio pode

ocorrer em condi¢des de estresse oxidativo no ambiente vaginal.

A frequéncia de T. vaginalis foi 18% em mulheres n&do gravidas, 19%

em gravidas e 33% em portadoras do HIV;

As condi¢cbes de imunossupressao da gravidez nao € fator de risco

para a tricomoniase, mas a co-infeccao por HIV o é;

Existe uma forte associacdo entre tricomoniase e anormalidades

citolégicas em ambos os grupos de gravidas e HIV-positivas;

A PCR é considerada padrdo-ouro para o diagnéstico de T. vaginalis.
Nos testes de acuracia destaca-se o indice maior de positividade no

exame a fresco entre os grupos de gravidas e HIV-positivas.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

SUGESTOES

A importancia da infeccdo por T. vaginalis apresenta-se concomitante
a idiossincrasia de cada paciente;

Em condicbes de estresse profundo o diagnéstico laboratorial e o
tratamento tornam-se indispensaveis tendo em vista que existe a
possibilidade de ativacdo do parasito nestes casos.

O exame citologico (COP) positivo para T. vaginalis deve ser
observado considerando o tipo de microbiota tendo em vista que os
lactobacilos podem diminuir a acdo de patdogenos no meio vaginal e
gue o parasito esteve bastante frequente na flora lactobacilar

principalmente em gravidas.

RECOMENDACOES

Além do exame citologico (de Papanicolaou) recomenda-se o
diagnostico através de métodos parasitoldgicos que utilizam o auxilio
das técnicas de coloragéo, por exemplo, Cultura corada pelo Panotico
Répido, pelo fato de apresentarem sensibilidades elevadas auxiliando
no diagndstico da infeccao;

O exame a fresco realizado pelo proprio clinico durante a consulta
ginecoldgica seria de grande beneficio para as pacientes, tendo em
vista a alta especificidade desta técnica e a patogenicidade maior das
cepas que se apresentam em movimento;

A técnica da PCR, por ser bastante especifica, deve ser requisitada

uma vez que se encontre o laboratério habilitado para a sua execucao.
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HOSPITAL DAS CLINICAS
UNIVERSIDADE FEDERAL DE W\o
- GOIAS - GO
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: Ocorréncia da infecg@o por Trichomonas vaginalis em mulheres HIV positivas e em
mutheres com cancer do colo do (ero em Goidnla, Goids, Brasil.
Pesquisador: Palricia Abreu Pinheiro de Lemos
Area Tematica:
Versdo: 3
CAAE: 27977914.5.0000.5078

Instituigio Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
Patrocinador Principal: Universidade Federal de Goids - UFG

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 646.510
Data da Relatoria; 15052014

Apresentagdo do Projeto:

Em razio do sou recurso ser considerado NAOQ APROVADO por este Comité de Etica em Pesqulss, o
pesquissdora responsdvel usou do seu direito contemplado na ResolugBo 46612 ¢ estd submelendo novo
recurso soficitando uma nova apreciagdio do seu projelo,

Objetivo da Pesquisa:

N&o se aplica

Avaliagio dos Riscos e Benoeficlos:

Néo se apica

c arios ¢ Consideragdes sobro a Pesqul

Nesta racurso & pesquisadora submete para andlise seus argumenios o esclarecimentos com
relagéo a cada pendencia citada no Parecer Consubslam?‘adu n.628683.

Conslderagdes sobre os Termos de apresentacio obrigatéria:
Todos os termos de apresentacio obrigatona deste recurso foram devidamenle anexados ¢ estdo de acordo

©om as recomendagdes da resolugdo 466112,
Recomendagdes:
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HOSPITAL DAS CLINICAS
UNIVERSIDADE FEDERAL DE “GRErang
GOIAS - GO

atualizado, na sua totalidade em linguagem clara e objetiva e de facil entendimento. Apresenta-se também
de forma pessoal 8 candidats,

6)No PROJETO: A pesquisadora refore que As ges!an{cs ndo teréo coleta triplice devido aos riscos de
abortamento que esta pode causar. No entanto, Como serd a identificacio da participante quanto a gravidez
© 0 tempo de gestagho; E ainda, FALTA CRITERIOS DE INCLUSAO E DE EXCLUSAQ NO PROJETO & os
RISCOS E BENEFICIOS, CONSTA ORCAMENTO ATIPICO: Material de consumo: Serd utilizada a
Infraestrutura fisica ja implantada e implementada do: Laboratorio de Biequimica e Biokogla MolecularICB |1
- Rede do Sistema Unico de Saide SUS;

Consideragdes do refator: A pesquisadera informa que o orgamento financeiro constante na pagina 20 do
projeto de pesquisa atual consta o detalhamento e todo o material de consumo,

consta também dos recurses, das fontes e da destinagio nas paginas 20 e 21, estando portanto de acordo
com a norma operacional CNS 001/2013 citada pelo relator, A forma e valor da remuneragdo do
pesquisador serd a bolsa da CAPES na valor mensal de RS 2,200,00 conforme vai descrito na pégina 21 do
projeto atualizado que segue anexado.

Diante do que me foi apresentado e considerando que 8 pesquisadora responsavel atendeu
satisfaloriamente as pendencias citadas no Parecer ConJubslandado n.628683 entendemos que o presente
recurso deve ser aprovado. Desta forma o estudo acima citado pode ser realizado.

Situagado do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagio da CONEP:

Nao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, a Comissdo de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas/UFG - CEP/HCIUFG, de
acordo com as alribulgies definidas na Resolugio CNS 466/12, manifesta-se pela aprovacio do recurso
inferposto e do projeto de pesquisa supracitado.

Apds inicio, o pesquisador responsavel deverd encaminhar ao CEP/HC/UFG, via Plataforma Brasil,
relatdrios tnmestrais/semestrais do andamento da pesquisa, encerramento, conclusdes e publicagbes,
Q CEP/HC/UFG pode, a qualquer momento, fazer esoo'ha aleatéria de estudo em desenvolvimento para
avallagio e verificagdo do cumprimento das normas da Resolugdo 466/12 e suas complementares,
Situagio: Protocok aprovado.

Continuagdo do Parscer 648 510

Enderngo; 1" Avenida &in® - Unidade da Pesquisa Clinics

Bairro: St Leste Universtari CEP: 74805020
UF: GO Municiplo: GOIANIA
| Telelone:  (62)0268-8338 Fax; (62)3260-8426 E-mail:  cephculg@yahon combr
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Anexo 1 — Parecer do Comité de Etica da Instituicdo Co-participante

. | »
i Y HOSPITAL DE DOENCAS -
’?“ ﬂgf TROPICAIS - HDT W

'PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Elaborado pela Instituicao Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Ocorréncia da infecgdo por Trichomonas vaginalls em mulheres HIV positivas & em
mulheres com cancer do colo uterino atendidas em hospitals de referéncia de Goianla

Pesquisador: Patricia Abreu Pinheiro de Lemos

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 49215815.5.3002.0034

Instituicdo Proponente:

Patrocinador Principal: FUND COORD DE APERFEICOAMENTO DE PESSOAL DE NIVEL SUP

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.536.489

Apresenta¢ao do Projeto:

Pesquisar a presenca de T, vaginalis em mulheres HIV — positivas @ em mulheres com cancer cervical é
importante porque a presenga deste parasito € quase sempre acompanhada de grande numero de
leucocitos, o que pode facilitar a entrada de HIV, uma vez que este virus apresenta tropismo por estas
células do sistema imune. Também porque a erosao causada por T. vaginalis ao epitélio vaginal, aiém de
ser demonstrada clinicamente através da visualizagdo de pontos hemorragicos no colo uterino, pode ser
demonstrada no esfregago cérvico - vaginal da citologia oncoparasitaria onde & notada uma maior
descamacio das células do epitélio e até certa inversdo do mesmo, e, ao provocar importantes alteracdes
inflamatonas nestas células, T. vaginalis talvez, possa levar @ anormalidades ou a lesdes pré cancerigenas.

Objetivo da Pesquisa:

Geral:

Correlacionar a presenca da infecgdo por T. vaginalis em mulheres HIV- positivas e em mulheres com
cancer do colo do utero atendidas no Hospital de Doengas Tropicais, no Hospital Araujo Jorge, no Hospital
das Clinicas, na Maternidade Dona Iris, no Hospital Sdo Francisco de Assis e na Clinica Fértile, em Goiania.
Especifico:

Endereco: Av. Contormne 3555

Bairro: Jardm Bela Vista CEP: 748%3-120
UF: GO Municiplo: GOLANIA
Telefone: (52)3201-3621 Fax: (62)3201-3620 E-mail: cep hdt@isgsaude. org
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- Comparar quatro técnicas de diagnéstico: Exame Direto, Citologia Oncoparasitaria, Cultura e PCR,

- Comparar a prevaléncia de T. vaginalis em quatro grupos de mulheres: HIV positivas,

portadoras de neoplasias uterinas, gestantes € naoc gestantes.

- Analisar e apontar as principais alteragdes celulares no exame citolégico de Papanicolaou nas mulheres T.
vaginalis positivas.

- Analisar os efeitos da ades&o de T. vaginalis a célula humana em cultura de células

cancerigenas utilizando técnicas citoquimicas apropriadas.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

As pacientes serdo submetidas ao exame ginecolégico comum, e além desse, ndo sofrerdc nenhum outro
desconforto.

As gestantes ndo terdo coleta triplice devido aos riscos de abortamento que esta pode causar.

Os beneficios diretos a paciente. na execu¢ao deste protocolo de estudo sdo: auxilio ao estabelecimento do
diagnostico T. vaginalis, o que facilitara as medidas terapéuticas a serem tomadas pela equipe de saude.
Beneficios indiretos incluem a detecco da infeccdo por T. vaginalis e a padronizacao de uma técnica a ser
utilizada rotineiramente no estabelecimento de tratamentos de futuros casos de pacientes atendidos no
ambulatorio das instituicdes de pesquisas destinadas para essa pesquisa.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Pesquisa de Relevancia, porém a forma de abordagem continua. no nosso ponto de vista sendo
inadequada, uma vez que a paciente sera abordada durante a consulta pelo profissional médico.
Considerando que a relag@o médico/paciente deve ser de confianca e confidencialidade a paciente pode
ficar constrangida em recusar a participagdo na pesquisa.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:

Termos Ok

Recomendacdes:

Sugerimos que a forma de abordagem seja através de cartaz na sala de espera da instituicdo marcando o
local para que a participante da pesquisa seja atendida pela pesquisadora.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Adequar a forma de abordagem conforme recomendag¢@o do CEP/HDT. Enviar relatorios parcial e final da
pesquisa através da Plataforma Brasil. Enviar uma copia da pesquisa finalizada para

Endereco: Av, Contome 3556

Bairro: Jardim Bela Vista CEP: 74.853-120
UF: GO Municipio: GOIANIA
Telefone: (62)3201-3521 Fax: (62)3201-3520 E-mail: cep hdi@isgssude org
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compor o acervo da biblioteca do HDT,

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

HOSPITAL DE DOENCAS
TROPICAIS - HDT

Gz

[ Tipo Documento Arquivo “Postagem Autor Situacao
Informac¢bes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_£645405 06/03/2016 Aceito
do Projeto _E1.pdf 190824 |
Qutros Documento_Avulso_referente_aas_pend 04/01/2016 |Patricia Abreu Aceito

encias CEP_HDT pdf 14:57:15 | Pinheiro de Lemos
Declaracao de Autorizacao_Psicologia. pdf 04/01/2016 |Patricia Abreu Aceito
Instituicéo e 14:50:12 | Pinheiro de Lemos
Infraestrutura . . "
Declaracdo de Declaracac_Dra_Rosane. pdf 04/01/2016 |Patricia Abreu Aceito
Instituigdo e 14:49:21 | Pinheiro de Lemos
Infraestrutura
Projeto Detalhado / |PROJETO_PESQUISA_Trichomonas_P| 04/01/2016 |Patricia Abreu Aceito
Brochura atricia_2015 pdf 14:48:34 | Pinheiro de Lemos
TCLE/ Termos de |TERMO_DE_CCNSENTIMENTO_LIVR | 04/01/2016 |Patricia Abreu Aceito
Assentimento / E_E_ESCLARECIDO.pdf 14:45:48 |Pinheiro de Lemos
Justificativa de
[Auséncia
Recurso Anexado |ATENDIMENTO_HDT pdf 18/08/2015 |Patricia Abreu Aceito
pelo Pesquisador 12:52:37 | Pinheiro de Lemos
Declaracao de Carta_autorizacao_ALPHA pdf 18/08/2015 |Patricia Abreu Aceito
Institui¢do e 12:26:16 | Pinheiro de Lemos
Infraestrutura
Declaragao de Carta_Autorizacao_ST_Helena. pdf 18/08/2015 |Patricia Abreu Aceito
Instituigdo e 12:25:40 |Pinheiro de Lemos
infraestrutura :
Projeto Detalhado / | PROJETO_PESQUISA_Trichomonas_- | 16/08/2015 Aceito
Brochura _Patricia_2015,pdf 10:09:51
Linvestigador -~ .
TCLE/Termos de |TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE | 16/08/2015 Aceito
Assentimento / E ESCLARECIDO. pdf 09:24:32
Justificativa de
Auséncia
Declaracac de Autorizacac DMTSP_HC_UFG pdf 16/08/2015 Aceito
Instituigdo e 08:47:14
Infr:
Declaracdo de Autorizacao Ambulatorio HDT pdf 16/08/2015 Aceito
Instituicdo e 08:46:49
Infraestrutura
Enderego: Av. Contorno 3556
Bairro: Jardim Bela Vista CEP: 74.853-120
UF: GO Municiplo: GOLANIA
Telefone: (52)3201-3521 Fax: (62)3201-3620 E-mail: cep hdi@isgsaude org
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Qg

Declaragdo de Autorizacao SAME_HDT pdf 16/08/2015 Aceito
Instituicdo e 08:46:26
Infraestrutura =
Declaracdo de Carimbo IEP_HAJ_ACCG pdf 07/08/2015 Aceito
Instituicdo e 08:40:21
Infraestrutura -
Declaragao de Esclarecimento da Pesquisadora ao 06/08/2015 Acelto
Pesquisadores CEP.pdf _ 14:16:31
Declara¢do de Carta de Encaminhamento ao D6/08/2015 Aceito
Instituicao e CEP_ACCG. pdf 13.5548
infraestruturg - — : :
Declaragao do Doc com Endereco_Tel_Mails de todos | 06/08/2015 Aceito
Patrocinador os Pesquisadores envolvidos.pdf 13:55.02
Declaragao de Carta Garantia Beneficios Projeto. pdf 06/08/2015 Aceito
| Pesquisadores _ 13:50.55
Declaragdo de Carta de Encaminhamento ao SGO do 06/08/2015 Aceito
Instituicéo e HAJ aa Dra Rossana Catao.pdf 13:50:24
nfraestrutura o ‘ :
Declara¢do de Carta de Encaminhamento ao 06/08/2015 Aceito
Instituic@o e SAMIS_HC pdf 13.49:25
nfraestuturg — :
Declaracao de Carta de Encaminhamento ao 06/08/2015 Aceito
Instituicéo e SAMIS_HAJ pdf 13:48:04
infraestrutura _
Declaragao de Nucleo 06/08/2015 Aceito
Instituigao e deEnsincePesquisa_HC_UFG pdf 13:.47:07
Infraestrutura
Declaragao de Folha de Rosto_Diretor do HC_UFG.pdf| 06/08/2015 Acelto
Instituigdo e 13:46:06
Infraestrutura i i
Declaragdo de Carta de Encaminhamento ao 06/08/2015 Aceito
Instituicdo e NEP_HC_UFG pdf 13:.44:53
Declaragdo de Curriculo do Sistema de Curriculos 05/08/2015 Aceito
Pesquisadores Lattes (Patricia Abreu Pinheiro de 12:46:03
Lemosiodl -
Outros PB_XML_INTERFACE_REBEC.xmi 05/08/2015 |Patricia Abreu Aceito
08:53:21 | Pinheiro de Lemos

Declaragao de Link Onentador Prof Dr Waldemar _pdf 03/08/2015 Aceito
Pesqguisadores 23:14:52
Declaragao de Informe Funcao Especifica na 03/08/2015 Aceito
Pesquisadores Pesquisa_Pesquisadora.pdf 23:11:47
Declaracdo de Autorizacao Clinica Fertile.pdf 03/08/2015 Aceito
Instituicdo e 23:10:17
 Infraestrutura
Declaracdo de Declaracao Pesquisadora pdf 03/08/2015 Aceito
Pesquisadores 16:09:11
Endereco: Av. Contomno 3556
Bairro; Jardim Bels Vista CEP: 748%3-120
UF: GO Municipio: GOIANIA
Telefone: (52)3201-3621 Fax: (62)3201-3520 E-mail: cep hdi@isgsaude org
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Deciaragao de DECLARACAO ORIENTADOR pdf 03/08/2015 Aceito
Pesquisadores 16:08.52
Declaracao de Autorizacao__HAJ__Servico de 03/08/2015 Aceito
Instituicdo e Ginecologia e Mama_ACCG.pdf 16:06:06
Qutros PB_XML_INTERFACE_REBEC.xml 11/01/2015 |Patricia Abreu Aceito
_ 13:14:13 | Pinheiro de Lemos
Declaragao de Autorizacao SAMIS Araujo Jorge.paf 10/01/2015 Aceito
Instituicdo e 14:09:04
Infraestrutura
Declara¢ao de Autorizacao SAMIS HC jpa 10/01/2015 Aceito
Instituicdo e 14:08:43
infragestrutura
Declaracao de Autorizacao Hospital Sao Francisco de 10/01/2015 Aceito
Instituicéo e Assis, pdf 14:07:53
infraestruturg : = :
Declaracao de Autorizacao HOT .pdf 10/01/2015 Aceito
Instituicdo e 14:06:39
| Infraestrutura i
Declaracao de Autorizacdo do chefe do departamento 10/01/2015 Aceito
Instituigdo & de ginecologia da FM_HC jpg 14.06:20
a —
Declaragao de Autorizacac Matemidade Dona Ins.pdf 10/01/2015 Aceito
Instituicéo e 14:.04:43
Infraestrutura . :
Declaragao de Folha de Rosto 1_Instituicao 10/01/2015 Aceito
Instituicdo e Proponente.jpg 14:03:27
Brochura Pesquisa |Ficha de Investiga¢do.docx 10/01/2015 Aceito
14:00:31
Folha de Rosto Folha de Rosto 1_Instituicao 10/01/2015 Acelto
Proponente.jpg 13:58:53
Situacao do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao
GOIANIA, 09 de Maio de 2016
Assinado por:
Vilma Aparecida da Silva
(Coordenador)
Enderego: Av, Contorno 3556
Bairro: Jardim Bela Vista CEP: 74853120
UF: GO Municipio: GOIANIA
Telefone: (62)3201-3621 Fax: (62)3201-3620 E-mail: cep hdi@isgsaude.org
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Anexo 3—- TCLE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Vocé esta sendo convidada para participar, como voluntario, em uma pesquisa. Meu nome é Patricia Abreu
Pinheiro de Lemos sou a pesquisadora responsavel e minha area de atuacéo sera o diagnostico laboratorial
de um protozoario causador de infec¢do sexualmente transmitida, denominado Trichomonas vaginalis. O
presente termo segue em acordo com as normas da Resolucéo 466/2012.
Apds ler com atengéo este documento, ser esclarecida sobre as informagdes a seguir, no caso de aceitar
fazer parte do estudo, assine em todas as folhas e ao final deste documento, que estad em duas vias, e também
sera assinado por mim, pesquisadora, em todas as folhas, uma delas é sua e a outra € do pesquisador
responsavel, nesse caso, sou eu. Em caso de ddvida sobre a pesquisa, vocé podera entrar em contato com
o0s pesquisadores responsaveis, eu, Patricia no telefone 98067263, o Prof. orientador Dr. Waldemar Naves
do Amaral (99712943) e a médica Dra. Rosane Silva Carneiro de Aradjo (84060707). Em caso de ddvidas
sobre os seus direitos como participante nesta pesquisa, vocé podera entrar em contato com o Comité de
Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Goias, nos telefones: 3269-8338 e
3269-8426 ou no endereco: 12 Avenida S/N° Setor Leste Universitario, Unidade de Pesquisa Clinica, 2°
andar ou com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Doencas Tropicais no telefone: 32013621.
INFORMACOES IMPORTANTES QUE VOCE PRECISA SABER SOBRE A PESQUISA:
« Titulo: Ocorréncia da infecgdo por Trichomonas vaginalis em mulheres HIV positivas e em mulheres
com cancer do colo uterino atendidas em hospitais de referéncia de Goiania.
* Eu, como pesquisadora que ird aplicar o termo de consentimento sou graduada em biomedicina
(PUC/GO), com especializacdo em citologia clinica (FF/UFG), mestrado em medicina tropical — area
parasitologia e cursando doutorado em Ciéncias da Satde (FM/UFG).
* Objetivos da pesquisa: O objetivo fundamental deste estudo é correlacionar a frequéncia de T. vaginalis
em quatro grupos de mulheres: HIV positivas, com cancer do colo uterino, mulheres gestantes e ndo
gestantes atendidas no Hospital de Doencas Tropicais, no Hospital Araujo Jorge, na Maternidade Dona iris
em Goiania, no Hospital das Clinicas da UFG, no Hospital Sdo Francisco de Assis e na Clinica Fértile, em
Goiania.
» Detalhamento dos procedimentos: A populacdo estudada sera de mulheres acima de 18 anos,
sexualmente ativas e submetidas a consulta ginecolégica nos ambulatérios de cada hospital. VVocé, como
paciente, esta sendo abordada por mim, pesquisadora da pesquisa, na sala de espera, onde serd convidada
para responder a ficha de investigacéo.
1

Seu médico(a) ginecologista fard a coleta das amostras vaginais durante o seu exame clinico de rotina,
normalmente como as outras vezes anteriores, localizando o colo uterino pela introducdo do espéculo
descartavel na vagina, utilizando um cotonete estéril que serd embebido em solugdo salina e outro que ficara
dentro do meio de cultura. Com a espétula de madeira e a escovinha serdo feitos os esfregacos em duas
laminas de vidro para o exame de prevencéo. E esse material que utilizaremos em nossa pesquisa.

» Forma de acompanhamento: Havera um grupo controle de mulheres néo portadoras do HIV e que nédo
apresentam cancer do colo uterino (mulhreres gestantes e ndo gestantes). Esse grupo sera avaliado na
Maternidade Dona iris, no Hospital das Clinicas, no Hospital S&o Francisco de Assis e na Clinica Fértile.
* Vocé sera abordada por mim, pesquisadora do projeto, durante a consulta médic

Titulo
Visto do pesquisador Visto do participante_da Pesquisa: Ocorréncia da infecgéo
por Trichomonas vaginalis em mulheres HIV positivas e em mulheres com cancer do colo uterino em Goiania.
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sofrer o desconforto pela presenca da pesquisadora na hora da coleta, porém esse desconforto sera
amenizado através do esclarecimento a respeito da pesquisa. Se for gestante ndo tera coleta triplice devido
aos riscos de abortamento que esta pode causar. Caso vocé aceite participar desta pesquisa, vocé sera
beneficiada com os resultados da pesquisa de T. vaginalis pelos métodos da cultura e da PCR que sdo de
alto padréo e ndo realizados em laboratorios clinicos comuns. Esses resultados poderdo ser entregues a vocé
no proprio local da sua consulta, o que facilitara as medidas terapéuticas a serem tomadas pela equipe de
salde. A Citologia Oncética (exame mais comum) sera entregue sem atrasos e possibilitara a vocé marcar
0 retorno para no maximo uma semana apés a consulta. Além disso, vocé estara contribuindo para uma
importante pesquisa de doutorado que ira gerar uma técnica mais aprimorada para o diagndstico de T.
vaginalis.

* No caso de ocorrer algum dano em decorréncia da sua participag@o nesta pesquisa vocé ficara em pleno
direito de solicitar a sua interrupc¢éo tendo de volta o seu material biolégico e tera ainda o direito de pedir
indenizacdo, ou seja uma quantia em dinheiro como forma de reparar a vocé o dano que porventura ocorrer.
* Gostaria de esclarecer também que vocé ndo recebera nenhum tipo de pagamento ou gratificacao
financeira por esta participagdo. Apenas os beneficios acima citados.
* Pesquisar a presenca de T. vaginalis na secrecdo vaginal é importante porque este parasito pode facilitar
a entrada do virus HIV no organismo humano, no momento da relagdo sexual. Além disso ele pode
contribuir para o aumento da carga viral. A presenca de T. vaginalis também pode contribuir para o
aparecimento do cancer cervical porque ele provoca importantes alteracdes nas células do epitélio vaginal.
Sendo assim, o diagndstico e tratamento de T. vaginalis é de fundamental importancia nesses dois grupos
de mulheres.
* A sua participacdo nesta pesquisa sera de apenas um dia, tera inicio na sala de espera do ambulatorio, no
momento em que eu a abordar e terminara no consultério médico, ap6s o exame clinico-ginecoldgico.
* Os resultados desta pesquisa permanecerao resguardados, ndo sendo divulgados publicamente em hipotese
alguma. Os dados coletados serdo armazenados apenas ao longo da execucdo do projeto sob a guarda,
responsabilidade e gerenciamento da pesquisadora.
* Vocé recebera informagao basica sobre o projeto em mengao e os procedimentos a serem empregados fica
em pleno direito de dar o seu consentimento ou ndo sem penalidades ou perda de beneficios aos quais teria
direito.
2

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO DA PESQUISA
Eu, , RG/ CPF/ n° de prontuério/ n®
de matricula , abaixo assinado, concordo em participar do estudo
“Ocorréncia da infec¢do por Trichomonas vaginalis em mulheres HIV.

STitulo da Pesquisa: Ocorréncia da infecgdo por Trichomonas vaginalis em mulheres HIV positivas e em mulheres
com cancer do colo uterino em Goiania.

Visto do pesquisador Visto do participante

Assinatura do sujeito ou responsavel:

Assinatura Dactiloscpica:
Presenciamos a solicitagdo de consentimento, esclarecimento sobre a pesquisa e aceite do sujeito em

participar.
Testemunhas (ndo ligadas & equipe de pesquisadores):
Nome: Assinatura:
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Anexo 4 — Outras publicacdes realizadas durante o doutorado:

e Artigo 1 — Trichomonas vaginalis e sua associagdo com o cancer

cervical: uma revisdo sistematica. Femina 43(5): 209-214, 2015.

e Artigo 2 — Prevalence of Trichomonas vaginalis in women with
precancerous and indeterminate lesions at cytology. World Journal of

Research and Review 2(3): 06-09, 2016.

e Artigo 3 — Laboratory diagnosis of Trichomonas vaginalis in pregnant
and non-pregnant women. Indian Journal of Research 5(12): 79-96,

2016.
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REVISAO

Trichomonas vaginalis e sua associacao com
0 cancer cervical: uma revisao sistematica

Resu mo A correlagdo entre Trichomonas vagunalis (T voginalis) e o desenvolamento
do cncer cervical foi estabelecdda. Uma revisio sistemitica baseada em artigos onginais (padrao ouro) for
conduzida a partir de duas importantes bases eletrdnicas: PubMed e MEDUINE. A partir das bases de dados
Medical Subyect Headings (IMeSH) e Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS) os seguintes termos * T vaginals 8
utenine cenvical neoplasms” & “T vaginals & signal transdiction” foram buscados. Critérios de inclusio e exclusio
foram estabelecdos considerando s caracteristicas especificas de cada artigo visando garantir a qualidade dos.
artigos selecionadas (testes de relevanca 1 e 2). Com relagdo a0s efeitos patogénicos de T vaginalis, o teste de
relevincia 1 selecionou 13 artigos de ambas a5 bases, PubMed e MEDUNE, enquanto o teste de relevinca 2
finalizou com B artigos. Os estudos selecionados demonstraram correlagso entre T vaginalis & neoplasia cervical,
apontando o5 efeitos citopatoginicos do parasito & enfatizando a importincia das vias de sinalizago, tais como
2 proteinas mitogenoativadas (IMAPK),

ADSTYBCE i in i v iiis Ciiborint e

development of cervical cancerwas investigated. A systematic review based on oniginal articles (the gold standard)
was conducted by performing a search of two major electronic databases, PubMed and MEDUNE. The search
weas performed by using the exploded MeSH and DeCS terms “T vaginalis & uterine cenvcal neoplasms* and
T vaginals & signal transduction”. Indlusion and exclusion oriteria were assessed using specific characteristics
1o determing whether the quality of each article was high enough 1o warrant selection (the first and second tests
of refevance). With reference 1o the cytopathogenic effects of T vaginals, the first test of relevance selected!3
articles from both databases, PubMed and MEDLINE, whereas the second test of relevance selected8 articles.
The studhes 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 IMAPK) pathway
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Lemoe PAR, Amuesl WN

Introducao

Metodologia

Trichomonas vaginalis (T. vaginalis), um protozodrio que
infecta a vagina, atinge cerca de 170 milhdes de mulbheres
no mundo, sendo a tricomoniase considerada a infecgio
sexualmente transmirtida nlio viral mais frequente no sexo
feminino' (B). Considerado um comensal até 1950, o seu
efeito patogénico comegou a ser esclarecido & partir dessa
década. Além da transmisso sexual, 7. swginalis pode estar
presente em objetos dmidos tais como vasos sanitirios ¢
artigos de roalere” (A).

A infecgiio por T. vaginalis quase sempre propicia inten-
sas alteragdes inflamatdrias em esfregagos de Papanicolaou,
€ 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 Regilo Centro-Oeste,
a estimativa € de 28 mulberes a cada 100.000 habitantes,
sendo o terceiro tipo de clincer mais comum entre as mulhe-
res. A quantidade de 8,253 anatomopatoldgicos anormais foi
notificada no Brasil no petiodo de 2006 a 2008’ (A).

A forma trofozoitica de T. suginalis pode ser observada
em exame direto (solugio fisiolégica), em meios de cultura
elou esfregagos de Papanicolaou. Seus tamanhos variam de
7 2 11 pm de comprimento, com axéstilo medindo de 1 a
S pm ¢ flagelos de 7 a 13 pm. Em esfregagos corados por
derivados de Romanowsky (Giemsa, Panérico Répido) o
parasito aparece em formato de pera exibindo um visivel
nicleo alongado, os quatro flagelos aparecem, entretanto
nem sempre conservados. O axéstilo (citoesqueleto), que
atravessa o corpo do parasito, nio aparece em preparagdes
coradas, mas pode ser visualizado por microscopia de trans-
missio cletrdnica (MTE)" (A).

A propricdade de se aderir 3s células epiteliais € caracreristica
de T. vaginalis, que, 30 entrar em contato com a c€lula humana,
passa & forma ameboide ou pseudocistica (demonstrada por
MTE), em que os flagelos siio adentrados so corpo do parasito,
forma considerada essencial para a iniciagio ¢ manutengio
da infecgiio na mucosa cérvico-vaginal*'' (A). A adesiode T
vaginalis & célula epitelial vaginal (VEC) propicia a troca de
sinais quimicos, que € iniciada a partir de receprores especifi-
cos da célula humana obtendo reconhecimento dos dominios
contidos na membrana citoplasmitica do parasito'*'* (A),
O objetivo do presente trabalho foi conduzir uma revisio
sistemitica para identificar as principais vias de sinalizagio
envolvidas na interagio T, raginalis ¢ célula do hospedeiro,
com o propésito de estabelecer uma correlagio entre esse
parasito ¢ o clincer cervical.

Uma revisio sistemitica da literatura (RSL) foi conduzida
em acordo com as especificagbes do Preferrad Reporting ltems for
Systematic Reviews and Mea-Analya (PRISMA)" (A). Artigos
cientificos advindos de bases de dados indexadas foram inclui-
dos com o propésito de responder a0 seguinte questionamento:
“Qual € a principal via de sinalizagio entre 7. ragimalis ¢ a célula
humana tendo em vista o efeito de citopatogenicidade?”.

As bases de dados foram definidas mediante & busca eletrinica ¢
os artigos foram selecionados. Todos os estudos incluidos na selegio
foram publicados entre 1980 ¢ 2014. Devido a0 escasso niimero
de publicagies encontradas no periodo de 10 anos, o presente
estudo optou por comegar sua busca ¢ andlise a partir de 1980,

As palavras-chave foram pesquisadas nas bases de dados
Madical Subject Headings (MeSH), PubMed, ¢ Descritores em
Ciéncias da Sadde (DeCS), Biblioteca Virtual de Sadde (BVS).
Os termos cruzados foram: “Trichemonas vaginalis & uterime cor-

quando os critérios de inclusio ¢ exclusio adotados demonstraram
releviincia quanto ao objetivo deste estudo (Tabela 1). O teste 1
incluiu os melhores artigos encontrados com o primeiro intercru-
zmmento em que 4 presenga 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 ¢
121 com DeCS (Tabela 2).

Tabela 1 - Formuldrio de aplicagdo dos testes de relevancia

Critérios de inclusdoc
1.A infecgio por T vaginals ¢ relacionads 20 clncer do colo utenno?
Crinérios de exchasbo:

1. Niko obedece ritérios de mdusio
& tevedo?
!Muu

Crdsios de inchusio:

1. 0s resultados indicam efeit Gtapatogiinico oo alguma via de
smakzscio ente T vagnals 3 céda do hospedeeo?
Crntrios de exchste:

"{g'cuam‘ pA
Motivo da exchsdo® e
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Dos artigos encontrados a partir das palavras-chave inter-

M&mmmﬂm—-wa
wherine corvical meoplasms”, 35 foram selecionados para a anilise,
sendo que deles 13 foram inclufdos 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,
99 artigos no teste de relevincia | (Figura 1), entretanto apenas
13 foram incluidos (Tabela 3), enquanto 86 foram excluidos.
nn-ﬂguu:lnﬂu. 53 mm&mdnnmh
mwsmmamsmm
duplicata e 25 eram anteriores a 1980.

O teste de relevincia 2 (Figura 2) foi aplicado para avaliar o
segundo par de palavras-chave intercruzadas “Trichomona: suginalis &
signal tramsduction” po peimeiro descritor MeSH (PubMed). O teste

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

8400 35
30 15

WS Mockcal Satyect Headings: DeCS: Desontires em Ciinoun da Sade.

MeS Mkl Sutyect Mg OeCS Decrmores om (e da Sasde

W

Tabela 3 - Estudo qualitativo dos artigos incluidos nas bases
Medical Subject Headings e Descritores em Ciéncias da Satde —

unitermos: vaginalis & utenne cervical neoplasms™

NAATS. s e ko txachewn. TEM macrmcopen de ranummido sisdencs.

MeSH Madcal Sctpect Hoacdingr, Do 5. Duncrionn em Ciinom da Siste

Figura 1 - Fluxograma do estudo: teste de relevancia 1

Figura 2 - Fluxograma do estudo: teste de relevincia 2
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selecionou 15 artigos, dos quais 8 foram incluidos (Tabela 4) ¢ 7,
excluidos. Dos sete excluidos, um foi artigo de revislo ¢ 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 revisiio da literatura e 2 artigos
em duplicata.

Discussdao

A associaglo entre T. naginalis ¢ o ciincer cervical vem sendo
feita preferencialmente por meio de dois métodos de diagnastico:
o exame histopatolégico e o exame de Papanicolaou. O histo-
patolégico ou bidpsia € considerado padriio ouro na detecgilo
de neoplasias uterinas, por intermédio dele o parasito pode ser
observado envolto a células neopldsicas ou mesmo aderido s
suas membranas. E no momento em que € visto dessa forma, as
estruturas proeminentes em seu citoplasma sio notadas, indicando

Tabela 4 - Estudo qualitativo dos artigos incluidos nas bases
Medical Subject Headings e Descritores em Ciéncias da SaGde ~
unitermos: "~ Tnchomonas vaginalis & signal transduction™

Cultura,
Estados aomatografia Infect 9%
etal¥ Unidos/2006/inghés de massa, Immuncl
Estadas Cultura, PCR, :
o L
Mudodi Canada/2006/ REPCR,
etal® nglés immunoblot,  Micobiol 283
@al”  Unidos201 Jingiks m" e 373
Cultura, Yonset
WL enoovieges W TN
. Cultura, -
. - e |
wal """.,..m- ".3‘ l::d 350
imunofivorescincia
Cultura,
Estados. electroforess de In s
etal. Unidos/2012/inglés  proteinas, andlise  Immun
-~ de imagem, PCRg
Nometal?  Fana20ilieghs  Coua REPCR 00

276
MEV micoicopes do tarmmendo eletrdna, PORY mecio em Cadea e pobmer me GUEnntatve
PCR. mmacio em cadess da povmerase; W5 PCR a0 em cadew da pokmerase em tempo resl

corado, cromatina condensada proeminente ¢ 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 7. sugimelis em um pequeno grupo de mulheres
com ciincer cervical. Os autores utilizaram testes moleculares de
alta precisio; além disso, os resultados estiveram em acordo com o
trabalho de Yap et al., que utilizaram a técnica de Wistern blar™'* (A).

A adeslio de T ruginalis 3s células epiteliais vaginais humanas
(HVEC) ocorre a partir da sua membeana glicofosfolipidica (LPG),
composta por uma camada superficial de carboidmtos. Fichorova
et al. demonstramm a condigiio de aderéncia na intemgiio entre LPG
e a célula do hospedeiro propiciada por uma via molecular comum
que € ancorada por uma proteina adapeadors Mydeid Differentiation
Primary Response Gene 88 (MyD88), Essa via € estimulada pela LPG
de T. vaginalis ¢ pela interdeucina | beta (IL-1), com a consequente
produgiio de interleucina 8 (IL-8) e a arivagio do fator de necrose
kappa B (NF-kB), A IL-8, quando produzida no liquido amniético
durante a gravidez, por estimulagio de T, vaginalés, pode provocar o
rompimento da placenta, causando a prematuridade do parto' (A).

A interagio entre T, saginalis ¢ as HVEC pelus vias dos re-
ceptores do tipo Toll (rall like raxptors ou TLR) ndo € dependente
da MyD88" (A), Os TLRs, sendo responséveis pelo reconheci-
mento de pardgencs, tumbém levarinm 70 pagimalis & estimular a
produgiio de IL-8. A proteina TRIF e/ou TICAM 1 € um dominio
conte do adaptadores de indugio A interferon beta (IF-f) ¢ promo-
tores de NF-kB, Ela se liga preferencialmente  TLR 3 requerendo
a dimerizagio, mas estd envolvida também nas vias TLR2, TLR4
¢ TLR7. As vias TLR3 e TRIF dependentes, desencadeadas por
um virus endossimbionte, liberado de T nagimaelis (denominado
virus de T. naginalir ou TVV na sigla em inglés), foram verificadas
por meio da comparaciio entre culturas traradas com baciloficina
(que inibe a acidificagio do endossomo essencial para a via TLR 3)
e culturas nio tratadas. O experimento demonstrou, ao final, a
nio indugio de IL-8, NF-kB ¢ IFP na auséncia do TVV' (A),

T vaginalis induz a fosforilagio de importantes mediadoras
envolvidas na rede intracelular de proteinas cradutoras dos sinais
extracelulares: as proteinas quinases mitdgenoativadas (MAPK).
A introdugiio de 7. sugrmalis em cultura de células Hela induziu
a fosforilagio da p38 MAPK, desencadeando a sua atividade ¢ a
da quinase regulada por sinal extracelular (ERK). A fosforilagio
comegou a ser induzida uma hora apés a indugio de T, vaginalis
A cultura de células, tendo atingido o pico sete hors depois.
O tatamento com inibidores demonstrou uma regulagio da ex-
pressio génica de mRNA, TLRs 2, 4 ¢ 9 demonstrando citoquinas
pré-inflamatérias (IL-8 ¢ TNF-() mediadas pelas vias MAPK no
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epitélio’” (A). A infecgio por T, ragimalis em macrofagos, produ-
zida i eitro, também ativou essa via, tendo sido demonstrada
por Ryang et al. por meio da técnica do immumeblotting utilizando
anticorpos especificos pam as quinases' (A),

A protefna de superficie TVA44 foi isolada de T. suginalis
pela técaica do immuncdlot ¢ o gene tov analisado por andlise em
Sowthern. Essa proteina € reconhecida pela IgA (imunoglobulina
que oferece protegio contra infecgies por micro-organismos
incluindo parasitoses) ¢ a modulagiio da sua expressio depende
do contato com as HVEC, assim como da demanda de ferro.
Na condigio de aderido & célula epitelial, T sugimelis manifestou
a diminuigio da TV44, fato que sugeriu o seu envolvimento na
via de sinalizaglio entre o parasito e a célula do hospedeiro'* (A).

A forma ameboide de 7. vaginalis, configurada durante a
adesio celular, € proveniente dos mondmeros de actina, essenciais
nos processos dinimicos que transformam as formas celulares ¢
geram as forqus necessdrias para locomogio celular, divisdo celu-
lar, quimiotaxia, fagocitose, macropinacitose € citocinese, assim
como para a polaridade celular ¢ o processo de diferenciagio,
Filamentos de actina levam & locomogio de muitas particulas
citoplasmiticas, incluindo endossomos, bactérias patogénicas
e virus, inclusive particulas se dirigindo para o engolfamento
durante a fagocitose, A adesiio celular ¢ o sinal de transdugiio
sio processos coordenados que podem estar ligados a proteinas
associndas A actina. Dentre as proteinas regulatérias da actina,
# representativa coronina interage com a F-actina'™™ (A),

A coronina € uma das proteinas-chave na regulagio do ci-
toesqueleto de 7. taginalis em resposta A sua intemglio com as
células do hospedeiro. Essa protefna se concentra is margens
da célula aderente ¢ eventualmente em outros locais. Bricheux
et al. caracterizaram molecularmente a coronina do citoesqueleto
de actina de T. ruginalis localizando-a ultrestrutumlmente em
dinimicos locais das células ameboides. A coronina em 7. suginalis

Leituras suplementares

€ constituida de repetidas regides WD, uma estrutura C-terminal
e C-helical, além de muitas fosforilagies entre C1 ¢ C2, O trubalho
de Bricheux et al. nilo esclareceu a parte da proteina responsivel
pela ligagiio & acting, no entanto gerou a expectativa da existéncia
de uma via de sinalizagio onde a coronina seja protagonista da
reorganizagiio do citoesqueleto pam a adapragio de 7, rginalis &
forma ameboide durante o contato celular™ (A).

As formas ameboides de T, saginalis tém sido estudadas por
wviirios sutores, dentre eles, Huang et al, cujos experimentos expu-
seram outrs matriz extracelular (ECM), & fibronectina, Os autores
verificaram, por intermédio de reagio em cadeia da polimense
(PCR) quantitativa, um menor niimero de genes expressos nas
formas ameboides de T, vaginalis em relagio s formas trofozoiticas,
faro que pode sugerir uma incorporagiio proteico-enzimitica que,
consequentemente, enfiatiza o papel citopatogénico do parasito™ (A).

Conclusao

T vaginalis € uma agente infeccioso do epitélio vaginal que
atinge mulheres em todo 0 mundo, sendo sua prevaléncia oscilante
¢ de acordo com a populagio estudada. O método diagnéstico mais
utilizado na detecgiio desse agente € a citologia de Papanicolaou,
que apresenta sensibilidade em tormo de BO% ¢ € requerida no
mastreamento do cincer cervical. O contato dele com as HVEC
induz sinalizaghes quimicas provavelmente capazes de gerar danos
significativos na mucosa local. A produgiio da IL-8 por T suginalis
tem sido comprovada mediante experimentos de alta complexidade.

As importantes MAP quinases representam, no momento, as
principais vias de sinalizagiio entre 7. sugimalis ¢ a célula humana,
tendo em vista o efeito da citopatogenicidade, Entretanto, a via
molecular ancorada i proteina adaptadora MyD88 ¢ a via dos
receptores do tipo Toll independentes constituem alternativas
a serem consideradas e melhor avaliadas.
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& diagnosis of precancerous lesions (classified according to
the Bethesda system for g cervical cytology) [1].

Cytology is the method choice for diagnosmgT.

adherence to the vagnal epithelial cells, which s
responsible for the interaction between these cells and the
mz}mnmdmwm

The present study evaluated the detection frequency of T.
inflamunatory changes were evaluated as a function of the
presence of the parasite in pregnant and non-pregnant
women receiving care at referral hospstals in Goilinia, Gotds,

using
microscope, model CBA (Figures 1, 2 and 3).

The shdes were examined by the prncipal mvestigator of
the stody, who has a postgraduate degree in clinical
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E. Scanning Electron Microscopy

The smear was fixed under a cover slip measuring 24 x 24
cm, coated with 0.1% gelatin, fixed m 4%
and stored ovemnight 1n & humidified chamber. Dehydration
was performed n incressing solutions of ethanol The shide
was dried i hexamethyldisilazane and deposition of gold
films was performed under vacuum usinga Denton vacuum
system. mmmmﬂmum
electron mucroscope (JSM-610), equipped with energy-
dispersive spectrometry and Thermo Scientific NSS spectral
unaging, operated at 4 kV, and mstalled m the microscopy
of the Physics Institute Federal University of
Gouds (Figure 4).

F. Statistical Analysis
The chi-square test and Fisher's exact test were used in

m RESULTS
Overall, 46% of the women mvestigated i the present
study were infected with T° vaginalis. The frequency was
hugher in the group of non-pregnant women compared to the
group of pregnant patients (54% wversus 37%) and this
difference was statistically significant (p<0.05) (Table 1).

Table 1: Frequency of T. vaginalis mfection m pregnant

men recerving care in refermal hospitals in Goidma.
T. vaginalis | Pregnant Non-Pregnant Total
Women Women
Positive 58 (37%) 109(54%) 167(46%)
Negative 99 (63%) 93 (46%) 192(53%)
Total 157(100%) 202(100%) | 355(100%)

the patients with 7. vaginalis (Table 2) Fisher's exact test 0,001

Table 2: Assocubon of precancerous lesions with the
presence of 7. vaginalis m women recerving care at referral
hospitals in Gowinia
Positive Negative Total
ASC-US 4 (2.4%) 1(0.5%) 5(1.4%)
LSIL 3(1.8%) 6(3.1%) 9 (2.5%)
HSIL 0 1(0.5%) 1(03%)
Negative for 160(95.8%) 184(95 8%) | 344(95.8%)
mahpnancy

The mam mflammatory change found mn the patients
mfected with 7. vaginalis consisted of halos m
both groups, includng 100% of the 24 shdes analyzed in the
group of non-pregnant women  Enlarged ouclei and
hyperkeratosis were also more common m the group of non-
pregnant women (91% versus 79%);, however, the

with ill-defined cytoplasmic borders and

Inflamatory Preguant | Non-Pregnant Total
changes Women

Women
Permuclear 24(100%) 43 (98%) 67 (98%)
halos
Enlarged 19 (79%) | 40 (91%) 59 (87%)
nuclel
1ll-defmed 23 (96%) | 36(82%) 59 (87%})
cytoplasmic
border
Adherence to 21(87%) | 37 (84%) 58 (85%)
epithelial
cells

7

Fig1 Adberence of T. vagimalis to the vaginal epithehial
cells and pennuclear halo (Pap smear).

www.wirr.org
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Fig. 2 Adherence of T. vaginalis to the vagmal epithelial
cells and ill-defined cytoplasmic border.

Fig. 3 Trophozote form of 7. vaginalis i scannng electron
MICTOSCOpY.

Fig 4 Amoeboid form of 7. vaginalisand vaginal epithelial
cell m scanming electron microscopy.

L3 .

) DISCUSSION

The prevalence of 7. vaginalis infection found m the
present study was high compared to previous reports in the
literature. A study conducted in the Maniuca distnct of
Mozambique reported the presence of the mfection m 31%
of cases exanuned (78/254), however, i addition to the
socioeconomic  and  cultural charactenistics of that
population, 47% of whom are illiterate, nlsdsomuhu
fo take into consideration that the sensitivity of
chagnostic techmque used (e wumnexmmnon)u
considered low [5,6).

predisposes women to infection by parasitic agents,
however, the prevalence of T. vaginalis m the group of
m‘vmn&emwymlo'uhnm

beanng 1n mund that the specificity of the Pap smear 1s lower
than that obtained with other methods [7]. The frequency of
T. vaginalis was evalusted n pregnant women m Papua
New Gunea, where the mfection was found m 21.3% of the
400 samples analyzed by polymerase chain reaction (PCR)
[8]. In another study conducted in Zunbsbwe, infection was
detected by wet mount examinatiomn 118% of 691
pregnant women (> 36 weeks of pregnancy) [9].

Pap smear 1s considered a highly sensihive techmque
compared to mucroscopy, culture and even PCR
Nevertheless, the specificity of this technique 15 arguable,
since false-positive results have been reported m the
literature as a consequence of possible confusion
betweenT. vaginalisand cell remnants [10). In this case, the

of the examiner becomes a relevant factor m

Cytology (CAPPAP program) for evaluation of the presence
of the parasite m cervicovaginal smears [11]. Loo et al
reporfed sensitivity of 98%, specificity of 96% and a
positive predictive value of 88% for detection of the parasite
i the Pap smeann relation to the gold-standard culture in
Femberg's medium [12].

The wmndetermunate lesionsand the precancerous lesions
detected m this study were associated with the presence of
T. vaginalis m 4.2% of the 359 women analyzed Donders
et al reported the presence of7. vaginalis m 1.3% of cases
of atypical squamous cells of undetermined significance
(ASC-US) (Bethesda) to 003% when no
malignant lesions were found [13]. Misra and Smgh found
T. vaginalis m 8.1% of cases of low-grade lesions defined
according to the Bethesda system [14].

The prncipal inflammatory changes associated with the
presence of T. vaginalisin the present study are sunular to
those reported by No#l and Engohan-Aloghe[15]. There was
a high rate of pennuclear halos, nuclear enlargement and
adherence of the parasite to vagmal epithelial cellsin both
studies No case of ill-defined cytoplasmic border was
reported in the aforementioned study, however, according to
Lemos ot al. that change is characteristic of the presence of
the parasite, which was found m 50% of the smears
analyzed [16].

www.wirr.org
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Gardnerella vaginalis, a fact already reported in the
literature when clue cells (vaginal epithelial cells coated
with coccobacilli) are a constant part of the microbiota.in a

together with lactobacilli in the microbiotaof 18% of the
o

(] Lemos PA Amsd WN (015, Octber

Trichomonas

cervical cancer: » systematic review. Femuna
[Online}43:209-214.
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laboratory techniques in a population of pregnant and non-pregnant patients recelving care at reference hospitals in

mmmmmmanmmmmmmn

Methods: Traditional techniques were used: culture (gold-standard), wet mount microscopy and Papanicolaou (Pap)
smears. Additionally, a stained preparation from cultured T. vaginalis was used. Molecular identification of T. vaginalis was

mwxnmuwmmm

Results: There was no statistically significant difference in the rates of T. vaginalis infection between the groups of pregnant

and non-pregnant women: culture (20.8 versus 25.5%); wet mount microscopy (12.5 versus 7.1%); Pap smear (31.4 versus

48.9%); stained preparation from cultured T. vaginalis (37.5 versus 52.0%) and PCR (12.5 versus 7.1%). Accuracy was

Conclusions: The prevalence of T. wnmmmmmmnmmmmmw
women. The comparative study showed the degree of effectiveness obtained with the techniques evaluated.

conditions and women's immune status are important char- immunity s physiologically reduced. The -
acteristics to be analyzed when the prevalence of tion may early onset placental insufficiency, principally
this parasite since the frequency of this is highest in in the Mdmmhm
&wmq‘nmmmmm delivery of the newbomn infant. **

There are three main dlinical laboratory techniques routinely niques of wet mount microscopy and Papanicolaou (Pap)
used in the diagnosis of T vaginalls. With wet mount micros- smears with the gold standard, iquid culture, and to also per-
mly B‘oqm“o:raﬂdhs? n:ﬁ.:m mm in ﬁw&s
poor to set in pregnant re-
in 30 minutes). * With fiquid culture, and specificity ceiving care at reference hospitals in Goldnia.
are considered high (around 95%), since culture provides the
mwM‘WMh’B 'opuhlo:d
mmz
most commonly used method for the detection of T vaginalis. This cross-sectional, expenmental study involved 170 patients,
Specificity and sensitivity are only moderate with Pap smears 72 of whom were pregnant, while the remaining 98 were not.
(around 80%), since the presence of static trophozoite forms Low-risk demmmw
can be a confounding factor, making the effectiveness of this examination comprised the preg-
method highly dependent on the examiner's experience. nant women, The control group consisted of sexually active,
non-pregnant women in an appropriate phase of the cyde to

Polymerase chain techniques
M)Mdmaudﬁ:m” mMum
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Anexo 5

Tabela 1: Distribuicdo da frequéncia de T. vaginalis por faixa etaria em

mulheres normais, gravidas e HIV positivas em Goiania, 2016*.

T. vaginalis
Faixa Mulheres normais Gréavidas HIV positivas
Etaria + - + - + -
18 a 10 40 15 76 8 15

35  (52,63%) (47,06%) (52,63%) (92,68%) (23,53%) (21,74%)
anos

36 a 8 44 3 6 23 44
55  (42,11%) (51,76%) (16,67%) (7,32%) (67,65%) (63,77%)
anos

>56 0 1 0 0 3 10
anos  (0,00%) (1,18%) (0.00%) (0,00%) (8,82%) (14,49%)
Total 18 85 18 82 34 69

(100,0%) (100,0%) (100,0%) (100,0%) (100,0%) (100,0%)

*Deteccdo de T. vaginalis pela PCR padr&o ouro.
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